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Zusammenfassung

Einleitung: Der Notch-Signalweg spielt in vielen zelluldren Prozessen des Korpers eine zentrale
Rolle, ebenso in der Kanzerogenese diverser Tumorentitaten. Dies gilt auch fur intra- und
extrahepatische Cholangiokarzinome sowie Pankreaskarzinome, hier wird aufgrund einer
Vielzahl an Ahnlichkeiten eine pankreatikobiliare Superfamilie postuliert. Es wurde in dieser
wissenschaftlichen Arbeit die Expression zentraler Proteine des Notch-Signalweges im Tumor-
und Normalgewebe und dessen Einfluss auf das Patiententberleben untersucht.

Methodik: Das Patientenkollektiv bestand aus insgesamt 60 Patienten mit Pankreaskopf- (n=14),
extrahepatischen (n=22) und intrahepatischen (n=24) Cholangiokarzinomen. Es ist sowohl im
Normal- als auch im Tumorgewebe die immunhistochemische Analyse von Signalproteinen des
Notch-Signalwegs (Notchl, Notch4, ADAM17, MSI, HES1, CD44) erfolgt und die statistische
Signifikanz berechnet worden. Zudem erfolgten ein Vergleich wichtiger klinischer Parameter
(Geschlecht, Alter bei Diagnose, Uberlebenstage, Vorliegen anderer Malignititen, UICC-Stadien,
TNM-Klassifikation, pathologisches Grading und Vorliegen von Lymphangiosis carcinomatosa)
sowie der Antigen-Expressionslevel zwischen den drei Gewebearten. Anschliefend wurden
sowohl die Klinischen Parameter als auch die Antigen-Expressionslevel mit dem
Patiententiberleben in Form von Kaplan-Meier-Kurven korreliert.

Ergebnisse: Es konnte gezeigt werden, dass im Tumorgewebe mehr Signalproteine des Notch-
Signalweges im Vergleich zum Normalgewebe exprimiert werden, jedoch nicht immer statistisch
signifikant. Fir extrahepatische Cholangiokarzinome ist die Expression von CD44 (p = 0,043),
flr intrahepatische Cholangiokarzinome die Expression von CD44 (p = 0,026) und Notchl (p
<0,001) und fur Pankreaskarzinome die Expression von ADAM17 (p = 0,008), CD44 (p =
0,012), HES1 (p = 0,012), Notchl (p = 0,012) und Notch4 (p = 0,008) im Tumorgewebe
signifikant hoher. Beim Vergleich der klinischen Parameter sowie der Antigen-Expressionslevel
zeigten sich flr einige Variablen statistisch signifikante Unterschiede. Eine Korrelation der
klinischen Parameter mit dem Patiententberleben ergab ebenfalls fir einige der o.g. Variablen
einen statistisch signifikanten Zusammenhang. Es konnte jedoch keine statistisch signifikante
Korrelation der Antigen-Expressionslevel des Notch-Signalweges im Tumor- verglichen mit dem
Normalgewebe und dem Patienteniiberleben festgestellt werden.

Schlussfolgerung: Fir einige Signalproteine des Notch-Signalwegs l&sst sich eine signifikante
Uberexpression im Tumor- verglichen mit dem Normalgewebe nachweisen, jedoch ohne
signifikanten Einfluss auf das Patientenlberleben. Die Fragestellung sollte daher in einem
groReren Patientenkollektiv untersucht werden, um die statistische Aussagekraft zu erhéhen. Dies
konnte als Grundlage fur neue therapeutische Ansétze in der Entwicklung von Notch-Inhibitoren
dienen.
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Abstract

Introduction: The Notch signaling pathway plays a central role in various cellular processes in
the body, as well as in the carcinogenesis of several tumor entities such as intrahepatic and
extrahepatic cholangiocarcinomas as well as pancreatic carcinomas, which are postulated to be
part of a pancreaticobiliary superfamily due to a variety of similarities. In this scientific work, the
expression of central proteins of the Notch signaling pathway in normal and malignant tissue and
its influence on patient survival was examined.

Methods: The patient collective consisted of a total of 60 patients with pancreatic head (n=14),
extrahepatic (n=22) and intrahepatic (n=24) cholangiocarcinomas. Immunohistochemical analysis
of signaling proteins of the Notch signaling pathway (Notchl, Notch4, ADAM17, MSI, HES1,
CD44) has been performed in both normal and malignant tissue with regards to the statistical
significance. In addition, an analysis and comparison of important clinical parameters (gender,
age at diagnosis, survival days, presence of other malignancies, UICC stages, TNM
classification, pathological grading and presence of lymphangiosis carcinomatosa) as well as the
antigen expression levels took place. Subsequently, both clinical parameters and antigen
expression levels were correlated with patient survival

Results: A higher expression of signal proteins of the Notch pathway in malignant tissue
compared to normal tissue was found, but not always statistically significant. For extrahepatic
cholangiocarcinomas, the expression of CD44 (p=0.043), for intrahepatic cholangiocarcinomas
CD44 (p=0.026) and Notchl (p<0.001) and for pancreatic carcinomas ADAM17 (p=0.008),
CD44 (p=0.012), HES1 (p=0.012), Notchl (p=0.012) and Notch4 (p=0.008) were significantly
higher in malignant tissue. When comparing clinical parameters and levels of antigen expression,
there were statistically significant differences for some variables. The correlation of some clinical
parameters with patient survival also showed a statistically significant relationship. However,
there was no statistically significant correlation between expression levels of signal proteins of
the Notch signaling pathway in tumor tissue compared to normal tissue and patient survival.

Conclusion: In this scientific work, a significant overexpression of signaling proteins of the
Notch signaling pathway can be found in malignant tissue compared to normal tissue withourt,
however, having a significant influence on patient survival. Therefore, this scientific work should
be examined in a larger group of patients to increase the statistical power. This could lay basis for
new therapeutic approaches such as the development of Notch signaling inhibitors.
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1. Einleitung

Krebserkrankungen z&hlen zu den zehn haufigsten Todesursachen in Deutschland (Statistisches
Bundesamt, 2018). In den letzten 50 Jahren hat sich die Anzahl von Krebs-Neuerkrankungen
beinahe verdoppelt, wobei die krebsassoziierte Mortalitdt stetig sinkt. Krebs ist eine
Volkskrankheit, die in Zukunft aufgrund des demographischen Wandels immer mehr Menschen
betreffen wird (Robert Koch Institut, 2016). Ziel der medizinischen Forschung ist es daher,
maligne Erkrankungen besser zu verstehen und so geeignetere Therapieformen zu entwickeln.

Sowohl die Gallengangs- (Yao et al., 2016) als auch die Bauchspeicheldriisenkarzinome (Lucas
et al., 2016) stellen Tumorentitaten mit einer sehr hohen Sterblichkeit dar. Welche molekularen
Mechanismen genau hinter der Aggressivitat dieser Tumore stecken, ist noch Gegenstand der
Forschung.

Die drei in dieser Arbeit verglichenen Tumorentitaten, extra- und intrahepatisches Cholangio-
und Pankreaskarzinom, gehdren dabei zur Gruppe der gastrointestinalen Tumore, einer sehr
heterogenen Gruppe mit unterschiedlicher Haufigkeit und karzinomspezifischer Mortalitét.

Die WHO unterteilt diese Entitaten in intrahepatische Gallengangstumore, Tumore der
Gallenblase und des extrahepatischen Gallengangsystems und Tumore des exokrinen Pankreas.
Wie Schmuck et al. (2016) zeigen, bestehen zwischen den Tumorentitdten jedoch eine Vielzahl
an Ahnlichkeiten, beispielsweise bezogen auf den Phanotyp und der embryologischen Entstehung
der Organe. Im Sinne einer Superfamilie unter dem Begriff eines pankreatobilidren Systems
kdénne man diese Tumorgruppen zusammenfassen.

Im Fokus der vorliegenden wissenschaftlichen Arbeit steht der Notch-Signalweg. Dieser
Signalweg ist weit verbreitet und spielt sowohl in der embryologischen Entwicklung der meisten
Vielzeller eine Rolle als auch im Erhalt und in der Erneuerung adulten Gewebes (Sato et al.,
2012). Zudem gehdrt der Notch-Signalweg, u.a. neben dem Wnt- und Hedgehog-Signalweg, zu
den Hauptsignaltransduktionen, die zur Kanzerogenese beitragen (Muller-Esterl, 2018).

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob der Notch-Signalweg in der
Tumorentstehung dieser drei Tumorgruppen eine Rolle spielt. Hierzu wurden sowohl Tumor- als
auch Normalgewebeproben eines Patientenkollektivs bestehend aus den oben genannten drei
Tumorgruppen immunhistochemisch analysiert. AnschlieBend erfolgte eine klinische
Datenauswertung der Patienten, die sich vor allem auf das Patientenliberleben fokussierte. Mittels
geeigneter statistischer Testverfahren wurde nun im Kern der Zusammenhang zwischen der
Expression einzelner Signalproteine des Notch-Signalwegs und dem klinischen Verlauf der
Patienten analysiert und zwischen den drei Tumorgruppen verglichen.



2. Wissenschaftliche Grundlagen
2.1 Das Pankreaskarzinom

2.1.1 Epidemiologie und Atiologie

Die Inzidenz des Pankreaskarzinoms ist weltweit steigend. Nach aktuellen Studien ist die
Inzidenz in den USA von ca. 12/100.000 im Jahre 2000 auf ca. 15/100.000 Einwohner im Jahre
2014 angestiegen (Wu et al., 2018). Dabei sind Manner etwas haufiger betroffen (Rate Manner:
Frauen 1,2-1,5:1) (Chari, 2007). Das Haupterkrankungsalter liegt zwischen dem 60. und 80.
Lebensjahr (lllic und Illic, 2016). Bekannte Risikofaktoren fur das Pankreaskarzinom lassen sich
grob in demographische, genetische und Umweltfaktoren unterteilen. Zu den demographischen
Risikofaktoren gehdren vor allem hohes Alter, das mannliche Geschlecht sowie eine
afroamerikanische Herkunft (Blchler et al., 2004). Zu den genetischen Risikofaktoren gehdren
u.a. hereditdr bedingte Pankreatitiden. Als krankheitsauslosende Umweltfaktoren zahlen vor
allem Nikotin- und Alkoholabusus sowie z.B. die Exposition gegeniiber anderen Karzinogenen
wie Nitrosaminen oder Pestiziden (Sedlacek, 2013). Dennoch ist die genaue Ursache der
Entstehung noch ungeklart. Bekannt sind bisher auf molekularer Ebene die Aktivierung des
Onkogens K-ras sowie die Inaktivierung der Tumorsuppressorgene p53, pl6 und DPCA als
wichtige Bestandteile der Kanzerogenese (Karges und Al Dahouk, 2011).

In der Krebsmortalitatsstatistik befindet sich das Bauchspeicheldrisenkarzinom fiir beide
Geschlechter an siebter Stelle (Illic und lllic, 2016). Es ist ein sehr aggressiver Tumor, das 5
Jahres- Uberleben betragt weniger als 5% (Li et al., 2017).

2.1.2 Pathologie

Der Grofteil der Pankreastumore sind duktal differenzierte Adenokarzinome, auch als exokrine
Pankreaskarzinome bezeichnet (Schubert, 2016). Endokrine Pankreastumore unterschiedlicher
Dignitét sind seltener (Bohm, 2013). Weitere histologische Subtypen sind z.B. die muzintsen
Adeno-, Siegelring- sowie die anaplastischen und adenosquamésen Karzinome (Werner und
Biichler, 2010). 70-80% der Tumore sind dabei im Pankreaskopf lokalisiert, der Rest befindet
sich im Korper und im Schwanz des Pankreas (Krams et al., 2013).

Makroskopisch zeigt sich das duktale Pankreaskarzinom verhértet, unscharf begrenzt und mit
weililicher Schnittflache. Mikroskopisch lassen sich stark proliferierende, driisig angeordnete und
abnormale Gangepithelien erkennen. Typisch sind zudem eine Muzinproduktion, eine Infiltration
des normalen Pankreasgewebes und der Perineuralscheiden sowie eine desmoplastische und
lymphoplasmazellulére Begleitreaktion (Krams et al., 2013).



2.1.3 Klinik

Generell treten erst spat karzinombedingte Symptome auf. Dies tragt zur schlechten Prognose
bei, da bei der Diagnosestellung der Tumor in der Regel schon weit fortgeschritten ist. Typisch
sind unspezifische Symptome wie Gewichtsverlust, Schwéche und Appetitlosigkeit. Weiterhin
maoglich sind neu auftretende unspezifische Rlcken- oder Oberbauchschmerzen sowie vor allem
beim Pankreaskopfkarzinom ein oftmals schmerzloser lkterus (Deutsche Krebsgesellschaft e.V.,
2018). Klinisch kann dann das Courvoisier-Zeichen imponieren, das ggf. auch beim
Cholangiokarzinom auftritt (Piper, 2013). Dieses klinische Zeichen beschreibt eine prallelastische
und schmerzlose Gallenblase sowie einen durch den Verschluss des Ductus choledochus (bzw.
Papilla vateri) bedingten lkterus (Flefl und Middeke, 2010). Weitere Symptome konnen
rezidivierende Thrombophlebitiden (Huhnstock et al., 2013) sowie Thrombosen, beispielsweise
eine Milzvenenthrombose, sein (Woolliscroft, 2013). Nicht nur histologisch sondern auch
Klinisch kann das Pankreaskarzinom einer chronischen Pankreatitis &hneln und schwierig davon
zu differenzieren sein (Krams et al., 2013).

2.1.4 Klassifikation

Der Grof3teil der Proben des Kollektivs der wissenschaftlichen Arbeit wurde nach der 6. und 7.
Auflage der TNM- und UICC-Klassifikation Klassifiziert. Daher wird die 7. Auflage fiur die
einzelnen Tumore exemplarisch dargestellt. Inzwischen wurde die 8. Auflage der TNM und
UICC-Klassifikation (Brierley et al., 2017) veroffentlicht. Da keiner der Patienten danach
beurteilt wurde, wird sie nicht gesondert betrachtet.

Die TNM-Klassifikation dient der Stadieneinteilung bosartiger Tumore. Das T steht fur die
Ausdehnung des Primdrtumors, das N fir das Fehlen bzw. Vorhandensein wvon
Lymphknotenmetastasen und das M fir das Fehlen bzw. Vorhandensein von Fernmetastasen.
Tabelle 1 zeigt die 7. TNM-Klassifikation fir das Pankreaskarzinom.



Tabelle 1: TNM-Klassifikation fur das Pankreaskarzinom (Manser, 2013)

TNM Ausdehnung

T0 Kein Primdrtumor

Tis Carcinoma in situ

Tl Auf Pankreas begrenzt: Grofite Ausdehnung <2cm

T2 Auf Pankreas begrenzt: Groflte Ausdehnung >2 cm

T3 Ausbreitung jenseits Pankreas, jedoch ohne Infiltration Truncus coeliacus oder
A. mesenterica superior

T4 Infiltration Truncus coeliacus oder A. mesenterica superior

NO Keine regiondren Lymphknotenmetastasen

N1 Regionare Lymphknotenmetastasen

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen

Eine Ergédnzung der TNM- Klassifikation ist die Stadieneinteilung nach UICC. Diese fasst die
TNM-Klassifikation zu insgesamt vier Gruppen zusammen. Bei diesem so genannten Staging
kann leichter eine Aussage Uber die Prognose sowie therapeutische Konsequenzen getroffen
werden. Je héher das Stadium, desto schlechter die Uberlebenswahrscheinlichkeit. Tabelle 2 zeigt
die 7. Auflage der UICC-Klassifikation fur das Pankreaskarzinom.

Tabelle 2: UICC-Klassifikation fur das Pankreaskarzinom (Manser, 2013)

Stadium T N M

Stadium 0 Tis NO MO
Stadium 1A T1 NO MO
Stadium 1B T2 NO MO
Stadium A T3 NO MO
Stadium 11B T1-T3 N1 MO
Stadium 111 T4 Jedes N MO
Stadium 1V Jedes T Jedes N M1

2.1.5 Diagnostik

Im Mittelpunkt der Diagnostik steht die Bildgebung. In der Regel erfolgt zunachst eine
Abdomensonographie mittels welcher bei guten Schallbedingungen und ausreichender Grole des
Tumors das Pankreaskarzinom detektiert und seine Ausmalie orientierend bestimmt werden
konnen (Leitlinienprogramm Onkologie, 2013). Auch das Vorhandensein von hepatischen
Metastasen, die am hdufigsten auftretenden Metastasen beim Pankreaskarzinom, kann so
untersucht werden. Wegweisend beim Pankreaskopfkarzinom ist dabei das sogenannte Double-
duct-sign, eine sonographisch, in der ERCP oder MRCP sichtbare Dilatation sowohl des Ductus
pancreaticus als auch des Ductus choledochus infolge eines gestérten Sekretabflusses durch den
Tumor (Sprouse et al., 2015). Weitere diagnostische Untersuchungsmaglichkeiten neben der



Oberbauchsonographie sind die Endosonographie, die Multidetektor-CT sowie die MRT
kombiniert mit der MRCP. Die ERCP eignet sich alleine nicht zur Tumordiagnostik, da sie nur
Gangveranderungen und nicht eine Raumforderung direkt nachweist (Leitlinienprogramm
Onkologie, 2013). Endosonographisch stehen zum einen mechanische Radialscanner und zum
anderen elektronische Gerite ohne klare diagnostische Uberlegenheit einer der Varianten zur
Verfligung. Bei der Multidektor-CT sollte mit einer Schichtdicke < 3 mm sowie einer
biphasischen Kontrastmittelgabe gearbeitet werden (parenchym- und portalvendse Phase). Die
MRT/MRCP sollte mit einer Feldstarke von 1,5 Tesla sowie Standardwichtungen (T1 und T2)
durchgefihrt werden (Leitlinienprogramm Onkologie, 2013). In der aktuellen S3-Leitlinie wird
darauf hingewiesen, dass es keinen klar definierten Algorithmus zur Diagnostik bei Verdacht auf
Pankreaskarzinom gibt. Es sollten jene diagnostische Modalitdten durchgefiihrt werden, mit
denen die groRte Expertise in der jeweiligen medizinischen Einrichtung herrscht. Ein
wesentliches Ziel der Diagnostik ist es hierbei, die Mdglichkeit einer operativen Resektabilitat zu
eruieren.

Die Diagnostik maligner Erkrankungen beinhaltet oft die Bestimmung von Tumormarkern. Im
Falle des Pankreaskarzinoms konnen das Carbohydrate-Antigen 19-9 (CA 19-9) sowie das
carcinoembryonale Antigen (CEA) bestimmt werden. Tumormarker sind jedoch nicht spezifisch
und koénnen auch bei anderen Erkrankungen wie Entziindungen erhéht sein, auf das Pankreas
bezogen beispielsweise bei einer akuten Pankreatitis (Balletshofer et al., 2009). Des Weiteren
wurde gezeigt, dass bei Pankreaskarzinomen, deren TumorgroRe weniger als 3 cm betrégt, nur
noch bei 50% der Erkrankten eine Erhohung des Tumormarkers CA 19-9 nachweisbar ist
(Manser et al., 2013). Daher empfiehlt sich die Bestimmung der Marker nicht in der
Primardiagnostik, sondern als Verlaufskontrolle beispielsweise nach operativer Resektion des
Tumors.

Bei unklarer Diagnostik muss ggf. eine diagnostische Laparoskopie durchgefiihrt werden. Diese
hat zum einen den Vorteil, der bildgebenden Diagnostik entfallende Befunde intraoperativ
darzustellen, ggf. minimal-invasiv Probebiopsien zu entnehmen (Carus, 2010) und zum anderen
direkt ein intraabdominelles Staging bei Tumorerkrankungen durchzufiihren, besonders bei
klinischem Verdacht auf Peritonealkarzinose oder ausgepragter Ascites (Leitlinienprogramm
Onkologie, 2013). Nach Durchfuhrung der Diagnostik folgt das Staging gemaf UICC mit
prognostischer und therapeutischer Relevanz.

2.1.6 Therapie

Unterschieden werden kann generell zwischen einer kurativen und einer palliativen Therapie. Die
einzig kurative Therapie beim Pankreaskarzinom ist die komplette Resektion (RO-Resektion) des
Tumors. Dennoch ist bei einem Grofteil der Patienten eine Resektion aufgrund des lokal
fortgeschrittenen Befunds bzw. der Fernmetastasierung nicht mehr maoglich. Bei Inoperabilitat



des Tumors leben die Patienten noch durchschnittlich 9-32 Monate, im Falle einer
Fernmetastasierung oftmals nur noch wenige Monate (Taieb et al., 2017). Neben der totalen
Duodenopankreatektomie gibt es die Pankreatikoduodenektomie, die im Gegensatz zur
klassischen Variante nach Whipple auch pyloruserhaltend nach Traverso- Longmire durchgefiihrt
werden kann. Aktuelle Metaanalysen konnten keinen klaren Vorteil einer pyloruserhaltenden
Pankreatikoduodenektomie vs. der klassischen Whipple-Op zeigen (Bolm et al., 2018). Bei
kurativer Intention (nach RO-Resektion) im UICC Stadium I1I-111 sollte eine adjuvante
Chemotherapie tiber 6 Monate innerhalb von 6 Wochen nach der OP mit Gemcitabin oder 5-
FU/Folinsaure durchgefuhrt werden. Es gibt neuere Studien, die beispielsweise einen besseren
Effekt von FOLFIRINOX (Leukovorin, 5-FU, Irinotecan, Oxaliplatin) vs. Gemcitabin auf das
Langzeittberleben zeigen, jedoch mit einer hoheren Rate an Nebenwirkungen (Chin et al., 2018).
Es gibt noch keine klaren Empfehlungen, welches Chemotherapie-Regime ausgewéhlt werden
soll. AuBerhalb von randomisierten, kontrollierten klinischen Studien sollte bei RO-resezierten
Patienten keine adjuvante Radiochemotherapie erfolgen (Leitlinienprogramm Onkologie, 2013).
Bei Patienten mit lokal fortgeschrittenen und inoperablen Tumoren kann eine
Radiochemotherapie durchgefiihrt werden. Neuere Studien belegen den zusétzlichen Nutzen
einer Radiotherapie zur Chemotherapie fur das Gesamtuberleben bei lokal fortgeschrittenen
Pankreaskarzinomen (Zhong et al., 2018).

Erweist sich der Tumor als inoperabel, liegt eine Palliativsituation vor. Zum einen kénnen die
Patienten aufgrund der lokalen Ausdehnung des Karzinoms mit Infiltration in umliegendes
Gewebe inoperabel sein, zum anderen kénnen sie bei Diagnosestellung bereits fernmetastasiert
sein, sich also im UICC Stadium IV befinden. Unabhangig von der Ursache der Inoperabilitét,
sollte standardmaRig eine Gemcitabin-Monotherapie durchgefuhrt werden (Leitlinienprogramm
Onkologie, 2013). Alternativ kann auch eine Kombination von Gemcitabin mit einem EGF-
Rezeptortyrosinkinaseinhibitor wie Erlotinib oder dem Taxan nab-Paclitaxel verabreicht werden
(Leitlinienprogramm Onkologie, 2013). Die Kombination aus Gemcitabin und nab-Paclitaxel
beim metastasierten Pankreaskarzinom zeigt im Vergleich zur Monotherapie mit Gemcitabin
einen positiven Einfluss u.a. auf das mediane progressionsfreie Uberleben (von Hoff et al., 2013).
In der S3-Leitlinie wird darauf hingewiesen, dass bei einem gunstigen Risikoprofil (ECOG 0-1,
Bilirubinwert unter dem 1,5 - fachen des oberen Normwertes, Alter bis 75 Jahre) beim
metastasierten  Pankreaskarzinom FOLFIRINOX verabreicht werden kann. In einer
randomisierten klinischen Phase 3 Studie zeigte die Verabreichung von FOLFIRINOX eine
Verlangerung des Gesamtiberlebens sowie des progressionsfreien Intervalls (Thibodeau und
Voutsadakis, 2018). Generell erfolgt die Palliativtherapie symptomatisch und fokussiert sich auf
eine nebenwirkungsarme Schmerztherapie.



2.2 Das Cholangiokarzinom

Das Cholangiokarzinom kann an folgenden Lokalisationen auftreten: intrahepatisch, perihilar
(Klatskin-Tumor, an der Hepatikusgabel) und distal extrahepatisch. Wéhrend das perihilare
Gallengangskarzinom mit 60% die haufigste Entitat darstellt, tritt das distale mit ca. 30% und das
intrahepatische Cholangiokarzinom als seltenste Variante mit knapp 10% auf (Mdller et al.,
2017). Wie das Pankreaskarzinom ist es unabhéngig seiner Lokalisation ein aggressiver Tumor
mit schlechter Prognose.

