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Abstract

In order to study molecular similarities and differences of intrahepatic (IH-CCA) and
extrahepatic (EH-CCA) cholangiocarcinoma, 24 FFPE tumor samples (13 IH-CCA, 11
EH-CCA) were analyzed for whole genome copy number variations (CNVs) using a new
high-density Molecular Inversion Probe Single Nucleotide Polymorphism (MIP SNP)

assay.

For both tumor subtypes, the most frequent losses were detected on chromosome 1p,
3p, 6g and 9 while gains were mostly seen in 1q, 8q as well as complete chromosome 17
and 20. Applying the statistical GISTIC (Genomic Identification of Significant Targets In
Cancer) tool we identified potential novel candidate tumor suppressor- (DBC1, FHIT,
PPP2R2A) and oncogenes (LYN, FGF19, GRB7, PTPN1) within these regions of

chromosomal instability.

Next to shared aberrations in IH-CCA and EH-CCA, we additionally found significant
differences in copy number variations on chromosome 3 and 14. Moreover, due to the
fact that mutations in the Isocitrate dehydrogenase (IDH-1 and IDH-2) genes are more
frequent in our IH-CCA than in our EH-CCA samples, we suggest that the tumor subtypes

have a different molecular profile.

In conclusion, new possible target genes within regions of high significant copy number
aberrations were detected using a high-density Molecular Inversion Probe Single
Nucleotide Polymorphism (MIP SNP) assay, which opens a future perspective of fast
routine copy number and marker gene identification for gene targeted therapy.



Abstrakt

Um Gemeinsamkeiten und Unterschiede zwischen intrahepatischen (IH-CCC) und
extrahepatischen (EH-CCC) Cholangiokarzinomen zu untersuchen, wurden 24 Formalin-
fixierte (13 IH-CCC, 11 EH-CCC) Tumorproben hinsichtlich genomweiter Copy Number
Variations (CNVs) mit Hilfe der hochauflésenden Molecular Inversion Probe Single

Nucleotide Polymorphism (MIP SNP) Technologie analysiert.

In beiden Tumorsubtypen wurden die haufigsten DNA Verluste auf Chromosom 1p, 3p,
6g und 9 detektiert, wahrend die DNA Gewinne auf Chromosom 1qg, 8q und den
kompletten Chromosomen 17 und 20 lokalisiert waren. Mit Hilfe des statistischen
Algorithmus GISTIC (Genomic Identification of Significant Targets In Cancer) konnten
innerhalb dieser Regionen mit chromosomaler Instabilitdt mdgliche neue
Tumorsuppressor- (DBC1, FHIT, PPP2R2A) und Onkogene (LYN, FGF19, GRB7,
PTPNL1) identifiziert werden.

Neben den gemeinsamen Copy Number Aberrationen in IH-CCC und EH-CCC wurden
signifikante Unterschiede beziglich der DNA-Kopienzahl zwischen den Tumorsubtypen
auf Chromosom 3 und 14 gefunden. Des Weiteren wurden im vorliegenden
Tumorkollektiv Mutationen in den Isocitrate dehydrogenase (IDH-1 und IDH-2) Genen
haufiger in IH-CCC als in EH-CCC detektiert, sodass ein unterschiedliches
subtypenspezifisches molekularpathologisches Profil der Tumorsubtypen angenommen

werden kann.

Zusammenfassend konnten mit Hilfe der Molecular Inversion Probe Single Nucleotide
Polymorphism (MIP SNP) Technologie innerhalb signifikanter Copy Number
Aberrationen neue potentielle Zielgene in Cholangiokarzinomen identifiziert werden.
Durch diese Methode wird die Perspektive einer zukinftigen schnellen, in der Routine
einsetzbaren Bestimmung von DNA Copy Number Status und Markergen-ldentifizierung

zur individualisierten, Marker-basierten Therapie eroffnet.
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1 Einleitung

1.1 Grundlagen der Karzinogenese

Der Vorgang der Entstehung eines malignen Tumors, in dessen Rahmen verschiedene
genetische Transformationen stattfinden, wird als Karzinogenese bezeichnet (1). Als
Ausloser fur die entscheidenden genetischen Veradnderungen, die zur Tumorigenese
fuhren, werden neben einer erblichen Disposition vielfaltige chemische, physikalische

und biologische Noxen verantwortlich gemacht (1).

Fundamentale genetische Mechanismen der Tumorentstehung umfassen eine
veranderte Regulierung von Genen, die fur die Zellteilung und Differenzierung zustandig
sind. Die entscheidenden Gentypen stellen hierbei die Protoonkogene und
Tumorsuppressorgene dar (2). Protoonkogene kodieren fur Zellwachstum,
kontrollierende oder Uberwachende Proteine und den programmierten Zelltod (Apoptose)
(3), wahrend Tumorsuppressorgene eine proliferationshemmende und
differenzierungsfordernde Wirkung auf ein bestimmtes Zielgewebe austiben (4). Eine
veranderte Aktivitdt dieser beiden Gentypen fuhrt somit zu einer unkontrollierten

zellularen Dauerproliferation mit (maligner) Entartung des Ursprungsgewebes (4).

Fir die Entstehung der Veranderungen in den betroffenen Gentypen wurden
verschiedene Mechanismen identifiziert. So kénnen Punktmutationen,
Genamplifikationen oder Gendeletionen zu einer Aktivierung von Onkogenen oder zum
Funktionsausfall von Tumorsuppressorgenen fihren (3). Beispielsweise konnte gezeigt
werden, dass eine Vervielfaltigung (Amplifikation) des ERBB2 Gens Uber eine verstarkte
Ausbildung von Wachstumsfaktoren zur Tumorentstehung und Progression des

Mammakarzinoms fuihren kann (5).

Die zuvor erwahnten Genamplifikationen und Gendeletionen werden unter dem Begriff
Copy Number Variations (CNVs) zusammengefasst, welcher die strukturelle Variation in
der Kopienzahl einzelner DNA Abschnitte beschreibt. Diese beinhalten DNA Gewinne
(Amplifikationen) oder Verluste (Deletionen), welche grofier als eine Kilobase (kb) grof3
sind (6). Trotz vielféaltiger Reparationsmechanismen treten CNVs 100 bis 10.000 mal
haufiger auf als Punktmutationen (7). Obwohl deren Entstehungsmechanismus noch
nicht endgultig geklart ist, nimmt man sowohl Fehler bei der nicht-allelischen homologen
Rekombination, als auch Non-homologous End Joining (NHEJ) als mogliche Ursachen
an (8).



Ein weiterer Mechanismus, der zum Funktionsverlust von Tumorsuppressorgenen fiihren
kann, wird als Loss of Heterozygosity (LOH) bezeichnet. Grundsatzlich bezeichnet
Heterozygotie den Zustand eines in verschiedenen Merkmalsauspragungen (Allelen)
vorliegenden Gens. Ein Verlust der Heterozygotie entsteht Knudsons 2-Hit-Hypothese
zur Folge, wenn beide Allele durch verschiedene Defekte (erbliche oder somatische
Mutation) ausfallen (9).

1.2 Definition des Cholangiokarzinoms

Gallengangskarzinome, sog. cholangiozellulare Karzinome, sind hochmaligne Tumoren,
die von einer neoplastischen Transformation des Gallengangepithels ausgehen. Die
Tumoren werden anhand ihrer anatomischen Lage in intrahepatische und
extrahepatische Cholangiokarzinome unterteilt, von denen die letzteren wiederum in
proximale (perihilare oder sog. Klatskin Tumoren) und distale subtypisiert werden (10).
Trotz der allgemeinen Unterscheidung von intra- und extrahepatischen (perihilaren und
distalen) Cholangiokarzinomen bestehen seitens der Union internationale contre le
cancer (UICC) und der World Health Organization (WHQO) verschiedene Definitionen
dieser Tumorsubtypen anhand ihrer anatomischen Lokalisation (10, 11). So grenzt die
UICC Klassifikation perihilare von intrahepatischen Cholangiokarzinomen proximal durch
Gallengange zweiter Ordnung ab. Die distalen Cholangiokarzinome werden wiederum
durch den einsetzenden Ductus cysticus in die extrahepatischen Gallengange vom
perihilaren Subtyp getrennt. Auf der anderen Seite definiert die WHO perihilare
Cholangiokarzinome als Tumoren, die vom rechten oder linken Ductus hepaticus
ausgehen ohne den Ansatzpunkt des Ductus cysticus zu berlcksichtigen. Andererseits
gehdren nach WHO Einteilung auch perihilare Cholangiokarzinome zu den
intrahepatischen Tumoren, die vom intrahepatischen Gallengangsepithel ausgehen.
Diese uneinheitlichen Klassifikationen haben teilweise zu einer unterschiedlichen

Gruppierung der verschiedenen Subtypen des Cholangiokarzinoms beigetragen (10).
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Abbildung 1-1

Einteilung der Subtypen des Cholangiokarzinoms in intrahepatisch und extrahepatisch (perihilar und distal)
basierend auf der anatomischen Lokalisation nach der UICC Klassifikation.
Modifiziert nach Blechacz et al, 2011 (10)

1.3 Epidemiologie des Cholangiokarzinoms

Die Inzidenz des cholangiozellularen Karzinoms, welches 3% der gesamten
gastrointestinalen Tumoren darstellt, steigt weltweit (12, 13). Jedoch variiert die Inzidenz
in den verschiedenen Landern sehr stark mit einer Rate von 1-2/100.000 in Westeuropa
und einer bis zu hundertfach hoheren Rate in Stdostasien (14). Fur diese Diskrepanz
werden unterschiedliche lokale Risikofaktoren und genetische Voraussetzungen
verantwortlich gemacht (15). Sowohl bei den intra- als auch extrahepatischen
Cholangiokarzinomen sind Manner weltweit mit einem Verhaltnis von 1.5 haufiger

betroffen als Frauen (14).

Bei beiden Subtypen sind die meisten Betroffenen bei Diagnosestellung tber 65 Jahre

alt (16). Jedoch sind Patienten in Landern mit einer hoheren Inzidenz (Sudostasien)



aufgrund deutlich definierter lokaler Risikofaktoren haufig schon friher betroffen (14).
Unterschiede zwischen den intra- und extrahepatischen Gallengangskarzinomen zeigen
sich vor allem bei den Uberlebenswahrscheinlichkeiten: Wahrend die Uberlebensrate von
5 Jahren bei den intrahepatischen meist unter 5% liegt, ist diese bei den extrahepatischen
Tumoren bei bis zu 17.3% (14).

Auch in der Inzidenz variieren die unterschiedlichen Subtypen: Die Grof3zahl der
Tumoren sind extrahepatisch (90%) lokalisiert, von denen wiederum die perihilaren
(Klatskin Tumoren) mit Gber 50% haufiger als die distalen Gallengangskarzinome sind.
Intraheptische Cholangiokarzinome sind mit 10% deutlich seltener (17, 18).

Interessanterweise zeigte sich in den letzten 30 Jahren eine deutliche Inzidenzsteigerung
des intrahepatischen Subtyps, wahrend fir das extrahepatische Cholangiokarzinom ein
Ruckgang der Inzidenz verzeichnet werden konnte (19, 20). Parallel zur Inzidenz findet
sich auch eine Zunahme der Mortalititsrate fir die intrahepatischen
Gallengangskarzinome bei einer stabilen bis abnehmenden Mortalitatsrate fur die
extrahepatischen cholangiozellularen Karzinome (21). Gegenwartig herrscht immer noch
eine Debatte, ob es sich hierbei um einen tatsdchlichen Zuwachs von intrahepatischen
Cholangiokarzinomen handelt. Studien aus den USA und England weisen auf eine
maogliche Missklassifikation der perihilaren Gallengangskarzinome (Klatskin Tumore)
zum intrahepatischen anstelle zum extrahepatischen Subtyp, eine exaktere Bildgebung
und bessere histologische Nachweistechniken als Ursache der verénderten Inzidenz hin
(22). Andere Forschungsgruppen konnten trotz Berlcksichtigung dieser Faktoren in
Langzeitstudien einen reellen Zuwachs in der Inzidenz des intrahepatischen Subtyps
verzeichnen (23, 24). Diese unterschiedliche Auftrittswahrscheinlichkeit und
zunehmende Inzidenz eines Subtyps des Cholangiokarzinoms lasst Gatto et al, 2010
sowohl unterschiedliche Atiologien als auch Risikofaktoren fur die intrahepatischen im

Gegensatz zu den extrahepatischen Tumoren vermuten (25).

1.4 Risikofaktoren des Cholangiokarzinoms

Obwohl inzwischen verschiedene Risikofaktoren fir die Entstehung von
Cholangiokarzinomen identifiziert wurden, kdnnen diese nur bei einer Minderheit der
betroffenen Patienten gefunden werden (26). So besitzen in westlichen Landern vor allem

Patienten mit primar sklerosierender Cholangitis (PSC) ein erhéhtes Risiko fur die



Entstehung eines Gallengangskarzinoms (27). Die Pravalenz von cholangiozellularen
Karzinomen bei Patienten mit PSC liegt bei 32-42%, sodass diese Patienten nach der
Erstdiagnose einer PSC moglichst sorgfaltig sowohl auf Cholangiokarzinome gescreent
als auch regelmalig einer Nachsorge unterzogen werden sollten (28). Im asiatischen
Raum sind haufig Leberegel als lokaler Risikofaktor identifiziert worden (29). So nimmt
man an, dass die Parasiten (Opisthorchis viverrini, Clonorchis sinensis and
Schistosomiasis japonica) sich im biliaren System festsetzen und eine chronische

Entzindungsreaktion auslosen, welche zu einer malignen Transformation fuhrt (30).

Des Weiteren werden verschiedene toxische Verbindungen als Ausloser des
Gallengangskarzinoms aufgeftihrt, von denen Thorotrast, ein ehemaliges Kontrastmittel,
besonders hervorzuheben ist (31). Weiterhin sind das Caroli-Syndrom, hereditare
Choledochuszysten und Hepatholithiasis als Risikofaktoren bekannt (32). Ebenso
erhbhen infektiose Lebererkrankungen wie Hepatitis B und C das Risiko am
Cholangiokarzinom zu erkranken, wie eine US-Studie zeigen konnte (33). Dabei stellte
man fest, dass eine Infektion mit dem Hepatitis Virus C einen Risikofaktor fur die
Entstehung eines intrahepatischen cholangiozellularen Karzinoms darstellt, nicht aber fir
den extrahepatischen Subtyp (34). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass eine
Leberzirrhose  mit  intrahepatischen, nicht jedoch mit  extrahepatischen
Gallengangskarzinomen assoziiert ist. Beruhend auf den letztgenannten Unterschieden
weist Tyson et al, 2012 auf mdglicherweise unterschiedliche Risikofaktoren fur die
Genese der beiden Subtypen des Cholangiokarzinoms hin (35).

1.5 Klinik und Diagnostik des Cholangiokarzinoms

Die klinischen Symptome sind jeweils abhangig von der Tumorlokalisation. So sind
extrahepatisch distal oder perihilar gelegene Cholangiokarzinome gepragt durch Zeichen
einer biliaren Obstruktion mit Ikterus, Hellfarbung des Stuhls und Pruritus.
Intrahepatische  Gallengangskarzinome dagegen werden erst spat durch
Allgemeinsymptome wie Gewichtsverlust, Nachtschweil3, fehlenden Appetit und

abdominelle Schmerzen auffallig (36) .

Die Diagnostik bedient sich vor allem verschiedener Modalitaten der bildgebenden
Verfahren, welche durch laborchemische Parameter unterstitzt werden. Zunachst wird

meist die Ultraschalldiagnostik verwendet, um Zeichen der Cholestase abzuklaren. Zur



weiteren Bestimmung der Lokalisation einer moglichen Lasion wird die
Computertomographie (CT) angewandt. Neben der Darstellung des Tumors mit der
Magnetresonanztomographie (MRT), erlaubt die
Magnetresonanzcholangiopankreatikografie (MRCP) sowohl eine Entnahme von
Probenmaterial mittels Feinnadelaspiration oder transpapillaren Biopsie als auch einen
therapeutischen Eingriff bei Cholestase (37).

Die Darstellung der Lasion durch bildgebende Verfahren wird durch den Einsatz von
Tumormarkern erganzt, welche vor allem CEA, CA-125 und CA 19-9 beinhalten. Hierbei
wird CA 19-9 am haufigsten verwendet, obwohl dieser auch in Pankreastumoren,
Magentumoren und bei primar biliarer Zirrhose erhdht sein kann (38). Nichtsdestotrotz
zeigt CA 19-9 von den erwahnten Markern die hdchste Sensitivitdt und Spezifitat zur

Detektion von cholangiozellularen Karzinomen (39).

1.6 Makro- und mikroskopische Einteilung des Cholangiokarzinoms

In der makroskopischen Einteilung der intrahepatischen Cholangiokarzinome, die im
Wesentlichen das Wachstumsmuster des Tumors beschreibt, bestehen Differenzen
zwischen der Liver Cancer Study Group of Japan (LCSGJ) und der American Joint
Cancer Committee/Union internationale contre le cancer (AJCC/UICC) (11, 40). Beiden
Systemen gemeinsam ist die Einteilung der Tumoren in einen ,mass forming type®, der
dazu neigt das Leberparenchym dber das Portalvenensystem und zuséatzlich
Lymphknoten zu infiltrieren, und einen ,periductal-infiltrating type®, der sich vor allem
innerhalb der Gallengénge ausbreitet. Wahrend die LCSGJ noch einen zusatzlichen
sintraductal-growth type“ unterscheidet, der einem intraduktalen Thrombus &hnlich ins
Gallengangslumen hineinwachst, bezeichnet die AJCC/UICC nur noch einen ,mixed
type“. Der ,intraductal-growth type“ zeichnet sich durch die beste Prognose aus, der

,periductal-infiltrating type“ ist dagegen mit der schlechtesten Prognose assoziiert (41).
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Mass-forming type Periductal-infiltrating type Intraductal-growth type

Abbildung 1-2

Makroskopische Einteilung der intrahepatischen Cholangiokarzinome nach der Liver Cancer Study Group
of Japan (LCSGJ). Blechazc et al, 2011 (10)

Bei den extrahepatischen Cholangiokarzinomen unterscheidet man wiederum zwischen
einem exophytischen und intraduktalen Wachstumsmuster (42), wobei beide Typen mit

einer perineuralen Invasion und Lymphknotenbeteiligung einhergehen (10).