2.2.1 Das intrahepatische Cholangiokarzinom

2.2.1.1 Epidemiologie und Atiologie

Das intrahepatische Gallengangskarzinom geht von den intrahepatischen Gallenwegen aus und
gehdrt somit zu den primaren Lebertumoren. Die Inzidenz fur intrahepatische
Cholangiokarzinome betrdgt in Deutschland etwa 1-2 Neuerkrankungen auf 100.000 Einwohner.
Es tritt im hoheren Lebensalter auf und betrifft mehr Manner als Frauen. Risikofaktoren sind eine
Cholelithiasis, Exposition gegeniiber Karzinogenen wie Aflatoxinen, Malformationen der
Gallengénge wie Choledochuszysten, parasitére Infektionen mit beispielsweise Leberegeln sowie
die primar sklerosierende Cholangitis, die hdufig mit der Colitis ulcerosa assoziiert ist (Hoffmann
und Schemmer, 2017).

2.2.1.2 Pathologie

Typischerweise ist das intrahepatische Cholangiokarzinom ein duktales Adenokarzinom.
Charakteristisch ist dabei die stark ausgeprégte Stromadesmoplasie (Heidecke et al., 2000),
makroskopisch als weillich-derbe Schnittflache zu erkennen, sowie die Expression von
Zytokeratin 7 und 19 sowie CA 19-9 (Schirmacher und Dienes, 2008). Eine klare pathologische
Unterscheidung vom extrahepatischen Cholangio- sowie Pankreaskarzinom ist aufgrund des
ahnlichen Immunprofils sowie der engen histogenetischen Verwandtschaft teilweise schwierig.
Daher sichert der Ausschluss eines Primartumors im Pankreas und in den extrahepatischen
Gallenwegen die Diagnose (Schirmacher und Dienes, 2008).

2.2.1.3 Klinik

Wie beim Pankreaskarzinom gibt es kaum Friihsymptome, wodurch eine Diagnosestellung in der
Regel erst spat erfolgt. Mdogliche Kklinische  Beschwerden sind  unspezifische
Oberbauchschmerzen, Cholestasezeichen wie z.B. Ikterus, Ubelkeit und Erbrechen sowie
ungewollter Gewichtsverlust (Schilling und Lammert, 2012).



2.2.1.4 Klassifikation

Im Folgenden werden die 7. TNM-KIassifikation (Tabelle 3) und UICC-Klassifikation (Tabelle
4) fur das intrahepatische Cholangiokarzinom dargestellt.

Tabelle 3: TNM-Klassifikation fiir das intrahepatische Cholangiokarzinom (Hoffmann und
Schemmer, 2017)

TNM Ausdehnung

TO Kein Primartumor

Tis Carcinoma in situ

Tl Solitédr, ohne GefaRinfiltration

T2a Solitdr, mit GefaRinfiltration

T2b Multipel, mit oder ohne GefaRinfiltration
T3 Infiltration des viszeralen Peritoneums oder extrahepatischer Strukturen
T4 Periduktale Invasion

NO Keine regionare Lymphknotenmetastasen
N1 Regionére Lymphknotenmetastasen

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen

Tabelle 4: UICC-Klassifikation fur das intrahepatische Cholangiokarzinom (Hoffmann und
Schemmer, 2017)

Stadium T N M
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium | T1 NO MO
Stadium 11 T2 NO MO
Stadium 111 T3 NO MO
Stadium IVA T4 NO MO
Jedes T N1 MO
Stadium 1VB Jedes T Jedes N M1

2.2.1.5 Diagnostik

Sonographisch  fallen beim intrahepatischen Cholangiokarzinom mit komprimierten
Gallengangen neben einer solitdren Raumforderung kanalikuldre Strukturen in der Umgebung
auf. Lassen sich sonographisch nur dilatierte Gallengdnge ohne den Nachweis einer solitéren
Raumforderung finden, sind neben dem Vorliegen sehr kleiner intrahepatischer
Gallengangskarzinome auch entziindliche Veranderungen als Ursache denkbar. In diesem Falle
sollte eine endoskopische Ultraschalluntersuchung mit hochauflésender Technik durchgefiihrt
werden, ggf. auch eine ERCP oder MRCP. Mittels sonographischer Darstellung kdnnen zudem
kleine oder beispielsweise diffus entlang der Gallenwege wachsende Tumore unentdeckt bleiben
(Seitz et al., 2008). Daher sollte eine Computertomographie des Thorax und Abdomens



durchgefuhrt werden, auch um im Zuge des Stagings den Metastasierungsgrad der Patienten zu
bestimmen.

Die Tumormarkerbestimmung von CA 19-9 sollte wie beim Pankreaskarzinom nicht in der
Priméardiagnostik erfolgen, sondern der Verlaufsbeurteilung dienen.

2.2.1.6 Therapie

Die operative Resektion des Tumors stellt trotz hoher Rezidivrate die einzig kurative
Therapieoption dar. Beim intrahepatischen Cholangiokarzinom werden Majorresektionen ggf.
auch mit Resektion des extrahepatischen Gallengangssystems durchgefiihrt. Trotz operativer
Resektion bleibt die schlechte Prognose u.a. aufgrund operativer Komplikationen schlecht (Neeff
et al., 2018). Je nach Lokalisation und GroRe des Tumors sind auch Segmentresektionen maglich
(Lang und Fichtner-Feigl, 2018). Neuere Studien zeigen einen potentiellen Nutzen einer
zusétzlichen adjuvanten (Radio-)Chemotherapie mit Gemcitabin, Cisplatin oder 5-FU bei
Patienten mit lokalen oder resektablen intrahepatischen Gallengangskarzinomen (Bupathi et al.,
2017). Ist eine operative Revision nicht mdglich, kommen symptomgesteuerte palliative
MaRnahmen zum Einsatz.

2.2.2 Der Klatskin-Tumor

2.2.2.1 Epidemiologie und Atiologie

Das an der Hepatikusgabel (Zusammenfluss des rechten und linken Ductus hepaticus) lokalisierte
Cholangiokarzinom, 1965 von dem US- amerikanischen Arzt Gerald Klatskin erstmalig
beschrieben, tritt in Deutschland mit einer Inzidenz von 1 zu 100.000 auf (Hoffmann und
Schemmer, 2017). Zusammenfassend wird es definiert als ein extrahepatisches
Cholangiokarzinom des oberen Drittels der extrahepatischen Gallengdnge (Remmele, 1997). Die
genaue Atiologie ist wie bei allen Formen des Cholangiokarzinoms unklar.

2.2.2.2 Klinik

Maogliche klinische Symptome sind wie beim intrahepatischen Cholangiokarzinom unspezifische
Oberbauchschmerzen, B-Symptomatik und vor allem Choleastase-Zeichen wie Pruritus oder
dunkler Urin. Die Patienten leiden nahezu immer an einem zumeist schmerzlosen
Verschlussikterus (Kornek und Schima, 2010). Differentialdiagnostisch kommen neben priméren
Lebertumoren wie dem HCC, Lebermetastasen und dem Pankreaskarzinom auch nicht-maligne
Erkrankungen wie eine Cholangitis oder Gallengansstrikturen in Frage (Hoffmann und
Schemmer, 2017).



2.2.2.3 Pathologie

Pathologisch zeigt sich der Klatskin-Tumor als diffus wachsendes Adenokarzinom der
extrahepatischen Gallengénge. Bei zunehmender Verlegung der Gallengange kommt es zum

Ikterus.

2.2.2.4 Klassifikation

Der Klatskin-Tumor kann unterschiedlich klassifiziert werden. Neben der 7. TNM- und UICC-
Klassifikation, die in Tabelle 6 und 7 dargestellt sind, gibt es noch die h&ufig klinisch

gebréauchliche Einteilung nach Bismuth-Corlette in vier Typen (s. Tabelle 5).

Tabelle 5: Klassifikation des Klatskin-Tumors nach Bismuth-Corlette (Hoffmann und Schemmer,

2017)
Typ Charakteristika
Typ | Betrifft Gallengangsgabel, Kommunikation zwischen rechtem und linken
Gallengang vorhanden
Typ Il Wachstum bis in Gallengangsgabel
Typ lIIA Infiltration in Gallengangsgabel und rechten Gallengang
Typ I1IB Infiltration in Gallengangsgabel und linken Gallengang
Typ IV Infiltration in Gallengangsgabel und beide Gallengénge oder multifokal

Tabelle 6: TNM-Klassifikation fiir den Klatskin-Tumor (Beckh, 2013)

TNM Ausdehnung

T0 Kein Primdrtumor

Tis Carcinoma in situ

Tl Beschrankung auf Gallengang

T2a Uber Gallengangswand hinaus

T2b Infiltration des benachbarten Lebergewebes

T3 Infiltration unilateraler Aste der V. portae oder der A. hepatica propria

T4 Infiltration Hauptstamm der V. portae oder bilateraler Aste, A. hepatica
communis, bilateraler oder unilateraler Gallengange 2. Ordnung mit Befall von
kontralateralen Asten der V. portae

NO Keine regionare Lymphknotenmetastasen

N1 Regionare Lymphknotenmetastasen

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen
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Tabelle 7: UICC-KIassifikation fur den Klatskin-Tumor (Beckh, 2013)

Stadium T N M

Stadium 0 Tis NO MO
Stadium | T1 NO MO
Stadium 11 T2a-b NO MO
Stadium A T3 NO MO
Stadium 11I1B T1-T3 N1 MO
Stadium IVA T4 Jedes N MO
Stadium 1VB Jedes T Jedes N M1

2.2.2.5 Diagnostik

Typisch fir den Klatskin-Tumor ist sonographisch das sogenannte ,,Doppelflinten-“ oder
»Schienenstrangphdnomen®. Dies beschreibt eine sonographisch sichtbare Dilatation sowohl des
Gallengangs als auch des Pfortaderastes, die anatomisch meist direkt nebeneinander verlaufen,
aufgrund einer mechanischen Obstruktion durch den Tumor (Felix et al., 1993). Der Name
,Doppelflintenphdnomen* riihrt daher, dass das Ultraschallbild dem Bild zweier Flintenldufe
eines Gewehrs dhnelt. Weitere diagnostische Madglichkeiten sind die ERCP, MRCP und vor
allem die Computertomographie, um ein Staging durchzufuhren.

Aufgrund des Verschlussikterus liegen in der Regel erhdhte Cholestase-Parameter vor. Zu diesen
Parametern gehdren die Alkalische Phosphatase (AP), Gamma-Glutamyl-Transferase (y-GT)
sowie das Bilirubin. Tumormarker wie das CA 19-9 sollten nur zur Verlaufskontrolle bestimmt
werden.

2.2.2.6 Therapie

Auch beim Klatskin-Tumor sollte eine operative Resektion angestrebt werden, obgleich ein
Groliteil der Patienten bei Diagnosestellung bereits inoperabel ist. In Zentren wird in der Regel
eine Trisektorektomie mit vollstdndiger Lymphadenektomie, eine en-bloc Resektion
extrahepatischer Gallenginge sowie eventuell eine Pfortaderteilresektion durchgefihrt. Diese
Operationstechnik soll in ca. 50% der Félle eine RO-Resektion ermdglichen, welche die 5-Jahres-
Uberlebensrate auf bis zu 40% verbessere (Herold, 2013). Bei einem ausgewahlten
Patientenkollektiv mit inoperablem Tumor haben Lebertransplantationen mit einer neoadjuvanten
Therapie vielversprechende 5-Jahres-Uberlebensraten gezeigt (Lewis et al., 2017). Palliativ
stehen verschiedene Therapieoptionen zur Verflgung, beispielweise die endoskopische
Stentsetzung zur Galleableitung sowie die photodynamische Therapie mittels Photosensitizern,
um ein ,,Down-sizing* des Tumors zu bewirken. In Studien wurde die photodynamische Therapie
mit der Gabe von Chemotherapeutika wie Gemcitabin und Cisplatin kombiniert, was zu einer
Verlangerung der Uberlebenszeit fiihrte (Herold, 2013).
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2.2.3 Das distale Cholangiokarzinom

2.2.3.1 Epidemiologie und Atiologie

Das distal extrahepatische Cholangiokarzinom ist generell ein seltenes Karzinom. Beschriebene
Risikofaktoren sind eine Cholelithiasis, Colitis ulcerosa, primér sklerosierende Cholangitis sowie
ein mehrjahriger Befall mit cholangioléren Parasiten (Riede und Blum, 2009).

2.2.3.2 Klinik

Neben den bereits beschriebenen unspezifischen Beschwerden wie Midigkeit, Abgeschlagenheit
und Oberbauchschmerzen stehen bei dieser Form des Gallengangskarzinoms aufgrund einer
Obstruktion der distalen extrahepatischen Gallengédnge cholestatische Beschwerden im
Vordergrund. Dazu gehdren klassischerweise Pruritus, Ikterus, ein entfarbter Stuhl sowie dunkler
,bierbrauner Urin (Hahn, 2010). Klinisch imponiert das bereits erwéhnte Courvoisier-Zeichen,
eine unter dem rechten Rippenbogen tastbare prall elastische Gallenblase mit schmerzlosem
Ikterus aufgrund eines langer andauernden Abflusstaus der distalen Gallenwege. Dennoch ist
dieses klinische Zeichen nicht spezifisch fur das Cholangio- oder Pankreaskarzinom, da der Stau
der Gallenwege auch durch andere krankhafte Zustdnde wie Gallensteine oder entzundlich
bedingte Strikturen bedingt sein kann (Hirner und Weise, 2004).

2.2.3.3 Pathologie

Charakteristisch fur die Pathologie des distal extrahepatischen Cholangiokarzinoms ist das
sogenannte ,,Stenosemuster: Es kommt durch das Wachstum des Tumors zu einer Stenosierung
der distalen Gallenwege. Dabei sind zwei verschiedene Wachstumsmuster beschrieben. Wahrend
es bei den szirrhdsen Karzinomen durch ein diffuses Wachstum der Gallengangswand zu einer
Lumeneinengung kommt, erfolgt die Gallengangseinengung bei den papillaren Adenokarzinomen
durch ein polyposes Wachstum des Tumors (Riede und Blum 2009). Die entstehende
Gangstriktur fihrt bei beiden Varianten zum Abflusstau der Galle und damit zum Ikterus.
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2.2.3.4 Klassifikation

Tabelle 8 und 9 zeigen jeweils die 7. TNM- und UICC- Klassifikation fir das distal
extrahepatische Cholangiokarzinom.

Tabelle 8: TNM-Klassifikation fur das distal extrahepatische Cholangiokarzinom (Beckh, 2013)

TNM Ausdehnung

T0 Kein Primdrtumor

Tis Carcinoma in situ

Tl Beschrankung auf Gallengang

T2a Durchbrechung des Gallengangs

T2b Infiltration benachbarten Lebergewebes
T3 Infiltration benachbarter Organe

T4 Infiltration Truncus coeliacus oder A. mesenterica superior
NO Keine regionédre Lymphknotenmetastasen
N1 Regionare Lymphknotenmetastasen

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen

Tabelle 9: UICC-Klassifikation fir das distal extrahepatische Cholangiokarzinom (Beckh, 2013)

Stadium T N M

Stadium 0 Tis NO MO
Stadium 1A T1 NO MO
Stadium 1B T2 NO MO
Stadium A T3 NO MO
Stadium 11B T1-T3 N1 MO
Stadium 111 T4 Jedes N MO
Stadium 1V Jedes T Jedes N MO

2.2.3.5 Diagnostik

Typischerweise zeigt sich sonographisch eine Erweiterung intrahepatischer Gallengénge durch
den tumorbedingten Aufstau der Galle. Ferner zeigt sich auch bei extrahepatischen
Gallengangskarzinomen zum Zeitpunkt der Diagnosestellung bei 50% eine Infiltration des
Tumors in die Leber sowie bei 30-50% ein Befall der Lymphknoten. Neben der Sonographie
stehen noch die invasive ERCP und MRCP, die Endosonographie mit Mdglichkeit der
Feinnadelbiopsie sowie die nicht-invasive CT oder MRT zur Verfligung. Zudem gibt es noch
neuere diagnostische Madglichkeiten wie die der intraduktalen Sonographie. Der Vorteil der
endoskopisch oder perkutan hepatisch platzierten Minisonden mit Videoaufzeichnung liegt in der
noch héheren Auflésung (0,1 mm) und Eindringtiefe (20 mm) (Gerok und Blum, 2007).

Neben der Bestimmung der Cholestaseparameter AP, y-GT und Bilirubin sollte mit Hinblick auf
die Therapiekontrolle auch die Bestimmung des Tumormarkers CA 19-9 erfolgen.
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2.2.3.6 Therapie

Therapeutisch sollte bei fehlenden Kontraindikationen eine operative Entfernung des Tumors in
einem Zentrum angestrebt werden. Das Operationsverfahren der Wabhl ist die pyloruserhaltende
Pankreatikoduodenektomie nach Whipple. Beim distalen Gallengangskarzinom wird die
Diagnose im Vergleich zu anderen Gallengangskarzinomen meist frith gestellt und der Tumor ist
daher meistens lokal resektabel. Im Falle eines palliativen VVorgehens kdnnen Malinahmen wie
eine interne oder externe Galleableitung sowie weitere endoskopische Verfahren deutlich zur
Reduktion tumorinduzierter Beschwerden beitragen (Radtke und Kénigsrainer, 2016).

2.3 Vergleich der Tumorentitaten

Eine vergleichende immunhistochemische Analyse des Notch-Signalwegs im Pankreaskopf-
sowie intra- und extrahepatischem Cholangiokarzinom ist in der Literatur bisher nicht
beschrieben.

Die  WHO trennt scharf zwischen den Tumorentititen Pankreas- sowie intra- und
extrahepatischem Gallengangskarzinom. Dabei zeigen neueste Forschungsergebnisse immer
mehr Gemeinsamkeiten zwischen Pankreaskopf- und Cholangiokarzinomen. Es wird aufgrund
embryologischer, klinischer, struktureller und molekularbiologischer Gemeinsamkeiten eine
gemeinsame Superfamilie flr einen Teil dieser Tumorentitaten postuliert (Schmuck et al., 2016).

2.4 Der Notch-Signalweg

Der Notch-Signalweg ist ein in mehrzelligen Organismen weit verbreiteter und stark
konservierter Signalweg, der erstmals in der Drosophila Fliege entdeckt worden ist. Er spielt
nicht nur in der embryologischen Entwicklung eine groRe Rolle, sondern auch im Erhalt und in
der Erneuerung adulten Gewebes (Sato et al., 2012).

Der Signalweg funktioniert groBtenteils durch Zell-Zell-Interaktionen. Bindet eine Nachbarzelle
mit einem passenden Notch-Liganden wie Delta oder Jagged an den Notch-Rezeptor der
Zielzelle, so kommt es zur proteolytischen Aktivitat der extrazelluléren a-Sekretase, der ADAM
Metalloprotease (Sato et al., 2012). Diese Protease fuhrt zur Abspaltung des ligandenbindenden
Teils des Notch-Rezeptors, wahrend die integrale vy-Sekretase der Plasmamembran die
intrazellulare Doméne des Notch-Rezeptors (NID) freisetzt. NID gelangt Giber Kernporen in den
Zellkern der Zielzelle und bindet dort an den normalerweise inhibierend wirkenden
Transkriptionsfaktor CSL. Der neue Komplex aus NID und CSL wirkt nun auf
Transkriptionsebene aktivierend und fiihrt zu einer verstarkten Expression wichtiger Zielgene.
Dazu gehoren beispielsweise wichtige regulatorische Gene des Zellzyklus mit Zielproteinen wie
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Cyclin D1 sowie Gene, die fir Transkriptionsfaktoren wie HES1 kodieren. Es gibt auch Notch-
Rezeptoren, die nur eine zytosolische Doméne besitzen und daher nicht wie oben beschrieben
durch auf Nachbarzellen befindlichen Liganden aktiviert werden, wodurch ein onkogenes
Potential entsteht (Muller-Esterl, 2018). In der Abbildung 1 werden zentrale Komponenten des

Notch-Signalwegs bildhaft dargestelit.
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Abbildung 1: Der Notch-Signalweg (modifiziert nach Goriki et al., 2018)

Die Rolle des Notch-Signalweges in der embryologischen Entwicklung ist immer noch
Gegenstand der Forschung. Fir einige Entwicklungsprozesse ist seine Rolle schon naher
beschrieben, wie beispielsweise in der Entwicklung des vaskuldren Systems. Untersuchungen
haben gezeigt, dass dieser Signaltransduktionsweg fir die Schicksalsentscheidung arterieller
Stammzellen sowie wihrend der Angiogenese an der Selektion der sogenannten ,, Tip“-Zellen,
also der Leitzellen des entstehenden BlutgefaBsystems, und der ,,Stalk“-Zellen, also der Leitzelle
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folgenden Zellen, beteiligt ist (Kume, 2012). Auch die epithelial-mesenychmale Transition,
einem Prozess bei dem Epithelzellen ihre Zellpolaritat und Zell-Zell-Adhéasionen verlieren und
Eigenschaften mesenchymaler Stammzellen annehmen, wird vom Notch-Signalweg reguliert
(Sethi und Kang, 2012).

Der Notch-Signalweg beeinflusst diverse Erhaltungs- und Erneuerungsprozesse in verschiedenen
Gewebearten im adulten Organismus. Er beeinflusst dabei nicht nur Organe, deren Gewebe einer
aktiven Selbsterneuerung unterliegt wie im Gastrointestinaltrakt, hamatopoetischen System sowie
in der Haut, sondern reguliert auch Prozesse in weniger regenerativen Organen wie im Muskel,
Knochen oder Nervensystem (Tao et al., 2010). Das Epithel des Gastrointestinaltraktes erneuert
sich in etwa alle vier bis finf Tage (Van der Flier und Clevers, 2009). Fur diesen hohen
Zelldurchsatz essentiell sind die in den Krypten liegenden intestinalen Stammzellen, die sich
teilen und damit die transit-amplifizierenden Zellen erzeugen, der Grundlage aller vier
differenzierten Zellen des unteren Intestinums: absorptive Enterozyten, sekretorische
Becherzellen, enteroendokrine Zellen und Paneth-Kdrnerzellen. Studien mit Knockout-M&usen
haben gezeigt, dass der Notch-Signalweg die Schicksalsentscheidung der Stammzellen in
entweder absorptive Enterozyten oder sekretorische Becherzellen reguliert. Ferner fuhrt es in
Abhangigkeit des Wnt-Signalweges zur verstarkten Proliferation der intestinalen Stammzellen
oder der transit-amplifizierenden Zellen (Sato et al., 2012).

Ein mdoglicher Einfluss des Notch-Signalwegs auf die Kanzerogenese hat sich erstmals in
Untersuchungen der akuten T-Zell-Leukédmie gezeigt. Bei etwa 1% aller Patienten mit dieser
Leukamieform gibt es eine Translokation t(7;9), wodurch das Notch1-Gen unter die Kontrolle
eines T-Zell-Rezeptor-Genlocus gelangt. Infolge dieser Translokation geht die extrazellulare
Doméne des Notch-Rezeptors verloren und die Aktivierung des Signalwegs ist nicht mehr von
Liganden der Nachbarzellen abhangig. Somit kommt es zu keiner bedarfsadaptierten, sondern
einer konstitutiven Aktivitat. Obgleich diese spezielle Translokation nur einen geringen Teil der
Leuk&mie-Patienten betrifft, finden sich bei Uber der Hélfte aller Patienten mit einer akuten T-
Zell-Leukdmie somatische Mutationen im Notchl-Protein (Wagener und Mauller, 2010). Doch
nicht nur in der T-Zell-Leukdmie scheint der Notch-Signalweg dysreguliert zu sein, auch z.B. im
Mamma- oder Basalzellkarzinom der Haut sind Veradnderungen in diesem Signalweg
beschrieben. Wie bereits erwahnt, wird die in der embryologischen Entwicklung bedeutsame
epithelial-mesenchymale Transition durch den Notch-Signalweg reguliert. Dieser Prozess scheint
aber auch an der Kanzerogenese beispielsweise des Mamma-Karzinoms beteiligt zu sein. Wie
Bolds et al. (2013) zeigen, fiihrt eine Uberexpression der Notch intrazellularen Domane in
bestimmten Zelllinien des Adenokarzinoms der Mamma zu einer Reduktion von E-Cadherin,
einem wichtigen Zelladhdsionsmolekul, und damit zu einer erhéhten Migrations- und
Invasionsfahigkeit der Tumorzellen. Ferner wurde der Einfluss des Notch-Signalwegs auf die
Mikroumgebung des Tumors gezeigt. Untersuchungen einer bestimmten Form des
Mammakarzinoms demonstrieren die Abhdngigkeit der Expression wichtiger pro-
inflammatorischer Zytokine wie IL1p und CCL2 sowie der Rekrutierung tumor-assoziierter
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Makrophagen vom Notch-Signalweg (Shen et al., 2017). Die starke Evidenz einer wichtigen
Rolle des Notch-Signalwegs in der Karzinogenese stellt die Frage nach mdglichen
therapeutischen Interventionen. Lamy et al. (2017) haben in ihrem Review die Rolle dieses
Signalwegs in der Entstehung und Entwicklung des Mammakarzinoms sowie im Uberleben von
Brustkrebs-Patienten dargestellt und sind auf erste klinische Studien mit Antikdrpern gegen
diverse Notch-Rezeptoren und —Liganden in verschiedenen Formen dieses Tumors eingegangen.
Weitere Untersuchungen zu therapeutischen Eingriffen in den Notch-Signalweg haben trotz einer
vielversprechenden Ausgangssituation gezeigt, dass noch einige Probleme einer erfolgreichen
Entwicklung von Notch-Inhibitoren im Weg stehen. Dieser Signalweg ist sehr komplex und noch
nicht vollstandig verstanden. Es gibt dabei verschiedene Mdéglichkeiten den Notch-Signalweg zu
inhibieren, weshalb unterschiedliche Ansétze ausprobiert und ggf. kombiniert werden missen.
Ferner gibt es, um beim Beispiel des Mammakarzinoms zu bleiben, den Bedarf an
hochspezifischen Antikorpern, die die individuelle Notch-Aktivitdt in den unterschiedlichen
Brustkrebsformen detektieren und quantifizieren (Han et al., 2011).