Zur histologischen Einteilung der Cholangiokarzinome besteht neben der WHO
Klassifikation die aktuelle Edition des AJCC/UICC, welche als haufigste Form die
Adenokarzinome, sowie seltenere Formen (adenosquamoése und squamoése Karzinome,
muzindse-,  siegelringzellartige-,  sarkomatdse-,  lymphoepitheliomatése- und
Klarzellvarianten) beschreibt (43, 44).

Die gangigste Form des cholangiozellularen Karzinoms stellt das malRig bis gut
differenzierte Adenokarzinom dar, welches durch eine glandulare oder tubuléare Struktur
gepragt ist. Hierbei zeigen die kubischen oder saulenartigen anaplastisch veranderten
Epithelzellen ein eosinophiles Zytoplasma mit runden zentralen Nukleoli. Die
heterogenen Tumorzellen breiten sich haufig entlang der Gallengangswande und

Nervenscheiden aus (45).
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Abbildung 1-3

Darstellung eines perihilaren Cholangiokarzinoms (A081) in der HE-Farbung. A: Drisenférmig wachsendes
Cholangiokarzinom mit angrenzendem Lebergewebe (2fache VergréRerung). B: Deutliche Vermehrung
von Kkollagenfaserreichem, zellarmem Bindegewebe sowie kraftige, Ilymphozytar betonte
Begleitentzindung um die tubular wachsende Neoplasie (5fache VergréBerung). C: MaRige
Differenzierung des Adenokarzinoms (10fache VergroRerung). D: Auskleidung durch ein

hochprismatisches Epithel mit stiftchenformigen, opaken Zellkernen und prominenten Nukleolen.

Weiterhin wird eine Graduierung des histologischen Bildes anhand der Differenzierung
des Tumors vorgenommen, wobei man gut-, moderat und schlecht differenzierte
Adenokarzinome unterscheidet. Obwohl diese Graduierung eine Korrelation zum
postoperativen Verlauf zeigt, scheint die Tumorausbreitung (Staging) eine gréf3ere Rolle
zu spielen (41).

Neben der Morphologie spielt der Einsatz von immunhistochemischen Verfahren eine
zunehmende Rolle in der histologischen Diagnose des Cholangiokarzinoms. Dies liegt
zum einen an der haufig geringen Tumormenge innerhalb der diagnostischen Probe, die
keine zuverlassige morphologische Aussage erlaubt. Zusatzlich kénnen hiermit
Metastasen anderer Adenokarzinome mit Uberlappender Morphologie besser
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differenziert werden. Hierzu beschreiben Langer et al, 2006 folgende Antikorper als
immunphanotypisch fur das Cholangiokarzinom: CK7 pos., CK17 pos., CD7 pos, CDX2
neg. (46).

1.7 Molekulare Pathogenese des Cholangiokarzinoms

Die Karzinogenese des Cholangiokarzinoms wird als ein mehrstufiger Prozess
beschrieben, welcher von einer chronischen bilidren Entzindungsreaktion mit
Schadigung der Cholangiozyten ausgeht. Daraufhin werden Zytokine wie Interleukin-6
(IL-6) und Transforming Growth Factor-p (TGF-B) freigesetzt, die sowohl zu einem
erhohten Zellumsatz der Cholangiozyten, als auch zu einer Forderung der Karzinogenese
durch Schadden der DNA Mismatch Reparatur Gene, Protoonkogene und
Tumorsuppressorgene fuhren (47). Die von diesem Prozess betroffenen Mechanismen,
die in intra- und extrahepatischen Cholangiokarzinomen bekannt sind, sollen im
folgenden Abschnitt ausfihrlicher dargestellt werden. Hierbei handelt es sich um haufig
bei Cholangiokarzinomen vorliegende somatische Mutationen, epigenetische
Veranderungen und Copy Number Variations.

Inzwischen wurden durch die Untersuchung einzelner Gene (Single Gene Studies) und
das Whole-Exome Sequencing verschiedene somatische Mutationen in
Cholangiokarzinomen identifiziert. In diesem Zusammenhang scheinen einige
Gengruppen aufgrund ihrer Haufigkeit eine herausragende Rolle zu spielen, sodass sie
besonderer Aufmerksamkeit bedurfen. Zu diesen z&ahlen Verénderungen in der ErbB2-
Rezeptor Familie, die zwar selten Mutationen in Cholangiokarzinomen aufweist, aber
durch eine erhdhte Genexpression und Genamplifikation gepragt ist (48). Es konnte
gezeigt werden, dass ErbB2-Rezeptoren Uber eine Aktivierung der intrazellularen ras-raf-
MEK-MAPK und PI3K-Akt Kaskaden die Zelldifferenzierung und die maligne
Zelltransformation beeinflussen (49). Sowohl in Zellkulturexperimenten als auch in
Mausmodellen fiihrte eine Uberexpression des ERBB2 Gens zur Tumorentwicklung (50,
51). Zusatzlich konnten Andersen et al., 2012 eine schlechtere Prognose bei Patienten
mit einer Aktivierung des ErbB2-Rezeptors nachweisen (52). Zu der ErbB2-Rezeptor
Familie gehort auch das EGFR (ERBB1) Gen, welches ebenfalls die zuvor beschriebene
Signalwegskaskade auslosen kann. Obwohl die Aktivierung der EGFR down-stream

gelegenen Signalwege ein typisches Geschehen in Cholangiokarzinomen darstellt,
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wurden nur selten aktivierende Mutationen im EGFR Gen oder den sich im Signalweg
anschlieBenden Genfamilien wie BRAF (53) oder PIK3CA (54) gefunden.

Ein weiteres haufig von somatischen Mutationen betroffenes Gen in
Gallengangskarzinomen stellt KRAS dar, welches ebenfalls Giber den ras-raf-MEK-MAPK
Signalweg Wachstums- und Differenzierungsprozesse reguliert (55). Hierbei fanden sich
die Mehrzahl der Mutationen in einem fortgeschrittenen Tumorstadium (56).
Interessanterweise lieBen sich entsprechende Verdnderungen auch in der
Gallenflissigkeit von Patienten mit primar sklerosierender Cholangitis feststellen, die
darauf hinweisen, dass KRAS Mutationen frilhe Ereignisse in der Tumorigenese des
Cholangiokarzinoms darstellen (57). Des Weiteren fuhrte eine Albumin-Cre-vermittelte
somatische Aktivierung von KRAS in einem Mausmodell zur Ausbildung eines
Gallengangskarzinoms (58). Trotz dieses kausalen Zusammenhangs konnte die KRAS
Mutation nicht als unabhangiger prognostischer Faktor fur das Cholangiokarzinom
etabliert werden (52).

Neben KRAS Mutationen konnten O'Dell et al, 2012 in ihrem Mausmodell
Veranderungen im TP53 Gen als Ursache fir die Entstehung des cholangiozellularen
Karzinoms identifizieren (58). Doch im Gegensatz zu KRAS treten Mutationen im TP53
Gen als ein spates Ereignis in der Tumorentwicklung des Cholangiokarzinoms auf (59).
TP53 stellt ein Tumorsuppressorgen dar, welches bei Akkumulation Mechanismen der
DNA-Reparatur oder bei fortgeschrittenen DNA-Schaden die Apoptose (programmierten
Zelltod) einleitet. Der Verlust von TP53 fuhrt somit Uber einen fehlenden Zellarrest zu
einer unkontrollierten Zellproliferation (60). In Cholangiokarzinomen wurden tber 90
verschiedene Mutationen fiir TP53 beschrieben, die durch abnorme Proteinexpression in
der Immunhistochemie oder durch Sequenzierungsstudien nachgewiesen wurden (61).
Insbesondere fand sich eine starke Assoziation zwischen Thorotrast-induzierten
Cholangiokarzinomen und TP53 Mutationen (62). Tannapfel et al, 2000 konnten zudem
Mutationen in TP53 neben der Tumorausdehnung, dem Befall der Lymphknoten und der
Tumorgraduierung als einen wichtigen prognostischen Faktor fur das Patiententiberleben
identifizieren (63)

Neben den schon beschriebenen charakteristischen Mutationen fiur das
Cholangiokarzinom rickte seit kurzem das IDH-1 und IDH-2 Gen vermehrt in das

Interesse der Forschung. Es konnte gezeigt werden, dass veranderte Idh Proteine Uber
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eine abnorme enzymatische Aktivitat a-Ketoglutarat (aKG) zu 2-Hydroxyglutarat (2HG)
konvertieren. Dieses inhibiert daraufhin die Funktion verschiedener a-Ketoglutarat
abhangiger Dioxygenasen, die zu Veranderungen der Zelldifferenzierung- und Reifung
fuhren (64, 65). Borger et al, 2011 fanden zum ersten Mal Veranderungen im IDH-1 und
IDH-2 Gen in Cholangiokarzinomen, wobei diese die haufigsten somatischen Mutationen
innerhalb ihrer breit angelegten Tumor Genotypisierungsstudie darstellten (66). Dartber
hinaus zeigten Wang et al, 2012, dass Mutationen im IDH-1 und IDH-2 Gen in
Cholangiokarzinomen mit einem langeren Uberleben der Patienten gegeniiber der
Vergleichsgruppe ohne entsprechende Aberration einhergingen (67). Zuséatzlich fanden
sie in Cholangiokarzinomen, welche Mutationen im IDH-1 und IDH-2 Gen aufwiesen, eine
erhohte DNA Hypermethylierung mit vergleichbarer Auspragung wie bei IDH- mutierten
Glioblastomen. Daraus folgern sie Veranderungen der Genexpression verschiedener
Gengruppen in unterschiedlichen Tumoren als Folge einer Mutation im IDH-1 und IDH-2
Gen. Interessanterweise variierte die Haufigkeit der Mutation in Abhangigkeit von der
Ethnizitat, wobei diese bei 7,5% der chinesischen Patienten gegenuber 25% der

kaukasischen Patienten einer amerikanischen Studie gezeigt werden konnte (66, 68, 69).

Neben den somatischen Mutationen wird auch der Einfluss epigenetischer
Veranderungen auf die Genese des Cholangiokarzinoms beschrieben (70). Bei diesen
Alterationen handelt es sich vor allem um Promotor Hypermethylierungen und Histon
Deacethylierungen, die somit die Transkription einzelner Abschnitte der DNA regulieren
kénnen. Hierbei wurde festgestellt, dass das epigenetische Silencing durch Promotor
Hypermethylierung oft in Tumorsuppresorgenen vorkommt, die unterschiedlich haufig
betroffen sind (71-73). In einer aktuellen genomweiten Methylierungsanalyse von
Cholangiokarzinomen zeigten Goeppert et al, 2014 eine veré&nderte epigenetische
Regulierung von Genen, die am Wnt- Signalweg beteiligt sind (74). Am Beispiel der
Inaktivierung des Cytokin Signaling 3 (SOCS3) durch Promotor Hypermethylierung wird
der Zusammenhang zwischen epigenetischen Einflissen und durch proinflammatorische
Zytokine induzierten Signalwegen deutlich. Die Suppression von SOCS3 durch eine
Promotor Hypermethylierung aktiviert den IL-6/STAT3 Signalweg, der wiederum in einer

Resistenz der Tumorzellen gegeniber Apoptose mindet (75).

Weiterhin sind an der epigenetischen Regulation in Cholangioakarzinomen micro-RNAs
beteiligt, welche &hnlich wie Transkriptionsfaktoren die Genexpression modulieren

konnen. Hierbei konnte ein unterschiedliches Expressionsmuster der micro-RNA in
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maligne entarteten Cholangiozyten im Vergleich zu gesundem Gallengangsepithel
gezeigt werden (76).

Eine weitere Saule molekulargenetischer Veranderungen stellen die in der Einleitung
beschriebenen Copy Number Variations (CNVs) dar. Zur Detektion von CNVs in
Cholangiokarzinomen wurden in der letzten Dekade schon einige Comparative Genomics
Hybridization (CGH) Untersuchungen durchgefiihrt (77-80). Zum grof3ten Teil wurden
hierbei intrahepatische Gallengangskarzinome analysiert, aber auch vergleichende
Studien zwischen dem intra- und extrahepatischen Subtyp als auch von
Gallenblasentumoren unternommen. In einer Metaanalyse von 5 Studien konnten
Andersen et al, 2012 zwar haufige Ubereinstimmende Alterationen hinsichtlich der CNVs
aufzeigen, aber auch wesentliche Unterschiede in der Komplexitat der Karyotypen
aufgrund genetischer Imbalanzen feststellen (77-80). Des Weiteren sind die Studien auf
wenige untersuchte Falle limitiert und beinhalten Patienten unterschiedlicher Ethnizitat
(81). In allen durchgefiihrten Studien wurde das Comparative Genomics Hybridization
(CGH) zur Identifizierung der CNVs verwendet, welche eine genomweite, spezifische
Analyse einzelner Gene erlaubt (82). Sensitive und quantitative Aussagen hinsichtlich der
Amplifikation bestimmter Gene, dem Nachweis von LOHs und einem genomweiten
Screening von SNPs sind allerdings auch mit diesen Technologien nur begrenzt méglich.
Eine aktuelle Studie fuhrte erstmals eine integrative molekulare Untersuchung an
intrahepatischen Cholangiokarzinomen durch, in der sowohl mittels eines modernen
high-density SNP Arrays die Copy Number Aberrations untersucht, als auch mit einem
Genexpressionsprofil  eine  neue molekulare Subklassifizierung des Tumors

vorgenommen wurde (83).

Trotz der gemeinsamen, zuvor beschriebenen Mechanismen der
Cholangiokarzinogenese wurden auch molekulargenetische Unterschiede zwischen den
intra- und extrahepatischen Gallengangskarzinomen identifiziert. Zunachst stitzen sich
die Uberlegungen zur unterschiedlichen Genese der beiden Subtypen auf
epidemiologische Daten, die eine haufigere Inzidenz der extrahepatischen
Cholangiokarzinome zeigten (14). Abhangig von der Tumorlokalisation scheinen auch
unterschiedliche Risikofaktoren die Entstehung eines Cholangiokarzinoms zu
beeinflussen (35). Obwohl man davon ausgeht, dass Cholangiokarzinome aus einer
malignen Transformation des Gallengangsepithels entstehen, wiesen neue Studien auch

auf eine Entwicklung von cholangiozellularen Karzinomen aus Stammzellen in
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peribilidren Drisen und/oder in den Hering Kanalen/Gallengangen hin (84). Des Weiteren
postuliert Cardinale et al, 2012 aufgrund von unterschiedlichen Reifeprozessen zweier
Stammzellreinen in der Leberentwicklung die Hypothese von verschiedenen
Ursprungszellen in intrahepatischen und extrahepatischen Cholangiokarzinomen (85).
Jedoch bedarf es fiir eine moégliche Klassifizierung der Cholangiokarzinome, welche auf
den Ursprungszellen der Subtypen basiert, die ldentifizierung definitiver Zellmarker.
Dennoch bietet diese Hypothese einen Erklarungsansatz fur die Heterogenitat in der
Morphologie der Cholangiokarzinome, sowie die damit einhergehenden

molekulargenetischen Unterschiede zwischen den verschiedenen Subtypen des Tumors.

So fanden sich zunachst Unterschiede in der Haufigkeit einzelner somatischer
Mutationen. Wahrend in extrahepatischen Cholangiokarzinomen Mutationen des KRAS
Gens in Uber 50% der Falle vorkommen, werden diese beim intrahepatischen Subtyp in
weniger als 20% beobachtet (52). Im Gegensatz dazu scheinen IDH-Mutationen ein
Charakteristikum der intrahepatischen Gallengangskarzinome zu sein, die in den

extrahepatischen Tumoren kaum vorkommen (66).

Weitere Arbeitsgruppen untersuchten mdgliche Unterschiede zwischen den Subtypen
der Cholangiokarzinome, in dem sie die Expression Zellzyklus- regulierender Proteine
zwischen den Entitaten verglichen. Hierbei fanden Jarnagin et al, 2006 eine haufigere
Expression des Cyclin-dependent kinase inhibitors P27 in intrahepatischen und hil&aren
gegenuber den distalen Cholangiokarzinomen (86). Eine Untersuchung von
Karamitopoulou et al, 2008 bestatigte die Ergebnisse durch eindeutig unterschiedliche
Expressionsprofile intra- gegentber extrahepatischen Cholangiokarzinomen (87). Die
eingangs genannte Annahme von unterschiedlichen Ursprungszellen der beiden
Subtypen des Cholangiokarzinoms wird von Komuta et al, 2012 geteilt. Sie fanden
gemeinsame Genexpressionsmuster einer Subgruppe intrahepatischer und hilar
gelegener Cholangiokarzinome, die sie als Mucin-produzierende Gallengangskarzinome
klassifizieren. Demgegenulber stellen sie eine Subgruppe intrahepatischer Mucin-
negativer Cholangiokarzinome mit histologischer Diversitat, die sie zum Spektrum
kombinierter hepatozelullarer Karzinome z&ahlen (88). Durch eine breite Metaanalyse der
Expressionsprofile bestatigen Wiggers et al, 2014 die Ergebnisse vorhergehender
Studien. Des Weiteren betonen sie die Notwendigkeit einer differenzierten Betrachtung
der unterschiedlichen Tumorigenese fir intra- und extrahepatische Cholangiokarzinome

in Anbetracht zukunftiger Gen-gezielter Therapien (89).
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Im Gegensatz zur zuvor erwahnten Studie von Goeppert et al, 2014 zeigten Yang et al,
2005 unterschiedliche Methylierungsprofile von intra- gegentber den extrahepatischen
Cholangiokarzinomen. Hinsichtlich der Copy Number Variations wurden bislang in einer
vergleichenden Studie von McKay et al, 2011 keine signifikanten Unterschiede zwischen

den beiden Subtypen gefunden (90).