Der Einfluss des Notch-Signalwegs auf die in dieser wissenschaftlichen Arbeit untersuchten
Tumore ist in Teilen untersucht worden. Gao et al. (2017) zeigen in ihrem Review die Bedeutung
dieses Signalweges in der Entstehung und Progression des Pankreaskarzinoms. Dabei sind sie
auch auf die Inhibition des Notch-Signalweges als mdgliche therapeutische Strategie
eingegangen. Als weiteren therapeutischen Ansatz nennen sie die Beeinflussung der Notch-
Signalweg kontrollierenden Signaltransduktionen. Im gleichen Jahr verdffentlichten Cigliano et
al. (2017) ein Review Uber den Einfluss dieses Signalweges auf Gallengangskarzinome. In
Einklang mit Gao et al. (2017) wurde die Bedeutung fur die Tumorentstehung und -aggressivitat
dargestellt. Ein Vergleich dieser Tumorentitdten mit Untersuchung wichtiger Schlisselproteine
des Notch-Signalweges ist jedoch noch nicht erfolgt.

Im Folgenden wird auf die in der wissenschaftlichen Arbeit untersuchten Antigene eingegangen.

2.4.1 Notchl und Notch4

Beide Rezeptoren sind transmembrandse Proteine mit einer extra- und intrazellularen Domane.
Saugetiere besitzen insgesamt vier verschiedene Notch-Rezeptoren: Notchl, Notch2, Notch3,
und Notch4 (Platonova et al., 2017). Tierversuche haben gezeigt, dass Notchl eine wichtige
Rolle in der embryologischen Entwicklung des Pankreas spielt. Ein zugrunde liegender
Mechanismus daftr ist die durch Notchl getriggerte Selbsterneuerung pankreatischer
Progenitorzellen. Nach der volistdndigen Entwicklung des Pankreas wird die Notchl Aktivitat
herunterreguliert, obgleich die Oberflachenexpression dieses Proteins hochreguliert wird. Ferner
zeigt sich in einem untersuchten Kollektiv von Pankreaskarzinomen eine Uberexpression von
Notchl, jedoch nicht in den Proben pankreatischer intraepithelialer Neoplasien. Dies deutet
darauf hin, dass Nochl erst in der spéteren Karzinogenese des Pankreaskarzinoms eine Rolle
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spielt (Hu et al., 2013). Auch Notch4 scheint in Pankreaskarzinomen verstarkt exprimiert zu sein,
in in vitro Experimenten fihrt eine Inhibition von Notch4 zu einer geringeren Invasions- und
Migrationsfahigkeit pankreatischer Tumorzellen (Qian et al., 2016). Auch in intrahepatischen
Karzinomen ist Notchl tberexprimiert und mit Merkmalen aggressiven Tumorverhaltens sowie
verminderter Chemotherapie-Sensitivitat assoziiert (Wu et al., 2014a). Aoki et al. (2016) zeigen
eine erhohte Expression von Notchl und Notch4 in extrahepatischen Gallengangstumoren,
demonstriert wird u.a. eine Korrelation zwischen erhohter Notchl Aktivitat und schlechter
Differenzierung extrahepatischer Gallengangstumore sowie kirzerem Uberleben.

2.4.2 ADAM17

Die Disintegrin-Metalloproteinasen (ADAMs) gehdren zur Superfamilie der Zink-
Metalloproteinasen, liegen extrazellular und besitzen vielféltige proteolytische Funktionen
beispielsweise bei der Zelladhdsion sowie bei der Freisetzung von Zytokinen oder
Wachstumsfaktoren von der Zelloberflache (Seals und Courtneidge, 2003). Die im Kapitel
Notch-Signalweg beschriebenen a-Sekretasen gehdren zur Gruppe der ADAMs und spalten den
ligandenbindenden Teils der Notch-Rezeptoren ab (Zolkiewska, 2009). ADAMs sind
Transmembranproteine mit verschiedenen Domanen. Sie besitzen haufig eine N-Terminale
Prodoméne, welche zur Aktivierung der Proteinase abgespaltet werden muss, eine Zink-
abhéngige Metalloproteinase, im extrazellularen Raum oftmals eine EGF-, Cystein- und
Disintegrin-Domane, eine Transmembrandomane sowie eine intrazelluldre C-Domane (Cao et al.,
2002). Beim Menschen sind bisher 32 ADAM-Typen identifiziert worden, wobei aufgrund
unterschiedlicher Splicing- und Prozessierungsarten noch weitere ADAM-Typen mit
unterschiedlichen chemischen Eigenschaften existieren. ADAM17 ist eins der am besten
untersuchten Metalloproteinasen und wird auch als TACE bezeichnet, tumor-necrosis-factor-a
converting enzyme. Der Name riihrt daher, dass ADAM17 das Zellmembran-gebundene pro-
TNF-a spaltet und damit das inflammatorische Zytokin TNF-o freisetzt. Doch auch andere
Zytokine (z.B. TGF-a), Zytokin-Rezeptoren (z.B. IL-6-Rezeptor), Liganden (z.B. L-Selektin)
und Adhésionsproteine (z.B. VCAM-1) werden von ADAM17 gespalten. ADAMSs sind an der
embryologischen Entwicklung und am Wachstum beteiligt, spielen aber auch in diversen
Krankheitsprozessen wie Entzindungen (z.B. bei Rheumatoider Arthritis) und der
Tumorentstehung eine Rolle (Haubeck, 2013). Von den Uber 80 bekannten Substraten von
ADAM17 sind ein Grofteil davon Entziindungsmediatoren und Karzinogenese-relevante
Molekiile, die beispielsweise an der Immuniiberwachung von Tumoren beteiligt sind (Moss und
Minond, 2017). Ringel et al. (2006) zeigen in ihren Untersuchungen, dass ADAM17 sowohl in
fortgeschrittenen pankreatisch intraepithelialen Neoplasien als auch in Adenokarzinomen des
Pankreas Uberexprimiert ist und diese Uberexpression mit einer erhohten Invasionsfahigkeit der
Pankreastumore Kkorreliert. Eine weitere Studie zeigt den Zusammenhang zwischen einer
Uberexpression von ADAM17 in hilaren Gallengangskarzinomen und einer vermehrten
Tumorprogression (Jiao et al., 2018). Aufgrund der Beteiligung von ADAML17 an diversen
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Krankheitsprozessen wie Rheumatoider Arthritis, Sepsis, verschiedenen Tumorentitaten und
sogar hypertropher Kardiomyopathie, ist es als mogliches therapeutisches Zielprotein in den
Fokus der medizinischen Forschung geraten. Erste Ergebnisse aus klinischen Studien mit
Inhibitoren dieser Protease waren jedoch ernuchternd und fuhrten zu einem Rickgang des
Forschungsinteresses von Pharmakonzernen, ein Grund dafir ist die Vielzahl an Substraten und
die damit einhergehend hohe Rate an unerwinschten Nebenwirkungen bei der Inhibition von
ADAML17. Dennoch zeigen sich neue hoffnungsvolle Einsatzgebiete in der Tumortherapie (Moss
und Minond, 2017).

2.4.3 Musashi (MSI)

Musashi ist ein Stammzellmarker und mRNA-Bindungsprotein, das sowohl in gesunden als auch
in Tumorzellen vorkommt. Durch Inaktivierung von NUMB, einem Notch-Signalweg-Inhibitor,
kommt es zu einer Stimulation des Notch-Signaltransduktionsweges (Pasto et al., 2014). Musashi
bindet dabei an die mMRNA von NUMB, wodurch eine Proteintranslation nicht mehr moéglich ist.
Der Notch-Signalweg kann auch durch einen proteasomalen Abbau der Notch intrazellulédren
Doméne inhibiert werden. Untersuchungen in bestimmten Krebsstammzellen haben gezeigt, dass
MSI-1 zu einer Herabregulation des 26S-Proteasoms durch Bindung an die mRNA von NF-YA
(Nuclear Transcription Factor Y Subunit Alpha) fuhrt, einem Transkriptionsfaktor, der die
Bildung der 26S-Proteasomunterheit reguliert. Durch die geringere Expression des Proteasoms
wird weniger NID abgebaut und der Notch-Signalweg bleibt aktiv (Lagadec et al., 2014). Sheng
et al. (2017) zeigen, dass eine Uberexpression von MSI-2 in Pankreaskarzinomen in
Abhangigkeit weiterer fur die Karzinogenese relevanter Proteine sowohl mit einer schlechten
Prognose als auch einer Chemotherapie-Resistenz assoziiert ist.

244 HES1

Der Transkriptionsfaktor HES1 (Hairy and enhancer of split-1) ist eines der Zielproteine, das bei
Aktivierung des Notch-Signalwegs verstarkt exprimiert wird und liegt an der Schnittstelle
verschiedener Signaltransduktionswege, beispielsweise dem Wnt-Signalweg (Kay et al., 2017).
HES1 beeinflusst viele wichtige physiologische Prozesse, beispielsweise die Zelldifferenzierung,
Apoptose und den Zellzyklusarrest (Liu et al., 2015). Wahrend der embryologischen Entwicklung
vieler Organe, beispielsweise des Pankreas oder des Nervensystems, spielt der Notchl-HES1
Signalweg eine wichtige Rolle; er reguliert wu.a. Differenzierungsvorgange und
Schicksalsentscheidungen von Stammzellen. Obgleich der Notchl-HES1-Signalweg in der
embryologischen Entwicklung des Pankreas aktiviert ist, findet sich die Expression dieses
Proteins auch in Pankreaskarzinomen wieder, hinweisend auf eine Funktion von HES1 in der
Karzinogenese (Hu et al., 2013). Auch in intrahepatischen Cholangiokarzinomen spielt HES1
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eine wichtige Rolle in der Tumorentstehung (Matsumori et al., 2018). Eine vermehrte Expression
von HES1 ist das Ergebnis einer erhdhten Notch-Signalweg-Aktivitéit, somit moglicherweise zum
Tumorwachstum beitragend. Ferner inhibiert die Uberexpression von HES1 eine Differenzierung
von Tumorstammzellen und trdgt damit zu deren Erhalt bei, spielt eine Rolle in der
Metastasierung und fiihrt zur Chemotherapieresistenz durch Antagonisierung der medikamenten-
induzierten Apoptose (Liu et al., 2015). Aufgrund der wichtigen Rolle von HES1 in der
Kanzerogenese diverser Tumore ist es ein interessantes Zielprotein in der Tumortherapie und
erste praklinische Untersuchungen scheinen diese Annahme zu unterstutzen. Goto et al. (2017)
zeigen z.B., dass eine Inhibition von HES1 in Tumorstammzellen neben einer sofortigen
Apoptose auch eine limitierte Tumorbildung bewirkt und somit zur unmittelbaren
Tumorregression beitragt, ohne dabei die Hamostase normaler Stammzellen zu storen.

245 CD44

CD44 ist ein transmembranes Oberflachenprotein variabler GrofRe (80-100 kD) und dient primér
der Zelladhasion. Es ist ein u.a. ein Rezeptor fur Epithezellstrukturen und Hyaluronsaure, einem
wichtigen Bestandteil der Extrazellularmaxtrix (Pichler und Peter, 2006) und wird auf diversen
Tumorstammzellen exprimiert (Morath et al., 2016). Zudem ist CD44 ein Korezeptor fir
verschiedene Wachstumsfaktoren und Zytokine. Zentrale VVorgidnge wie Zelldifferenzierung, -
proliferation oder —migration werden von diesem Oberflachenprotein beeinflusst und zeigen
somit seine Bedeutung in der Tumorentstehung und —progression. Die besonders durch
unterschiedliche Splicing-Formen entstandenen CDA44-Isomere, genannt variante Isomere
(vCDA44), sind gewebsspezifisch und tumorassoziiert, wahrend das so genannte Standard-CD44
(sCD44) auf allen hdmatopoetischen Stammzellen und in fast jedem Gewebe exprimiert wird
(Yamada et al.,, 2018). Es gibt eine Notchl/CD44-Achse, wobei es zu einer direkten
Transkription von CD44 durch Notchl kommt (Garcia-Peydr6 et al., 2019). Beide
Stammzellmarker korrelieren u.a. mit einer schlechten Prognose beim kolorektalen Karzinom
(Mohamed et al., 2019). Li et al. (2015) zeigen in ihren Untersuchungen einen Zusammenhang
zwischen einer Uberexpression von CD44 und einer erhohten Fernmetastasierungsrate sowie
weiteren  Merkmalen  aggressiven  Tumorverhaltens  im  Pankreaskarzinom.  In
Gallengangskarzinomen ist eine verstarkte CD44-Expression mit einer schlechten Prognose der
Patienten assoziiert und es gibt Hinweise auf eine wichtige Rolle von CD44 in der frihen Phase
der Karzinogenese sowie wahrend der spéteren Progression des Tumors (Kunlabut et al., 2012).
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Patientenkollektiv

Das in dieser wissenschaftlichen Arbeit untersuchte Material der Patientenkohorte stammt aus der
Gewebebank der Chirurgischen Klinik Campus Virchow-Klinikum der Medizinischen Fakultat
Charité Universitatsmedizin Berlin. GemaR den Richtlinien der Ethikkommission sind nach
schriftlicher Einwilligung der Patienten die Proben in die Biobank aufgenommen und klinische
Daten erfasst worden. Die Studie wurde von der Ethikkommission der Charité unter der Nummer
EA1/292/16 genehmigt.

Das in dieser wissenschaftlichen Arbeit untersuchte Patientenkollektiv bestehend aus insgesamt
60 Proben von Patienten mit Pankreaskopf- (n=14), extrahepatischen (n=22) und intrahepatischen
(n=24) Cholangiokarzinomen umfasst 21 Méanner und 39 Frauen im Alter von 41 bis 83 Jahren
zum Zeitpunkt der Diagnosestellung. Wahrend der Operation wurde sowohl Tumor- als auch
Normalgewebe entnommen und in flissigem Stickstoff schockgefroren. In Stickstofftanks
erfolgte dann der Transport zur Gewebebank mit genauer Dokumentation probenassoziierter
Daten, beispielsweise der Art und Anzahl der vorliegenden Patientenproben. Dort wurden die
Proben in Gefrierschranken bei -80°C gelagert. In einigen Féllen lag fur die Analyse nur Tumor-
oder Normalgewebe vor. Dies ist meist dadurch zu erklaren, dass die Asservierung von beiden
Probentypen nicht moglich war.

3.1.2 Puffer

Fur die immunhistochemische Farbung wurde ein TBST-Puffer verwendet. Dazu wurden 9,0 g
Tris-Base (Molekulargewicht: 121,10 g/mol, AppliChem), 68,5 g Tris-HCL (Molekulargewicht:
157,6 g/mol, ROTH) und 87,8 g NaCl (Molekulargewicht: 58,44 g/mol, ROTH) in einen
Messzylinder gegeben und mit 1 L Aqua dest. mittels eines Laborruhrers so lange vermischt, bis
sich alle festen Bestandteile auflosten. Ferner wurde 1 ml Tween 20 (AppliChem) zu der 1 L
Losung hinzugegeben (0,1%). Der pH-Wert wurde mittels pH-Meter (WTW, inolab Multi 9310
IDS) zwischen 7,4 und 7,6 eingestellt. Die Lagerung der Pufferldsung erfolgte bei 4°C.
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3.1.3 Antikorper

Im Folgenden werden in Tabelle 10 und 11 die fir die immunhistochemische Farbung
verwendeten Primarantikdrper sowie das entsprechende Kontrollgewebe dargestellt. Tabelle 12
zeigt den verwendeten Sekundéarantikorper.

Tabelle 10: Primarantikorper

Antikorper | Klonalitdat | Wirt Lagerung | Verdinnung | Hersteller/Nummer

Notchl polyklonal | Kaninchen | -20°C 1:250 Cell
Signaling#(D6F11)XP
(R)

Notch4 polyklonal | Kaninchen | -20°C 1:500 avivasyshio#ARP320
52-P050

ADAM17 polyklonal | Kaninchen | 4°C 1:500 ABGENT#AP1492a

MSI polyklonal | Kaninchen | 4°C 1:500 ANTIBODIES#ABIN
953550

HES1 polyklonal | Kaninchen | -20°C 1:250 St. John’s#STJ23938

CD44 monoklonal | Maus 4°C 1:500 eBioscience#BMS150

Tabelle 11: Kontrollgewebe flr Primarantikérper

Antikorper Kontrollgewebe Farbung

Notchl Hirn Neuronen

Notch4 Placenta GefaRe der Dezidua
ADAM17 Kolon Kolonepithel

MSI Hirn Neuronen

HES1 Plazenta Gefale

CD44 Magen Fibrozyten

Tabelle 12: Sekundarantikérper

Kit Wirt Lagerung | Verdinnung Hersteller/Nummer
LSAB2 Maus, 4°C Fur Tumorgewebe: keine DAKO#K0-690
Kaninchen Fur Normalgewebe: 1:2

3.2 Methoden

3.2.1 Anfertigung der Kryoschnitte

Im ersten Schritt wurden die bei -80°C gelagerten Patientenproben zu mikroskopischen
Praparaten verarbeitet. Dazu wurden die Proben aus der Gewebebank entnommen, in
Stickstofftanks in das Labor gebracht und in dem Kryostaten (Thermo Fisher Scientific,
Cryostar) zwischengelagert. Die Temperatur des Kryostaten ist dabei auf -20°C eingestellt
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worden. AnschlieRend wurden die Proben aus den Proberéhrchen entnommen und mittels eines
speziellen Einbettmediums (Sakura, Tissue-Tek O.C.T.) fixiert. In fixierter Form wurden die
Proben dann mit einem fiir das Mikrotom geeigneten Messer (Feather Microtome blade, C35) auf
4 um Dicke geschnitten und dann auf die Objekttrager (Superfrost Plus, R. Langenbrinck GmbH)
aufgetragen. Jeweils zwei Gewebeschnitte kamen auf einen Objekttrager. Nach Fertigstellung der
Kryoschnitte ist das restliche Patientenmaterial aus dem gefrorenen Einbettmedium gel6st und
wieder bei -80°C gelagert worden. Nun wurden die Schnitte fir 10 Minuten zur Fixierung auf die
Objekttréger in eine Acetonlosung (ROTH) getaucht und trockneten danach unter einen Abzug
fiur weitere 20 Minuten. Die fertigen Kryoschnitte wurden dann bei -20°C im Gefrierschrank
(Thermo Fisher Scientific) bis zur immunhistochemischen Farbung aufbewahrt.

3.2.2 Immunhistochemische Féarbung

In dieser wissenschaftlichen Arbeit erfolgte die immunhistochemische Farbung nach der LSAB-
Methode. Bei dieser Methode bindet zunédchst ein Primarantikorper spezifisch an das zu
untersuchende Antigen. Danach wird ein biotinylierter Sekundarantikdrper hinzugegeben, der an
den Primarantikorper bindet. Im weiteren Verlauf kommt enzymmarkiertes, in diesem Fall mit
HRP (Meerrettich-Peroxidase) konjugiertes Streptavidin hinzu, welches gegen das Biotin des
Sekundarantikorpers gerichtet ist. Es kommt zu einer Enzym-Substrat-Reaktion zwischen
Streptavidin und Biotin (Hantschke und Palmedo, 2016). Das Enzym HRP ermdglicht dabei die
Substraterkennung mit einem Chromogen. Wird nun ein bestimmtes Chromogen, in diesem Fall
3,3’-Diaminobenzidine (DAB), hinzugegeben, entsteht durch Prézipitation des DAB eine
spezifische braune Farbung des Gewebes. Die braune Farbe ist ggf. schon makroskopisch, sonst
nur unter einem Lichtmikroskop erkennbar und markiert das VVorhandensein von dem jeweiligen
Antigen (Lang, 2013). Im Folgenden werden die einzelnen Schritte der in dieser
wissenschaftlichen Arbeit angewandten LSAB-Methode zur Farbung von Tumorgewebe des
Pankreaskopf- und Cholangiokarzinoms sowie Normalgewebe des Pankreaskopfes und der
Gallengénge erléutert.

Vor Beginn der Farbung wurden die Objekttrager aus dem Kuhlschrank geholt und zum
Trocknen 10 Minuten unter einen Abzug gelegt. Das Gewebe auf dem Objekttrager wurde dann
mit einem Dako-Pen (Dako S2002) umrandet und die Kryoschnitte fiir ca. 5 Minuten in TBST-
Puffer gelegt.

Nun mussten im ersten Schritt Blockierungslosungen auf das Gewebe aufgetragen werden, um
unspezifische Hintergrundfarbungen zu minimieren. Zundchst erfolgte der Peroxidase-Block (zur
Blockierung endogener Peroxidasen). Beide Gewebeschnitte auf den Objekttragern wurden 5
Minuten bei Raumtemperatur mit der Lésung (DAKO 2023) inkubiert. AnschlieBend wurden die
Kryoschnitte in TBST-Puffer abgespult und kréftig horizontal auf Papiertlichern abgeklopft.
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Es folgte nun die Applikation der Proteinblockierungslosung (DAKO X0909). Die Inkubation
erfolgte auf beiden Gewebeschnitten fir 20 Minuten bei Raumtemperatur. Danach wurden die
Objekttrager wieder mit TBST-Puffer abgesplt und auf Papiertiichern abgeklopft.

Bei der LSAB-Methode spielt die Streptavidin-Biotin-Reaktion eine zentrale Rolle, weshalb
endogenes Biotin, Biotin-Rezeptoren und Streptavidin-Bindungsstellen blockiert werden mussen.
Dafur wurde ein bei 4°C gelagertes Avidin-Biotin-Blockierungs-Kit (life technologies 004303)
auf beide Gewebeschnitte der Objekttrager aufgetragen. Es besteht aus zwei Lésungen: Lésung A
(Avidin) und Lésung B (Biotin). Erst wurde das Gewebe 10 Minuten mit Lésung A, dann 10
Minuten mit Lésung B bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden die Objekttrager
wieder in TBST-Puffer gespult und kraftig auf einem Papiertuch abgeklopft.

Nun sind endogene Hintergrundreaktionen im Gewebe weitestgehend blockiert worden und die
Primarantikdrper konnten appliziert werden.

Um die notwendige Verdinnung zu erreichen, wurde der jeweilige Antikorper in einem
entsprechenden Verhéaltnis mit einem Antikorper-Diluenten (ROTH) vermischt. Die
Positivkontrolle wurde 45 Minuten in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur mit dem
Primarantikdrper inkubiert, die Negativkontrolle hingegen 45 Minuten nur mit dem Antikorper-
Diluenten. Nach erfolgter Inkubation wurden die Objekttrager zweimal fur ca. 3 Minuten in
TBST-Puffer gewaschen.

Als néchster wichtiger Reaktionsschritt erfolgte die Gabe des biotinylierten Sekundérantikorpers
LINK (DAKO K0690). Sowohl die Positiv- als auch die Negativkontrolle wurden 20 Minuten bei
Raumtemperatur in einer feuchten Kammer mit dem Sekundérantikorper inkubiert. Hier erfolgte
ein wichtiger Unterschied beim Farbeprotokoll zwischen Tumor- und Normalgewebe. Wahrend
der Sekundarantikorper direkt auf das Tumorgewebe aufgetragen werden konnte, musste beim
Normalgewebe der Sekundarantikérper vor Applikation auf das Gewebe 1:2 mit TBST-Puffer
verdunnt werden. AnschlieBend wurden die Objekttrager zweimal fur ca. 3 Minuten in TBST-
Puffer gewaschen.

Es erfolgte anschlieBend die Inkubation der Gewebeschnitte mit Streptavidin-HRP (DAKO
K0690) fur 20 Minuten in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur. AnschlieBend wurden
die Kryoschnitte wieder zweimal flir ca. 3 Minuten mit TBST-Puffer gespult.

Der letzte notwendige Schritt der Reaktionskette war die Gabe der Entwicklungslosung (DAKO
K3468). Das Kit bestent aus DAB Substrat-Puffer und dem Substrat DAB Chromogen. 1 ml
Substrat Puffer und 1 Tropfen Chromogen wurden mittels eines Vortexmischers (Scientific
industries, Vortex-Genie 2) gut vermischt und anschliefend 1:2 mit TBST-Puffer verdinnt. Nun
wurde die Losung auf die Objekttrager aufgetragen. Bei makroskopisch sichtbar leichter
Braunfarbung wurde mikroskopiert und bei eindeutiger Farbreaktion die Entwicklung durch
Abspilen der Objekttrdger mit Pufferlésung gestoppt. Die Entwicklung konnte von Sekunden bis
Minuten reichen.
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Zur Sichtbarmachung der Zellstruktur sowie der Zellmembranen folgte drei Minuten lang die
Gegenfarbung der Objekttrager mit Mayers H&motoxylin (A4840) und anschlieBend eine
Abspilung mit lauwarmem Leitungswasser. Nun war die immunhistochemische Féarbung beendet
und mittels Aquatex (Merck) wurden die Objekttrager mit Deckglaschen (R. Langenbrinck
GmbH) eingedeckt. Sobald die Objekttrager ausreichend getrocknet waren, konnte mit der
Lichtmikroskopie (Zeiss, Primo Star) begonnen werden.

3.2.3 Fotografieren des Gewebes

Um die mikroskopischen Préaparate in dieser wissenschaftlichen Arbeit mit einer Software zur
Analyse biologischer Proben auszuwerten, wurden digitale Bilder der Gewebeschnitte erstellt.
Mit Hilfe eines Keyence-Mikroskops (Biorevo BZ-9000) wurden alle Gewebeschnitte sowohl
des Tumor- als auch des Normalgewebes abfotografiert und als digitale jpg-Dateien gespeichert.
Dabei wurde mit 200facher VergrolRerung, Weilabgleich und Phasenkontrast gearbeitet. VVon
jeder Positiv- und stichprobenmafiig von der Negativkontrolle wurden funf zuféllig ausgewahlte
Foci des Gewebes fotografiert. So sollte das angefarbte Gewebe moglichst in seiner Ganzheit
dargestellt und spater ausgewertet werden.

3.2.4 Immunhistochemische Auswertung mit ImagelJ

Die Software ImageJ (NIH) ist ein in der Wissenschaft haufig verwendetes Bildanalyse- und -
verarbeitungsprogramm. Das Programm bietet eine Vielzahl an Mdglichkeiten der Bildanalyse
und ist individuell programmierbar. In dieser wissenschaftlichen Arbeit ist mit dem zu ImageJ
gehdrenden Programm Fiji gearbeitet worden, welches eine Vielzahl an plugins zur Bildanalyse
speziell biologischer Proben vereint (Fiji, 2018).

Zunachst wurde eine jpg-Datei ausgewéhlt und in das Fiji-Programm eingelesen. Der erste Befehl
lautete:

Image - Adjust = Color Threshold

Hier konnten der Farbton, die Sattigung und Helligkeit des Bildes individuell eingestellt werden.
Um die Bildanalyse zu vereinfachen, konnte ein Makro geschrieben werden.

Plugins = Macros - Recorder

Als erster Befehl fir das Makro wurde die Skalierung fir die Bildanalyse festgelegt:

Analyze -2 Set scale
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Der néchste Befehl fir das Makro betraf die Analyse der Bildpixel und die Form der zu
analysierenden Strukturen:

Analyze 2 Analyze particles
Nun wurde durch den Befehl Create das Makro endgiiltig erstellt.

Zunachst wurde die Gesamtflache des Bildes in Pixel berechnet. Mittels Adjustierung der
Funktionen der Color Threshold konnte die zellfreie Flache und die Braunflache in Pixel
berechnet werden. Die Braunfarbung in Prozent berechnete sich dann aus der Formel:

[Braunféarbung in Pixel] / [Gesamtflache in Pixel — zellfreie Flache in Pixel] * 100

Somit ergab sich ein Prozentwert fur jedes untersuchte Bild. Da von jeder Probe 5 Foci
fotografiert worden sind, ergaben sich pro untersuchtes Antigen pro Patient jeweils 5
verschiedene Prozentwerte flr die Braunfarbung der Probe. Aus diesen fiinf Werten wurde dann
ein Mittelwert errechnet. Das Gleiche gilt fir die Bewertung der Intensitét der Braunfarbung. Der
in dieser wissenschaftlichen Arbeit zu errechnende semiquantitativer Score setzte sich
folgendermalien zusammen:

IHC-Score = Prozentsatz angefarbter (positiver) Zellen + Intensitat angefarbter (positiver) Zellen

1. Prozentsatz angeférbter (positiver) Zellen: 0-4
0: negativ
1: positive Anfarbung in 1% - 25% der Zellen
2: positive Anféarbung in 26% - 50% der Zellen
3: positive Anfarbung in 51% - 75% der Zellen
4: positive Anférbung in 76% - 100% der Zellen

2. Intensitdt angefarbter (positiver) Zellen: 0-3
0: negativ
1: schwach positiv
2: moderat positiv
3: stark positiv
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Es folgen in Abbildung 2 beispielhaft Referenzbilder fir die einzelnen Intensitéts-Scores.

Abbildung 2: Referenzbilder fiir den Intensitats-Score: links oben - stark positiv (3), rechts oben -
moderat positiv (2), links unten - schwach positiv (1), rechts unten - negativ (0)

Dieser semiquantitative Score wurde fir jede Probe sowohl des Tumor- als auch des
Normalgewebes berechnet.

3.2.5 Kilinische Datenerhebung

Die Erhebung der Kklinischen Daten des Patientenkollektivs erfolgte hauptsachlich ber die
Verwendung von SAP und GTDS. Das SAP ist eine elektronische Patientenakte, die in vielen
Krankenhausern verwendet wird. Uber den klinischen Arbeitsplatz kénnen hierbei samtliche
Befunde, Laborwerte und Prozeduren nachvollzogen werden. Ein Problem besteht jedoch darin,
dass vor allem bei Patienten, die vor dem Jahre 2000 stationdr aufgenommen worden sind,
mitunter keine oder unvollstdndige Dokumente im System hinterlegt sind. Dies liegt an einer
Umstellung des klinischen Dokumentationssystems mit unvollstdndiger Archivierung von
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Dokumenten vor der Umstellung. Bei diesen Patienten wurde eine Akteneinsicht im Altarchiv
der Charité vorgenommen (Papierakten). Mit dem Tumordokumentationssystem GTDS, das
umfangreich Daten zum onkologischen Verlauf von Patienten liefert sowie u.a. bereits zu
wissenschaftlichen Zwecken genutzt wird, konnten zum Teil fehlende Daten von SAP eruiert und
insbesondere Todesdaten oder das Datum des letzten follow-ups ermittelt werden.

Die klinische Datenerhebung konzentrierte sich dabei auf folgende Parameter: Geschlecht, Alter
bei Diagnose, Vorhandensein anderer Tumorerkrankungen, TNM-Status und daraus folgend
UICC Stadien, das pathologische Grading, Vorhandensein einer Lymphangiosis carcinomatosa
und die Uberlebenszeit ab dem Zeitpunkt der Diagnose in Tagen.

3.2.6 Statistische Auswertung

Die statistische Datenauswertung in dieser wissenschaftlichen Arbeit erfolgte mit der Software
SPSS Version 25.0.

Um festzustellen, ob sich die immunhistochemischen semiquantitativen Scores von Normal- und
Tumorgewebe unterscheiden, wurden die Mittelwerte aller Scores flr jedes Antigen berechnet
und miteinander verglichen. Im né&chsten Schritt wurde mittels des Wilcoxon-Tests die
Signifikanz des Unterschiedes der IHC-Scores von Tumor- und Normalgewebe fur jedes Antigen
bestimmt.

Bei den Klinischen Parametern Geschlecht, Alter bei Diagnose, Vorhandensein anderer
Malignitdten, TNM-Status und daraus folgend UICC Stadien, das pathologische Grading,
Vorhandensein einer Lymphangiosis carcinomatosa und die Uberlebenszeit ab dem Zeitpunkt der
Diagnose in Tagen sowie bei den Differenzen der IHC-Scores von Tumor- zu Normalgewebe der
sechs Antigene wurde mittels des Kruskal-Wallis-Tests die Signifikanz der Unterschiede
zwischen den drei Tumorentitditen Pankreaskopf-, extrahepatisches und intrahepatisches
Cholangiokarzinom errechnet.

Ferner wurde die Korrelation der klinischen Parameter und der Differenz der IHC-Scores von
Tumor- zu Normalgewebe mit dem Uberleben des Patientenkollektivs zum einen
tumorentitatendibergreifend und zum anderen fir jede Tumorentitat einzeln betrachtet. Jeder
Sprung in den Uberlebenszeitkurven steht fiir einen Todeszeitpunkt eines Patienten und die
zensierten Falle entstehen dadurch, dass die Patienten entweder noch am Leben sind oder die
Todeszeitpunkte in den hier verfiigbaren Datenbanken nicht verzeichnet waren. Statistisch wird
mittels des Log Rank (Mantel-Cox) Test berechnet, ob mindestens ein Parameter (klinischer
Parameter oder Differenz der IHC-Scores von Tumor- zu Normalgewebe) zu einem langeren
oder kiirzeren Uberleben fiihrt als die anderen Parameter. Ein Signifikanzniveau von p <= 0.05
wird angenommen.

28



4. Ergebnisse
4.1 Vergleich des Notch-Signalweges im Tumor- und Normalgewebe

Die erste zentrale Fragestellung dieser Arbeit lautet, ob der Notch-Signalweg in den drei
Tumorentitdten unterschiedlich stark ausgepréagt ist und ein Zusammenhang mit dem
Gesamtlberleben besteht. Daher erfolgte eine immunhistochemische Anfarbung wichtiger
Signalproteine des Notch-Signalweges sowohl im Normal- als auch im Tumorgewebe.

In der Abbildung 3 ist die Verteilung der IHC-Scores der sechs Antigene flr das Normalgewebe
(N) und in der Abbildung 4 fir das Tumorgewebe (T) in Form eines Boxplot-Diagramms
dargestellt.

EIHC N ADAMIT
8 W HC N CD44
W IHC N HEST
EIHC N msI
2 12 44 OIHC N Notch
5 e T1° o B IHC N Notchd
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8 48 58
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I
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1 o o
0 o'
eCG iCG PG

Normalgewebe

Abbildung 3: Verteilung der IHC-Scores im Normalgewebe

N=Normalgewebe, IHC=Immunhistochemischer Score, eCG=extrahepatisches
Cholangiogewebe, iCG=intrahepatisches Cholangiogewebe, PG=Pankreasgewebe

Die Boxen représentieren fur die jeweiligen Tumorentitaten den IHC-Score-Bereich, in dem die
mittleren 50% der Scores liegen. Die dicke horizontale Linie steht fir das 50%-Perzentil. Die
obere bzw. untere Grenze der Box steht jeweils flr das 75%- bzw. 25%-Perzentil der IHC-Scores
des jeweiligen Normal- bzw. Tumorgewebes. Die diinnen Querstriche der Boxen (,, Whiskers*)
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markieren den jeweils niedrigsten bzw. hochsten IHC-Score in der jeweiligen Entitat, ohne dass
der Score als Ausreiller gewertet wird. Die runden Kreise stellen AusreilRerwerte dar. Im
Programm SPSS sind sie durch einen 1,5-fachen Abstand tiber- oder unterhalb zur Box, also den
mittleren 50% der IHC-Scores, gekennzeichnet (Brosius, 2011). Die Ausreif3er sind dennoch in
die statistische Wertung eingeflossen.
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Tumorentitit
Abbildung 4: Verteilung der IHC-Scores im Tumorgewebe

T=Tumorgewebe, IHC=Immunhistochemischer Score, eCC=extrahepatisches
Cholangiokarzinom, iCC=intrahepatisches Cholangiokarzinom, PDAC=Pankreaskarzinom

Es folgen fiir jedes Antigen beispielhaft in den Abbildungen 5 bis 16 Aufnahmen vom Normal-
und vom Tumorgewebe.
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1. ADAM1T:

BTN B 4 S S S5 g

Abbildung 5: ADAM17-Féarbung der Abbildung 6: ADAM17-Farbung der
Zellmembranen und des Zytoplasmas Zellmembranen und des Zytoplasmas im
extrahepatischer Gallengange im extrahepatischen Cholangiokarzinom
Normalgewebe (200x VergroRerung) (200x VergroRerung)

2. CD44

- o s . . J ‘L . ¢ L3 4 ;, X
Abbildung 7: CD44-Féarbung der Abbildung 8: CD44-Farbung der
Zellmembranen und des Zytoplasmas Zellmembranen und des Zytoplasmas im
extrahepatischer Gallengange im extrahepatischen Cholangiokarzinom
Normalgewebe (200x VergroRerung) (200x VergroRerung)
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Abbildung 9: HES1-Farbung der Zellkerne
und des Zytoplasmas intrahepatischer
Gallengange im Normalgewebe (200x
VergroéRerung)
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Abbildung 11: MSI-Farbung der Zellkerne
und des Zytoplasmas intrahepatischer

Gallengéange im Normalgewebe (200x
VergréRerung)

Abbildung 10: HES1-Farbung der Zellkerne
und des Zytoplasmas im intrahepatischen
Cholangiokarzinom (200x VergroRerung)

Abbildung 12: MSI-Farbung der Zellkerne
und des Zytoplasmas im intrahepatischen
Cholangiokarzinom (200x VergroRerung)
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5. Notch1:

Abbildung 13: Notch1-Féarbung des Abbildung 14 Notchl-Farbung de_s
Zytoplasmas des Pankreaskopfes im Zytoplasmas im Pankreaskopfkarzinom
Normalgewebe (hier keine Farbung (200x VergroRerung)

erkennbar) (200x VergroRerung)

6. Notch4:

Abbildung 15: Notch4-Farbung des Abbildung 16: Notch4-Farbung des

Zytoplasmas des Pankreaskopfes im Zytoplasmas im Pankreaskopfkarzinom
Normalgewebe (hier keine Farbung (200x VergroRerung)

erkennbar) (200x VergrofRerung)
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Tabelle 13 zeigt die Mittelwerte der IHC-Scores fir die einzelnen Signalantigene im Normal- und
im Tumorgewebe nach Tumorentitat sortiert.

Tabelle 13: Vergleich der Mittelwerte der IHC-Scores im Tumor- und Normalgewebe

= = ] — < <

: 2 ¥ 33 8% 5 - & 8 % 8

2 2 8 8§ £ ¥ 2 2 2 &g 2 ¢z

Normalgewebe / = — = — = — = = = — = -

Tumorentitat %=-) %=-) %=_) (ﬁ g (ﬁ (ﬁ E E (ﬁ %=_> %=_>

eCG/ Mittelwert 295 350 343 394 267 344 310 372 257 283 305 278

ecc n 21 18 21 18 21 18 21 18 21 18 21 18

Std.- 1,161 1,200 1,165 1,162 1,197 ,984 1,136 ,958 1,248 1,150 1,203 1,215
Abweichung

iCG / Mittelwert 317 3,78 348 4,04 309 352 330 391 178 287 29 322

iCC n 23 23 23 23 23 23 23 23 23 23 23 23

Std.- 1,775 1,204 ,994 ,825 1,535 1,039 1,329 1,345 1,043 1,100 1,186 1,536
Abweichung

PG/ Mittelwert 1,73 3,43 227 364 427 250 255 336 .64 221 91 2,86

PDAC n 11 14 11 14 11 14 11 14 11 14 11 14

Std.- 1,009 1,016 1,489 ,929 1,104 1,225 1,916 ,842 1,027 1,051 ,944 1,167
Abweichung

Insgesamt Mittelwert 280 360 322 391 316 324 307 371 18 269 258 298

n 55 55 55 55 55 55 55 55 55 55 55 55
Std.- 1,508 1,148 1,243 ,967 1,437 1,138 1,399 1,117 1,311 1,120 1,410 1,340
Abweichung

eCG=extrahepatisches Cholangiogewebe, eCC=extrahepatisches Cholangiokarzinom,
iICG=intrahepatisches Cholangiogewebe, iCC=intrahepatisches Cholangiokarzinom,
PG=Pankreasgewebe, PDAC=Pankreaskarzinom, n=Anzahl der Proben, Std.-
Abweichung=Standard-Abweichung, IHC N=IHC-Score Normalgewebe, IHC T=IHC-Score
Tumorgewebe

Werden die Mittelwerte der IHC-Scores der einzelnen Antigene miteinander verglichen, so sind
bei einer tumorentitatentbergreifenden Betrachtung die Mittelwerte im Tumorgewebe immer
hoher als im Normalgewebe. Dies lasst darauf schlieRen, dass im Tumorgewebe tberwiegend
eine hohere Expression der Signalproteine vorliegt.

Mittels des Wilcoxon-Tests wird im nachsten Schritt untersucht, ob die Unterschiede der IHC-
Scores zwischen Tumor- und Normalgewebe statistisch signifikant sind, s. Tabelle 14.
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Tabelle 14: Signifikanz der Unterschiede der IHC-Scores im Normal- und Tumorgewebe

S 5 - ~ a o T <
2 ¥ @%@ =z - &5 5%
22 6§ ¢ 22 &5 &3
Normalgewebe / z - z - z - z z - z
P g gg gg gy geg g
eCG/ Asymptotische 114 ,032 ,064 ,088 ,452 ,591
eCC Signifikanz (2-seitig)
Exakte Signifikanz ,142 ,043 ,062 ,100 472 ,629
(2-seitig)
Exakte Signifikanz ,071 ,021 ,031 ,050 ,236 ,314
(1-seitig)
Punkt- ,021 ,015 ,005 ,013 ,021 ,026
Wabhrscheinlichkeit
iCG/ Asymptotische ,148 ,022 ,286 ,112 ,001 ,149
iCC Signifikanz (2-seitig)
Exakte Signifikanz ,164 ,026 ,299 ,122 ,000 ,155
(2-seitig)
Exakte Signifikanz ,082 ,013 ,149 ,061 ,000 ,078
(1-seitig)
Punkt- ,013 ,008 ,006 ,008 ,000 ,004
Wabhrscheinlichkeit
PG/ Asymptotische ,011 ,011 ,011 ,084 ,010 ,009
PDAC Signifikanz (2-seitig)
Exakte Signifikanz ,008 ,012 ,012 ,125 ,012 ,008
(2-seitig)
Exakte Signifikanz ,004 ,006 ,006 ,063 ,006 ,004
(1-seitig)
Punkt- ,004 ,005 ,005 ,039 ,004 ,003

Wahrscheinlichkeit

Wilcoxon-Test

eCG= extrahepatisches Cholangiogewebe, eCC=extrahepatisches Cholangiokarzinom,
ICG=intrahepatisches Cholangiogewebe, iCC=intrahepatisches Cholangiokarzinom,
PG=Pankreasgewebe, PDAC=Pankreaskarzinom, IHC N=IHC-Score Normalgewebe, IHC
T=IHC-Score Tumorgewebe, fett: statistisch signifikant
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Es wird hierbei die exakte 2-seitige Signifikanz betrachtet. Die exakte Signifikanz wird in diesem
Fall herangezogen, da unabhéngig von der FallzahlgréRRe sowie moglicher Unausgewogenheit der
Daten eine zuverldssige statistische Aussage getatigt werden kann, 2-seitig wegen einer
ungerichteten Hypothese. Hierbei wird ein Signifikanzniveau von p <= 0.05 angenommen.

In der Gruppe der extrahepatischen Cholangiokarzinome ist der Unterschied der IHC-Scores von
Tumor- zu Normalgewebe fur das Antigen CD44 (p=0,043) statistisch signifikant. Fir die
intrahepatischen Cholangiokarzinome besteht ein signifikanter Unterschied zwischen Tumor- und
Normalgewebe bei den Antigenen CD44 (p=0,026) und Notchl (p<0,001) und bei den
Pankreaskopfkarzinomen bei ADAM17 (p=0,008), CD44 (p=0,012), HES1 (p=0,012), Notchl
(p=0,012) und Notch4 (p=0,008).

4.2 Vergleich der klinischen Parameter und der Antigen-Expressionen in den
drei Tumorentitaten

In dieser Arbeit soll ferner untersucht werden, inwiefern sich die drei Tumorentitaten hinsichtlich
Klinischer Parameter und Expressionsmuster der Antigene des Notch-Signalweges unterscheiden.

Es folgt in Tabelle 15 eine Ubersicht der klinischen Parameter des Patientenkollektivs. Einige
klinische Parameter (u.a. Geschlecht, Vorhandensein anderer Malignitaten, TNM-Status und
daraus folgend UICC Stadien, das pathologische Grading und Vorliegen einer Lymphangiosis
carcinomatosa) wurden innerhalb der drei Tumorentitdten verglichen und die statistische
Signifikanz dieser Unterschiede ermittelt.
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Tabelle 15: Ubersicht tiber klinische Parameter und statistische Signifikanz der Unterschiede

zwischen den drei Tumorentitéaten

Klinische eCC iICC PDAC p-Wert

Parameter (n=22) (n=24) (n=14)

Geschlecht 0,170
weiblich 13 (59%) |19 (79%) |7  (50%)
mannlich 9 (41%) |5 (21%) |7  (50%)

Durchschnitt Alter | 62,8 64,3 60,1 0,524

bei Diagnose (46-83) (39-79) (43-80)

(Altersspanne)

Durchschnittliche | 404 863 613 0,658

Uberlebenstage

Andere 0,136

Malignitaten
ja 2 (%) 7 (29%) |1 (7%)
nein 20 (91%) |17 (71%) |13 (93%)

UICC 0,638
UICC I-IB 1 (5%) 5 (21%) |0 (0%)

UICC lI-1IB 8 (36%) |5 (21%) |10 (71%)
UICC llI-11IB 9 (41%) |2 (8%) 0 (0%)
UICC IV-1VB 4 (18%) |12 (50%) |4  (19%)

T 0,011

Tl 2 (%) 8 (B3%) |1 (7%)
T2 8 (36%) |7 (29%) [0  (0%)
T3 10 (45%) |7 (29%) |12 (86%)

T4 2 (9%) 1 (4%) 0 (0%)

N 0,060
NO 9 (41%) |14 (58%) |3  (21%)

N1 11 (50%) |8 (33%) |10 (71%)
N2 2 (9%) 0 (0%) 0 (0%)

M 0,289
MO 20 (91%) |19 (79%) |9  (64%)

M1 2 (%) 5 (21%) |4  (29%)

G 0,478

GO 2 (%) 0 (0%) 0 (0%)
Gl 1 (5%) 1 (4%) 0 (0%)
G2 13 (59%) |16 (67%) |8  (57%)

G3 6 (27%) |5 (21%) |5 (36%)

LC 0,024
ja 9 (41%) |8 (33%) |11 (79%)
nein 13 (59%) |16 (67%) |3 (21%)

eCC=extrahepatisches Cholangiokarzinom, iCC=intrahepatisches Cholangiokarzinom,
PDAC=Pankreaskarzinom, UICC= Tumor-Klassifikationssystem, T=Tumorausdehnung,
N=Lymphknotenbefall, M=Fernmetastasen, G=Grading, LC=Lymphangiosis carcinomatosa,
n=Anzahl der Proben, fett: statistisch signifikant
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Im Folgenden werden diejenigen klinischen Parameter dargestellt, bei denen ein statistisch
signifikanter Unterschied mittels des Kruskal-Wallis-Tests ermittelt worden ist.

4.2.1 Vergleich der klinischen Parameter in den drei Tumorentitaten

4.2.1.1 Vergleich der T-Stadien in den Tumorentitaten

Zunachst erfolgt in der Abbildung 17 eine Ubersicht der Tumorausdehnungen in den
entsprechenden Tumorentitaten.