1.8 Therapie des Cholangiokarzinoms

Trotz intensiver Forschung zur Etablierung neuer Behandlungsansatze besteht eine
schlechte Prognose fir das Cholangiokarzinom. Derzeit stellt die chirurgische
Tumorresektion den einzigen kurativen Ansatz dar, welcher aber nur bei lokal
beschrankten Stadien, fehlender Metastasierung und der Moglichkeit eines tumorfreien
Resektionsrandes zur Anwendung kommt (91). Fur erfolgreich resezierte Patienten
konnte eine 5- Jahrestuberlebensrate von 25-30% erreicht werden, wahrend fir Patienten
mit einem nicht resezierbaren Tumor die Lebenserwartung nur 6 bis 12 Monate betragt
(92). Neuerdings wird eine praoperative Portalvenenembolisation (PVE) vor
Leberteilresektion eingesetzt, indem ein Portalvenenast des zu resezierenden
Leberlappens okkludiert wird (93). Damit wird das Volumen der verbleibenden Leber um
12-20% erhoht, wodurch die Rate an postoperativen Leberfunktionsstérungen gesenkt

werden kann (94).

Neue vielversprechende Ergebnisse flr Patienten mit nicht resezierbaren Tumoren
wurden zuletzt mit einer Lebertransplantation geliefert. Durch eine strenge
Patientenauswahl basierend auf ihre Ansprache auf eine pré-Transplantat
durchgefiihrten Chemotherapie wurden 5-Jahres Uberlebensraten von bis zu 76%
erreicht (95, 96).

Eine weitere Therapieoption flr nicht operationsfahige Patienten stellt die
Photodynamische Therapie (PDT) dar. Mittels intravendser Injektion erhalten die
Patienten eine photosensitive Substanz, die vor allem an die Tumorzellen bindet, um
diese fiur eine anschlielende Bestrahlung gegeniiber dem umliegenden Gewebe zu

sensibilisieren (97).
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Fur die pharmakologische Therapie des Cholangiokarzinoms gab es aufgrund
ungenugender Datenlage bis 2010 keine standardisierte Chemotherapie. Unter einer
vielfach verwendeten Monotherapie mit Gemcitabin zeigten sich nur unzufriedenstellende
Ergebnisse (98). Mit den NCRI ABC-01 und ABC-02 Studien aus England wurde jedoch
eine moglicherweise richtungweisende Therapie bestehend aus Gemcitabin und
Cisplatin fur nicht-resezierbare Tumoren des Gallengangssystems etabliert (99, 100). Die
Ergebnisse dieser Studien konnten auch durch eine vergleichbare Untersuchung in

Japan bestatigt werden (101).

Neue Therapieansatze stellen auch monoklonale Antikérper dar, welche gezielt in
molekulare Prozesse eingreifen (102). Deren aktuelle Ansatzpunkte und neuere

Untersuchungsergebnisse werden im Diskussionsteil weiter beleuchtet.
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2 Zielsetzung
Cholangiokarzinome sind hochmaligne epitheliale Tumoren mit sehr schlechter
Prognose. Ziel dieser Arbeit ist die ldentifizierung bislang unbekannter genetischer

Faktoren, die an der Entstehung von Gallengangskarzinomen beteiligt sein kénnen.

1. Mit Hilfe der Molecular Inversion Probe (MIP)-Technologie (OncoScanTM; Affymetrix)
soll an einem Tumorkollektiv von humanen Cholangiokarzinomen eine genomweite
Untersuchung von Copy Number Variations (CNVs) durchgefihrt werden, um
chromosomale Veranderungen in Gallengangskarzinomen wie DNA-Gewinne

(Amplifikationen) und DNA-Verluste (Deletionen) zu identifizieren.

2. Daraufhin sollen innerhalb der betroffenen chromosomalen Veranderungen
(Amplifikationen/Deletionen) durch eine statistische Auswertung mogliche Kandidaten-
und Zielgene, die an der Cholangiokarzinogenese beteiligt sein kdnnten, bestimmt

werden.

3. Im Anschluss sollen die mittels der Molecular Inversion Probe (MIP)-Technologie
identifizierten Copy Number Variations, und von diesen Veranderungen betroffene Gene,
anhand weiterer molekularbiologischer (FISH, RT-PCR) und immunhistochemischer

Methoden verifiziert werden.

4. Des Weiteren sollen Gemeinsamkeiten oder Unterschiede bezuglich der Copy Number
Variations zwischen intra- und extrahepatischen Cholangiokarzinomen untersucht

werden.

5. Zuletzt gilt es Unterschiede zwischen den beiden Subtypen des Cholangiokarzinoms

auch auf verschiedene Mutationsprofile im IDH-1 und IDH-2 Gen zu bestatigen.
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3 Material und Methoden

3.1 Patienten und Tumorproben
Fur die einzelnen Untersuchungen lagen verschiedene Kollektive an Tumorproben vor,

die im Einzelnen dargelegt werden.

1. Zur Analyse mittels Molecular Inversion Probe (MIP), Immunhistochemie und
Fluoreszenz-in-Situ Hybridisierung (FISH) wurden 24 Formalin-fixierte, in Paraffin (FFPE)
eingebettete Tumorproben aus den Archiven des Instituts fur Pathologie, Charité -
Universitadtsmedizin Berlin verwendet. Hiervon wurden alle vorliegenden Proben fir die
MIP und immunhistochemische Untersuchung und 20 ausgewahlte Proben fir die FISH

Analyse bestimmt (Tabelle 3-1).

AO1Il mannlich gering differenziertes EH-CCA  pT2b, pN1

A0211 weiblich 63 gering differenziertes EH-CCA  pT2a, pNO v v v
AO3 11 mannlich 66 magig differenziertes EH-CCA  pT3, pN1 v v v
AO5 I mannlich 52 gut differenziertes EH-CCA pT2a, pNO v v -
AOB I mannlich 34 gering differenziertes EH-CCA  pT2b, pN1 v v v
A7 Il weiblich 81 gering differenziertes EH-CCA  pT2b, pN1 v v v
A0S Il weiblich 69 maRig differenziertes EH-CCA  pT3, pN1 v v v
AO5 | weiblich i3 gering differenziertes EH-CCA  pT3, pNO v v v
AOB | weiblich 66 maRig differenziertes EH-CCA  pT3, pN1 v v =
AO8 | mannlich 70 maRig differenziertes EH-CCA  pT3, pN1 v v v
AQ9 | weiblich 46 maRig differenziertes EH-CCA  pT3, pN1 v v =
BO1 1l mannlich 77 gering differenziertes IH-CCA pT1, pNO v v v
BO211 weiblich 71 gering differenziertes [H-CCA pT1, pNO v v v
BO31I weiblich 73 gering differenziertes IH-CCA pT1, pNO v v v
BO4 11 weiblich 71 gering differenziertes IH-CCA  pT2a, pNO v v v
BOS 11 weiblich 63 maRig differenziertes IH-CCA pT3, pN1 v v v
BO6 11 mannlich 45 gering differenziertes IH-CCA pT3, pN1 v v v
BO7 Il mannlich 46 maRig differenziertes IH-CCA pT3, pNO v v v
BO8 11 weiblich 67 gering differenziertes IH-CCA pT3, pN1 v v v
A101 mannlich 76 maRig differenziertes IH-CCA  pT3, pNO v v v
A1l weiblich 70 gering differenziertes IH-CCA  pT3, pN1 v v -
BO11 mannlich 80 gering differenziertes IH-CCA  pT2, pNO v v v
BO21 mannlich 51 maRig differenziertes IH-CCA pT4, pN1 v v v
BO3| weiblich 76 maRig differenziertes IH-CCA pT1, pN1 v v v

Tabelle 3-1

FFPE Tumorkollektiv.

21



2. Fur die Untersuchung mittels RT-PCR wurden 30 kryoasservierte Tumorproben,

welche nach operativer Entfernung in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C

aufbewahrt wurden, aus den Archiven der Klinik fur Allgemein-, Visceral- und

Transplantationschirurgie, Charité - Universitatsmedizin Berlin verwendet (Tabelle 3-2).

Dieses Kollektiv umfasst ausschliel3lich intrahepatische Cholangiokarzinome.

RNA Nr.

20
22
28
30
31
32
38
39
42
45
48
53
54
55
57
58
59
60
61
64
65
69
73
74
75

76

Tabelle 3-2

Geschlecht

mannlich

weiblich

weiblich

weiblich

weiblich

weiblich

weiblich

mannlich

weiblich

mannlich

weiblich

mannlich

weiblich

weiblich

weiblich

weiblich

weiblich

weiblich

mannlich

mannlich

mannlich

weiblich

mannlich

mannlich

mannlich

weiblich

mannlich

weiblich

weiblich

weiblich

Histologische Diagnose

maBig differenziertes cholangiozellularesKarzinom
maRig differenziertes cholangiozellularen Karzinom
maRig differenziertes cholangiozellulares Karzinom
gering differenziertes cholangiozelluldres Karzinom
gering differenziertes cholangiozelluldres Karzinom
maRig differenziertes cholangiozellulares Karzinom
niedrig differenzierten cholangiozelluléres Karzinom
maRig differenziertes cholangiozellulares Karzinom
manRig differenziertes cholangiozellulares Karzinom
manRig differenziertes cholangiozellulares Karzinom
maRig differenziertes cholangiozellulares Karcinom
maRig differenziertes cholangiozellulares Karzinom
gering differenziertes cholangiozelluldres Karzinom
gering differenziertes cholangiozelluldres Karzinom
maRig differenziertes cholangiozellularen Karzinom
maRig differenziertes cholangiozellulares Karzinom
maRig differenziertes cholangiozellulares Karzinom
maRig differenziertes,cholangiozellulares Karzinom
maRig differenziertes cholangiozellularen Karzinom
maRig differenziertes cholangiozelluldres Karzinom
maRig differenziertes cholangiozelluldren Karzinoms
maRig differenziertes cholangiozellulares Karzinom
maRig differenziertes cholangiozellulares Karzinom
maBig differenziertes cholangiozelluldres Karzinom
maRig differenziertes cholangiozelluldres Karzinom
gering differenziertes cholangiozelluldres Karzinom
gering differenziertes cholangiozellulares Karzinom
gering differenziertes cholangiozelluldare Karzinom
maBig differenziertes cholangiozelluldres Karzinom

maRig differenziertes cholangiozelluldres Karzinom

Kryoasserviertes Tumorkollektiv.

Alter bei
Diagnose

64
37
43
74
60
78
68
68
72
66
67
51
74
44
54
76
67
73
39
70
41
71
76
46
46
55
80
48
63

58

TNM
Stadium

pT4, pNO
pT2, pNO
pT3, pNO
pT4, pN1
pT3, pN1
pT2, pN1
pT2, pN1
pT1, pN1
pT4, pNO
pT4, pNO
pT1, pNO
pT4, pN1
pT3, pN1
pT4, pN1
pT3, pN1
pT1, pN1
pT3,p N1
pT3, pN1
pT1, pN1
pT1, pNO
pT1, pNO
pT3, pNO
pT3, pNO
pT3, pNO
pT4, pNO
pT2, pN1
pT1, pNO
pT3, pN1
pT3, pN1

pT1, pN1
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Zur histopathologischen Begutachtung der cholangiozellularen Karzinome wurden am
Mikrotom 3um Schnitte von den Formalin-fixierten Paraffinproben und am Kryostaten
5um Dunnschnitte der kryoasservierten Tumorproben erstellt, mit Eosin und Hamatoxilin
gefarbt und histologisch charakterisiert. Somit konnten bei den Tumorfragmenten

Kontaminationen mit nekrotischem oder normalem Gewebe identifiziert werden.

Zur Durchfuhrung der molekulargenetischen Analyse wurde vor dem operativen Eingriff

eine Einverstandniserklarung aller Patienten eingeholt.

3.2 Isolierung genomischer DNA aus Tumorgewebe

Zunachst wurden die Tumorproben mit Xylen deparaffinisiert und anschliel3end mit 100%
Ethanol behandelt. Die darauffolgende Extraktion der DNA wurde mit dem QlAamp DNA
FFPE Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Germany) nach Herstellerangaben durchgefihrt.

3.3 Konzentrationsbestimmungen genomischer DNA

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte mittels PicoGreen (Invitrogen, Carlsbad, CA).
Das PicoGreen® dsDNA Quantitation Reagent ist ein  hochsensitiver
Fluoreszenzfarbstoff, der zur Quantifizierung von doppelstrangiger DNA verwendet wird.
Hierzu wird das PicoGreen® dsDNA Quantitation Reagent zunachst 1:200 in 1xXTE pH
7,5 verdunnt und daraufhin unter Lichtabschluss auf Eis aufbewahrt. Anschlieend wird
ebenfalls der PicoGreen® Lambda-DNA-Standard (100pg/ml) in 1XTE pH 7,5 auf
folgende Konzentrationen verdinnt: 0,001ng/ul, 0,003 ng/ul, 0,007ng/ul, 0,010ng/ul
0,020ng/ul, 0,050ng/pl und 0,075ng/ul. Die DNA-Proben werden laut den photometrisch
vermessenen Konzentrationen auf 400ng/ml mit 1XTE pH 7,5 verdinnt. Die Messung
erfolgt in Mikrotiterplatten, wobei jeweils 100l PicoGreen® dsDNA Quantitation Reagent
zu 100yl Probe hinzugefugt wird. Bei den Standards werden jeweils
Dreifachbestimmungen durchgefuihrt. Vor der Messung wird die Mikrotiterplatte mit einem
Optical Adhesive Cover (Life Technologies, Darmstadt, Germany) abgedeckt. Der Plate
Read erfolgt bei 5, 10 und 25ms. Die Fluoreszenz wird fir die Exzitation bei 480nm, die
Emission bei 520nm gemessen. Anschlielend werden Uber die ARn-Werte anhand der
Standardkurven unter Berlcksichtigung der Verdinnungen die Konzentrationen der

einzelnen DNA-Proben berechnet.
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3.4 Molecular Inversion Probe (MIP) Technologie

Zur genomweiten Untersuchung von Copy Number Variations (CNVs), die zur
Identifizierung von chromosomalen Gewinnen (Amplifikationen) und Verlusten
(Deletionen) sowie Loss of Heterozygosity (LOH) dient, wurde die Molecular Inversion
Probe (MIP) Methode eingesetzt.

Ein Vorteil dieser Technologie gegentiber anderen Oligonukleotid-Arrays besteht in der
Maoglichkeit Multiplex Analysen von mehr als 20.000 Single Nucleotide Polymorphisms
(SNPs) in einer einzigen Probe durchzufiihren. Diese sind durch eine hohe Spezifitat, die
aufgrund der Kombination aus dem unimolekularen Proben-Design und den
selektionierenden enzymatischen Prozessen resultiert, gekennzeichnet (103). Dariber
hinaus werden zur Detektion eines SNPs lediglich 40 Basenpaar lange Fragmente
bendtigt, aufgrund dessen Analysen an auf3erst fragmentierten DNA-Proben moglich
sind. Dies erlaubt die Verwendung von Tumor-DNA aus Paraffin-eingebetteten
Gewebeproben (104).

Die Methode des Molecular Inversion Probe erlaubt die Identifizierung und Anreicherung
von spezifischen Genabschnitten. Die hierzu verwendeten Proben bestehen aus einem
einzelstrangigen DNA Molekul, welches an seinen Enden zwei homologe Sequenzen von
jeweils 20bp beinhaltet. Zwischen diesen beiden Sequenzen liegen 2 universelle PCR
Primer Stellen, eine Erkennungsmarkierung (engl.: tag) zur spateren Detektion der Probe
und 2 Molekul Spaltstellen (engl.: cleavage sites). Bei der Hybridisierung der MIP an
einen komplementaren genomischen DNA Abschnitt entsteht durch die Anlagerung der
homologen Sequenzen an die Zielsequenz eine Schleifenbildung der Probe (Abbildung
3-1).
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Abbildung 3-1

Schematische Darstellung der einzelnen Komponenten einer Molecular Inversion Probe (MIP). Oben: MIP
Probe vor der Inversion bestehend aus 2 homologen Zielsequenzen an beiden Enden, 2 PCR Primer
Stellen, einer dazwischenliegenden Spaltstelle (engl. cleavage site) und einer Erkennungsmarkierung
(engl. Tag). Mitte: MIP Probe bei Anlagerung an genomische DNA mit Schleifenbildung (Zirkulierung) durch
homologe Sequenzen an der SNP Position. Unten: MIP Probe nach Inversion mit erneuter Linearisierung
der Probe. Modifiziert nach Wang et al, 2012 (103)

Zunachst wird die genomische DNA denaturiert, um eine Anlagerung der MIPs an die
nun einzelstrangig vorliegenden DNA Zielsequenzen zu erméglichen. Nach Bindung an
die genomische DNA durchlauft die MIP die zuvor beschriebene Schleifenbildung.
Innerhalb dieses Prozesses entsteht eine Liicke gegentiber der Zielsequenz, welche von
den beiden Probenenden eingerahmt wird. Daraufhin wird der Reaktionsansatz auf 4
Proben verteilt, in denen jeweils einer der vier Nukleotide zugegeben wird. Im
darauffolgenden Schritt wird die Licke mittels DNA Polymerase gefullt und die beiden
Probenenden durch eine Ligase verbunden, sodass eine Ringbildung erfolgt. Nicht
reagierende Proben, welche keine Zirkulierung und Luckenfullung durchlaufen, werden
wahrenddessen durch eine Exonuklease entfernt. Daraufhin wird die Probe durch einen
Schnitt der an der Spaltstelle 1 wieder linearisiert, sodass eine Vervielfaltigung der Probe
mittels PCR ablaufen kann. Nun werden die 4 Reaktionsansatze wieder
zusammengefihrt und die erfassten Zielsequenzen kénnen nun dber einen Array,
welcher die komplementdre Sequenz der Erkennungsmarkierung tragt, identifiziert
werden. Dazu werden die fluoreszenzmarkierten Erkennungsmarkierungen durch
Restriktionsenzyme an der Spaltstelle 2 herausgeschnitten und daraufhin auf einen MIP
Array hybridisiert (Abbildung 3-2, Abbildung 3-3).
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Durch die moderne Multiplex Technologie kbnnen mehr als 20.000 MIPs in einem Ansatz
gleichzeitig den Prozess durchlaufen und somit analysiert werden.

1. Anlagerung der MIP an gDNA 2. Luckenfillung- Polymerisation
Probe
\Q\/\‘S Genomic

/

CGGAGATGGCCCA CGGAGATGGCCCA
GECECEIECY (CHCIGIGEGET GCCTCTACCGGGT
3. Luckenfiillung- Ligation 4. Exonuklease Verdau
'M
’ "
CGGAGATGGCCCA
GCCTCTACCGGGT
5. Freisetzung der MIP 6. Amplifikation

3

i

Reaktionsablauf des MIP Ansatzes: (1) Bindung der MIP an die genomische DNA (2) Lickenfillung durch
Polymerisation (3) Ligation der homologen Enden des MIPs (4) Exonuklease entfernt nicht reagierte

Abbildung 3-2

Proben (5) Freisetzung der Probe (6) Vervielféaltigung der MIP mittels PCR. Modifiziert nach Hardenbol et
al, 2003 (105)
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Abbildung 3-3

Zusammenfassung des MIP Arbeitslaufs. Modifiziert nach Hardenbol et al, 2003 (105)

Material und Lésungen:

Zur Durchfihrung der MIP-Untersuchung wurde 75ng der zuvor extrahierten

genomischen Tumor DNA in eine wassrige Losung tberfuhrt.

Durchfihrung:

Hybridisierung auf den OncoScan™ FFPE Express 2.0 Array. Die Durchfiihrung der
Molecular Inversion Probe Methode erfolgte durch die Firma Affymetrix (Santa Clara,
USA)

3.5 Analyse der Copy Number Daten mittels Nexus Copy Number Software

Jede Probe des MIP Arrays definiert eine Lokalisation entlang des Genoms, welche durch
die Fluoreszenz-Intensitdt der MIPs bestimmt werden. Die Transformation der
Signalintensitat in Copy Number Veranderungen wird als Segmentation bezeichnet. Der
SNP-FASST?2 Algorithmus, welcher von der Nexus Software benutzt wird, setzt hierbei
die Intensitat des Arrays im Experiment zu einer internen Kontrolle ins Verhaltnis und
transformiert dieses durch Anwendung des Logarithmus zur Basis 2 (log2). Hierbei
werden nur nicht- Tumorproben als Kontrollen geclustert, die dann als Referenzsignal
dienen, mit dem jede Tumorprobe in einem schrittweisen Prozess abgeglichen wird.

Dementsprechend resultiert eine Deletion an einer gegebenen Lokalisation eines SNPs
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in einer geringeren Signalintensitat gegenuber der Referenz, wahrend eine Amplifikation
zu einem erhdhten Signal fuhrt (Abbildung 3-4).

r
=
1
»
-

000000000
O0000000O0
O000000O0O0

00090

[ Chromosome

Abbildung 3-4

Schematische Darstellung der Zuordnung Signalintensitat einer MIP zu einer Lokalisation entlang des
Chromosoms. Nexus Copy Number Manual (NEXUS COPY NUMBER™, Biodiscovery, Hawthorne, USA)

Fur jede Probe werden diese log2 Werte auf der x-Achse als Proben Lokalisation und auf

der y-Achse als Wert des Logarithmus Verhaltnisses dargestellt (Abbildung 3-5).

Probe Expr. Control Ratio Log Ratio
Location
Chr1:10-20 150 100 32 +0.57
Chr1:50-60 300 200 32 +0.57
Chr1:70-90 500 500 2/2 0
Chr1:100-120 60 60 2/2 0
Chr1:250-300 500 1000 1/ -1
= o O J5 ) T —— R S—
0 *—o
-1 verss @ s snsasarinssar e
Abbildung 3-5

Beispiel der Ergebnisse eines Experiments und dessen Darstellung als Graph entlang des Genoms.
Nexus Copy Number Manual (NEXUS COPY NUMBER™, Biodiscovery, Hawthorne, USA)
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Zur ldentifikation von heterozygoten SNPs innerhalb von Regionen der Copy Number
Variations als auch zur Definition der absoluten Copy Number Hohe bedarf es des Allel
Verhéltnisses oder der sogenannten B Allel Frequency (Nexus Copy Number
Bezeichnung). Denn diese geben Auskunft Gber das Vorliegen einer allelischen Imbalanz

oder eines Loss of Heterozygosity (LOH).

Diese Definitionen lassen sich am folgenden Diagramm (Abbildung 3-6) erklaren.
Hierbei findet sich oben die Abbildung der elterlichen Allele, wobei sich die 0% und 100%
Angaben auf die Frequenz des B Allels bezieht. Bei einer Weitergabe eines Allels von
jeweils einem Elternteil entsteht ein normaler Genotyp mit drei Banden im Diagramm
(grun eingekreist). Denn einer Allelkonstellation AA liegt die B Allelfrequenz bei 0%, im
Fall von AB bei 50%. Falls nur ein Allel von einem Elternteil weitergegeben wird, (in
diesem Fall vom Vater, weil eine Deletion auf dem mutterlichen Chromosom vorliegt)
entsteht ein LOH. Hierbei sieht man im Diagramm nur 2 Banden, eine bei 0% und eine

weitere bei 100%.

Die blau eingekreisten Areale kennzeichnen einen Zustand der allelischen Imbalanz, in
der zu den beiden elterlichen Allelen ein weiteres hinzukommt (in dem gezeigten Beispiel
handelt es sich um eine Amplifikation eines vaterlichen Allelsegments). Solche

Veranderungen zeigen dann 4 Banden im Diagramm.
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Father: AABABBABABBBAAAABABB
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Abbildung 3-6

Schematische Darstellung der B Allel Frequenz. Nexus Copy Number Manual (NEXUS COPY NUMBER™,
Biodiscovery, Hawthorne, USA)

Diese Angaben zum Copy Number Status als auch dem Allelverhéltnis erlauben es der
Software Intensitatssignale abzurufen. Die folgende Tabelle 3-3 erlautert wie die Signale

zu deuten sind.

So erwartet man im Falle eines einfachen oder vielfachen Copy Number Gewinns eine
allelische Imbalanz im Allel Frequenz Diagramm zu sehen. Selten kann der Zugewinn so
stark sein, dass er die Préasenz des anderen Allels annahernd verdréngt, sodass sich das
Bild eines LOHSs bietet.

Der Verlust einer Kopie eines Allels wird sich als ein LOH offenbaren wahrend sich ein

homozygoter Verlust als ein totaler allelischer Verlust zeigen wirde.

Die Kombination aus einem unveranderten Copy Number Status und einem LOH im Allel
Frequenz Diagramm deutet auf einen Copy Neutral LOH hin. Dieser auch uniparentale
Disomie (UPD) genannte Vorgang entsteht bei einer Weitergabe beider Allele durch ein

Elternteil.
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Tabelle 3-3

Zu erwartende Ergebnisse bei der Kombination von Copy Number Status und B Allel Frequenz. Nexus
Copy Number Manual (NEXUS COPY NUMBER™, Biodiscovery, Hawthorne, USA)

Durchfuhrung:

Die Rohdaten wurden mittels Nexus 6 Copy Number Software (Biodiscovery, El
Segundo, CA) mit NCBI build 36.1 des humanen Genoms analysiert. Dazu wurde der
SNP-FASST2 Segmentations Algorithmus gewahlt.

3.6 Polymerasse-Ketten-Reaktion (PCR)

Die in vitro-Technik der PCR ermdoglicht eine gezielte Vervielfaltigung von DNA-
Sequenzen, welche von bekannten DNA-Abschnitten eingerahmt werden. Der zu
replizierende Bereich der DNA wird durch kinstlich hergestellte Primer, die als Starthilfe
dienen, eingegrenzt. Bei den Primern handelt es sich um kurze, einzelstrangige DNA-
Molekule, die komplementér zu den Enden einer definierten Sequenz der DNA-Matrize
(Template) sind. Nach anfanglicher Denaturierung der doppelstrangigen DNA in zwei
Einzelstrange und anschliel3ender Primeranlagerung (Annealing) verlangert die DNA-

Polymerase unter vorbestimmten Reaktionsbedingungen und in Gegenwart von
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Desoxynukleosidtriphosphaten (ANTPS) die Primer entlang der einzelstrangigen DNA-
Matrize und synthetisiert die neuen DNA-Strange (Extension). Das Temperaturoptimum
der fur die Reaktion verwendeten Tag-Polymerase (aus Themophilus aquaticus) liegt bei
ca. 72°C. Durch mehrfache Wiederholung dieses Reaktionszyklus ist eine exponentielle
Anreicherung der Zielsequenz maoglich. Eine anschlielende Extension fihrt die
einzelstrangige DNA wieder zusammen und beendet die Reaktion.

Material und Lésungen:
7,5 uL aqua bidest
10 yL GoTaq Polymerase (Promega)
0,75 yL Primer forward (TP362)
0,75 yL Primer reverse (TP363)

1 pL DNA

Durchfihrung:

Die PCR-Reaktion erfolgte in einem Gesamtvolumen von 20uL. Dabei wurde ein DNA-
Template mit einer Konzentration von 10-400 ng/uL eingesetzt. Bei Konzentrationen
unter 10ng/pL wurde das im PCR-Reaktionsansatz eingesetzte DNA-Volumen
verdoppelt oder verdreifacht. Alle PCR-Reaktionen beinhalteten einen initialen
Denaturierungsschritt von 2 min. bei 94°C. Darauf folgten jeweils 35 Zyklen, die 30 sec.
dauerten, der Denaturierung bei 94°C, der Annealing Phase bei 57,3°C, der Extension

bei 72°C. Im Anschluss erfolgte eine abschlieRende Extension von 10 min. bei 72°C.
Primersequenzen:
IDH-1 forward: 5'- CGCTTTCTGCATAATGAGCTCTA-3’

IDH-1 reverse: 5-AACGAATTACCCACATCTATGGTT-3’
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IDH-2 forward: 5"-AGAATTTTAGGACCCCCGTCTG-3’

IDH-2 reverse: 5"-AAAACCCCACTTCTGGTAAA-3’

3.7 Agarose-Gelelektrophorese

Das entstandene PCR-Produkt wird durch Auftrennung von DNA-Fragmenten mittels der
Gelelektophorese nachgewiesen. Dabei fuihrt das Anlegen eines elektrischen Feldes an
das Gel zur Wanderung der DNA-Abschnitte aufgrund ihrer negativ geladenen
Phosphatreste zur Anode. Mit Hilfe eines Standards lassen sich nach Anfarbung der
DNA-Banden mit Ethidiumbromid, einem fluoreszierenden Farbstoff, der mit der DNA

interkaliert, die einzelnen DNA-Banden einer bestimmten GroRRe zuordnen.

Material und Lésungen:

2%iges Agarosegel (SERVA, Heidelberg, Germany) mit 100uL Ethidiumbromid pro
100ml Gellésung 50 x TAE Puffer (AppliChem, Darmstadt, Germany).

Durchfihrung:

Die PCR- Produkte wurden auf ein 2%iges Agarosegel geladen und nach Anlegen einer
Spannung von 100V fir ca. 20 min. gelelektrophoretisch aufgetrennt.

3.8 Aufreinigung der PCR fir die Sequenzierung
Um Signaluberlagerungen bei der Sequenzierung zu vermeiden, muss vor der
Sequenzierreaktion das PCR-Produkt von Primern, Giberschissigen Nukleotiden, Salzen

sowie der Tag-Polymerase gereinigt werden.

33



Material und Lésungen:
3,85 uL aqua bidest
0,1yl 1U/ pL SAP
0,05 uL 1U/ pL 200U/ L Exo |
0,5uL Exo | Puffer
0,5uL  SAP Puffer

5uL PCR-Produkt

Durchfihrung:

Zur enzymatischen Reinigung wurde der Reaktionsansatz mit einem Gesamtvolumen
von 10uL im Thermocycler fir 30 min. auf 37°C und anschlieRend fur 15 min. auf 85°C

erhitzt.

3.9 DNA-Sequenzierung

Durch die Sequenzier-Methode nach Sanger et al. (106, 107), die auch als
Kettenabbruch- oder Didesoxynukleotidverfahren bezeichnet wird, besteht die
Maoglichkeit, einzelstrangige cDNA und gDNA, die durch Denaturierung als Einzelstrang
in der Sequenzierreaktion vorliegt, zu analysieren. Durch den Einsatz von
fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleotiden (jedes der vier ddNTPs ist mit einem
anderen Fluroreszenzmarker gekoppelt), kann die Sequenzierreaktion in einem
Reaktionsgemisch stattfinden, da die Detektion der Banden fir jedes der vier ddNTPs ein

anderes Farbsignal ergibt.

Material und Losungen:
2L 10 mM Primer TP362/ TP363
2 yL enzymatisch gereinigtes PCR-Produkt

8 uL aqua bidest
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Durchfihrung:

Die Sequenzierung des Reaktionsansatzes erfolgte mit dem automatischen DNA
Sequenzierer durch die Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Germany). Die von der
Firma Eurofins MWG Operon durchgefuhrte Sequenzierung der amplifizierten DNA-
Sequenzen wurde mit der Analysesoftware SeqMan Pro (DNA Star, Madison, USA)

untersucht.

3.10 RNA Isolierung aus Tumorgewebe

Die Extraktion der RNA wurde mit dem RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany)
nach Herstellerangaben durchgefiihrt. AnschlieRend wurde die RNA mit DNA-free™ Kit
(Life Technologies, Darmstadt, Germany) zur Beseitigung von Verunreinigungen mit
genomischer DNA behandelt. Die Reverse Transkription der RNA fand mit Hilfe des High
Capacity cDNA Archive Kit (Life Technologies, Darmstadt, Germany) nach

Herstellerangaben statt.

3.11 cDNA-Synthese

Zur Umschreibung der mRNA in komplementére DNA (cDNA) werden Oligo-dT18-Primer
eingesetzt, welche sich an die Poly(A)-Sequenz der mRNA anlagern und diese mit Hilfe
des Enzyms Reverse-Transkriptase in cDNA umschreiben.

Vor der eigentlichen cDNA-Synthese erfolgt eine DNase-Vorbehandlung mit dem DNA-
free™ Kit (Life Technologies, Darmstadt, Germany) nach Herstellerangaben. Die
anschlieBende cDNA Synthese wurde mit Hilfe des High Capacity cDNA Archive Kit (Life
Technologies, Darmstadt, Germany) durchgefiihrt. Hierbei werden zu jeder DNase-

behandelten RNA (50ul) folgende Reagenzien zugegeben:

35



Material und Lésungen:

10 pl RT-Buffer 10x

4 ul dNTPs 25x

10 pl Random Primer 10x

5ul MultiScribe RT enzyme (50 U/ml)

21 pl RNAse freies Wasser
Durchfiihrung:

Die 100 ul Reaktionslosung  durchlaufen  im PCR-Cycler  folgende
Inkubationsbedingungen:

25°C fur 10 min
37°Cfur2h
85°C fur 5 sec

Die so gewonnene cDNA steht dann als Template fur die RT-PCR zur Verfigung.

3.12 Real Time quantitative PCR

Die quantitative Real Time PCR beruht auf dem gleichen Prinzip wie die herkdmmliche
Polymerase-Kettenreaktion, die zu einer Vervielfaltigung eines bestimmten DNA-
Abschnittes fuhrt, und dient der Quantifizierung des dabei entstehenden DNA-
Amplifikats. Die Quantifizierung erfolgt durch die Messung der Fluoreszenz, welche
proportional zur Menge der amplifizierten Nukleinsduren zunimmt. Um die optimalen
Reaktionsbedingungen zu gewahrleisten, findet die Fluoreszenzmessung wahrend der

exponentiellen Phase der PCR statt.

In dieser Arbeit wurden zur Visualisierung des PCR Produkts TagMan-Sonden
verwendet, welche sequenzspezifisch an das Amplifikat binden. Am 5°-Ende tragen die
Sonden ein fluoreszenzmarkiertes Molekll (Reporter), welches von einem Laser
ausgestrahltes Licht absorbiert und wieder emittiert wird. Ein am 3"-Ende der Sonde
liegender Quencher besitzt die Eigenschaft, das vom Reporter emittierte Licht zu
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absorbieren, falls er sich in rAumlicher Nahe zum Reporter befindet. Dies verhindert eine
Fluoreszenzdetektion beim Vorliegen von unversehrten TagMan-Sonden. Wahrend der
Elongationsphase der PCR baut die Polymerase aufgrund ihrer 5'-3'-Exonucleaseaktivitat
das 5-Ende der Sonde zunehmend ab, sodass eine Freisetzung des Reporter-
Farbstoffes stattfindet. In diesem Zustand wird dessen Fluoreszenz nicht mehr

unterdriickt und kann gemessen werden.

Dazu wird die mit der DNA-Amplifikation zunehmende Menge des freien
Fluoreszenzfarbstoffes mit der Kamera in der Real-Time PCR Maschine gemessen. Die
in den ersten Zyklen auftretende Hintergrundfluoreszenz wird als Schwellenwert
(Threshold) festgelegt. Der Zeitpunkt, bei dem ein Fluoreszenzsignal diesen
Schwellenwert Ubersteigt, definiert somit den threshold cycle (CT) des entsprechenden
Reaktionsansatzes. Um die Startkopienzahl der DNA-Sequenz zu bestimmen, werden
die in der exponentiellen Amplifikationsphase gemessenen CT-Werte ausgewertet. Je
niedriger der CT-Wert, desto grof3er die Menge der Startkopienzahl der DNA-Sequenz.