T-Stadien in den Tumorentitaten

miCC

HeCC

Anzahl Patienten

4 - PDAC

T1 T2 T3 T4
T-Stadium

Abbildung 17: T-Stadien in den Tumorentitaten

ICC=intrahepatisches Cholangiokarzinom, eCC=extrahepatisches Cholangiokarzinom,
PDAC=Pankreaskarzinom

Um bestimmte klinische Parameter innerhalb der drei Tumorentitaten zu vergleichen, wurde der
Kruskal-Wallis-Test herangezogen. Prinzipiell kann mit diesem Test bestimmt werden, ob sich
zentrale Tendenzen der klinischen Parameter innerhalb der Entitdten (eCC, iCC, PDAC)
unterscheiden. Dabei wird nicht mit den richtigen Daten bspw. dem entsprechenden T-Stadium
(pT) gerechnet, sondern es werden Range gebildet. Das heif3t, dass die Daten (z.B. das T-
Stadium) zunéchst gruppenibergreifend (nach Tumorentitat) gemal ihrer GréRe (vom niedrigsten
zum hochsten ansteigend) aufgereiht und anschlieRend fur jede Gruppe einzeln von 1 ausgehend
rangiert werden. Die Range werden dann fir jede Tumorentitat aufaddiert. Dadurch entsteht eine
Rangsumme fir jede Tumorentitdt. Wird diese Rangsumme durch die GruppengroRe geteilt,
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entstent der mittlere Rang. Anschliefend kann die jeweilige Signifikanz berechnet werden.
(Universitat Zlrich, 2018).

In der Tabelle 16 ist neben der Auflistung der mittleren Range die Signifikanz der innerhalb der
drei Tumorentitaten vorliegenden pathologisch ermittelten Tumorausdehnungen (pT) dargestelit.
Der p-Wert von p=0,011 (exakte Signifikanz) zeigt, dass sich die pT-Werte innerhalb der drei
Tumorentitaten statistisch signifikant unterscheiden.

Tabelle 16: Kruskal-Wallis-Test der Tumorausdehnungen in den drei Tumorentitaten

Klinischer
Parameter  Tumorentitat n Mittlerer Rang
pT ECC 22 31,27
iCC 23 22,83
PDAC 13 38,31
Gesamt 58
Asymptotische Signifikanz ,013
Exakte Signifikanz ,011
Punkt-Wahrscheinlichkeit ,000

pT=pathologische Tumorausdehnung. eCC=extrahepatisches Cholangiokarzinom,
iCC=intrahepatisches Cholangiokarzinom, PDAC=Pankreaskarzinom, n=Anzahl der Proben
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4.2.1.2 Vergleich der Lymphangiosis carcinomatosa in den Tumorentitéten

Es folgt eine Ubersicht in Abbildung 18 (iber das Vorhandensein einer Lymphangiosis
carcinomatosa in den jeweiligen Tumorentitaten.

Lymphangiosis carcinomatosa in den
Tumorentitaten
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Vorhandensein Lymphangiosis carcinomatosa

Abbildung 18: Lymphangiosis carcinomatosa in den Tumorentitaten

iCC=intrahepatisches Cholangiokarzinom, eCC=extrahepatisches Cholangiokarzinom,
PDAC=Pankreaskarzinom

Auch das Vorhandensein bzw. nicht Vorhandensein einer Lymphangiosis carcinomatosa (LC)
innerhalb der drei Tumorentitaten ist statistisch signifikant (p=0,024), s. Tabelle 17.

Tabelle 17: Kruskal-Wallis-Test der Lymphangiosis carcinomatosa in den drei Tumorentitaten

Klinischer
Parameter  Tumorentitat n Mittlerer Rang
LC eCC 22 28,77
iCC 24 26,50
PDAC 14 40,07
Gesamt 60
Asymptotische Signifikanz ,022
Exakte Signifikanz ,024
Punkt-Wahrscheinlichkeit ,003

LC=Lymphangiosis carcinomatosa, eCC=extrahepatisches Cholangiokarzinom,
iICC=intrahepatisches Cholangiokarzinom, PDAC=Pankreaskarzinom, n=Anzahl der Proben
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4.2.2 Vergleich der Antigen-Expressionen in den drei Tumorentitaten

Die zentrale Frage in dieser Arbeit lautet, ob eine vermehrte bzw. verminderte Expression von
wichtigen Antigenen des Notch-Signalwegs einen Einfluss auf das Patientenuberleben hat. Die
Differenz der IHC-Scores von Tumor- zu Normalgewebe ist flir eine Aussage Uber die Aktivitat
des Notch-Signalwegs in den Tumorentitdten dabei entscheidend. Es ist wichtig zu wissen, wie
sich die Antigenexpression im Normal- und im Tumorgewebe im Vergleich verhélt.
Beispielsweise ist es moglich, dass man eine hohe Antigenexpression in einem bestimmten
Tumorgewebe vorfindet und diese mit einem negativen Einfluss auf das Patienteniiberleben
korreliert. Doch findet man auch eine hohe Antigenexpression im entsprechenden
Normalgewebe, so gibt es keinen direkten Zusammenhang mehr zwischen Antigenexpression im
Tumorgewebe und Patientenuberleben. Absolute Werte einer Antigenexpression in einem
Tumorgewebe allein sind nicht aussagekraftig. Erst wenn man z.B. eine niedrige
Antigenexpression im Normal- und eine hohe im Tumorgewebe nachweist, kann man einen
potentiellen ~ Zusammenhang  zwischen  Antigenexpression im  Tumorgewebe und
Patientenliberleben herstellen. Die Antigenexpression in dem Normalgewebe gilt demnach als
Referenz. Fiur jede Tumorentitat wurden drei Gruppen gebildet: Eine Gruppe von Patienten mit
mehr Antigenexpression im Tumor- als im Normalgewebe (mehr). Eine Gruppe mit genauso viel
Antigenexpression im Tumor- und Normalgewebe (gleich) und eine Gruppe mit weniger
Antigenexpression im Tumorgewebe (weniger). Im Folgenden werden die Differenzgruppen der
IHC-Scores von Tumor- zu Normalgewebe dargestellt, bei denen sich ein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den drei Tumorgruppen zeigt.

4.2.2.1 Vergleich der HES1 Expression in den Tumorentitéten

Zunéchst erfolgt in der Abbildung 19 eine Ubersicht der Differenzen der IHC-Scores von Tumor-
und Normalgewebe fir HES1.
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Abbildung 19: Differenz der IHC-Scores zwischen Tumor und Normalgewebe fiir das Antigen
HES1

iICC=intrahepatisches Cholangiokarzinom, eCC=extrahepatisches Cholangiokarzinom,
PDAC=Pankreaskarzinom

In der Tabelle 18 wird dargestellt, dass sich die Differenzen der IHC-Scores von Tumor- zu
Normalgewebe fiir das Antigen HES1 statistisch signifikant unterscheiden. Auch hier wird die
exakte Signifikanz betrachtet (p=0,003).

Tabelle 18: Kruskal-Wallis-Test der Differenzgruppen der IHC-Scores von HES1 in Tumor- zu
Normalgewebe in den drei Tumorentitaten

Tumorentitat n Mittlerer Rang
Differenz IHC-Scores eCC 17 29,82
Tumor- und iCC 22 28,02
Normalgewebe fur HES1 PDAC 11 13,77
(Differenzgruppe) Gesamt 50
Asymptotische Signifikanz ,004
Exakte Signifikanz ,003
Punkt-Wahrscheinlichkeit ,000

eCC=extrahepatisches Cholangiokarzinom, iCC=intrahepatisches Cholangiokarzinom,
PDAC=Pankreaskarzinom, n=Anzahl der Proben
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4.2.2.2 Vergleich der Notch4 Expression in den Tumorentitaten

In Abbildung 20 wird nochmal eine Ubersicht tiber die Differenzen der IHC-Scores von Tumor-
zu Normalgewebe flr das Antigen Notch4 dargestellt.

Notch4

micC

meCC

PDAC

Prozentualer Anteil an Patienten

weniger gleich mehr

Differenz IHC-Scores zwischen Tumor- und Normalgewebe

Abbildung 20: Differenz der IHC-Scores zwischen Tumor und Normalgewebe fiir das Antigen
Notch4

ICC=intrahepatisches Cholangiokarzinom, eCC=extrahepatisches Cholangiokarzinom,
PDAC=Pankreaskarzinom

Auch flir das Antigen Notch4 zeigen sich zwischen extra- und intrahepatischen sowie
Pankreaskarzinomen statistisch signifikante Differenzen der IHC-Scores von Tumor- zu
Normalgewebe (p=0,024), s. Tabelle 19.

Tabelle 19: Kruskal-Wallis-Test der Differenzgruppen der IHC-Scores von Notch4 in Tumor- zu
Normalgewebe in den drei Tumorentitaten

Tumorentitat n Mittlerer Rang

Differenz IHC-Scores eCC 17 19,76
Tumor- und iCC 22 25,84
Normalgewebe flr PDAC 11 33,68
Notch4 Gesamt 50
(Differenzgruppe)

Asymptotische Signifikanz ,026

Exakte Signifikanz ,024
Punkt-Wahrscheinlichkeit ,000

eCC=extrahepatisches Cholangiokarzinom, iCC=intrahepatisches Cholangiokarzinom,
PDAC=Pankreaskarzinom, n=Anzahl der Proben
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4.2.2.3 Ubersicht der Differenzen der Antigen-Expressionen im Tumor- und
Normalgewebe

Es folgt eine Tabellenlbersicht (s. Tabelle 20) tber die Differenzen der IHC-Scores von Tumor-
zu Normalgewebe in den jeweiligen Tumorentitdten mit dem entsprechenden p-Wert, der angibt,
ob sich die Antigenexpressionen in den drei Tumorentitaten statistisch signifikant unterscheiden.

Tabelle 20: Ubersicht iiber Differenzengruppen der IHC-Scores zwischen Tumor- und
Normalgewebe und statistische Signifikanz der Unterschiede zwischen den drei Tumorentitaten

Antigene | Differenz IHC- | Differenz IHC- | Differenz IHC- | p-Wert
Score Tumor- Score Tumor- Score Tumor-
und und und
Normalgewebe | Normalgewebe | Normalgewebe
eCC iICC (n=22) PDAC
(n=17) (n=11)
ADAML17 | weniger  24% | weniger 32% | weniger 0% | 0,254
gleich 24% | gleich 18% | gleich 27%
mehr 53% | mehr 50% | mehr 73%
CD44 weniger  12% | weniger  18% | weniger 9% | 0,250
gleich 41% | gleich 27% | gleich 9%
mehr 47% | mehr 55% | mehr 82%
HES1 weniger  18% | weniger  32% | weniger 82% | 0,003
gleich 24% | gleich 9% | gleich 9%
mehr 59% | mehr 59% | mehr 9%
MSI weniger  29% | weniger  32% | weniger  18% | 0,996
gleich 12% | gleich 9% | gleich 27%
mehr 59% | mehr 59% | mehr 55%
Notchl weniger  29% | weniger  14% | weniger 9% | 0,079
gleich 24% | gleich 5% | gleich 18%
mehr 47% | mehr 82% | mehr 73%
Notch4 weniger  47% | weniger  27% | weniger 9% | 0,024
gleich 24% | gleich 23% | gleich 9%
mehr 29% | mehr 50% | mehr 82%

eCC=extrahepatisches Cholangiokarzinom, iCC=intrahepatisches Cholangiokarzinom,
PDAC=Pankreaskarzinom, n=Anzahl der Proben, fett: statistisch signifikant
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4.3 Korrelation klinischer Daten und Antigen-Expressionen mit dem
Patiententiberleben

Eine weitere Fragestellung in dieser wissenschaftlichen Arbeit lautet, inwiefern die klinischen
Parameter und Antigen-Expressionslevel in diesem Patientenkollektiv Einfluss auf das
Patiententiberleben haben.

Tabelle 21 zeigt eine Ubersicht tber die klinischen Parameter und Differenzgruppen der
Antigene (Differenz IHC-Score von Tumor- und Normalgewebe) mit Angabe der statistischen
Signifikanz der Uberlebenszeitkurven tumorentitateniibergreifend und in Tabelle 22 fiir jede
Tumorentitat einzeln.

Tabelle 21: Ubersicht Gber die statistische Signifikanz der Kaplan-Meier-Kurven der klinischen
Parameter und Antigen-Expressionen tumorentitateniibergreifend

Parameter Alle Tumorentitaten
(eCC, iCC, PDAC)

Geschlecht p=0,431
Vorhandensein weiterer p=0,486
Malignitaten

uUiCC p=0,150

pT p=0,249

pN p=0,319

pM p=0,134

pG p=0,017

LC p=0,461
Differenzgruppe ADAM17 p=0,662
Differenzgruppe CD44 p=0,969
Differenzgruppe HES1 p=0,204
Differenzgruppe MSI p=0,475
Differenzgruppe Notchl p=0,162
Differenzgruppe Notch4 p=0,743

eCC=extrahepatisches Cholangiokarzinom, iCC=intrahepatisches Cholangiokarzinom,
PDAC=Pankreaskarzinom, UICC=Tumorklassifikationssystem, pT=pathologische
Tumorausdehnung, pN=pathologischer Lymphknotenbefall, pM=pathologische Fernmetastasen,
pG=pathologisches Grading, LC=Lymphangiosis carcinomatosa, fett: statistisch signfikant
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Tabelle 22: Ubersicht iiber die statistische Signifikanz der Kaplan-Meier-Kurven der klinischen
Parameter und Antigen-Expressionen fiir eCC, iCC und PDAC

Parameter eCC iICC PDAC
Geschlecht p=0,189 p=0,219 p=0,307
Vorhandensein weiterer p=0,227 p=0,400 p=0,131
Malignitaten

UICC p=0,113 p=0,009 p=0,051
pT p=0,573 p=0,023 p=0,700
pN p=0,598 p=0,066 p=0,355
pM p=0,275 p=0,785 p=0,054
pG p=0,068 p=0,289 p=0,979
LC p=0,731 p=0,507 p=0,953
Differenzgruppe ADAM17 | p=0,977 p=0,562 p=0,724
Differenzgruppe CD44 p=0,766 p=0,499 p=0,079
Differenzgruppe HES1 p=0,319 p=0,162 p=0,887
Differenzgruppe MSI p=0,931 p=0,093 p=0,089
Differenzgruppe Notchl p=0,149 p=0,161 p=0,904
Differenzgruppe Notch4 p=0,614 p=0,925 p=0,079

eCC=extrahepatisches Cholangiokarzinom, iCC=intrahepatisches Cholangiokarzinom,
PDAC=Pankreaskarzinom, UICC=Tumorklassifikationssystem, pT=pathologische
Tumorausdehnung, pN=pathologischer Lymphknotenbefall, pM=pathologische Fernmetastasen,
pG=pathologisches Grading, LC=Lymphangiosis carcinomatosa, fett: statistisch signifikant

4.3.1 Kaorrelation klinischer Daten mit dem Patiententiberleben

Es werden im Folgenden exemplarisch die klinischen Parameter UICC, pathologisch ermitteltes
Grading sowie die pathologisch ermittelte Tumorausdehnung présentiert, bei denen entweder
tumorentitatenubergreifend oder fir eine Tumorentitdt einzeln ein statistisch signifikanter
Unterschied der Kaplan-Meier-Kurven dargestellt werden konnte.
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4.3.1.1 Korrelation UICC-Stadium mit dem Patiententiberleben

4.3.1.1.1 Korrelation UICC-Stadium mit dem Patiententiberleben
tumorentitatendibergreifend

Als erster  klinischer Parameter wird das UICC-Stadium, ein internationales
Tumorklassifikationssystem, betrachtet. Beim Vergleich der UICC-Klassifikationen der drei
Tumorentitdten miteinander bzw. der einzelnen Tumorentitdten wurden verschiedene UICC-
Auflagen (5., 6. und 7.) miteinander vergleichen. Dies liegt darin begriindet, dass die Proben des
Kollektivs tber mehr als ein Jahrzehnt gesammelt und die jeweils aktuellen UICC-Versionen von
den Pathologen als Klassifikationsgrundlage verwendet worden sind. Beim Vergleich der UICC-
Stadien wurden vier Stadien (UICC I-1V) verglichen. Beim Ubergang der UICC-Klassifikationen
ineinander wurden bis auf z.B. neue Unterteilungen (beispielsweise T1la-b und vorher nur T1)
sowie bei manchen Tumorentitidten tatséchlich neue Klassifikationskriterien (z.B. verénderte
GroRenangaben des Tumors) diese vier Stadien beibehalten. Bei dieser Auswertung geht es v.a.
um die Frage, ob beispielweise Patienten im UICC-Stadium 1V kirzer als im UICC-Stadium |
leben und somit um die Korrelation zwischen UICC-Stadium und Mortalitat, dessen Trend durch
die Anwendung verschiedener UICC-Auflagen nicht mal3geblich beeinflusst wird.

In der Tabelle 23 werden die Daten dargestellt, die der in Abbildung 21 dargestellten Kaplan-
Meier-Kurve zugrunde liegen. Kum. Uberleben steht hierbei fiir das kumulative Uberleben.

In der Tabelle 23 sieht man jeweils, wie viele Patienten aus allen Tumorentitaten zusammen
welches UICC-Stadium aufweisen. Dabei wird in der Tabelle nochmal unterschieden zwischen
unzensiert und zensiert. Unzensiert sind diejenigen Patienten, deren Todesdatum bekannt ist.
Zensiert sind all diejenigen Patienten, die zum Zeitpunkt der Auswertung noch leben oder deren
Todeszeitpunkt in den zur Verfligung stehenden Datenbanken nicht verzeichnet waren. Die
Prozentzahl der zensierten Félle bezieht sich darauf, wie viele Patienten fur jedes UICC-Stadium
von der Gesamtzahl zensiert sind. Fur das UICC Stadium 1V sind z.B. 5 Patienten zensiert von
insgesamt 20 Patienten, was prozentual 25% entspricht. 15 Patienten sind nicht zensiert, was
bedeutet, dass von 75% der Patienten im UICC Stadium IV das Todesdatum bekannt ist.
Insgesamt sind ca. 42% der Patienten aus allen UICC-Stadien gesamt betrachtet zensiert.
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Tabelle 23: Daten flr die tumorentitatentbergreifende Korrelation der UICC-Stadien mit dem
Patientenuberleben

Tumorentitatentubergreifende UICC-Stadien

zensiert
UICC Gesamtzahl unzensiert n Prozent
I 6 2 4 66,7%
Il 23 13 10 43,5%
] 11 5 6 54,5%
[\ 20 15 5 25,0%
Gesamt 60 35 25 41,7%

Eine tumorentitatentbergreifende Korrelation zwischen UICC-Stadium und Patienteniiberleben
zeigt keine statistisch signifikanten Kaplan-Meier-Kurven (p=0,150), s. Tabelle 24.

Tabelle 24: Statistische Signifikanz der Uberlebenszeitkurven von UICC-Stadium und
Patiententiberleben tumorentitatentbergreifend

Signifikanz

Log Rank (Mantel-Cox) ,150

Abbildung 21 zeigt die entsprechenden Kaplan-Meier-Kurven fiir die Korrelation zwischen
UICC-Stadium und Patientenuberleben in Monaten.
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Abbildung 21: Tumorentitatentbergreifende Kaplan-Meier-Kurven fir die Korrelation zwischen
UICC-Stadium und Patiententiberleben

In der Abbildung 21 wird deutlich, dass Patienten mit einem niedrigen UICC-Stadium, also
einem weniger fortgeschrittenem Tumorleiden, langer Uberleben als Patienten mit einem hohen
UICC-Stadium und damit einer weiter ausgedehnten Tumorerkrankung.
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4.3.1.1.2 Kaorrelation UICC-Stadium mit dem Patientenliberleben fiir extrahepatische
Cholangiokarzinome

Tabelle 25 zeigt die entsprechenden UICC-Stadien der Patienten mit extrahepatischem
Cholangiokarzinom.

Tabelle 25: Daten fiir die Korrelation der UICC-Stadien mit dem Patiententberleben fiir eCC

UICC fur eCC
zensiert

uicC Gesamtzahl unzensiert n Prozent

I 1 1 0 0,0%

Il 8 4 4 50,0%

11 9 3 6 66,7%

\Y 4 4 0 0,0%
Gesamt 22 12 10 45,5%

eCC=extrahepatisches Cholangiokarzinom

In der folgenden Tabelle 26 wird die statistische Signifikanz dargestellt. Die
Uberlebenszeitkurven unterscheiden sich hierbei nicht statistisch signifikant (p=0,113).

Tabelle 26: Statistische Signifikanz der Uberlebenszeitkurven von UICC-Stadium und
Patiententiberleben fur eCC

Signifikanz

Log Rank (Mantel-Cox) ,113

eCC=extrahepatisches Cholangiokarzinom
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In Abbildung 22 wird fur die Gruppe der extrahepatischen Cholangiokarzinome darauf basierend

die Korrelation zwischen UICC-Stadium und Patiententiberleben gezeigt.
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Abbildung 22: Kaplan-Meier-Kurven flr die Korrelation zwischen UICC-Stadium und
Patiententiberleben fur Patienten mit extrahepatischem Cholangiokarzinom (eCC)

Die Kaplan-Meier-Kurven zeigen, dass Patienten mit einem hohen UICC-Stadium (1V) den
kiirzesten Uberlebenszeitraum aufweisen (n=4). Patienten mit einem UICC Stadium 11 (n=9)
leben in diesen Patientenkollektiv langer als Patienten mit einem UICC Stadium Il (n=8).
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4.3.1.1.3 Kaorrelation UICC-Stadium mit dem Patientenliberleben fur intrahepatische

Cholangiokarzinome

Tabelle 27 zeigt, wie viele Patienten mit intrahepatischem Cholangiokarzinom welches UICC-

Stadium aufweisen.

Tabelle 27: Daten fiir die Korrelation der UICC-Stadien mit dem Patienten(iberleben fur iCC

UICC-Stadien fir iCC

zensiert
uicC Gesamtzahl unzensiert n Prozent
UICCI 5 1 4 80,0%
uiCClI 5 2 3 60,0%
UICCIII 2 2 0 0,0%
UICCIV 12 7 5 41,7%
Gesamt 24 12 12 50,0%

iCC=intrahepatisches Cholangiokarzinom

In der folgenden Tabelle 28 wird die statistische Signifikanz dargestellt.

Uberlebenszeitkurven unterscheiden sich hierbei statistisch signifikant (p=0,009).

Tabelle 28: Statistische Signifikanz der Uberlebenszeitkurven von UICC-Stadium und
Patientenuberleben fir iCC

Signifikanz

Log Rank (Mantel-Cox) ,009

iCC=intrahepatisches Cholangiokarzinom
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Fir die Gruppe der intrahepatischen Cholangiokarzinome wird darauf basierend die Korrelation
zwischen UICC-Stadium und Patiententiberleben demonstriert, s. Abbildung 23.
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Abbildung 23: Kaplan-Meier-Kurven flr die Korrelation zwischen UICC-Stadium und
Patiententiberleben fur Patienten mit intrahepatischem Cholangiokarzinom (iCC)

Die Kaplan-Meier-Kurven zeigen, dass die Patienten mit intrahepatischem Cholangiokarzinom
im Stadium UICC Il (n=5) am langsten uberleben, wahrend die Patienten im Stadium UICC 11|
(n=2) den kirzesten Uberlebenszeitraum vorweisen. Von der FallzahlgréRe befinden sich die
meisten (n=12) im UICC Stadium IV.
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4.3.1.1.4 Korrelation UICC-Stadium mit dem Patienteniiberleben fiir
Pankreaskarzinome

Tabelle 29 zeigt das jeweilige UICC-Stadium der Patienten mit Pankreaskarzinom.

Tabelle 29: Daten fiir die Korrelation der UICC-Stadien mit dem Patienteniberleben fir PDAC
UICC-Stadien fiuir PDAC

zensiert
uicC Gesamtzahl unzensiert n Prozent
1] 10 7 3 30,0%
\Y) 4 4 0 0,0%
Gesamt 14 11 3 21,4%

PDAC=Pankreaskarzinom

Die Tabelle 30 zeigt, dass die Uberlebenszeitkurven sich statistisch signifikant unterscheiden
(p=0,051).

Tabelle 30: Statistische Signifikanz der Uberlebenszeitkurven von UICC-Stadium und
Patiententiberleben fir PDAC

Signifikanz
Log Rank (Mantel-Cox) ,051

PDAC=Pankreaskarzinom
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In Abbildung 24 sieht man fir die Gruppe der Pankreaskarzinome darauf basierend die
Korrelation zwischen UICC-Stadium und Patienteniiberleben.
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Abbildung 24: Kaplan-Meier-Kurven fiir die Korrelation zwischen UICC-Stadium und
Patiententiberleben fur Patienten mit Pankreaskarzinom (PDAC)

In diesem Patientenkollektiv weisen alle Patienten entweder ein UICC Stadium Il oder IV auf.
Aus den Kaplan-Meier-Kurven wird ersichtlich, dass Patienten mit einem hoheren UICC-
Stadium (UICC 1V, n=4) friher versterben als Patienten mit einem niedrigeren UICC-Stadium
(UICC II, n=10).