Zur Durchfuhrung der Real Time quantitativ PCR wurde der Gene Expression TagMan
Assays und TagMan PCR Master Mix (Life Technologies, Darmstadt, Germany) genutzt.

Material und Lésungen:

10 pl Tag Man Fast Universal Master Mix 2x
1puL Tag Man Gene Expression Assay
7 pl nuklease freies Wasser
2 ul cDNA (entspricht 44ng)
Durchfuhrung:

Das Reaktionsgemisch samt Probe wurde jeweils in ein Well eines Fast 96-well Reaction
Plate (Life Technologies, Darmstadt, Germany) tbertragen, mit einem Optical Adhesive
Cover (Life Technologies, Darmstadt, Germany) abgeklebt und zentrifugiert. Die
anschlieBende Messung erfolgte mit dem ABI PRISM 7900HT Sequence Detection
System (ABI by Life Technologies, Darmstadt, Germany) nach den Angaben des
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Herstellers. Folgendes Temperaturprogramm wurde fur 45 Zyklen fur alle Tag Man Gene

Expression Assays verwendet:

1. Initiale Denaturierung bei 95°C flr 10 min
2. Denaturierung bei 95°C fur 1 min
3. Annealing/ Elongation bei 60°C fur 20 min

Zur Auswertung der Genexpression wurde die Comparative Cr oder auch sogenannte
2-AACT - Methode verwendet wie sie von Schmittgen und Livak beschrieben wurde (108,
109). Hierbei handelt es sich um eine relative Quantifizierung der Genexpression, in der
die Daten der Real-Time PCR des Zielgens mit denen einer internen Kontrolle verrechnet
werden. Somit kénnen die Ergebnisse der relativen Genexpression als individuelle
Datenpunkte in Form von 272Cr Werten dargestellt werden. In dieser Arbeit wurde das
Housekeeper Gen B2-Mikroglobulin als interne Kontrolle ausgewahlt. Eine weitere Art der
Darstellung einer relativen Genexpression stellt die 2722Cr Methode dar, bei der der ACt
Wert des Tumorgewebes zum ACr einer Kontrollprobe (in dieser Arbeit:
Gallengangsgewebe) ins Verhaltnis gesetzt wird. Aus der Gesamtgleichung 224t = (Ct
Kandidaten-Gen - Cr interne Kontrolle)Tumorprobe - (Cr Kandidaten- Cr interne
Kontrolle) gesundes Gewebe lasst sich der sog. RQ-Wert berechnen, der die vielfache
Anderung (fold change) des Zielgens im Tumorgewebe gegeniiber dem Zielgen im

gesunden Gewebe ausdrickt.

3.13 Erstellung eines Tissue-Microarrays (TMA)

Bei der Herstellung eines Tissue-Microarrays (TMA) koénnen aus vielen Paraffin
eingebetteten Gewebeblocken Stanzen mit einer Ldnge von 0,6 mm und einem
Durchmesser von 2 mm enthommen und in einem neuen Paraffinblock
zusammengesetzt werden. Dies bietet die Mdglichkeit unter geringem Materialverbrauch
eine hohe Anzahl von Proben gleichzeitig flr verschiedene Untersuchungen wie
Immunhistochemie oder Fluoreszenz in-situ-Hybridisierung (FISH) zur Verfigung zu
stellen (110).

Zunachst werden Paraffinblocke ausgewahlt, auf denen reprasentatives Tumorgewebe
enthalten ist, das mit Hilfe einer HE-Farbung und anschliel3ender Begutachtung unter

dem Mikroskop identifiziert wird. Daraufhin werden die entsprechenden Tumorareale im
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HE-Schnitt markiert, mit dem entsprechenden Gebiet auf dem Paraffinblock abgeglichen
und ausgestanzt. Die ausgestanzten Saulen der Donor-Blécke werden danach in einen
Akzeptor-Block Uberfuhrt, von dem wiederum Schnitte flr weitere Untersuchungen

angefertigt werden (Abbildung 3-7).

Abbildung 3-7

Schematische Darstellung des Herstellungsprozesses eines Tissue-Microarrays (TMA). 1. Ausstanzen
eines Zylinders aus einem in Paraffin eingebetteten Gewebe 2. Ubertragen des Gewebezylinders in einen
neuen Paraffinblock 3. Praparation eines Gewebeschnittes 4. Ubertragen des Zuschnittes des TMA auf

einen Objekttrager. Modifiziert nach: http://www.provitro.de/Herstellungsprozess.105.0.html

3.14 Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung (FISH)
Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung (FISH) bezeichnet ein haufig verwendetes
molekularbiologisches Verfahren, welches genutzt wird, um Nukleinsduren in Zellen oder

auf Metaphasen-Chromosomen nachzuweisen.

Dazu wird die DNA der zu untersuchenden Probe zunachst denaturiert, sodass eine
fluoreszenz-markierte Sonde bekannter DNA an den entstandenen DNA-Einzelstrang
hybridisieren kann. Daraufhin wird der Fluoreszenzfarbstoff der Sonde durch eine
Lichtquelle zum Leuchten angeregt, sodass die gebundenen Sondenmolekiile

lichtmikroskopisch ausgewertet werden kénnen. Durch diese Methode lassen sich somit
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Amplifikationen und Verluste in DNA-Abschnitten verifizieren. Die Interphasen FISH
wurde an TMA Schnitten unter Verwendung des Histology FISH Accessory Kits (Dako,
Hamburg, Germany) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Zur Detektion von
Amplifikationen und Deletionen wurde die in Tabelle 3-4 aufgefihrten FISH Sonden
verwendet. Die Hybridisierung fand in automatischen Hybridisiermaschinen (Dako,
Hamburg Germany) statt und wurde freundlicher Weise von Frau Dr. Dido Lenze, Institut

fur Pathologie, Charité - Universitatsmedizin Berlin, durchgeftihrt.

_ DNA- Abschnitt m FISH Sonden Art Hersteller

Abbott, Wiesbaden,

Amplifikation 8921 MYC/CEP8 Gen/Zentromer (CEP)
Germany
Amplifikation 17p13.1 TP53/CEP17 Gen/Zentromer (CEP)  A\Pboth Wiesbaden,
Germany
Amplifikation 11933 CCND1/IGH DuaICoIorDua! Fusion Abbott, Wiesbaden,
Translocation Germany
Deletion 17q12 ERBB2/CEP17  Gen/Zentromer(CEP) \Pboth Wiesbaden,
Germany
Deletion 8p21.2 PNOC-ZNF395/CEP8 Gen/Zentromer (CEP) /'91ent, Santa Clara,

USA

. Zytolight,
Deletion 3p14.2 FHIT/CEN3 SLEICRED JIE AT g e
Translocation
Germany

Tabelle 3-4

Zusammenfassung der verwendeten FISH-Sonden

Die Signal Detektion und Quantifizierung erfolgte am Axio Imager Z1 (Zeiss, Jena,
Germany) und der Isis software (version 5.3.1, MetaSystems, Altlussheim, Germany). Zur
Evaluation der Copy Number jeder einzelnen Probe wurden die Gen- und Zentromer-
spezifischen Signale in 20 nicht-Uberlappenden Tumorzellkernen ausgezahlt. Nun
wurden die Gen-spezifischen Signale im Vergleich zu den Zentromer-spezifischen
Signalen ins Verhaltnis gesetzt (Anzahl Genkopie: Anzahl Chromosom Kopie). Hierbei

wurde ein Quotient >2,2 als Amplifikation und ein Quotient < 0.8 als Deletion gewertet.

3.15 Immunfarbung mittels Avidin-Biotin-Komplex (ABC)-Methode

Die Immunfarbung mittels ABC-Methode beruhnt auf der Fahigkeit des
Eiweil3glykoproteins Avidin, 4 Molekile Biotin physikalisch zu binden. Hierzu werden 3
Reagenzien bendtigt. Es bedarf eines Priméarantikorpers, der spezifisch gegen das zu
bestimmende Antigen gerichtet ist. Das zweite Reagenz (Sekundarantikorper), welches

mit Biotin konjugiert ist, detektiert den Primarantikdrper. Das dritte Reagenz besteht aus
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einem Komplex aus Avidin und Biotin, an den eine Meerrettich-Peroxidase konjugiert ist.
Durch die freien Stellen des Avidinmolekils wird die Bindung an das Biotin des
Sekundarantikdrpers ermdéglicht. Das Enzym Peroxidase und damit das gesuchte

Antigen wird mit dem Chromogen DAB (Diaminobenzidin) sichtbar gemacht.

Material und Lésungen:

10 mM Citratpuffer, pH 6,0
9 mi 0,1M Zitronensaure
41 mi 0,1M Natriumcitrat

450 ml aqua dest.

DAB-Substratlésung:

100 ml 0,05M Tris (pH 7,5) (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany)
0,19 DAB (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany)
50 ml 30% H20:2

Durchfihrung:

Zunachst wurden mit einem Mikrotom 3 pm dinne Gewebeschnitte von den FFPE
Tumorproben angefertigt und auf positiv geladene Objekttrager (superfrost +, Menzel,
Braunschweig, Germany) aufgetragen. AnschlieBend wurden diese in einem Inkubator
bei 42°C fir 24 Stunden getrocknet und danach durch Waschen in Xylol deparaffinisiert.
Nach weiteren Waschschritten mit 95%igem Ethanol wurden die Schnitte zur Blockade
der endogene Peroxidase fur 30 min. bei Raumtemperatur in Methanol und 1% H20:2
inkubiert. Anschlief3end folgte eine Rehydratisierung der Schnitte in aqua bidest. Um die
Zuganglichkeit der Antigen-Epitope zu verbessern, wurden die Schnitte fir 30 min. in
10mM Na-Citratpuffer (pH 6) in einer Mikrowelle bei 180W erhitzt. Danach erfolgte die
Inkubation mit dem priméren monoklonalen Antikorper bei 4°C Uber Nacht. Nach
Entfernung des Erstantikbrpers durch mehrere Waschschritte mit PBS, wurden die
Schnitte fir 30 min. mit einem Kaninchen-anti-Maus-biotinyliertem-lgG-Antikdrper

inkubiert und nach erneutem Waschen mit PBS mit einem Avidin-Biotin-Peroxidase-
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Komplex (Avidin/Biotin-blocking Kit, Vector, Burlingame, USA) far 30 min. bei
Raumtemperatur tberschichtet. Nach dem Entfernen ungebundener Antikérper durch
mehrmaliges Waschen mit Triton X100 (0,1%) enthaltendem PBS, wurden die Schritte
durch Zugabe von 3 Tropfen Diaminobenzidin -Substrat (DAB) gefarbt. AnschlieRend
wurden die Schnitte mit einer Hamatoxylinldosung gegengefarbt und daraufhin mit einer
aufsteigenden Alkoholreihe entwéassert, mit Xylol fixiert und einem Deckglas versiegelt.
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4 Ergebnisse

Um die molekularen Entstehungsmechanismen von Cholangiokarzinomen besser zu
verstehen, sollten im Rahmen dieser Promotionsarbeit Cholangiokarzinome genomweit
auf Veranderungen (Copy Number Variations) in der Tumor-DNA mit Hilfe der Molecular
Inversion Probe (MIP) Technologie untersucht und die identifizierten genetischen
Veranderungen (chromosomale Amplifikationen und Deletionen) mit unabhé&ngigen

molekulargenetischen und immunhistochemischen Methoden verifiziert werden.

4.1 Genomweite Analyse von chromosomalen Amplifikationen und Deletionen
mit Hilfe der Molecular Inversion Probe (MIP) Technologie

Zur genomweiten Untersuchung von Veranderungen der DNA-Kopienzahl in intra- und

extrahepatischen Cholangiokarzinomen wurde die DNA aus 24 in Paraffin eingebetteten

Tumorproben auf einen MIP SNP Array der Firma Affymetrix hybridisiert und mit 6

Kontrollgeweben (Gallgangsgewebe von nicht-Tumorproben) verglichen.

Mit der Software Nexus Copy Number konnten in allen 24 untersuchten Tumorproben
Uber das gesamte Genom verteilt Regionen mit veranderten DNA-Kopienzahlen
(Gewinne und Verluste) identifiziert werden, welche in der Abbildung 4-la
zusammengefasst werden. Hierbei zeigen sich im Kontrollgewebe (Gallengang) nur
vereinzelte Veradnderungen, die als physiologische genomische Variationen zu werten
sind (Abbildung 4-1b). Insgesamt Uberwiegen in dem untersuchten Tumorkollektiv die

chromosomalen Verluste deutlich gegentiber den Gewinnen der DNA-Kopien.

Die haufigsten Gewinne finden sich in Chromosom 1q und Chromosom 8, wobei diese
Veranderungen in etwa 50% der Tumorproben vorliegen. Dagegen zeigen sich Verluste
am haufigsten auf Chromosom 1p, 3p, 4, 6 und 9. Hierbei finden sich die Aberrationen
auf Chromosom 9 in bis zu 80% der Tumorproben, wahrend die weiteren Verédnderungen

zumeist bei etwa 50% der untersuchten Proben bestehen.
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Abbildung 4-1

Identifikation von Copy Number Aberrationen im gesamten Genom (Chromosomen 1p-22q) von 24
cholangiozellularen Karzinomen (CCC) und 6 Kontrollgeweben (Gallengang). a: Frequenzdiagramm mit
Darstellung von chromosomalen Verlusten in rot und chromosomalen Gewinnen in blau mit prozentualer
Angabe der Veranderung. b: Copy Number Aberrationen im Kontrollgewebe mit im Vergleich nur geringen

chromosomalen Verédnderungen

4.2 ldentifizierung neuer Zielgene innerhalb signifikanter Copy Number
Aberrationen mittels GISTIC Algorithmus
Nach dem Aufdecken genomweiter Verdnderungen der DNA-Kopienzahl in
Cholangiokarzinomen, wurde ein statistischer Algorithmus Genomic Identification of
Significant Targets In Cancer (GISTIC) angewandt. Dieser dient dazu innerhalb der zuvor
identifizierten Copy Number Aberrationen funktionell signifikante Regionen
nachzuweisen und von den entscheidenden genomischen Verédnderungen betroffene
Zielgene herauszukristallisieren. Die hiermit identifizierten Gene, die moglicherweise bei
der Tumorentwicklung des Cholangiokarzinoms eine Rolle spielen, kénnen dann

anschlieffRend mit weiteren Methoden untersucht werden.

Der Genomic ldentification of Significant Targets In Cancer (GISTIC) Algorithmus wurde
zuvor schon in Studien zur Beurteilung von Copy Number Variations bei anderen
Tumoren eingesetzt (111). In diesen Algorithmus flie3en sowohl die Frequenz einer
Veranderung als auch deren Amplitude (die log2 transformierte Signalintensitat) mit ein.
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Visualisierung des GISTIC Algorithmus. Die y-Achse stellt einen Quotienten aus dem G-Score und Anzahl

Abbildung 4-2

der untersuchten Proben (n=24) dar, somit bildet die y-Achse den Durchschnittswert des G-Scores
bezogen auf jede Lokalisation ab. Regionen mit grauem Hintergrund kennzeichnen Lokalisationen mit dem
hdchsten G-Score, bzw. in schwarz die ,Peak“-Regionen. Anmerkung: G-Score ist das Produkt aus

Frequenz und Amplitude einer Aberration an einer spezifischen Lokalisation.

Mit dem GISTIC Algorithmus konnten 11 signifikante Regionen mit einer Amplifikation
oder einer Deletion basierend auf ihnrem G-Score identifiziert werden. Innerhalb dieser
Regionen wurde jeweils ein Kandidatengen ausgewéhlt, um die Verdnderung in dieser

Lokalisation mit unabhangigen Methoden nachzuweisen (Abbildung 4-2).

Hierbei wurden im Rahmen der Gewinne auf Chromosom 8 das Gen v-yes-1 Yamaguchi
sarcoma viral related oncogene homolog (LYN), auf Chromosom 11 das Gen Fibroblast
growth factor 19 ( FGF19), auf Chromosom 17 das Gen Growth factor receptor-bound
protein 7 (GRB7) und auf Chromosom 20 das Gen Tyrosine-protein phosphatase non-
receptor type 1 (PTPN1) ausgewahlt. Zur weiteren Analyse der Verluste wurden auf
Chromosom 9 das Gen Deleted in bladder cancer protein (DBC1), auf Chromosom 8 das
Gen Serine/threonine-protein phosphatase 2A 55 kDa regulatory subunit B alpha isoform
(PPP2R2A) und auf Chromosom 3 das Gen Fragile histidine triad protein (FHIT)
ausgewahlt. Die zur weiteren Untersuchung ausgewahlten Kandidatengene, welche
innerhalb der signifikant durch Copy Number Aberrationen veranderten Regionen lagen,
sollten mdglichst im Rahmen von Cholangiokarzinomen nicht beschriebene Gene
beinhalten. Denn in den durch GISTIC identifizierten Regionen sind durchaus auch schon
in der Literatur intensiv behandelte Tumorsuppressor— und Onkogene lokalisiert. Tabelle
4-1 fasst die durch GISTIC identifizierten und fir weitere Analysen ausgesuchten

Kandidatengene zusammen.
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Copy Number Gewinne

Region Gen G-Score Frequenzin %
8g21 LYN 11 40
11933 FGFT9 10 20

CCND1
17912 ;2?972 13 37
20g13.13 PTPN1 7 25-30

Copy Number Verluste

Region Gen G-Score Frequenzin %
DBC1
9q33 CDKN2A 10 80
CDKN2B
3p14.2 FHIT 9 60-70
8p21.2 PPP2R2A 8 60
17p13.1 TP53 6 40
Tabelle 4-1

Tabellarische Ubersicht der Kandidatengene. Auswahl basierend auf Signifikanz durch GISTIC
Algorithmus (G-Score). Neben den neuen Zielgenen werden in der Tabelle auch schon bekannte in der
gleichen Regionen lokalisierte Tumoronko- (CCND1, ERBB2,)- und Tumorsuppressorgene (TP53,
CDKN2A/B) mitaufgefuhrt.

4.3 Nachweis der Copy Number Aberrationen innerhalb der GISTIC definierten
Zielgene mittels Fluoreszenz-In-Situ-Hybridiserung (FISH)

Zur Verifizierung der zuvor mittels MIP SNP identifizierten Amplifikationen und

Deletionen innerhalb der mit GISTIC definierten Zielgene wurden Untersuchungen

mittels Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung (FISH) durchgefihrt.

Hierbei konnte an 20 Fallen, die auch schon fur die MIP SNP Analyse verwendet wurden,
groRtenteils eine Ubereinstimmung der Copy Number Aberrationen in der MIP SNP
Methode mittels Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung (FISH) gezeigt werden (Abbildung
4-2). Differenzen betrafen vor allem die Amplifikationen. Hierbei fanden sich in der
Mehrzahl der Félle im Rahmen der FISH Analyse lberwiegend Polysomien, welche

mittels MIP SNP als Amplifikationen identifiziert worden waren. Interessanterweise

46



fanden sich ERBB2 Amplifikationen in der FISH Analyse haufiger als zunachst aufgrund

der MIP SNP Untersuchung vermutet.

ERBB? CCND1 LYN FHIT PPP2R2A TP53
(17q12) {11g33) (3921) (3p14.2) (8p21.2) (17p13.1)

Amplifikation Amplifikation Amplifikation Deletion Deletion Deletion
oder oder oder oder oder oder
Polysomie Polysomie Polysomie Monosomie Monosomie Monosomie

7120 aM9 11/20 10119 T8
Aberration
in Prozent 35 421 55 52,3 38,8
(FISH)
Aberration
in Prozent 20 40 60-70 60 40

(MIP SNP)

Tabelle 4-2

Bestatigung der von MIP SNP identifizierten Amplifikationen und Deletionen mittels Fluoreszenz-In-Situ
Hybridisierung (FISH) in GISTIC definierten Kandidatengenen in 20 Cholangiokarzinomen.

4.4 Bestimmung der mRNA Expression in GISTIC definierten Zielgenen mittels
Real-Time PCR

Die Veranderungen in der DNA-Kopienzahl (Gewinne und Verluste), in den zunachst mit
GISTIC identifizierten Onko- und Tumorsuppressorgenen, wurden anschlieend mittels
der Fluoreszenz-In-Situ Hybridisierung (FISH) weitgehend bestatigt. Zur weiteren
Charakterisierung dieser Zielgene wurde untersucht wie sich deren Expression im
Tumor- und Normalgewebe verhalt. Hierzu wurde die mRNA-Expression der
Kandidatengene in 30 zuvor nicht verwendeten Tumorproben von intrahepatischen
Cholangiokarzinomen und 6 Kontrollgeweben (Gallengangsgewebe) mittels Real-time
PCR bestimmt.

In den Kadidatengenen FHIT (3.6-fach), DBC1 (0.6-fach) and FGF19 (29-fach) wurde
eine erniedrigte Genexpression beziglich der Mittelwerte der relativen Expression
beobachtet. Eine erhdhte Genexpression konnte fir LYN (2.9-fach), GRB7 (2.2-fach) und
PTPN1 (1.3 fach) nachgewiesen werden (Abbildung 4-3).
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Abbildung 4-3

Darstellung der mittels Real-Time PCR bestimmten mRNA Expression der Zielgene in intrahepatischen
Cholangiokarzinomen (schwarz) gegeniber nicht-pathologischem Gallengangsgewebe (grau) im Vergleich
zu den mit MIP SNP bestimmten DNA-Kopienzahlen (Deletionen oder Amplifiaktionen) in den
entsprechenden chromosomalen Regionen. In den Genen FHIT und DBC1 wurde eine erniedrigte
Genexpression entsprechend den Deletionen in den chromosomalen Region detektiert. Fir GRB7, PTPN1,
LYN lie3 sich den Amplifikation dieser Regionen entsprechend eine erhfhte Genexpression beobachten.
Trotz einer mittels MIP SNP nachgewiesenen Amplifikation des FGF19 zeigt sich eine erniedrigte

Genexpression.

4.5 Immunhistochemische Untersuchung der Proteinexpression von ErbB2
Zur Bestatigung des hohen Amplifikationsstatus von ERBB2, welcher im Rahmen der
FISH Analyse

durchgefuhrt. Hierbei zeigte sich in den Féllen, in denen zuvor mittels FISH eine

aufgedeckt wurde, wurden immunhistochemische Farbungen
Amplifikation oder hochgradige Polysomie von ERBB2 identifiziert wurde, eine intensive
Protein Expression in den immunhistochemischen Farbungen. Des Weiteren konnte bei
der Bewertung der Protein Expression analog des etablierten DAKO Bewertungssystems
bei Mammakarzinomen eine starke Ubereinstimmung zwischen Amplifikationen, welche
im Rahmen der MIP SNP Untersuchung identifiziert worden waren, und einer starken

Protein Expression (DAKO 2+, 3+) beobachtet werden (Abbildung 4-4, Tabelle 4-3).
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Abbildung 4-4

a: Ausschnitt des GISTIC Algorithmus von Chromosom 17 und 18 mit Darstellung der hoch signifikanten
Amplifikation der 17912 Region, in welchem ERBB2 lokalisiert ist. b: FISH Analyse Tumorprobe AO1 II: Die
Zentromer Signale sind in grin, die Gen Signale in rot dargestellt. Die roten Gen Signalcluster
reprasentieren somit eine Vervielfaltigung (Amplifikation) des ERBB2-Gens. c: HE-Farbung der
Tumorprobe AO1 Il mit repréasentativen Tumorareal. d: Immunhistochemie: Intensive membransténdige
Farbung als Ausdruck von ErbB2 Protein Uberexpression in Tumorprobe A01 I1.
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A0l hohe Amplfifikation 3+
A02 I keine Veranderung negativ
AO03 I Amplifikation 2+
A0S I hohe Amplfifikation 3+
A06 Il keine Veranderung 1+
AO07 Il keine Veranderung 2+
A08 Il keine Veranderung negativ
AO05 | keine Veranderung 1+
A06 | Amplifikation 2+
A08 | Amplifikation 2+
AQ9 | Amplifikation 2+
BO1 I keine Veranderung 1+
BO2 I keine Veranderung 2+
BO3 I keine Veranderung 1+
BO4 I keine Veranderung negativ
BO5 II Amplifikation 2+
BOG6 Il keine Veranderung 1+
BO7 Il keine Veranderung negativ
BOS8 Il keine Veranderung negativ
A101 keine Veranderung negativ
A1l keine Veranderung negativ
BO1 | Amplifikation 2+
B02 | Amplifikation 1+
BO3 | keine VVeranderung negativ

Tabelle 4-3

Korrelation des Molecur Inversion Probe (MIP) Status der Region 17g12 und der immunhistochemischen
Analyse mit weitestgehender Ubereinstimmung zwischen Amplifikation und intensiver zirkumferenter
membranstandiger Protein Expression (2+, 3+). Definition des Bewertungssystems der Immunohistologie:
negativ=keine Expression, 1+= fokale schwache zirkumferente Expression, 2+= intensive zirkumferente

Expression< 50%, 3+=intensive zirkumferente Expression> 50%.
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In anderen Genen, welche in der MIP SNP und FISH Untersuchung Amplifikationen
zeigten, konnte immunhistochemisch keine erhthte Protein Expression nachgewiesen
werden. Des Weiteren waren Gene, in denen Deletionen identifiziert wurden, nicht durch

eine verminderte Proteinexpression charakterisiert.

4.6 ldentifizierung eines unterschiedlichen subtypenspezifischen Copy Number
Aberrationsmusters
Mittels der MIP SNP Analyse konnten genomweite Veranderungen der DNA-Kopienzahl
gegenuber dem Normalgewebe nachgewiesen werden und anschlielend mit dem
statistischen Algorithmus GISTIC signifikant aberrante Regionen innerhalb der
beschriebenen Copy Number Variationen identifiziert werden. Mit Hilfe weiterer
molekularbiologischer und immunhistochemischer Methoden wurden die innerhalb dieser
chromosomalen Regionen lokalisierten Zielgene, die an der Entstehung von

Gallengangskarzinomen beteiligt sein kdnnten, weiter analysiert.

Des Weiteren sollte untersucht werden, ob intra- und extrahepatische
Cholanagiokarzinome Unterschiede bezuglich der Copy Number Aberrationen als

Hinweis auf ein subtypenspezifisches molekularpathologisches Profil aufweisen.

Hierzu wurde die ,Comparison“-Funktion der Nexus Copy Number Software verwendet.
In dieser gepaarten Analyse dienten die Copy Number Variationen der extrahepatischen
Cholangiokarzinome als Messbasislinie (baseline), zu der Abweichungen CNVs der
intrahepatischen Tumoren kalkuliert wurden. Die auf Abbildung 4-5 dargestellten
Ergebnisse implizieren signifikante Unterschiede bezuglich der Copy Number
Aberrationen in mehreren kleineren und mindestens 2 groéf3eren chromosomalen

Regionen.

Besonders Chromosom 3 und 14 zeigen die grof3ten Unterschiede bezlglich der
Aberrationen. Intrahepatische Cholangiokarzinome sind in diesen Regionen haufiger von
Deletionen betroffen als die extrahepatisch lokalisierten Tumoren. In der abgebildeten
Region des Chromosom 3 und Chromosom 14 sind 70% der intrahepatischen
Gallengangskarzinome von Verlusten charakterisiert, wahrend der extrahepatische

Subtyp nur in 10% diese Veranderung aufweist (Abbildung 4-5).
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Abbildung 4-5

Identifizierung von Unterschieden zwischen intrahepatischen (IH-CCC) und extrahepatischen (EH-CCC)
cholangiozellularen Karzinomen unter Anwendung der “Comparison” —Funktion der Nexus Copy Number
Software. a: Ausschnitt des Frequenzdiagramms von Chromosom 3 und 14. In blau die Messbasislinie
der extrahepatischen Copy Number Alterationen und in rot die Abweichung der intrahepatischen CNVs.
b: Regionen mit signifikanten Unterschieden mit Pfeil markiert. c: Copy Number Aberrationen von

Chromosom 3 und 14 der extrahepatischen und intrahepatischen cholangiozellularen Karzinome (CCC).

4.7 Unterschiedliches Mutationsprofil im IDH-1 und IDH-2 Gen in intrahepatischen
und extrahepatischen Cholangiokarzinomen
Wie im vorausgehenden Abschnitt beschrieben zeigten sich im vorliegenden
Tumorkollektiv Unterschiede zwischen intra- und extrahepatischen Cholangiokarzinomen
beziglich der Copy Number Aberrationen. Dies weist auf mogliche Unterschiede in der
Molekularpathologie zwischen den beiden Tumorsubtypen hin. Dieses Phdnomen sollte
auch im Rahmen von somatischen Mutationen untersucht werden, da frihere Studien
Unterschiede in der Frequenz von Mutationen im IDH-1- und IDH-2-Gen zwischen intra-

und extrahepatischen Cholangiokarzinomen gezeigt haben (66, 69). Hierbei wurden
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insbesondere auch populationsbezogene Unterschiede in der Frequenz der Mutation des

IDH-Gens beschrieben.

Zur Bestatigung eines unterschiedlichen Mutationsprofils des IDH-1- und IDH-2-Gens in
intra- und extrahepatischen Cholangiokarzinomen in unserem westeuropaischen
Tumorkollektiv wurden 26 IH-CCA und 34 EH-CCA auf Mutationen in den

entsprechenden Genen untersucht.

Zum Nachweis der Mutationen im Exon 4 des IDH-1- und IDH-2-Gens in
cholangiozellularen Karzinomen, wurden die ,hotspot‘-Regionen, welche sich im Exon 4
des IDH-Gens befinden, mittels PCR amplifiziert. Um die Qualitat und GrofRe der
amplifizierten PCR Produkte zu kontrollieren, wurden die Produkte auf Agarosegele
geladen und mittels Gelelektrophorese aufgetrennt. Von allen Tumor-DNAs konnten PCR
Produkte in ausreichender Menge und mit entsprechend hoher Qualitdt amplifiziert
werden. Aufgrund der dem Exon 4 des IDH-1- und IDH-2-Gens entsprechenden Grol3e
und einer ausreichenden Konzentration der PCR-Produkte, wurden diese enzymatisch

aufgereinigt und sequenziert.

Mittels Sequenzierung der Hotspotregion des Exons 4 des IDH-1- und IDH-2-Gens von
60 cholangiozellularen Karzinomen (26 IH-CCC, 34 EH-CCA) konnten in 5 Fallen (8%)
somatische Mutationen nachgewiesen werden, welche auf die intrahepatischen
Cholangiokarzinome beschréankt waren. Die 3 Mutationen im IDH-1-Gen lagen in der
,hotspot“-Region des Codons 132, welche zu Aminosaurenaustausch von Arginin nach
Leucin (R132L, n=2) und Cystein (R132C, n=1) fuhrten. Die 2 heterozygoten Mutationen
im IDH-2-Gen waren in der ,hotspot‘-Region des Codons 172 lokalisiert, welche 2
Aminosauresubstitutionen von Arginin nach Methionin (R172M, n=1) und Lysin (R172K,
n=1) beinhalteten (Abbildung 4-6).

Weiterhin wurden 3 weitere Verdnderungen im Codon 105 identifiziert, welche einen
Basentausch von C nach T aufzeigten. Somit anderte sich das Codon 105 zwar von CGC
zu CGT ohne dabei aber zu einem Aminosauretausch zu fihren. Die heterozygote
Mutation bewirkte keine Anderung der vorhandenen Aminosaure Glycin entsprechend
einem Silent Nucleotid Polymorphism.
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IDH-1 (Exon 4)
Wildtyp Sequenz CGT l
(n=57) Aminoséure Arg (R)
R132C Sequenz TGT X C S ® S
(n=1) Aminosaure Cys (C) R132L
R132L Sequenz CTT l
(n=2) Aminoséure Leu(L) N\A/\
IDH-2 (Exon 4)
R172M
Wildtyp Sequenz AGG
(n=58) Aminoséure Arg (R) l
R172M Sequenz ATG
(n=1) Aminoséure Met (M) —_—
l R172K
R172K Sequenz AAG
(n=1) Aminosaure Lys (K)
CAGGTC
Abbildung 4-6

Zusammenfassung der Mutationsanalyse von IDH-1 und IDH-2 mit représentativen Beispielen von
Mutationen im IDH-1- und IDH-2-Gen.
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5 Diskussion

5.1 Genomweite Untersuchung von chromosomalen Amplifikationen und

Deletionen mittels Molecular Inversion Probe (MIP) in Cholangiokarzinomen
Cholangiokarzinome sind hochmaligne Tumoren, die von einer neoplastischen
Transformation des Gallengangepithels ausgehen. Basierend auf ihrer anatomischen
Lage werden die Tumoren in den intra- und extrahepatischen Subtyp unterteilt (10). Trotz
intensiver Forschungsaktivitdt zur Etablierung neuer Behandlungsmethoden sind
Cholangiokarzinome derzeit durch eine sehr schlechte Prognose bei Diagnosestellung
charakterisiert (112).

Aus diesem Grund widmen sich die aktuellen Untersuchungen zunehmend dem Ziel, die
molekularen Mechanismen der Cholangiokarzinogenese besser zu verstehen. Hierbei
wurden Veranderungen der Onko- und Tumorsuppressorgene als fundamentale
Vorgange bei der Entwicklung von Cholangiokarzinomen identifiziert. Es konnte in Maus-
und Zellmodellen gezeigt werden, dass Mutationen sowohl im KRAS- als auch TP53-Gen
fur die Tumorentwicklung &tiologisch von Bedeutung sind (58). Des Weiteren flhrten
neue genomweite Analysen wie Exom-Sequencing (113), Genexpressions- (83) und
Methylierungsprofile (74) zu einer differenzierten Charakterisierung entscheidender
kanzerogener Entwicklungssignalkontrollwege in Cholangiokarzinomen. Zuletzt nahmen
Sia et al., 2013 durch eine Integration von Genexpressions-, Mutations- und Copy
Number Variation-Status eine neue molekulare Subklassifizierung des Tumors in
intrahepatischen Cholangiokarzinomen vor. Hierbei wurde zum ersten Mal das Molecular
Inversion Probe (MIP) Verfahren zur Untersuchung der DNA-Kopienzahl in
Gallengangskarzinomen verwendet, wahrend frihere Untersuchungen mit einem

Comparative Genomic Hybridization (CGH) Array durchgefihrt wurden.

In der vorliegende Arbeit wurde ebenfalls die Molecular Inversion Probe Methode zur
genomweiten Detektion von Copy Number Aberrationen angewandt. Gegentber den in
friheren Studie verwendeten CGH basierten Verfahren zeichnet sich die Molecular
Inversion Probe Technologie durch Multiplex-Analysen aus, bei denen mehr als 20.000
Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) in einer einzigen Probe untersucht werden.
Zudem fuhrt das unimolekulare Probendesign und die selektionierenden enzymatischen
Prozesse zu einer hohen Spezifitat des Reaktionsablaufs (103). Da zur Detektion eines

SNPs Fragmente von lediglich 40 Basenpaar bendétigt werden, kbnnen Analysen an
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aullerst fragmentierten DNA-Proben, die aus Paraffin-eingebetteten Gewebeproben
extrahiert werden, erfolgen (104).