Zusammenfassend konnte fir die Gruppe der intrahepatischen Cholangio- und
Pankreaskarzinome ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen Uberleben und UICC-
Stadium hergestellt werden.
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4.3.1.2 Korrelation Grading mit dem Patiententiberleben

4.3.1.2.1 Korrelation Grading mit dem Patiententberleben
tumorentitatenubergreifend

Tabelle 31 zeigt, wie viele Patienten aus allen Tumorentitaten welches pathologisch ermittelte
Grading aufweisen.

Tabelle 31: Daten fur die tumorentitatenubergreifende Korrelation des Gradings mit dem
Patientenuberleben

Tumorentitatenibergreifende Gradings

zensiert
pG Gesamtzahl unzensiert n Prozent
0 2 2 0 0,0%
1 2 1 1 50,0%
2 37 15 22 59,5%
S 16 14 2 12,5%
Gesamt 57 32 25 43,9%

pG=pathologisches Grading

In der folgenden Tabelle 32 wird die statistische Signifikanz dargestellt. In diesem Fall besteht
ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Uberlebenszeitkurven (p=0,017).

Tabelle 32: Statistische Signifikanz der Uberlebenszeitkurven von Grading und
Patientenuberleben tumorentitateniibergreifend

Signifikanz

Log Rank (Mantel-Cox) ,017
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Abbildung 25 zeigt eine tumorentitatenubergreifende Korrelation des pathologischen Gradings
(pG), dem Differenzierungsgrad des Tumors, mit dem Uberleben der Patienten.
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Abbildung 25: Tumorentitatentbergreifende Kaplan-Meier-Kurven fir die Korrelation zwischen
Grading (pG) und Patienteniiberleben

Die Kaplan-Meier-Kurven zeigen, dass Patienten mit einem hohen Grading (Grading 3, n=16)
und damit einem schlechter differenzierten Tumor friiher versterben als Patienten mit einem
niedrigeren Grading und damit einem besser differenzierten Tumor.
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4.3.1.2.2 Korrelation Grading mit dem Patiententberleben fur extrahepatische
Cholangiokarzinome

In der Tabelle 33 sieht man das entsprechende Grading der Patienten mit extrahepatischem
Cholangiokarzinom.

Tabelle 33: Daten fiir die Korrelation des Gradings mit dem Patientenliberleben fiir eCC

pG fur eCC
zensiert

pG Gesamtzahl unzensiert n Prozent

0 2 2 0 0,0%
1 1 0 1 100,0%

2 13 4 9 69,2%

3 6 6 0 0,0%
Gesamt 22 12 10 45,5%

pG=pathologisches Grading
eCC=extrahepatisches Cholangiokarzinom

Aus Tabelle 34 wird deutlich, dass sich die Kaplan-Meier-Kurven nicht statistisch signifikant
unterscheiden (p=0,068).

Tabelle 34: Statistische Signifikanz der Uberlebenszeitkurven von Grading und
Patientenuberleben fir eCC

Signifikanz
Log Rank (Mantel-Cox) ,068

eCC=extrahepatisches Cholangiokarzinom
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Die entsprechenden Uberlebenszeitkurven sind in Abbildung 26 dargestellt.
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Abbildung 26: Kaplan-Meier-Kurven flr die Korrelation zwischen Grading (pG) und
Patiententiberleben fur Patienten mit extrahepatischem Cholangiokarzinom (eCC)

Aus den Uberlebenszeitkurven geht hervor, dass Patienten mit einem hohen Grading (Grading 3,
n=6) und damit einem schlechter differenzierten Tumor am friihesten versterben. Das Grading O
(n=2) und 1 (n=1) besteht nur bei wenigen Patienten, der Grofteil der Patienten mit

extrahepatischem Cholangiokarzinom weist ein Grading von 2 auf (n=13).
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4.3.1.2.3 Kaorrelation Grading mit dem Patienten(berleben fur intrahepatische
Cholangiokarzinome

Welche Patienten mit intrahepatischem Cholangiokarzinom welches Grading aufweisen, wird in
Tabelle 35 dargestellt.

Tabelle 35: Daten fiir die Korrelation des Gradings mit dem Patiententiberleben fiir iCC

pG fur iCC
zensiert
pG Gesamtzahl unzensiert n Prozent
1 1 1 0 0,0%
2 16 6 10 62,5%
3 5 3 2 40,0%
Gesamt 22 10 12 54,5%

pG=pathologisches Grading
iCC=intrahepatisches Cholangiokarzinom

Die Kaplan-Meier-Kurven unterscheiden sich nicht statistisch signifikant (p=0,289), s. Tabelle
36.

Tabelle 36: Statistische Signifikanz der Uberlebenszeitkurven von Grading und
Patientenuberleben fir iCC

Signifikanz

Log Rank (Mantel-Cox) ,289

ICC=intrahepatisches Cholangiokarzinom
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Abbildung 27 zeigt die entsprechenden Kaplan-Meier-Kurven.
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Abbildung 27: Kaplan-Meier-Kurven flr die Korrelation zwischen Grading (pG) und
Patiententiberleben fur Patienten mit intrahepatischem Cholangiokarzinom (iCC)

Patienten mit intrahepatischem Cholangiokarzinom und einem héheren Grading des Tumors
(Grading 3, n=5) leben kirzer als Patienten mit einem besser differenzierten Tumor (Grading 2,

n=16).
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4.3.1.2.4 Korrelation Grading mit dem Patiententberleben fur Pankreaskarzinome

Tabelle 37 zeigt, wie viele Patienten mit Pankreaskarzinom welches Grading aufweisen.

Tabelle 37: Daten fiir die Korrelation des Gradings mit dem Patiententiberleben fur PDAC

pG fur PDAC
zensiert
pG Gesamtzahl unzensiert n Prozent
2 8 5 3 37,5%
8 5 5 0 0,0%
Gesamt 13 10 3 23,1%

pG=pathologisches Grading
PDAC=Pankreaskarzinom

Die Uberlebenszeitkurven unterscheiden sich hierbei nicht statistisch signifikant (p=0,979), s.
Tabelle 38.

Tabelle 38: Statistische Signifikanz der Uberlebenszeitkurven von Grading und
Patientenuberleben fir PDAC

Signifikanz
Log Rank (Mantel-Cox) ,979

PDAC=Pankreaskarzinom
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Die entsprechenden Kaplan-Meier-Kurven sind in Abbildung 28 dargestellt.
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Abbildung 28: Kaplan-Meier-Kurven flr die Korrelation zwischen Grading (pG) und
Patientenuberleben fir Patienten mit Pankreaskarzinom (PDAC)

Patienten im untersuchten Kollektiv mit Pankreaskarzinom weisen entweder ein Grading 2 (n=8)
oder 3 auf (n=5). Die Kaplan-Meier-Kurven liegen eng aneinander, so dass keine klare Aussage
bezuglich des Einflusses des Gradings auf das Patiententberleben fiir diese Tumorentitat

getroffen werden kann.

Zusammenfassend konnte hier nur bei der tumorentitdtenibergreifenden Betrachtung ein
statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen Grading und Patienteniiberleben ermittelt
werden.
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4.3.1.3 Kaorrelation Tumorausdehnung mit dem Patiententiberleben

4.3.1.3.1 Korrelation Tumorausdehnung mit dem Patiententberleben
tumorentitatenubergreifend

Tabelle 39 zeigt tumorentitatenubergreifend die jeweiligen pathologisch ermittelten T-Stadien.

Tabelle 39: Daten flr die tumorentitatentbergreifende Korrelation der Tumorausdehnung mit
dem Patientenuberleben

Tumorentitatentbergreifende

Tumorausdehnungen
zensiert
pT Gesamtzahl unzensiert n Prozent
1 11 4 7 63,6%
2 15 8 7 46,7%
3 29 20 9 31,0%
4 3 2 1 33,3%
Gesamt 58 34 24 41,4%

pT= pathologische Tumorausdehnung

Die Uberlebenszeitkurven unterscheiden sich nicht statistisch signifikant (p=0,249), s. Tabelle
40.

Tabelle 40: Statistische Signifikanz der Uberlebenszeitkurven von Tumorausdehnung und
Patientenuberleben tumorentitateniibergreifend

Signifikanz

Log Rank (Mantel-Cox) ,249
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Abbildung 29 zeigt eine tumorentitatentibergreifende Korrelation des pathologisch ermittelten T-
Stadiums (pT) mit dem Uberleben der Patienten.
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Abbildung 29: Tumorentitatentbergreifende Kaplan-Meier-Kurven fiir die Korrelation zwischen
Tumorausdehnung (pT) und Patiententberleben

Aus der Abbildung 29 wird ersichtlich, dass Patienten mit einem geringeren pT-Stadium, also
einer niedrigeren Tumorausdehnung, langer Uberleben als Patienten mit einem hoheren pT-
Stadium und damit einer ausgedehnteren Tumorerkrankung. In diesem Patientenkollektiv leben
Patienten mit dem pT-Stadium von 2 (n=15) am langsten.
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4.3.1.3.2 Kaorrelation Tumorausdehnung mit dem Patiententberleben fur
extrahepatische Cholangiokarzinome

Wie viele Patienten mit extrahepatischem Cholangiokarzinom jeweils welches pT-Stadium
aufweisen, zeigt Tabelle 41.

Tabelle 41: Daten flr die Korrelation der Tumorausdehnung mit dem Patienteniiberleben fur
eCC

pT fur eCC
zensiert
pT Gesamtzahl unzensiert n Prozent
1 2 1 1 50,0%
2 8 5 3 37,5%
8 10 5 5 50,0%
4 2 1 1 50,0%
Gesamt 22 12 10 45,5%

pT=pathologische Tumorausdehnung
eCC=extrahepatisches Cholangiokarzinom

Die nachfolgende Tabelle 42 zeigt die statistische Signifikanz der Uberlebenszeitkurven. In
diesem Fall unterscheiden sie sich nicht statistisch signifikant (p=0,573).

Tabelle 42: Statistische Signifikanz der Uberlebenszeitkurven von Tumorausdehnung und
Patientenuberleben fir eCC

Signifikanz

Log Rank (Mantel-Cox) ,573

eCC=extrahepatisches Cholangiokarzinom
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Die Abbildung 30 zeigt die entsprechenden Kaplan-Meier-Kurven.
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Abbildung 30: Kaplan-Meier-Kurven fiir die Korrelation zwischen Tumorausdehnung (pT) und
Patiententiberleben fur Patienten mit extrahepatischem Cholangiokarzinom (eCC)

Die meisten Patienten mit extrahepatischem Cholangiokarzinom befinden sich im Stadium 2
(n=8) und 3 (n=10). Die Kurven liegen eng aneinander, so dass keine klare Aussage beziiglich
Auswirkung der Tumorausdehnung auf das Patientenuberleben hier getroffen werden kann.
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4.3.1.3.3 Kaorrelation Tumorausdehnung mit dem Patiententberleben fur
intrahepatische Cholangiokarzinome

Tabelle 43 zeigt fiir die Gruppe der intrahepatischen Cholangiokarzinome den Zusammenhang
zwischen Tumorausdehnung und Uberleben.

Tabelle 43: Daten flr die Korrelation der Tumorausdehnung mit dem Patiententiberleben fur
iCC

pT far iCC
zensiert
pT Gesamtzahl unzensiert n Prozent
1 8 2 6 75,0%
2 7 3 4 57,1%
3 7 6 1 14,3%
4 1 1 0 0,0%
Gesamt 23 12 11 47,8%

pT=pathologische Tumorausdehnung
iCC=intrahepatisches Cholangiokarzinom

Mit einem p-Wert von p=0,023 zeigt sich ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den
Uberlebenszeitkurven, s. Tabelle 44.

Tabelle 44: Statistische Signifikanz der Uberlebenszeitkurven von Tumorausdehnung und
Patientenuberleben fir iCC

Signifikanz

Log Rank (Mantel-Cox) ,023

iCC=intrahepatisches Cholangiokarzinom
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Die Kaplan-Meier-Kurven fiir den Zusammenhang zwischen pT-Stadium und Patienteniiberleben
fur Patienten mit intrahepatischem Cholangiokarzinom werden in Abbildung 31 dargestellt.
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Abbildung 31: Kaplan-Meier-Kurven fiir die Korrelation zwischen Tumorausdehnung (pT) und
Patiententiberleben fur Patienten mit intrahepatischem Cholangiokarzinom (iCC)

In dieser Abbildung leben Patienten mit einem pT-Stadium von 2 (n=7) am langsten.
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4.3.1.3.4 Kaorrelation Tumorausdehnung mit dem Patiententberleben fur
Pankreaskarzinome

In der Tabelle 45 wird gezeigt, wie viele Patienten mit Pankreaskarzinom welches pT-Stadium
aufweisen.

Tabelle 45: Daten fiir die Korrelation der Tumorausdehnung mit dem Patiententberleben fiir
PDAC

pT fur PDAC
zensiert
pT Gesamtzahl unzensiert n Prozent
1 1 1 0 0,0%
3 12 9 3 25,0%
Gesamt 13 10 3 23,1%

pT=pathologische Tumorausdehnung
PDAC=Pankreaskarzinom

Die statistische Signifikanz der Uberlebenszeitkurven wird in Tabelle 46 dargestellt. Sie
unterscheiden sich nicht statistisch signifikant (p=0,700).

Tabelle 46: Statistische Signifikanz der Uberlebenszeitkurven von Tumorausdehnung und
Patientenuberleben fir PDAC

Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) ,700

PDAC=Pankreaskarzinom
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Die Korrelation zwischen Uberleben der Patienten mit Pankreaskarzinom und pT-Stadium ist in
Abbildung 32 dargestellt.
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Abbildung 32: Kaplan-Meier-Kurven fiir die Korrelation zwischen Tumorausdehnung (pT) und
Patiententiberleben fur Patienten mit Pankreaskarzinom (PDAC)

Bis auf einen Patienten weisen alle ein pT-Stadium von 3 auf (n=12). Es besteht somit ein hoher
Unterschied bezuglich der FallzahlgroRen.

Zusammenfassend konnte nur fir die Gruppe der intrahepatischen Cholangiokarzinome ein
statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen Patiententberleben und Tumorausdehnung
ermittelt werden.

4.3.2 Korrelation der Antigen-Expressionen mit dem Patienteniiberleben

Das Patientenkollektiv ist bei dieser Untersuchung kleiner als bei der Analyse der klinischen
Parameter, da diejenigen Patienten, bei denen entweder Tumor- oder Normalgewebe fehlte,
ausgeschlossen werden mussten. Fur jedes Antigen gibt es drei Differenzgruppen (Differenz der
Antigenexpression von Tumor- und Normalgewebe): Patienten mit mehr Antigenexpression im
Tumor- als im Normalgewebe (mehr). Patienten mit gleich viel Antigenexpression im Tumor-
und Normalgewebe (gleich) sowie Patienten mit weniger Antigenexpression im Tumor- als im
Normalgewebe (weniger).
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Die Kaplan-Meier-Kurven fir die Antigene ADAM17, Notchl und Notch4 werden exemplarisch
gezeigt.

4.3.2.1 Korrelation ADAM17 Expression mit dem Patiententberleben

4.3.2.1.1 Korrelation ADAM17 Expression mit dem Patiententiberleben
tumorentitatenubergreifend

Die Tabelle 47 zeigt tumorentitatentbergreifend wie viele Patienten eine jeweils hohere, gleich
grofRe oder geringere Antigenexpression von ADAM17 im Tumorgewebe verglichen mit dem

Normalgewebe aufweisen.

Tabelle 47: Daten fur die Korrelation der ADAM17 Expression mit dem Patienteniiberleben
tumorentitatenubergreifend

ADAML17 Expression tumorentitatentbergreifend

zensiert

Differenzgruppe ADAM17 Gesamtzahl unzensiert n Prozent
gleiche Antigenexpression im 11 7 4 36,4%
Tumor- und Normalgewebe

mehr Antigenexpression im 28 16 12 42,9%
Tumor- als im Normalgewebe

weniger Antigenexpression im 11 7 4 36,4%
Tumor- als im Normalgewebe

Gesamt 50 30 20 40,0%

In der Tabelle 48 wird die statistische Signifikanz der folgenden Uberlebenszeitkurven
dargestellt.

Tabelle 48: Statistische Signifikanz der Uberlebenszeitkurven von ADAM17 Expression und
Patientenuberleben tumorentitateniibergreifend

Signifikanz

Log Rank (Mantel-Cox) ,662
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Die entsprechenden Kaplan-Meier-Kurven werden in Abbildung 33 dargestellt.
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Abbildung 33: Kaplan-Meier-Kurven fir die Korrelation zwischen ADAM17 Expression und
Patiententiberleben tumorentitatentbergreifend

Patienten mit weniger ADAM17-Expression im Tumorgewebe (n=11) Uberleben verglichen mit
den anderen beiden Differenzgruppen langer. Jedoch sind die Unterschiede nicht statistisch
signifikant (p=0,662).
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4.3.2.1.2 Kaorrelation ADAM17 Expression mit dem Patiententiberleben fir
extrahepatische Cholangiokarzinome

Tabelle 49 zeigt, wie viele Patienten mit extrahepatischem Cholangiokarzinom jeweils mehr,
gleich viel oder weniger ADAM17 im Tumorgewebe verglichen mit dem Normalgewebe
aufweisen.

Tabelle 49: Daten flr die Korrelation der ADAM17 Expression mit dem Patiententiberleben flr
eCC

ADAML17 Expression fur eCC

zensiert

Differenzgruppe ADAM17 Gesamtzahl unzensiert n Prozent
gleiche Antigenexpression im 4 2 2 50,0%
Tumor- und Normalgewebe

mehr Antigenexpression im 9 4 5 55,6%
Tumor- als im Normalgewebe

weniger Antigenexpression im 4 3 1 25,0%
Tumor- als im Normalgewebe

Gesamt 17 9 8 47,1%

eCC=extrahepatisches Cholangiokarzinom

In Tabelle 50 wird dargestellt, ob sich die Uberlebenszeitkurven der jeweiligen Differenzgruppen
statistisch signifikant unterscheiden.

Tabelle 50: Statistische Signifikanz der Uberlebenszeitkurven von ADAM17 Expression und
Patientenuberleben fir eCC

Signifikanz
Log Rank (Mantel-Cox) 977

eCC=extrahepatisches Cholangiokarzinom
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Die entsprechenden Kaplan-Meier-Kurven werden in Abbildung 34 gezeigt.
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Abbildung 34: Kaplan-Meier-Kurven fir die Korrelation zwischen ADAM17 Expression und
Patiententiberleben fiir extrahepatische Cholangiokarzinome (eCC)

Es lassen sich hier keine statistisch signifikanten Unterschiede in den Uberlebenszeitkurven fiir
extrahepatische Cholangiokarzinome nachweisen (p=0,997).
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4.3.2.1.3 Kaorrelation ADAM17 Expression mit dem Patiententiberleben fir
intrahepatische Cholangiokarzinome

Wie viele Patienten mit intrahepatischem Cholangiokarzinom jeweils eine gleich groRe, geringere
oder hohere ADAM17 Expression im Tumorgewebe verglichen mit dem Normalgewebe
aufweisen, ist in Tabelle 51 dargestellt.

Tabelle 51: Daten fur die Korrelation der ADAM17 Expression mit dem Patiententiberleben fur
iCC

ADAM17 Expression fur iCC

zensiert

Differenzgruppe ADAM17 Gesamtzahl unzensiert n Prozent
gleiche Antigenexpression im 4 2 2 50,0%
Tumor- und Normalgewebe

mehr Antigenexpression im 11 6 5 45,5%
Tumor- als im Normalgewebe

weniger Antigenexpression im 7 4 3 42,9%
Tumor- als im Normalgewebe

Gesamt 22 12 10 45,5%

iCC=intrahepatisches Cholangiokarzinom
Die statistische Signifikanz der Kaplan-Meier-Kurven ist in Tabelle 52 abgebildet.

Tabelle 52: Statistische Signifikanz der Uberlebenszeitkurven von ADAM17 Expression und
Patientenuberleben fir iCC

Signifikanz

Log Rank (Mantel-Cox) ,562

iCC=intrahepatisches Cholangiokarzinom
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Die Kaplan-Meier-Kurven werden in Abbildung 35 gezeigt.
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Abbildung 35: Kaplan-Meier-Kurven fir die Korrelation zwischen ADAM17 Expression und
Patiententiberleben fur intrahepatische Cholangiokarzinome (iCC)

Abbildung 35 zeigt fiir die Gruppe der intrahepatischen Cholangiokarzinome den Zusammenhang
zwischen den Differenzgruppen von ADAM17 und dem Uberleben in Monaten. Patienten mit
weniger ADAM17 Expression im Tumorgewebe (n=7) Uberleben langer als Patienten mit mehr
Antigenexpression im Tumorgewebe (n=11). Mit einem p-Wert von p=0,562 zeigt sich jedoch
kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Uberlebenszeitkurven.
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4.3.2.1.4 Korrelation ADAM17 Expression mit dem Patientenuberleben fir
Pankreaskarzinome

Tabelle 53 zeigt, wie viele Patienten mit Pankreaskarzinom jeweils gleich viel, weniger oder
mehr ADAM17 im Tumorgewebe verglichen mit dem Normalgewebe exprimieren.

Tabelle 53: Daten fur die Korrelation der ADAM17 Expression mit dem Patiententiberleben fur
PDAC

ADAM17 Expression fur PDAC

zensiert
Differenzgruppe ADAM17 Gesamtzahl unzensiert n Prozent
gleiche Antigenexpression im 3 3 0 0,0%
Tumor- und Normalgewebe
mehr Antigenexpression im 8 6 2 25,0%
Tumor- als im Normalgewebe
Gesamt 11 9 2 18,2%

PDAC=Pankreaskarzinom
In der Tabelle 54 ist die berechnete statistische Signifikanz der Uberlebenszeitkurven dargestellt.

Tabelle 54: Statistische Signifikanz der Uberlebenszeitkurven von ADAM17 Expression und
Patientenuberleben fir PDAC

Signifikanz

Log Rank (Mantel-Cox) 724

PDAC=Pankreaskarzinom
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Abbildung 36 zeigt die Uberlebenszeitkurven fiir Pankreaskarzinome abhangig von der
ADAM17 Expression.
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Abbildung 36: Kaplan-Meier-Kurven fiir die Korrelation zwischen ADAM17 Expression und
Patiententiberleben fur Pankreaskarzinome (PDAC)

In der Gruppe der Pankreaskarzinome gibt es nur Patienten mit mehr ADAM17 Expression im
Tumorgewebe (n=8) und Patienten mit gleich groRer Antigenexpression (n=3). Die
Uberlebenszeitkurven unterscheiden sich nicht statistisch signifikant (p=0,724).

Insgesamt wird deutlich, dass es in diesem Patientenkollektiv keinen statistisch signifikanten
Zusammenhang zwischen der Menge des exprimierten ADAM17 im Tumor- verglichen mit dem
Normalgewebe und dem Patiententiberleben gibt.
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4.3.2.2 Kaorrelation Notchl Expression mit dem Patienteniiberleben

4.3.2.2.1 Korrelation Notchl Expression mit dem Patiententiberleben
tumorentitatenubergreifend

Tabelle 55 zeigt, wie viele Patienten mit extra- und intrahepatischem Cholangio- sowie
Pankreaskarzinom eine hohere, geringere oder gleich groRe Antigenexpression von Notchl im
Tumor- verglichen mit dem Normalgewebe aufweisen.

Tabelle 55: Daten fur die Korrelation der Notchl Expression mit dem Patientenuberleben
tumorentitatenubergreifend

Notchl Expression tumorentitateniubergreifend

zensiert

Differenzgruppe Notchl Gesamtzahl unzensiert n Prozent
gleiche Antigenexpression im 7 6 1 14,3%
Tumor- und Normalgewebe

mehr Antigenexpression im 34 19 15 44,1%
Tumor- als im Normalgewebe

weniger Antigenexpression im 9 5 4 44,4%
Tumor- als im Normalgewebe

Gesamt 50 30 20 40,0%

In Tabelle 56 wird dargestellt, ob die Uberlebenszeitkurven sich statistisch signifikant
unterscheiden.

Tabelle 56: Statistische Signifikanz der Uberlebenszeitkurven von Notchl Expression und
Patientenuberleben tumorentitateniibergreifend

Signifikanz

Log Rank (Mantel-Cox) ,162
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Die entsprechenden Kaplan-Meier-Kurven werden in Abbildung 37 dargestellt.
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Abbildung 37: Kaplan-Meier-Kurven fiir die Korrelation zwischen Notch1 Expression und
Patiententiberleben tumorentitatentbergreifend

Die tumorentitateniibergreifende Betrachtung der Uberlebenszeitkurven zeigt, dass Patienten mit
einer geringeren Notchl Expression im Tumor- als im Normalgewebe (n=9) langer berleben als
Patienten mit einer hoheren Notchl Expression im Tumorgewebe (n=34). Am kirzesten
uberleben Patienten mit einer gleich hohen Notchl Expression im Tumor- und Normalgewebe
(n=7). Es besteht jedoch keine statistische Signifikanz zwischen den Uberlebenszeitkurven
(p=0,162).
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4.3.2.2.2 Kaorrelation Notchl Expression mit dem Patienteniberleben fir
extrahepatische Cholangiokarzinome

Wie viele Patienten mit extrahepatischem Cholangiokarzinom mehr, gleich viel oder weniger
Notchl im Tumor- verglichen mit dem Normalgewebe exprimieren, wird in Tabelle 57
dargestellt.

Tabelle 57: Daten fur die Korrelation der Notchl Expression mit dem Patiententberleben fiir
eCC

Notchl Expression fir eCC

zensiert

Differenzgruppe Notchl Gesamtzahl unzensiert n Prozent
gleiche Antigenexpression im 4 3 1 25,0%
Tumor- und Normalgewebe

mehr Antigenexpression im 8 2 6 75,0%
Tumor- als im Normalgewebe

weniger Antigenexpression im 5 4 1 20,0%
Tumor- als im Normalgewebe

Gesamt 17 9 8 47,1%

eCC=extrahepatisches Cholangiokarzinom
Die statistische Signifikanz der Kaplan-Meier-Kurven ist in Tabelle 58 abgebildet.

Tabelle 58: Statistische Signifikanz der Uberlebenszeitkurven von Notchl Expression und
Patientenuberleben fir eCC

Signifikanz

Log Rank (Mantel-Cox) ,149

eCC=extrahepatisches Cholangiokarzinom
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Abbildung 38 zeigt die Korrelation der Notch1 Expression mit dem Patiententberleben.
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Abbildung 38: Kaplan-Meier-Kurven fiir die Korrelation zwischen Notch1 Expression und
Patiententiberleben fiir extrahepatische Cholangiokarzinome (eCC)

Es zeigt sich in der Abbildung 38, dass Patienten mit weniger Notchl Expression im Tumor- als
im Normalgewebe (n=5) langer tberleben als Patienten mit einer gleich hohen Antigenexpression
(n=4). Hierbei unterscheiden sich die Uberlebenszeitkurven jedoch nicht statistisch signifikant
(p=0,149). Bei Patienten mit einer hoheren Notchl Expression im Tumorgewebe sind viele
Patientenfalle (75%) im Vergleich zu den anderen beiden Differenzgruppen zensiert.
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4.3.2.2.3 Kaorrelation Notchl Expression mit dem Patienteniberleben fir
intrahepatische Cholangiokarzinome

Tabelle 59 zeigt, wie viele Patienten mit intrahepatischem Cholangiokarzinom eine gleich grofie,
hohere oder geringere Notchl Expression im Tumorgewebe verglichen mit dem Normalgewebe
aufweisen.

Tabelle 59: Daten fir die Korrelation der Notchl Expression mit dem Patiententberleben fir
iCC
Notchl Expression fur iCC

zensiert
Differenzgruppe Notchl Gesamtzahl unzensiert n Prozent
gleiche Antigenexpression im 1 1 0 0,0%
Tumor- und Normalgewebe
mehr Antigenexpression im 18 10 8 44,4%
Tumor- als im Normalgewebe
weniger Antigenexpression im 3 1 2 66,7%
Tumor- als im Normalgewebe
Gesamt 22 12 10 45,5%

iCC=intrahepatisches Cholangiokarzinom
Auch hier wurde die statistische Signifikanz der Kaplan-Meier-Kurven berechnet, s. Tabelle 60.

Tabelle 60: Statistische Signifikanz der Uberlebenszeitkurven von Notchl Expression und
Patientenuberleben fir iCC

Signifikanz

Log Rank (Mantel-Cox) ,161

iCC=intrahepatisches Cholangiokarzinom
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Die entsprechenden Kaplan-Meier-Kurven sind in Abbildung 39 dargestellt.

Uberlebensfunktionen
Tumorentitat: iCC
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Abbildung 39: Kaplan-Meier-Kurven fiir die Korrelation zwischen Notch1 Expression und
Patiententiberleben fur intrahepatische Cholangiokarzinome (iCC)

Der Grofteil der Patienten mit intrahepatischem Cholangiokarzinom (n=18) weist eine hoéhere
Notchl Expression im Tumorgewebe auf. Nur ein Patient zeigte eine gleich hohe und nur drei
Patienten eine geringere Antigenexpression im Tumorgewebe. Die Kaplan-Meier-Kurven
unterscheiden sich hierbei nicht statistisch signifikant (p=0,161).
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4.3.2.2.4 Kaorrelation Notchl Expression mit dem Patienteniberleben fir
Pankreaskarzinome

Tabelle 61 zeigt, wie viele Patienten mit Pankreaskarzinom eine geringere, hohere bzw. gleich
grolRe Antigenexpression von Notchl im Tumorgewebe verglichen mit dem Normalgewebe
aufweisen.

Tabelle 61: Daten fur die Korrelation der Notchl Expression mit dem Patiententberleben fiir
PDAC

Notchl Expression fur PDAC

zensiert
Differenzgruppe Notchl Gesamtzahl unzensiert n Prozent
gleiche Antigenexpression im 2 2 0 0,0%
Tumor- und Normalgewebe
mehr Antigenexpression im 8 7 1 12,5%
Tumor- als im Normalgewebe
weniger Antigenexpression im 1 0 1 100,0%
Tumor- als im Normalgewebe
Gesamt 11 9 2 18,2%

PDAC=Pankreaskarzinom
In Tabelle 62 wird die statistische Signifikanz der Kaplan-Meier-Kurven gezeigt.

Tabelle 62: Statistische Signifikanz der Uberlebenszeitkurven von Notchl Expression und
Patientenuberleben fir PDAC

Signifikanz

Log Rank (Mantel-Cox) ,904

PDAC=Pankreaskarzinom
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Die entsprechenden Kaplan-Meier-Kurven werden in Abbildung 40 dargestellt.

Uberlebensfunktionen
Tumorentitat: PDAC

10 Differenzgruppe
Notch1

gleich
—mehr
08 —weniger
gleich-zensiert
t—mehr-zensiert
—Tweniger-zensiert
0,6

04

Kum. Uberleben

02

00

0 20 40 60

Uberleben in Monaten

Abbildung 40: Kaplan-Meier-Kurven fiir die Korrelation zwischen Notch1 Expression und
Patiententiberleben fur Pankreaskarzinome (PDAC)

Der Grofiteil der Patienten mit Pankreaskarzinom (n=8) weisen eine hohere Notchl Expression
im Tumorgewebe verglichen mit dem Normalgewebe auf. Nur zwei Patienten haben eine gleich
hohe Antigenexpression im Tumor- und Normalgewebe und der eine Patientenfall mit weniger
Notchl Expression im Tumorgewebe ist zensiert. Somit gibt es deutlich unterschiedlich groRe
Fallzahlgrofien. Die Kaplan-Meier-Kurven unterscheiden sich zudem nicht statistisch signifikant
(p=0,904).

Zusammenfassend kann konstatiert werden, dass flr die in dieser wissenschaftlichen Arbeit
untersuchten extra- und intrahepatischen Cholangio- sowie Pankreaskarzinome kein statistisch
signifikanter Zusammenhang zwischen Notchl Expression im Tumorgewebe verglichen mit dem
Normalgewebe und Patienteniiberleben festgestellt werden kann.
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4.3.2.3 Kaorrelation Notch4 Expression mit dem Patienteniiberleben

4.3.2.3.1 Kaorrelation Notch4 Expression mit dem Patienteniiberleben
tumorentitatenubergreifend

Tabelle 63 zeigt, wie viele Patienten mit extra- und intrahepatischem Cholangio- sowie
Pankreaskarzinom eine groRere, gleich grofle oder geringere Notch4 Expression im Tumor-
verglichen mit dem Normalgewebe aufweisen.

Tabelle 63: Daten flr die Korrelation der Notch4 Expression mit dem Patiententberleben
tumorentitatenubergreifend

Notch4 Expression tumorentitateniubergreifend

zensiert

Differenzgruppe Notch4 Gesamtzahl unzensiert n Prozent
gleiche Antigenexpression im 10 7 3 30,0%
Tumor- und Normalgewebe

mehr Antigenexpression im 25 15 10 40,0%
Tumor- als im Normalgewebe

weniger Antigenexpression im 15 8 7 46,7%
Tumor- als im Normalgewebe

Gesamt 50 30 20 40,0%

In der Tabelle 64 wird die statistische Signifikanz der unterschiedlichen Uberlebenszeitkurven
dargestellt.

Tabelle 64: Statistische Signifikanz der Uberlebenszeitkurven von Notch4 Expression und
Patientenuberleben tumorentitateniibergreifend

Signifikanz

Log Rank (Mantel-Cox) , 743
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In der Abbildung 41 sind die entsprechenden Kaplan-Meier-Kurven abgebildet.

Uberlebensfunktionen
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Abbildung 41: Kaplan-Meier-Kurven fir die Korrelation zwischen Notch4 Expression und
Patientenuberleben tumorentitateniibergreifend

Aus der Abbildung 41 wird ersichtlich, dass Patienten mit einer hoheren (n=25) Notch4
Expression im Tumorgewebe eine geringere Uberlebenszeit aufweisen als Patienten mit einer
gleich hohen (n=10) oder geringeren (n=15) Notch4 Expression im Tumorgewebe verglichen mit
dem Normalgewebe. Die Uberlebenszeitkurven unterscheiden sich hierbei nicht statistisch
signifikant (p=0,743).
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4.3.2.3.2 Kaorrelation Notch4 Expression mit dem Patientenuberleben fir
extrahepatische Cholangiokarzinome

Tabelle 65 zeigt, wie viele Patienten mit extrahepatischem Cholangiokarzinom gleich viel, mehr

oder weniger Notch4 im Tumorgewebe verglichen mit dem Normalgewebe exprimieren.

Tabelle 65: Daten flr die Korrelation der Notch4 Expression mit dem Patientenberleben fir
eCC

Notch4 Expression fir eCC

zensiert

Differenzgruppe Notch4 Gesamtzahl unzensiert n Prozent
gleiche Antigenexpression im 4 2 2 50,0%
Tumor- und Normalgewebe

mehr Antigenexpression im 5 3 2 40,0%
Tumor- als im Normalgewebe

weniger Antigenexpression im 8 4 4 50,0%
Tumor- als im Normalgewebe

Gesamt 17 9 8 47,1%

eCC=extrahepatisches Cholangiokarzinom
In der Tabelle 66 wird die statistische Signifikanz der Kaplan-Meier-Kurven gezeigt.

Tabelle 66: Statistische Signifikanz der Uberlebenszeitkurven von Notch4 Expression und
Patientenuberleben fir eCC

Signifikanz
Log Rank (Mantel-Cox) ,614

eCC=extrahepatisches Cholangiokarzinom
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Die entsprechenden Kaplan-Meier-Kurven werden in Abbildung 42 dargestellt.

Uberlebensfunktionen
Tumorentitat: eCC
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Abbildung 42: Kaplan-Meier-Kurven fiir die Korrelation zwischen Notch4 Expression und
Patiententiberleben fiir extrahepatische Cholangiokarzinome (eCC)

Patienten mit einer geringeren Notch4 Expression im Tumorgewebe (n=8) leben langer als
Patienten mit einer hoheren Notch4 Expression im Tumorgewebe (n=5). Jedoch besteht auch hier
keine statistische Signifikanz (p=0,614).
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4.3.2.3.3 Kaorrelation Notch4 Expression mit dem Patientenuberleben flr
intrahepatische Cholangiokarzinome

Tabelle 67 zeigt, wie viele Patienten mit intrahepatischem Cholangiokarzinom eine hohere,
geringere oder gleich groRBe Notch4 Expression im Tumorgewebe verglichen mit dem
Normalgewebe aufweisen.

Tabelle 67: Daten fur die Korrelation der Notch4 Expression mit dem Patiententberleben fiir
iCC

Notch4 Expression fur iCC

zensiert
Differenzgruppe Notch4 Gesamtzahl unzensiert n Prozent
gleiche Antigenexpression im 5 4 1 20,0%
Tumor- und Normalgewebe
mehr Antigenexpression im 11 5 6 54,5%
Tumor- als im Normalgewebe
weniger Antigenexpression im 6 3 3 50,0%
Tumor- als im Normalgewebe
Gesamt 22 12 10 45,5%

iCC=intrahepatisches Cholangiokarzinom
Die statistische Signifikanz der Kaplan-Meier Kurven wird in Tabelle 68 gezeigt.

Tabelle 68: Statistische Signifikanz der Uberlebenszeitkurven von Notch4 Expression und
Patientenuberleben fir iCC

Signifikanz

Log Rank (Mantel-Cox) ,925

iCC=intrahepatisches Cholangiokarzinom
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Die entsprechenden Uberlebenszeitkurven werden in Abbildung 43 dargestellt.

Uberlebensfunktionen
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Abbildung 43: Kaplan-Meier-Kurven fiir die Korrelation zwischen Notch4 Expression und
Patiententiberleben fur intrahepatische Cholangiokarzinome (iCC)

Es ist keine statistisch signifikante Korrelation zwischen Notch4 Expression im Tumor- und
Normalgewebe und Patienteniiberleben in der Gruppe der intrahepatischen Cholangiokarzinome
erkennbar (p=0,925).
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4.3.2.3.4 Kaorrelation Notch4 Expression mit dem Patienteniberleben fir
Pankreaskarzinome

Tabelle 69 zeigt die jeweilige Anzahl an Patienten mit Pankreaskarzinom, die mehr, gleich viel
oder weniger Notch4 im Tumor- verglichen mit dem Normalgewebe exprimieren.

Tabelle 69: Daten fir die Korrelation der Notch4 Expression mit dem Patiententiberleben fur
PDAC

Notch4 fir PDAC

zensiert
Differenzgruppe Notch4 Gesamtzahl unzensiert n Prozent
gleiche Antigenexpression im 1 1 0 0,0%
Tumor- und Normalgewebe
mehr Antigenexpression im 9 7 2 22,2%
Tumor- als im Normalgewebe
weniger Antigenexpression im 1 1 0 0,0%
Tumor- als im Normalgewebe
Gesamt 11 9 2 18,2%

PDAC=Pankreaskarzinom
Die berechnete statistische Signifikanz der Kaplan-Meier-Kurven wird in Tabelle 70 gezeigt.

Tabelle 70: Statistische Signifikanz der Uberlebenszeitkurven von Notch4 Expression und
Patientenuberleben fir PDAC

Signifikanz

Log Rank (Mantel-Cox) ,079

PDAC=Pankreaskarzinom
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Die entsprechenden Kaplan-Meier-Kurven sind in Abbildung 44 abgebildet.

Uberlebensfunktionen
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Abbildung 44: Kaplan-Meier-Kurven fiir die Korrelation zwischen Notch4 Expression und
Patiententiberleben fur Pankreaskarzinome (PDAC)

Die Uberwiegende Anzahl an Patienten mit Pankreaskarzinom in diesem Patientenkollektiv weist
eine hohere Notch4 Expression im Tumorgewebe auf (n=9). Nur bei einem Patienten zeigt sich
eine gleich hohe und bei einem Patienten eine geringere Notch4 Expression im Tumor-
verglichen mit dem Normalgewebe. Es besteht hierbei kein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen den drei Differenzgruppen und dem Patiententiberleben (p=0,079).
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Sowohl fiir Notch4 als auch fur die restlichen Signalproteine des Notch-Signalweges konnte kein
statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen Expressionslevel der Antigene im Tumor- und
Normalgewebe in den drei Tumorentitaten und dem Patiententiberleben festgestellt werden.

Bei den klinischen Parametern konnten jedoch signifikante Ergebnisse beziiglich des Uberlebens
dargestellt werden. Eine tumorentitateniibergreifende Betrachtung zeigte einen statistisch
signifikanten Zusammenhang zwischen Grading und Patienteniberleben. Zudem zeigte sich ein
statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen UICC-Stadium und Uberlebenszeit in Monaten
fur die Gruppe der intrahepatischen Cholangio- und Pankreaskarzinome. Fur die Gruppe der
intrahepatischen Cholangiokarzinome konnte ferner ein statistisch signifikanter Zusammenhang
zwischen Uberleben und Tumorstadium ermittelt werden. Des Weiteren wurde ein statistisch
signifikanter Zusammenhang zwischen Metastasierungsgrad und Uberlebenszeit fiir die Gruppe
der Pankreaskarzinome dargestelit.
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5. Diskussion

Im Folgenden werden das Material, die Methoden und die Ergebnisse dieser wissenschaftlichen
Arbeit analysiert, bewertet und mit der zu diesen Themen existierenden Literatur verglichen.

5.1 Diskussion zu Material und Methode

Zunachst werden das in dieser Arbeit verwendete Material und die angewandten Methoden
diskutiert.

5.1.1 Diskussion zu Material

In dieser Arbeit ist Normal- und Tumorgewebe von Patienten mit extra- und intrahepatischen
sowie Pankreaskarzinomen untersucht worden. Jedoch war nicht bei allen Patienten sowohl
Normal- als auch Tumorgewebe vorhanden. Mdgliche Griinde dafir sind beispielsweise, dass bei
den Operationen gar kein Normal- bzw. Tumorgewebe entnommen worden ist, die Proben
verloren gegangen oder von anderen Arbeitsgruppen bereits zu Forschungszwecken verwendet
worden sind. Ferner konnte auch nicht bei allen Patienten das Normal- oder Tumorgewebe
analysiert werden, da das Gewebe z.B. nekrotisch war. Da aber beide Gewebearten bendtigt
werden, um eine Aussage uber die Aktivitat des Notch-Signalweges in Tumoren zu tétigen, hat
sich das Patientenkollektiv dementsprechend verkleinert.

5.1.2 Diskussion zu Methode

Nach der immunhistochemischen Féarbung und dem Abfotografieren des Gewebes folgte die
Analyse der Bilder mit dem Programm ImageJ mit dem Ziel, einen immunhistochemischen Score
fur jedes Bild zu generieren. Dieser Score ist semiquantitativ und setzt sich sowohl aus dem
Prozentsatz angeféarbter Zellen als auch der Intensitat der gefarbten Zellen zusammen. Wéhrend
die Berechnung des Prozentsatzes positiver (brauner) Zellen eher objektiv ist, ist die Bewertung
der Intensitdt der Braunfarbung subjektiv. Dadurch, dass flr jeden Score der Intensitat ein
Referenzbild festgelegt worden ist und alle Bilder durch die gleiche Person analysiert wurden,
sind die Schwankungen in den IHC-Scores eher geringer Natur.

Ferner gab es Einschrankungen bei der klinischen Datenerhebung. Wie bereits im Kapitel 3.2.5
erwahnt, fehlte vor allem bei Patienten, die vor dem Jahre 2000 stationdr in die Charité
aufgenommen worden sind, im Programm SAP die digitale Akte der Patienten. Obgleich eine
Akteneinsicht bei einigen dieser Patienten im Altarchiv der Charité unternommen worden ist,
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waren auch dort nicht alle Patientenakten auffindbar bzw. fehlten wichtige Dokumente in den
vorliegenden Akten. Auch kam es bei wenigen Patienten vor, dass die Proben in der Biobank als
ein bestimmter Tumor deklariert worden sind, eine Akteneinsicht jedoch ergeben hat, dass die
Patienten an einem anderen Subtypen des Cholangio- oder Pankreaskarzinoms erkrankt waren.
Dadurch hat sich das Patientenkollektiv nochmals verkleinert.

Eine Einschrankung in der statistischen Auswertung liegt in der GroRe des Patientenkollektivs.
Das ursprunglich angedachte Gesamtkollektiv hat sich durch die oben genannten Faktoren
verkleinert. Eine kleinere Fallzahl fiihrt zu einer schlechteren statistischen Aussagekraft. Bei den
Kaplan-Meier-Kurven, wo die Korrelation zwischen einem bestimmten klinischen oder
immunhistochemischen Parameter mit dem Patientenuberleben ermittelt worden ist, waren die
Fallzahlen fur die jeweiligen Parameter teilweise sehr klein und es gab einen grof3en Unterschied
zwischen der FallzahlgroRe. Beispielsweise gab es bei dem klinischen Parameter UICC-Stadium
groRBe Unterschiede zwischen den Subparametern: bei der Uberlebenszeitkurve fiir das UICC
Stadium | betrug die Fallzahl einmal n=6, beim UICC-Stadium Il n=23. Durch die
unterschiedlich hohen Fallzahlen pro Subparameter sind die Korrelationen nicht immer
vergleichbar und die Aussagekraft der Uberlebenszeitkurven eingeschrankt. Durch die kleine
FallzahlgréRe und die unterschiedlichen Fallzahlen entstehen auch Kaplan-Meier-Kurven, die
zum Teil unlogisch erscheinen. Man wiirde prinzipiell unabhangig anderer Kklinischer Faktoren
erwarten, dass Patienten im UICC-Stadium 1V den kiirzesten Uberlebenszeitraum vorweisen,
wahrend die Patienten im UICC Stadium | am langsten (berleben. Im Beispiel der
intrahepatischen Cholangiokarzinome uberleben jedoch Patienten im UICC Stadium Il (n=5) am
langsten und die Patienten mit dem UICC Stadium Il (n=2) am kirzesten. Der GroRteil der
Patienten befindet sich jedoch im Stadium IV (n=12). Die fehlende Vergleichbarkeit der
FallzahlgroRen erschwert die statistische Aussagekraft. Dies gilt auch fir die Korrelation der
Antigen-Expressionen mit dem Patientenliberleben. Ein Beispiel dafir ist die Korrelation der
Differenzgruppen von Notch4 mit dem Patiententberleben in der Gruppe der Pankreaskarzinome.
Waihrend 9 Patienten mehr Antigenexpression im Tumorgewebe aufweisen, bestehen die
restlichen beiden Gruppen jeweils aus n=1. Je groRer und dhnlicher die FallzahlgréRen, desto
valider die statistische Aussagekraft.

5.2 Diskussion zur Rolle des Notch-Signalweges in Cholangio- und
Pankreaskopfkarzinomen

Wie bereits im Kapitel 2.4 erlautert, gibt es diverse Publikationen (ber die Rolle des Notch-
Signalweges in Tumoren. Neben der im Kapitel 2.4 genannten T-Zell-Leukdmie und dem
Mammakarzinom gibt es eine Vielzahl an Tumorentitaten, deren Entstehung mit dem Notch-
Signalweg in Verbindung gebracht wird, beispielsweise Adenokarzinome der Lunge und
Blasenkarzinome (Fernandez-Marcos et al., 2015). Gao et al. (2017) zeigen in ihrer Publikation
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die Bedeutung des Notch-Signalwegs fur Pankreaskarzinome, Cigliano et al. (2017) fur
Cholangiokarzinome.

In unserer Arbeit wurde die Expression wichtiger Proteine des Notch-Signalweges in Cholangio-
und Pankreaskopfkarzinomen untersucht. Dabei waren die Mittelwerte der IHC-Scores in den
drei Tumorentitdten durchschnittlich hoher als in dem jeweiligen Normalgewebe. Fur die
entsprechenden Antigene wird in der Literatur ebenfalls iiberwiegend eine Uberexpression im
Tumorgewebe beschrieben.

Ringel et al. (2006) zeigen, dass ADAM17 in fortgeschrittenen pankreatischen intraepithelialen
Neoplasien und in duktalen Adenokarzinomen des Pankreas (n=10) (berexprimiert wird,
wahrend im Normalgewebe des Pankreas keine Expression vorliegt. Ferner zeigen Jiao et al.
(2018) in ihrer Studie, dass ADAML17 in hildaren Cholangiokarzinomen (n=49) im Vergleich zum
Normalgewebe Uberexprimiert ist und einen unabhdngigen negativ prognostischen Marker
darstellt.