Frihere CGH basierte Untersuchungen konnten die Copy Number Aberrationen im
jeweiligen Kollektiv nur beschreiben und allenfalls durch Abgleich der betroffenen
Regionen mit der Genome Data Base mogliche Zielgene identifizieren (90). Dagegen
erlaubt die Auswertung der Molecular Inversion Probe Technologie mittels der Software
Nexus Copy Number eine detaillierte Visualisierung nicht nur der verédnderten
genomischen DNA-Kopienzahl, sondern auch die Darstellung der betroffenen
Genabschnitte bis auf die Exon-Ebene.

Die genomweite Analyse des in dieser Arbeit untersuchten Kollektivs von 24
Cholangiokarzinomen (13 intra- und 11 extrahepatische Tumoren) mit Hilfe der Molecular
Inversion Probe Methode fuhrte zur Identifikation von Copy Number Aberrationen, die
Uber alle chromosomalen Regionen verteilt waren, wéahrend das Kontrollgewebe
(Gallengangsgewebe aus nicht-Tumorproben) kaum Veranderungen aufzeigte
(Abbildung 4-1). In der vorliegende Arbeit zeigten sich die haufigsten Copy Number
Gewinne auf Chromosom 1g und Chromosom 8 sowohl fir intra- als auch
extrahepatische cholangiozellulare Karzinome. Diese Ergebnisse decken sich nur
bedingt mit denen der Gruppe von McKay et al. 2011 (90), welche in anderen Regionen
die haufigsten Copy Number Gewinne in all ihren untersuchten Fallen zeigen konnten.
Zudem stellen in der Untersuchung von McKay et al., 2011 die Gewinne den gré3eren
Anteil der verdnderten DNA-Kopienzahlen dar. Wie auch in der Studie von Homayounfar
et al, 2009 (77) Uberwiegen in dem vorliegenden Tumorkollektiv die chromosomalen
Verluste gegeniiber den Gewinnen. Interessanterweise zeigt sich trotz einer ahnlichen
ethnischen Zusammensetzung des Patientenkollektivs der beiden beschriebenen
Studien aus England und Deutschland eine grofRe Heterogenitat der Copy Number
Aberrationen. Sogar innerhalb der drei friiheren Untersuchungen aus Stdkorea (Koo et
al., 2001 (78), Lee et al., 2004 (114) und Uhm et al., 2005 (79)) bestehen erhebliche
Unterschiede in der Frequenz der eingetretenen Verénderungen der DNA-Kopienzahlen.
Dies weist auf weitere mdgliche Einflisse neben den vermuteten populations- und
landerspezifischen karzinogenen Faktoren des betroffenen Patientenkollektivs auf die

Copy Number Aberrationen hin.

56



Trotz groRer Unterschiede bestehen auch Uberschneidungen zwischen der vorliegenden
Analyse und der vorherigen deutschen (Homayounfar et al., 2009 (77)) und den
sudkoreanischen Untersuchungen: Haufige Amplifikationen auf Chromosom 8qg und 20
als auch vorherrschende Deletionen auf Chromosom 1p, 3p und 6q. Dies deutet trotz
untersuchungsabhangiger und populationsspezifischer Einflisse auf entscheidende,
charakteristische Veranderungen der DNA-Kopienzahl in Cholangiokarzinomen hin.

5.2 Identifizierung neuer Zielgene innerhalb signifikanter Copy Number
Aberrationen mittels GISTIC Algorithmus
Neben den zuvor beschriebenen Vorteilen der Molecular Inversion Probe Technologie
ermoglichte die Nexus Copy Number Software auch eine statistische Auswertung der
Uber das gesamte Genom verteilten aberranten DNA-Kopienzahlen. Dazu wurde der
statistische Algorithmus Genomic Identification of Significant Targets In Cancer (GISTIC)
angewandt (Abbildung 4-2), der schon zuvor erfolgreich in Adenokarzinomen des
Osophagus (115) und kolorektalen Karzinomen (116) eingesetzt wurde. Durch die
Berechnung der Frequenz und der Amplitude (also der log2 transformierten
Signalintensitat) einer Copy Number Aberration wird eine ,peak region“ chromosomaler
Instabilitat definiert. Innerhalb dieser ,peak region wurden Zielgene identifiziert, welche

moglicherweise an der Cholangiokarzinogenese beteiligt sind (Tabelle 4-1).

Die hierbei vorliegenden Ergebnisse decken sich teilweise mit den Untersuchungen von
Sia et al. 2013 (83), die als erste eine genomweite Untersuchung der Copy Number
Variationen mittels GISTIC auf relevante Karzinogenese-treibende Gene in
intrahepatischen Cholangiokarzinomen durchfihrten. So wurden auch in der
vorliegenden Analyse die Regionen des Chromosoms 11q13.3, welche die Gene FGF19
und CCND1 umspannt, und 9p21.3 mit CDKN2A (pl1l6) als Zentren chromosomaler
Instabilitat charakterisiert. Darlber hinaus wurden im vorliegenden Tumorkollektiv
weitere zuvor nicht in cholangiozellularen Karzinomen beschriebene Tumorsuppressor-
und Onkogene gefunden, welche in Regionen mit einem durch GISTIC bestimmten high-
magnitude Copy Number Gewinn oder Verlust liegen (Tabelle 4-1). Diese beinhalteten
Onko- und Tumorsuppressorgene, deren Rolle schon in anderen soliden Tumoren

beschrieben wurde und an dieser Stelle exemplarisch vorgestellt werden sollen.
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In 40% des Tumorkollektivs fand sich eine Kopienzahlvervielfaltigung in der Region 8921,
in der das Onkogen Lyn lokalisiert ist. Lyn gehort zur Familie der Src-Tyrosinkinasen, die
als Enzyme an verschiedenen zellularen Signalprozessen wie Zellwachstum- und
Differenzierung beteiligt sind (117). Eine erhdhte Expression von Lyn wurde schon in
primaren Prostatakarzinomen sowie in Prostatakarzinom Zelllinien beobachtet (118).
Hierbei fuhrte die Blockade von Lyn durch einen kompetitiven Inhibitor zu einer
verringerten Proliferation der entsprechenden Zelllinien in vitro sowie bei
Prostatakarzinom-tragenden Mausen (118). Des Weiteren wiesen Sutton et al., 2013 eine
Aktivierung der EGFR-vermittelten Signalkaskade durch erhdhte Lyn Aktivitat in Zelllinien
von Lungen-Adenokarzinomen nach (119). Durch eine Ausschaltung von Lyn mittels
interferierender siRNA lieR sich in dieser Studie eine Verminderung der EGFR

Aktivierung erreichen.

Wie Lyn spielt das Fibroblast Growth Factor (FGF19) Gen, bei dem in 20% der
untersuchten Cholangiokarzinome eine Amplifikation detektiert wurde, eine
entscheidende Rolle bei zellaktivitdtskontrollierenden Prozessen (120). In
hepatozellularen Karzinomen fanden Sawey et al., 2011 wie auch in der vorliegenden
Arbeit eine Ko-Amplifikation von FGF19 neben CCND1, welches schon zuvor als ein
wichtiges Onkogen bekannt war (121). Hierbei konnte bei Tumor-injizierten Mausen
durch die Gabe eines FGF19 neutralisierenden Antikérpers eine beeindruckende
Inhibition des Tumorwachstums erreicht werden. Somit wurde FGF19 als mogliches
Zielprotein einer ,gene-targeted® Therapie in hepatozelluldaren Karzinomen

charakterisiert.

Anders als die zuvor durch die beschriebenen Zielgene kodierten Proteine gehdrt Growth
Factor Receptor Bound Protein 7 (Grb7) zur Gruppe der Adaptoren (122). Obwohl diese
Proteine keine eigene Enzymaktivitat besitzen, beeinflussen sie die interzellularen
Transduktionsprozesse durch Verdnderungen des Konformationszustandes von
Komponenten verschiedener Signalkaskaden. Eine Beteiligung von GRB7 an der
Kanzerogenese wurde unter anderem fir das Mammakarzinom beschrieben (123), bei
dem eine Uberexpression von GRB7 mit vermehrter Genexpression von ERBB2
einhergeht (124). So konnte auch in der vorliegenden Analyse mittels GISTIC eine
Vervielfaltigung der DNA-Kopienzahl der Genregion, die sowohl GRB7 als auch ERBB2

umfasst, nachgewiesen werden. Aufgrund dieser Ko-Amplifikation der beiden Gene

58



schlagen Nadler et al., 2010 eine Inhibition der beiden Molektile als Therapiestrategie fur

HER2-neu positive Mammakarzinome vor (125).

Als weiteres Zielgen, welches in der Untersuchung von Copy Number Variationen im
vorliegenden Tumorkollektiv eine Amplifikation zeigte, wurde das PTPNL1 identifiziert. Die
Assoziation zwischen erhdhter Genexpression von PTPN1 sowie ERBB2 in
Mammakarzinomen liel3 eine Interaktion beider Gene an der Tumorigenese vermuten
(126). Dazu passend fanden Julien et al., 2007, dass die Inhibition von PTPN1 in einem
Mausmodell mit einem ERBB2- aktivierten Mammakarzinom die Tumorprogression

verlangsamte und vor Lungenmetastasen schitzte (127).

Neben den vorgestellten, zum ersten Mal in Cholangiokarzinomen identifizierten
Veranderungen in Onkogenen, lieBen sich auch Verluste in Regionen mit

Tumorsuppressorgenen nachweisen.

So wurde in 80% des untersuchten Tumorkollektivs eine Deletion im Lokus 9g32-33
detektiert. Das dort lokalisierte Gen wurde entsprechend der Erstbeschreibung in
Urothelkarzinomen Deleted in Bladder Cancer 1 (DBC1) Gen genannt (128). Neben den
zundchst beobachteten Verlusten in diesem Gen wurden auch Promotor
Hypermethylierungen als Ursache fir ein Gene Silencing des DBC1 beobachtet (129).
Auch in nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen wurden diese beiden Mechanismen als
die 2-Hits des Loss of Heterozygosity (LOH) des DBC1 identifiziert. Hierbei scheinen die
beschriebenen Prozesse zu einem Verlust der Zellzyklus-kontrollierenden Eigenschaften
in der G1 Phase von DBC1 zu fuhren (130). Zuletzt zeigten Shim et al., 2013 eine starke
Assoziation zwischen einer verminderten DBC1 Expression und einer schlechten
Prognose in nicht-invasiven Urothelkarzinomen. Auf Grund dieser Tatsache wird DBC1
als nutzlicher prognostischer Faktor zur individualisierten Therapieentscheidung in

diesen Tumoren vorgeschlagen (131).

Das in bis zu 70% der analysierten Cholangiokarzinome deletierte Fragile Histidine Triad
Gen (FHIT) stellt ein Tumorsuppressorgen dar, dessen Verlust als ,Genome Caretaker”
zu globaler genomischer Instabilitat fihrt (132). Als Folge dieses Ausfalls entstehen
spontane Einzel- und Doppelstrangbriche aufgrund der fehlenden Stabilisierung der
Replikationsgabel durch die enzymatische Aktivitdt von FHIT (133). Des Weiteren
beschrieben Suh et al., 2014 den Mechanismus, durch den FHIT im physiologischen

Zustand eine Tumormetastasierung in Lungenkarzinomen durch eine Modulation von
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micro-RNAs supprimiert. Damit wurde der frihe Verlust von FHIT als entscheidender
Vorgang im Rahmen der Tumor- und Metastasenprogression identifiziert (134), welches
dadurch ein  mogliches therapeutisches Zielmolekil in  fortgeschrittenen

Lungenkarzinomen darstellt.

Ein weiteres durch den GISTIC Algorithmus identifiziertes Gen wird als Protein
phosphatase 2, regulatory subunit B, alpha (PPP2R2A) bezeichnet. Hierbei handelt es
sich um ein von diesem Gen kodiertes Enzym, welches zur Familie der Serin-Threonin
Phosphatasen gehdrt (135). Durch eine Phosphorylierung hélt PPP2R2A Proteine in
einem aktiven Zustand, die an DNA Reparaturmechanismen beteiligt sind (136). Durch
diese Funktion wirkt es als Tumorsuppressorgen, dessen Verlust zur Tumorentwicklung
in unterschiedlichen epithelialen Zellen beitragt. So zeigte sich in einer Studie von Cheng
et al., 2011 eine Deletion der entsprechenden chromosomalen Region 8p21 in Uber 60%
eines grofRen Prostatakarzinom-Kollektivs, die jedoch nur in wenigen Fallen beide Allele
betraf und keine somatische Mutationen im PPP2R2A aufwies (137). Auch in nicht-
kleinzelligen Bronchialkarzinomen wurde eine Down-Regulierung der Expression ohne
kompletten Verlust von PPP2R2A beobachtet (136). Dies deutet auf eine
Haploinsuffizienz von PPP2R2A hin, bei der der Verlust eines Allels zu einer Aktivierung

des Tumorsuppressorgens ausreicht (138).

5.3 Verifikation von Copy Number Aberrationen innerhalb GISTIC definierter
Zielgene mittels Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung (FISH), Real-Time PCR
und Immunohistochemie

Nach der ldentifikation potentieller neuer Zielgene mittels des GISTIC Algorithmus

innerhalb der signifikanten Copy Number Aberrationen wurden die entdeckten

chromosomalen Veranderungen mit weiteren molekulargenetischen Methoden verifiziert.

Mit der FISH-Methode lie3en sich die Deletionen in den Zielgenen weitestgehend

belegen Allerdings konnten die durch die Molecular Inversion Probe Technologie

identifizierten Amplifikationen nur bedingt mit der FISH nachgewiesen werden (Tabelle

4-2). In den meisten Fallen wurde im Rahmen der Untersuchung, neben der Amplifikation

des Zielgens in einigen Féllen, eine Polysomie des betroffenen Chromosoms anstelle

einer Amplifikation einer Genregion gesehen. Eine mobgliche Erklarung fir diese

Feststellung liegt in der Komplexitat der chromosomalen Verdanderungen im Tumor und

60



der Schwierigkeit diesen entsprechend zu analysieren. Vor allem die Durchmischung des
untersuchten Gewebes mit nicht-Tumorzellen erschwert die Interpretation der
Ergebnisse. Denn tatsachlich kann die Software Nexus Copy Number eine Tetraploidie
der Tumorzellen ohne vorherige Normalisierung des Aneuploidie-Status als Amplifikation
deuten. Um den Aneuploidie-Status als auch die Kontamination des Tumorgewebes mit
nicht-Tumorzellen bei den Analysen mit Nexus Copy Number einzubeziehen, sollte in
Zukunft ein Algorithmus wie zum Beispiel der von Oros et al., 2013 (139) prasentierte
ASCAT verwendet werden. Dazu bedarf es einer matched-paired Analyse, bei der neben
dem Tumorgewebe auch passendes Normalgewebe des Patienten, welches in der
vorliegenden Untersuchung leider nicht zur Verfiigung stand, zusammen mit der MIP

SNP Technologie untersucht wird.

Auch die Ergebnisse der Real-Time PCR decken sich weitgehend mit den zu
erwartenden Veranderungen in den Zielgenen, welche durch die Molecular Inversion
Probe Technologie gefunden wurden (Abbildung 4-3). In den Kandidatengenen, in
denen ein Copy Number Verlust in dem Oncoscan Microarray gesehen wurde, liel3 sich
global gesehen eine verminderte Genexpression des Zielgens in der Real-Time PCR
nachweisen. Die Expression war somit in der Mehrzahl der untersuchten Falle
entsprechend den Ergebnissen des Microarrays erniedrigt. Auf der anderen Seite wurde
in den Kandidatengenen, in denen ein Copy Number Gewinn identifiziert wurde, eine
erhohte Genexpression nachgewiesen. Im Falle von FGF19, bei dem mit der MIP SNP
Methode eine Amplifikation festgestellt wurde, lie3 sich aber keine erhéhte
Genexpression nachweisen. Interessanterweise wurde diese Beobachtung sowohl in
Brust- und Lungenkrebs als auch in Melanomen beschrieben. Eine Amplifikation von
FGF19 in hepatozellularen Karzinomen fihrte dagegen zu einer relevanten

Genexpression und Karzinogenese (121).

Nachdem die Copy Number Aberrationen innerhalb der GISTIC definierten Zielgene
mittels FISH und gqPCR verifiziert wurden, sollte mit Hilfe von immunhistochemischen

Farbungen untersucht werden, ob es auch zur Expression der jeweiligen Proteine kommt.

Der angestrebte Nachweis eines erhdhten oder erniedrigten Proteinproduktes in Fallen
einer Amplifikation oder Deletion lie3 sich jedoch immunhistochemisch in keinem der
kodierenden Zielgene bis auf ERBB2 erzielen. Dies deutet auf weitere, komplexere

Regulationsmechanismen hin, die die Proteinexpression der jeweils dafiir kodierten
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Zielgene steuern. Nur bei ERBB2 zeigte sich eine Korrelation zwischen Fallen mit
Veranderungen, welche mit Nexus Copy Number identifiziert wurden, und den
Immunfarbungen (Abbildung 4-4, Tabelle 4-3). Hierbei fuhrte eine Amplifikation oder
hohergradige Polysomie der Region 17q12 zu einer Anreicherung des Proteinproduktes
mit  Darstellung einer intensiven membranstandigen Farbung bei der
immunohistochemischen Untersuchung. Entsprechende Ergebnisse einer ErbB2
Uberexpression in Cholangiokarzinomen wurde schon zuvor von anderen Gruppen
beobachtet (140). Die Amplifikation dieses Gens wurde vor allem in Mammakarzinomen
schon intensiv beschrieben, bei denen der ErbB2 (Her2/neu) Status eine weitreichende
klinisch-therapeutische Rolle spielt (141). Hier erfolgt neben weiteren molekularen
Untersuchungen in der Routineaufarbeitung einer Biopsie oder eines Resektats eine
Untersuchung auf eine Amplifikation des ERBB2 mittels Immunhistochemie und In-Situ-
Hybridisierung. Dies dient einerseits zur Einteilung des Tumors in eine Prognose
bestimmende Gruppe als auch zur Vorbereitung einer personalisierten Therapieplanung
(141). Bei Patientinnen mit einer Amplifikation von ERBB2 konnte durch eine gezielte
Therapie mit einem ERBB2-Blocker (Trastuzumab) in Kombination mit weiterer
Chemotherapie das Risiko des Wiederauftretens des Tumors nach Resektion um die
Halfte gegenuber einer alleinigen Chemotherapie gesenkt werden (141).

Interessanterweise wird auch beim Mammakarzinom die Auswirkung einer Amplifikation
im ERBB2 Gen und dessen Polysomie auf die Pathogenese des Tumors diskutiert. Noch
immer bleibt es offen, ob die Falle mit einer Polysomie dem gleichen Therapieregime wie
die mit einer Amplifikation unterworfen werden sollen (142, 143). Obwohl eine
Uberexpression von ErbB2 in cholangiozellularen Karzinomen schon zuvor in mehreren
Studien (48) festgestellt wurde, fehlen bislang vergleichsweise differenzierte
Untersuchungen, die sowohl immunhistochemisch als auch per FISH, unter
Berilicksichtigung des Unterschiedes zwischen Amplifikation und Polysomie von
Chromosom 17, den ErbB2 Status bestimmen. Insbesondere vor dem Hintergrund einer
neuen molekularen Subklassifizierung des Cholangiokarzinoms durch Andersen et al.,
2012 (52), im Rahmen derer eine Gruppe von Cholangiokarzinomen gepragt von einer
EGFR und ERBB2 Aktivierung identifiziert wurde, bekommt eine derartige Untersuchung
einen besonderen Stellenwert. So weist Andersen et al., 2012 nach dem erfolgreichen
Einsatz von Tyrosinkinase-Inhibitoren an Cholangiokarzinom-Zelllinien mit aktiviertem

EGFR und ERBB2 Signalweg auf einen moglichen Einsatz von Lapatinib bei Patienten
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mit der entsprechenden molekulargenetischen Veranderungen hin. Zuvor hatten schon
Zhang et al., 2010 eine Suppression des Tumorwachstums durch Applikation von
Lapatinib von Cholangiokarzinom-Zelllinien und Tumor-injizierten Rattenmodellen
demonstriert (144). Trotz dieser erfolgsversprechenden experimentellen Ergebnisse
finden sich kaum publizierte klinische Studien, die einen Therapieversuch in
Cholangiokarzinomen mit einem dualen EGFR und ERBB2 Inhibitor anwenden. In einer
Phase Il Studie des California Consortiums wurde eine fehlende Ansprache auf eine
Therapie mit Lapatinib bei Patienten mit fortgeschrittenem Tumoren des Gallentraktes
und hepatozelluaren Karzinomen festgestellt (145). Jedoch wurde zuvor keine
Bestimmung des ErbB2 (Her2/neu) Status durchgefuhrt. Im Rahmen eines Fallreports
berichtet Law et al., 2012 hingegen von einer beeindruckenden Metastasenregression
eines pulmonal gestreuten Cholangiokarzinoms nach einer Therapie mit Trastuzumab

bei einer Patientin mit positivem ErbB2 (Her2/neu) Status (146).

5.4 Detektion molekularpathologischer Unterschiede zwischen intra- und
extrahepatischen Cholangiokarzinomen
Cholangiokarzinome werden basierend auf ihrer anatomischen Lokalisation in einen
intra- und einen extrahepatischen Subtyp eingeteilt. Allein aufgrund unterschiedlicher
Auftrittswahrscheinlichkeiten und der Feststellung verschiedener Risikofaktoren wurde
eine subtypspezifische molekularpathologische Atiologie des Cholangiokarzinoms
vermutet (25, 41). Diese Annahme konnte dann durch vergleichende Untersuchungen
des Mutations- und Methylierungsstatus sowie mit Hilfe immunhistochemischer Marker in

den beiden Tumortypen bestatigt werden (66, 73, 89)

Bis jetzt fuhrten nur McKay et., 2011 eine Studie beziglich der Copy Number
Aberrationen sowohl in intra- als auch extrahepatischen Cholangiokarzinomen durch,
wahrend andere Untersuchungen nur einen Subtyp des Gallengangskarzinoms (Rijken
et al., 1999 (147), Uhm et al., 2005 Lee et al., 2004, Sia et al., 2013) untersuchten oder
Cholangiokarzinome mit hepatozellularen Karzinomen (Koo et al., 2001, Homayounfar et
al., 2009) oder mit anderen gastrointestinalen Neoplasien verglichen (Shiraishi et al.,
2001 (148)).

Die vorliegende Untersuchung zeigt zum ersten Mal Gemeinsamkeiten und Unterschiede

zwischen intra- und extrahepatischen Cholangiokarzinomen beztiglich Veranderungen
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der DNA-Kopienzahlen mit Hilfe der Molecular Inversion Probe Methode. Mittels der
statistischen Analyse durch die Nexus Copy Number Software wurden in mehreren
Regionen signifikante  Unterschiede zwischen intra- und extrahepatischen
Cholangiokarzinomen hinsichtlich der Copy Number Variationen festgestellt (Abbildung
4-5). Schon im Rahmen der Auswahl der Falle fur die MIP SNP Methode, fiel die
unterschiedliche histologische Ausprdgung der Tumoren auf. Wahrend die
intrahepatischen Karzinome eine solide Tumormasse bilden, zeigt der extrahepatische
Subtyp drisenartige Formationen, welche in vereinzelten Gruppen das Gewebe
infiltrieren. Dementsprechend sank die Ausbeute des Tumorgewebes bei der
Aufarbeitung aus dem Formalin-fixierten Material. Um dieser Tatsache bei der Analyse
der MIP SNP Daten mittels Nexus Copy Number Rechnung zu tragen, wurde bei den
extrahepatischen Proben der Threshold/Schwellenwert zur Erkennung von Copy Number
Aberrationen herabgesetzt. Nichtdestotrotz spielte die Kontamination mit nicht-
Tumorzellen wahrscheinlich nur eine untergeordnete Rolle in der Akquirierung der Copy
Number Veranderungen, da das Copy Number Muster des nicht pathologischen

Gallengangsgewebes kaum Copy Number Aberrationen aufwies (Abbildung 4-1).

Schon McKay et al., 2011 beobachteten, dass Copy Number Gewinne als auch Verluste
in intrahepatischen cholangiozellularen Karzinomen haufiger auftraten als in
extrahepatischen Cholangiokarzinomen. Dennoch seien diese Unterschiede nicht
signifikant genug, um als Subtypen-spezifisches Merkmal innerhalb des Pre-Screenings

fur eine gezielte molekulare Therapie zu dienen.

Im Gegensatz dazu zeigen die vorliegenden Ergebnisse signifikante Unterschiede
zwischen den beiden Subtypen bezuglich der Copy Number Aberrationen in mindestens
2 grolReren chromosomalen Abschnitten. Dennoch bedarf es weiterer Analysen, um die
in den identifizierten Regionen lokalisierten Gene auf molekularpathologische
Mechanismen zu untersuchen und Unterschiede in der Karzinogenese dieser Subtypen

weiter zu differenzieren.

Die These von einer unterschiedlichen molekularen Genese der cholangiozellularen
Subtypen wird von Borger et al., 2012 gestutzt, die schon Unterschiede zwischen intra-
und extrahepatischen Cholangiokarzinomen bezuglich somatischen Mutationen wie IDH-

1/2 und KRAS zeigten und somit neue Zielgene fur eine spezifische molekulare Therapie
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erdffneten. Zur Starkung und Bestatigung dieser These wurde auch im Rahmen dieser

Arbeit eine Mutationsanalyse von IDH-1/2 durchgefihrt.

Die Sequenzierungsanalyse von 60 Cholangiokarzinomen (26 intrahepatische und 34
extrahepatische) zeigte in 5 (8%) Fallen eine relevante somatische Mutation in den IDH-
Genen in den bekannten Hotspotregionen, welche 3 Veranderungen im IDH-1-Gen im
Codon 132 und 2 Basensubstitution im Codon 172 des IDH-2-Gens umfassten
(Abbildung 4-6). Somit konnte in der vorliegenden kleinen Kohorte die Ergebnisse von
Kipp et al., 2011 (68) und Wang et al., 2012 (69) bestatigt werden, welche zum ersten
Mal die Mutationen in den IDH-Genen in cholangiozellularen Karzinomen mit einer
Frequenz von 21-25% beschrieben haben. Dadurch wird in dem vorliegenden
westeuropaischen Kollektiv eine niedrigere Auftrittshaufigkeit der Mutation als in der

kaukasischen Gruppe der Patienten der amerikanischen Studien gesehen.

Durch das Mutationsscreening in den IDH-Genen lasst sich zusatzlich eine Subgruppe
der Tumoren definieren, welche durch histologische Unterschiede, eine erhdhte DNA
Methylierung und eine verlangerte Zeit bis Wiederauftreten des Tumors nach Resektion
im Vergleich zu nicht IDH-mutierten Cholangiokarzinomen charakterisiert sind (67).
Durch diese Eigenschaften zeigen sich Parallelen der Tumorpathologie, welche zunachst
in Glioblastomen beschrieben wurden (149), und somit eine Auswirkung auf die klinische
Einschétzung des Tumors besitzen. Des Weiteren beschreiben Kipp et al.,, 2011 die
Aussicht auf eine Neuentwickelung von small-molecule Inhibitoren, welche in Zukunft im
Rahmen einer Genotyp-abhangigen Behandlung als neuer Therapieansatz fur diese

Subgruppe von Tumoren bilden kénnte.

Durch die Identifizierung eines subtypspezifischen Copy Number- und IDH-Mutations-
Status wird die These einer unterschiedlichen molekularpathologischen Atiologie des
Cholangiokarzinoms in dieser Arbeit bestatigt. Die Ergebnisse reihen sich ein in die
inzwischen aufgedeckten molekularbiologischen und epigenetischen Unterschiede
zwischen intra- und extrahepatischen cholangiozellularen Karzinomen. Diese These
spiegelt sich in einer Meta-Analyse von Wiggers et al., 2014 wider, die eine Ubersicht
Uber die unterschiedlichen Expressionsprofile von immunohistochemischen Markern der
beiden Subtypen liefert (89). Die beschriebenen Unterschiede in der Tumorbiologie und
Atiologie konnten auf unterschiedliche Ursprungszellen als Ausgangspunkt der
Karzinogenese von intra- und extrahepatischen Cholangiokarzinomen beruhen (85, 88).
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Die Stratifizierung entsprechender Zellmarker dieser Ursprungszellen wirde auch eine
eindeutige Zuordnung zu einem Subtyp erleichtern, die zur Zeit auf Grund
unterschiedlicher  Definitionen,  schwieriger  anatomischen  Zuordnung  bei
fortgeschrittenen Tumoren und fehlender klarer histologischer Kriterien manchmal
schwerfallt (85).

Zuletzt erlaubt das Wissen um eine unterschiedliche molekulare Pathogenese der intra-
und extrahepatischen Cholangiokarzinome neue Anséatze fur eine differenzierte,

Subtypen-gezielte Therapie.

5.5 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden genomweit mit Hilfe der Molecular Inversion Probe
(MIP) Technologie veranderte DNA-Kopienzahlen in Cholangiokarzinomen detektiert.
Innerhalb dieser Copy Number Aberrationen wurden mit Hilfe des statistischen GISTIC
Algorithmus neue Zielgene identifiziert, die an der Karzinogenese des
Cholangiokarzinoms beteiligt sein kdnnten. Deren weitere Charakterisierung zur
Beschreibung ihres Einflusses auf die Tumorentstehung in Gallengangskarzinomen sollte
Ziel weiterer Untersuchungen sein. Insbesondere zur Bestatigung der neu beschriebenen
Tumorsuppressorgene bedarf es der Aufdeckung einer biallelischen Deletion oder
zusatzlicher somatischer Mutationen, die den notwendigen "second-Hit" Mechanismus

der biallelischen Inaktivierung detektieren.

Zur weiteren Untersuchung der potentiellen Zielgene bedarf es funktioneller Analysen auf
Ebene von Tumorzelllinien als auch von Mausmodellen. Trotz Schwierigkeiten bei der
Entwicklung und Etablierung von Tiermodellen sind inzwischen erfolgreiche Versuche mit

diesen beschrieben (58).

Derartige Experimente sind auch nétig, um die entdeckten Unterschiede zwischen intra-
und extrahepatischen Cholangiokarzinomen bezuglich der Copy Number Aberrationen
weiter zu differenzieren. Die in diesen chromosomalen Regionen lokalisierten Gene
sollten im Hinblick auf kanzerogene und funktionale Eigenschaften hin untersucht

werden.

Unter den mittels GISTIC detektierten Zielgenen wurde in der vorliegenden Analyse auch
das ERBB2-Gen untersucht. Wie schon in vorangehenden Studien (48, 52) konnte
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ERBB2 als valider Marker fur Cholangiokarzinome sowohl mittels MIP SNP Technologie,
der FISH Analyse und immunhistochemischen Nachweis einer erhdhten Protein
Expression bestatigt werden. Obwohl es inzwischen erfolgreiche experimentelle Ansatze
fur eine Gen-gezielte Therapie in Cholangiokarzinomen mit einem dualen EGFR und
ERBB2 Inhibitor gibt (52, 144), fehlen bislang klinische Studien, die den ErbB2
(Her2/neu)-Status in diesen Tumoren bertcksichtigen.

Hierzu missten histologisch neu diagnostizierte Cholangiokarzinome analog zum
Vorgehen bei Mammakarzinomen immunhistochemisch auf die Expression von ErbB2
untersucht und mittels des etablierten DAKO Score quantifiziert werden. Anschliel3end
musste der positive ErbB2 (Her2/neu) Status mit Hilfe der FISH verifiziert werden. Daran
sollte sich eine zweiarmige Studie anschlieRen: Im Rahmen dieser sollte ein Vergleich
der Behandlungskonzepte einer konventionellen Chemotherapie gegenuber einer
Chemotherapie und einem dualen Rezeptortyrosin- Kinase Inhibitor wie Lapatinib

erfolgen.

Des Weiteren haben neue Studienergebnisse von Kipp et al., 2011 und Wang et al., 2012
die prognostische Rolle von des IDH-1 und IDH-2 Gens fir das Cholangiokarzinom
beschrieben. Analog zum validen Marker ERBB2 konnte perspektivisch eine
Mutationsanalyse  hinsichtlich der IDH- Gene nach histopathologischer
Standarddiagnostik eines Cholangiokarzinoms erfolgen, um Subgruppen zu

identifizieren, die von einer gezielten small molecule Therapie profitieren kdnnen.

Durch diesen Einbezug neuer Ergebnisse der molekularpathologischen Analyse von
Cholangiokarzinomen konnten sich somit neue Chancen fir die Therapie dieser

Erkrankung eroffnen.
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6 Zusammenfassung
Cholangiokarzinome sind hochmaligne Tumoren, welche von einer neoplastischen

Transformation des Gallengangepithels ausgehen.

Basierend auf ihrer anatomischen Lage werden die Tumoren in intrahepatische und

extrahepatische Cholangiokarzinome unterteilt.

Um molekularpathologische Gemeinsamkeiten und Unterschiede hinsichtlich
chromosomaler Veranderungen wie DNA-Gewinne (Amplifikationen) und DNA-Verluste
(Deletionen) in beiden Subtypen zu untersuchen, erfolgte eine genomweite Analyse von
Copy Number Variationen (CNVs) mit Hilfe der Molecular Inversion Probe (MIP)-
Technologie (OncoScanTM; Affymetrix) an einem Tumorkollektiv von 24 (13

intrahepatische und 11 extrahepatische Tumoren) humanen Cholangiokarzinomen.

In den beiden Subtypen des Cholangiokarzinoms wurden die haufigsten DNA-Verluste
auf Chromosom 1p, 3p, 6q und 9 detektiert, wahrend die DNA-Gewinne hauptséachlich

auf Chromosom 1q, 8q, 17 und 20 lokalisiert waren.

Mit dem statistischen Algorithmus Genomic Identification of Significant Targets In Cancer
(GISTIC) konnten innerhalb der zuvor identifizierten Copy Number Aberrationen
funktionell signifikante Regionen mit Zielgenen identifiziert werden, die von den
entscheidenden genomischen Veranderungen betroffen waren. In den mit GISTIC
definierten potentiellen Tumorsuppressor- (DBC1, FHIT, PPP2R2A) und Onkogenen
(LYN, FGF19, GRB7, PTPN1) wurden daraufhin die chromosomalen Veranderungen mit

weiteren molekulargenetischen und immunhistochemischen Methoden verifiziert.

Neben den gemeinsamen Verdnderungen in der DNA-Kopienzahl lieRen sich auch
signifikante Unterschiede bei den beiden Subtypen des Cholangiokarzinoms beztiglich

der Copy Number Verdnderungen auf Chromosom 3 und 14 nachweisen.

Auch die These eines unterschiedlichen Mutationsprofils im IDH-1- und IDH-2-Gen in
intra- und extrahepatischen Cholangiokarzinomen lieR sich im untersuchten
Tumorkollektiv nachweisen, sodass die Annahme einer subtypenspezifischen

molekularpathologischen Cholangiokarzinogenese in dieser Arbeit bestatigt wird.

Zusammenfassend wurden in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe der Molecular Inversion
Probe (MIP)-Technologie Regionen chromosomaler Instabilitat (Amplifiaktionen und

Deletionen) detektiert und in diesen mittels des GISTIC Algorithmus neue potentielle
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Zielgene im Cholangiokarzinom identifiziert. Zudem lie3en sich Unterschiede hinsichtlich
des Copy Number Variations Musters und des Mutationsprofils im IDH-Gen zwischen
intrahepatischen und extrahepatischen Gallengangskarzinomen nachweisen, die auf

eine subtypenspezifische molekulare Pathogenese des Cholangiokarzinoms hinweisen.
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