Zwar wird in den Pankreas-Normalgewebeproben unserer Arbeit ADAM17 exprimiert, jedoch
weniger als im Tumorgewebe (Mittelwert IHC-Score fiir Pankreas-Normalgewebe 1,73 vs.
Mittelwert IHC-Score fur Pankreaskopfkarzinome 3,43). 73% der Patientenproben exprimieren
mehr ADAM17 im Tumor- als im Normalgewebe. Der Unterschied der Mittelwerte der IHC-
Scores von Tumor- zu Normalgewebe ist dabei statistisch signifikant (p=0,008). In unserer
wissenschaftlichen Arbeit betragt der Mittelwert fur die IHC-Scores in extrahepatischen
Cholangiokarzinomen 3,50 und der Mittelwert fir die IHC-Scores im Gewebe extrahepatischer
Gallengénge 2,95. Der Mittelwert der IHC-Scores in intrahepatischen Cholangiokarzinomen
betragt 3,78 und der Mittelwert fiir das Normalgewebe intrahepatischer Gallengange 3,17. Damit
wird eine vermehrte Expression von ADAML17 in Cholangiokarzinomen deutlich. In der Gruppe
der extrahepatischen Cholangiokarzinome exprimieren 50% und in der Gruppe der
intrahepatischen  Cholangiokarzinome 53% der Karzinomproben mehr ADAM17 im
Tumorgewebe. Jedoch sind die Unterschiede der IHC-Scores von Tumor- zu Normalgewebe
nicht statistisch signifikant. Auch ein Zusammenhang zwischen Expression von ADAM17 und
Uberleben in den drei Tumorentitiaten wie in den vorher genannten Studien konnte in unserem
Patientenkollektiv nicht festgestellt werden. Dabei ist das Patientenkollektiv in unserer
wissenschaftlichen Arbeit auch kleiner (fiir die Gruppe der extrahepatischen Cholangiokarzinome
n=17, fur die Gruppe der intrahepatischen Cholangiokarzinome n=22 und fur die Gruppe der
Pankreaskarzinome n=11), was eine Einschrankung der statistischen Aussagekraft bedeutet.
Ferner wurden in unserer wissenschaftlichen Arbeit drei Gruppen mit dem Patientenliberleben
korreliert: Patienten mit mehr Antigenexpression im Tumorgewebe, Patienten mit gleich hoher
Antigenexpression im Tumor- und Normalgewebe sowie Patienten mit mehr Antigenexpression
im Normalgewebe. Innerhalb jeder Gruppe, auller der Gruppe mit gleich hoher Expression im
Tumor- und Normalgewebe, wurden mehrere IHC-Scores subsummiert. Die Korrelation mit dem
Patienteniiberleben unterscheidet sich daher stark von denen aus anderen Publikationen und kann
zu einer unterschiedlichen Aussage flhren. Bei Jiao et al. (2018) beispielsweise wurden die
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Uberlebenszeitkurven von ADAM17-positiven und ADAM17-negativen Proben miteinander
verglichen; ein anderes Vorgehen als in unserer wissenschaftlichen Arbeit. Eine statistische
Aussage hdngt eng zusammen mit der Formulierung der Hypothese. Weitere Probleme einer
direkten Vergleichbarkeit der Ergebnisse entstehen dadurch, dass in den beschriebenen
Untersuchungen der ADAM17 Expression Paraffinschnitte verwendet wurden und nicht wie in
unserer Arbeit Kryopréparate, wodurch unterschiedliche Farbeprotokolle mit folglich
variierenden Quantifizierungen des Antigens zur Anwendung gekommen sind. Auch die
Gradings sind nicht identisch mit denen in unserer wissenschaftlichen Arbeit. Bei Ringel et al.
(2006) ist zudem nicht beschrieben, aus welcher genauen Lokalisation die Adenokarzinome des
Pankreas stammen, wahrend in unserer Arbeit nur duktale Adenokarzinome des Pankreaskopfes
untersucht worden sind. Es darf auch nicht aufler Acht gelassen werden, dass die
Patientenkollektive unterschiedlich zusammengesetzt sind, vor Allem was TNM-Status, Alter,
Geschlecht, Grading, Vor-Therapien etc. angeht. Vergleicht man die Expression von ADAM17 in
Proben vollig unterschiedlicher Tumorstadien mit oder ohne Vorbehandlung des Tumors, ist ein
direkter Vergleich nicht gegeben. Die Wichtigkeit von ADAM17 in diversen
Entzundungsprozessen und in unterschiedlichen Tumorentitdten ist dennoch in vielen Studien
belegt worden, wodurch das Interesse nach Inhibitoren dieses Antigens stetig wéchst. Nach
einigen vielversprechenden in vitro Experimenten mit bestimmten ADAMU17-Inhibitoren auf
Karzinom-Zelllinien wurden klinische Studien gestartet, obgleich erste Studien aufgrund starker
Nebenwirkungen abgebrochen werden mussten. Jedoch wird z.B. die Wirkung des Inhibitors
INCB7839 (Aderbarsib, Inhibitor von ADAM17 und ADAM10) in weiteren Studien z.B. fir das
diffus groRzellige B-Zell-Lymphom wieder untersucht (Moss und Minond, 2017).

Die Rolle des HES1 in der Entstehung duktaler Adenokarzinome des Pankreas ist in einigen
Studien untersucht worden. Eine Studie von Hidalgo-Sastre et al. (2016) zeigt, dass HES1 sowohl
in zentroazindren Zellen des adulten Pankreas als auch in pramalignen und malignen
Pankreaszellen exprimiert wird. In einem Maus Knockout-Model fir HES1 in pankreatischen
Progenitorzellen konnten sie zeigen, dass HES1 einerseits fir die Zelldifferenzierung und
Integritdt der azindren Zellen und andererseits in der Karzinogenese von pankreatisch
intraepithelialen Neoplasien zu duktalen Adenokarzinomen des Pankreas eine wichtige Rolle
spielt. Cao et al. (2015) haben in ihrer Studie Proben von Pankreaskarzinomen (n=72) auf HES1
immunhistochemisch untersucht und mittels Kaplan-Meier die Korrelation zwischen HES1-
Expression und Patiententiberleben dargestellt. Von den 72 Proben wiesen 34 Proben eine high
grade Expression auf; die restlichen Proben zeigten ein low (n=19) und moderate (n=19)
Grading. Mittels Kaplan-Meier konnte ein Zusammenhang zwischen high grade Expression von
HES1 und kiirzerem Gesamt- sowie progressionsfreiem Uberleben gezeigt werden. Ferner zeigt
die Arbeit, dass pankreatische Sternzellen die Expression von HES1 in unterschiedlichen
pankreatischen Karzinomzelllinien férdern und somit zu einer Chemotherapieresistenz gegen
Gemcitabin ~ fuhren.  Durch  Notch-Signalweg-Inhibitoren ~ wie L1790 kann die
Chemotherapieresistenz wieder riickgangig gemacht werden, wie auch andere in vitro Versuche
bei Gliomen zeigen (Schreck et al., 2010). In einem Notch PCR Array von vier perihiléren und
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einem intrahepatischen Cholangiokarzinom (verglichen mit Normalgewebe) konnte keine
signifikante Uberexpression von HES1 festgestellt werden, wihrend in einem groReren Kollektiv
(n=48) eine signifikante Uberexpression von HES1 gezeigt werden konnte (Guest et al., 2016).
Fur die Gruppe der extrahepatischen Cholangiokarzinome (n=132) zeigten Aoki et al. (2016),
dass HES1 in 81,8% der Proben exprimiert war und eine Expression von HES1 mit einem
schlechteren Gesamtuiberleben assoziiert ist.

In unserer Arbeit betragt der Mittelwert der IHC-Scores fur HES1 im Normalgewebe des
Pankreas 4,27 und liegt damit hoher als im Tumorgewebe (Mittelwert IHC-Scores fir
Pankreaskarzinome 2,50). Der Unterschied der IHC-Scores von Tumor- zu Normalgewebe ist
dabei statistisch signifikant (p=0,012). In dem Kollektiv der Pankreaskarzinome exprimieren
82% der Karzinomproben mehr HES1 im Normal- als im Tumorgewebe. Damit steht dieses
Ergebnis im Widerspruch zu einigen anderen Untersuchungen, die eine Uberexpression von
HES1 in Tumoren zeigen. Auch ein Zusammenhang zwischen HES1 Expression und
Patiententiberleben konnte in unserer Arbeit nicht festgestellt werden. Zum einen sind in unserer
wissenschaftlichen Arbeit nur Pankreaskopfkarzinome untersucht worden, wéhrend in der Studie
um Cao et al. (2015) nur ca. 65% der Proben aus dem Pankreaskopf stammten. Zum anderen ist
hier das Kollektiv Kkleiner (n=11 vs. n=72 bei Cao et al. (2015)) und es sind bei den
Uberlebenszeitanalysen andere Gruppen miteinander verglichen worden. Ferner sind
Paraffinschnitte statt Kryoprédparate und ein anderes Grading-System verwendet worden. In
unserer wissenschaftlichen Arbeit betragt der Mittelwert fiir die IHC-Scores in extrahepatischen
Cholangiokarzinomen 3,44 und der Mittelwert fur die IHC-Scores im Gewebe extrahepatischer
Gallengénge 2,67 (p=0,062). 59% der Karzinomproben exprimieren mehr HES1 im Tumor- als
im Normalgewebe. Der Mittelwert der IHC-Scores in intrahepatischen Cholangiokarzinomen
betragt 3,52 und der Mittelwert fir das Normalgewebe intrahepatischer Gallengange 3,09
(p=0,299). Auch in der Gruppe der intrahepatischen Cholangiokarzinome exprimieren 59% der
Proben mehr HES1 im Tumorgewebe. In unserem Patientenkollektiv der Cholangiokarzinome
gibt es also eine vermehrte Expression von HES1 im Karzinomgewebe, dabei ist der Unterschied
der IHC-Scores von Tumor- zu Normalgewebe jedoch nicht statistisch signifikant. Auch eine
Korrelation zwischen der HES1 Expression und dem Patienteniiberleben konnte hier nicht wie in
anderen Studien dargestellt werden. Neben der geringeren Fallzahl (z.B. n=17 fur die Gruppe der
extrahepatischen Cholangiokarzinome in unserer wissenschaftlichen Arbeit vs. n=132 in der
Studie um Aoki et al. (2016)) wurden auch in unserer wissenschaftlichen Arbeit andere Gruppen
mit dem Patientenliberleben korreliert. Zudem wurden in der Studie um Aoki et al. (2016) zwar
Normalgewebe-Proben als Kontrolle mitgefarbt, jedoch nur acht Stiick. Es fehlt bei dem Grading,
welches sich auch von dem in unserer wissenschaftlichen Arbeit unterscheidet, liberwiegend ein
Referenzgewebe. Auch die klinischen Parameter und Vor-Therapien des Patientenkollektivs
unterscheiden sich von denen in unserer Arbeit, was zu einer eingeschrénkten Vergleichbarkeit
fuhrt. Die Rolle von HES1 in der Karzinogenese unterschiedlicher Tumorentitdten ist in diversen
Publikationen beschrieben worden und fiihrt konsequenterweise zur Frage nach Inhibitoren
dieses Antigens. Eine Studie um Schnell et al. (2015) beispielsweise hat in vitro und in vivo (in
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Méausen) die starke antileukamische Wirkung eines HES1-akitvitdtsmodulierenden Medikaments
namens Perhexilin nachgewiesen.

Die Involvierung des Antigens Musashi in der Tumorentstehung ist fir diverse Tumorentitaten
beschrieben, auch im Pankreaskarzinom, wie Kudinov et al. (2017) beschreiben. Fox et al. (2016)
konnten in allen untersuchten Pankreaskarzinomproben sowohl eine Expression von Musashi-1
als auch von Musashi-2 nachweisen. Ferner zeigen sie in ihrem Maus-Modell, dass die
Krebsstammzellen bei der Progression von pankreatisch intraepithelialen Neoplasien zu duktalen
Adenokarzinomen des Pankreas mehr  Musashi  exprimieren und  zunehmend
chemotherapieresistent sind. Sheng et al. (2017) haben die Rolle des Musashi-2 in
Pankreaskarzinomen untersucht. Musashi-2 flihrt unter anderem zu einer Down-Regulation von
Numb, einem Protein, dass die p53-Degradation verhindert und ist somit unmittelbar an der
Entstehung von Pankreaskarzinomen beteiligt. Eine Uberexpression von Musashi-2 fiihrt ferner
zu einer Chemotherapieresistenz und negativ prognostisch klinisch-pathologischen Eigenschaften
von Pankreaskarzinomen. Eine weitere Studie hat die Rolle von Musashi-2 in extrahepatischen
Cholangiokarzinomen untersucht (Hu et al., 2018). Eine immunhistochemische Analyse von
MSI-2 in dem Patientenkollektiv (n=78) zeigt, dass eine hohe MSI-2 Expression in den Tumoren
mit Lymphknotenmetastasen und einer fortgeschrittenen TNM-Klassifikation assoziiert ist, mit
einem schlechteren Patiententiberleben korreliert und einen unabhéngigen negativ prognostischen
Faktor fur das Gesamtlberleben darstellt.

In unserer Arbeit betragt der Mittelwert der IHC-Scores im Pankreasgewebe 2,55 und im
Tumorgewebe 3,36 (p=0,125). 55% der Pankreaskarzinomproben exprimieren mehr MSI-1 im
Tumor- als im Normalgewebe. Obgleich im Tumorgewebe mehr MSI-1 exprimiert wird als im
Normalgewebe, sind die Unterschiede nicht statistisch signifikant. In unserer wissenschaftlichen
Arbeit betrdgt ferner der Mittelwert der [IHC-Scores fir die extrahepatischen
Cholangiokarzinome 3,72 und der Mittelwert der IHC-Scores extrahepatischer Gallengénge 3,10
(p=0,100). Der Mittelwert der IHC-Scores fir die intrahepatischen Cholangiokarzinome betragt
3,91 wund fur die intrahepatischen Gallengange 3,30 (p=0,122). Sowohl 59% der
extrahepatischen- als auch 59% der intrahepatischen Cholangiokarzinomproben weisen eine
héhere MSI-1 Expression im Tumor- als im Normalgewebe auf. In dem Patientenkollektiv
unserer wissenschaftlichen Arbeit liegt also eine hhere MSI-Expression im Tumorgewebe vor,
doch wie auch bei der Untersuchung der Pankreaskarzinome nicht statistisch signifikant. Auch
konnte weder fur die Gruppe der Pankreaskarzinome noch fir die Cholangiokarzinome ein
Zusammenhang zwischen einer Uberexpression des Antigens Musashi-1 und einem schlechteren
Patiententiberleben festgestellt werden. Jedoch sind zum einen in den hier vorliegenden Studien
hauptsachlich das Antigen Musashi-2 und nicht wie in unserer wissenschaftlichen Arbeit das
Antigen Musashi-1 untersucht worden. Verglichen mit unserer wissenschaftlichen Arbeit fallt
auch auf, dass in der Studie um Fox et al. (2016) bei der Analyse der MSI-Expression die genaue
anatomische Herkunft der Pankreaskarzinome nicht genannt wird und dass sich das Grading-
System von dem in unserer wissenschaftlichen Arbeit deutlich unterscheidet. Zum anderen
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schréankt die Grolle des Patientenkollektivs die statistische Aussagekraft der Kaplan-Meier-
Kurven ein (beispielsweise n=17 fiir das Kollektiv der extrahepatischen Cholangiokarzinome in
unserer wissenschaftlichen Arbeit vs. n=78 fir das Kollektiv der extrahepatischen
Cholangiokarzinome in der Studie um Hu et al. (2018)). Weitere Faktoren wie andere Grading-
Systeme sowie unterschiedlich zusammengesetzte Patientenkollektive und Gruppen in der
Kaplan-Meier-Analyse kommen hinzu. Aufgrund der untersuchten Rolle von Musashi in der
Entstehung von Tumoren wird die Frage nach potentiellen Inhibitoren dieses Antigens laut. Fox
et al. (2016) beispielsweise haben gezeigt, dass speziell entwickelte antisense-Nukleotide gegen
MSI sowohl in vitro als auch in vivo (in Mdusen) ein weiteres Tumorwachstum im Pankreas
verhindern kénnen.

Eine Studie hat die Notchl Expression in unterschiedlichen in der Entwicklung befindlichen
Pankreasproben untersucht (Hu et al., 2013). 15 17-18 und 21-24 Wochen alte Pankreasproben
sowie 13 0-3 Monate alte Pankreasproben sind auf Notchl sowie HES1 immunhistochemisch
untersucht worden. Es konnte gezeigt werden, dass der Notch1l-HES1-Signalweg wéhrend der
frihen Pankreasentwicklung angeschaltet wird, bei der Geburt seine hdchste Aktivitat aufweist
und nach der vollstandigen Pankreasentwicklung wieder abgeschaltet wird, obgleich die Notchl
Expression weiterhin hochreguliert bleibt. Im Normalgewebe des Pankreas wird Notchl in
azindren und zentroazindren Zellen, jedoch nicht in duktalen Zellen exprimiert. In allen
Schweregraden der pankreatisch intraepithelialen Neoplasien ist kein Notchl detektierbar. Eine
Analyse von 66 duktalen Adenokarzinomen des Pankreas jedoch zeigt in 33 Proben (50%) eine
Notchl Expression (gleichermalien eine HES1 Expression). Hu et al. (2013) vermuten daher,
dass Notchl in normalem Pankreasgewebe in einem inaktiven Zustand vorliegt und bei 50% des
entstandenen tumordsen Pankreasgewebes, bei der die HES1 Expression gleichermalen
nachweisbar ist, der wéhrend der Embryogenese aktive Notchl-HES1-Signalweg wieder
reaktiviert wird. Ferner konnten sie keine Korrelation zwischen Notchl-Aktivierung in
Pankreaskarzinomen und demographischen wie pathologischen Variablen (Tumorgréfie und das
Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen) feststellen. Song et al. (2018) haben 24
Pankreaskarzinomproben u.a. auf Notchl untersucht und eine Notchl Expression in allen Proben
vorgefunden, wovon die berwiegende Mehrheit ein hohes Grading fur das Antigen vorweist.
Eine Kontrolle mit Normalgewebeproben ist jedoch nicht erfolgt. In einer Metaanalyse sind tber
35 Studien (6187 Proben) ausgewertet worden, die die Notchl Expression u.a. in
Pankreaskarzinomen untersucht haben (Zhang et al., 2018). Dabei konnten sie keinen statistisch
signifikanten Unterschied zwischen Normalgewebeproben und Pankreaskarzinomproben
feststellen. Die Notchl Expression ist auch in intrahepatischen Cholangiokarzinomen untersucht
worden. In einer Studie wurden 44 intrahepatische Cholangiokarzinome auf Notchl angefarbt,
wobei sich bei der Mehrzahl der Proben eine Uberexpression des Antigens im Zytoplasma und an
der Zellmembran gezeigt hat (35/44). Eine Notchl1-Positivitat der Proben zeigte sich vor allem
bei Patienten, die eine Tumorgrofie Uber 5¢cm aufwiesen und HBs-Ag positiv waren (Wu et al.,
2014a). Eine weitere Studie untersuchte ebenfalls die Expression von Notchl in intrahepatischen
Cholangiokarzinomen (n=5) und fand eine Expression des Antigens an der Zellmembran und im
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Zytoplasma in allen untersuchten Proben, wahrend im Normalgewebe auller einer schwachen
Farbung einiger Zellen keine Expression vorlag (Zhou et al., 2013). Eine Studie um Yoon et al.
(2011) hat u.a. die Notchl Expression in extrahepatischen Cholangiokarzinomen (n=110)
untersucht. In 96 Proben (87%) war Notchl im Zytoplasma detektierbar und in 18 Féllen (16%)
ist sowohl eine zytoplasmatische als auch eine nukledre Farbung erkennbar gewesen. In nicht-
neoplastischen Zellen zeigte sich lediglich eine schwache zytoplasmatische Farbung. Zudem war
die Notchl Expression mit einem hoheren TNM-Stadium assoziiert. Eine weitere Studie um Aoki
et al. (2016) zeigt eine Notchl-Positivitat in 66 von 132 Proben (50%) extrahepatischer
Cholangiokarzinome, wéhrend im Normalgewebe keine Expression des Antigens gefunden
wurde. Mehr Patienten mit einem hoheren Grading (G2/3) exprimierten Notchl als Patienten mit
einem niedrigen Grading (G1). Jedoch gab es keine weiteren statistisch signifikanten
Korrelationen zwischen Notchl Expression und Klinisch-pathologischen Eigenschaften des
Tumors. Patienten, die mindestens einen Notch-Rezeptor (Notchl, Notch2, Notch3) im
Tumorgewebe exprimierten, lebten kilrzer als Patienten, deren Tumorgewebe keinen Notch-
Rezeptor exprimierte.

In unserer Arbeit betragt der Mittelwert der IHC-Scores von Notchl fir das Normalgewebe des
Pankreas 0,64 und flr die Pankreaskarzinome 2,21. Es besteht ein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den IHC-Scores von Tumor- und Normalgewebe (p=0,012). 73% der
Pankreaskarzinomproben exprimieren mehr Notchl im Tumor- als im Normalgewebe. Diese
Werte stammen jedoch aus einem kleinen Kollektiv (n=11) und stehen deshalb mdglicherweise
im Widerspruch zur Metaanalyse um Zhang et al. (2018), die eine Vielzahl an Proben und
Studien ausgewertet haben. Anzumerken bleibt jedoch, dass bei solch einer groen Analyse die
Vergleichbarkeit der Proben, klinischen Parameter der Patienten, immunhistochemischen
Anfarbungsmethoden und Auswertungs- bzw. Grading-Systeme berlcksichtigt werden missen.
Es konnte in unserer wissenschaftlichen Arbeit wie bei Song et al. (2018) jedoch kein
Zusammenhang zwischen Notchl Expression und Uberleben von Pankreaskarzinompatienten
festgestellt werden. In unserer wissenschaftlichen Arbeit betragt der Mittelwert der IHC-Scores
in intrahepatischen Cholangiokarzinomen 2,87 und im Normalgewebe 1,78 (p=0,000). 82% der
intrahepatischen  Cholangiokarzinome exprimieren mehr Notchl im Tumor- als im
Normalgewebe. Fur die extrahepatischen Cholangiokarzinome betragt der Wert 2,83 und fur das
Normalgewebe 2,57 (p=0,472). Bei den extrahepatischen Cholangiokarzinomen sind es 47% der
Proben, die eine hohere Notchl Expression im Tumorgewebe aufweisen. Damit zeigt sich bei den
Gallengangskarzinomen nur bei den intrahepatischen Cholangiokarzinomen ein statistisch
signifikanter Unterschied zum Normalgewebe. Fir beide Tumorentitdten ist jedoch keine
Korrelation der Notchl Expression mit dem Patienteniiberleben erkennbar. Unterschiede der
anderen Studien zu unserer wissenschaftlichen Arbeit ergeben sich beispielsweise aus einer
anderen Fixierung der Proben mit folglich anderem Férbeprotokoll, anderen Grading-Systemen
der Proben sowie einem unterschiedlich zusammengesetzten Patientenkollektiv. Ein weiterer
wesentlicher Faktor fir diesen Unterschied zu den anderen Studien kann durch das
vergleichsweise kleinere Patientenkollektiv (n=17 flir extrahepatische und n=22 fir
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intrahepatische Cholangiokarzinome vs. z.B. n=132 bei Aoki et al. (2016) flr extrahepatische
Cholangiokarzinome) in unserer wissenschaftlichen Arbeit sowie unterschiedliche Gruppen (bei
Aoki et al. (2016) sind Notch1-positive und Notchl-negative Proben mit dem Patientenuberleben
korreliert worden) fir die Uberlebenszeitanalysen bedingt sein. Die wichtige Rolle von dem
Notch-Signalweg in der Entstehung diverser Tumorentitaten ist in einer Vielzahl an
Publikationen bereits beschrieben worden. Dieser Signaltransduktionsweg interagiert zudem mit
unterschiedlichen kanzerogenen Signalwegen wie z.B. Ras, Akt und NF-kB. So fiihrt dessen
Inhibition synergistisch zu den beschriebenen Effekten eines verlangsamten Zellwachstums, einer
erhohten Apoptoserate etc. Konsequenterweise kommt die Frage nach Inhibitoren des Notch-
Signalwegs auf. Bei dem Rezeptor Notchl hat beispielsweise eine in vitro Untersuchung um Liao
et al. (2018) die Wirkung einer siRNA induzierten Notchl-Inhibition in einer kolorektalen
Karzinom-Zelllinie untersucht. Eine Notchl-Inhibition fiihrte unter anderem zu einem
verlangsamten Zellwachstum und Apoptose der Karzinomzellen. Obgleich die Frage nach der
Wirkung  spezifischer  Notch-Inhibitoren ~ zunehmend  Bestandteil — wissenschaftlicher
Untersuchungen ist, sind die derzeit in klinischen Studien befindlichen Medikamente, Gamma-
Sekretase-Inhibitoren, in ihrer Wirkung nicht spezifisch. Es zeigen sich erste Toxizitaten
(gastrointestinal) und auch Langzeitfolgen bleiben zundchst ungeklart. Dennoch wird in die
Entwicklung neuer Notch-Inhibitoren investiert, da erste Ergebnisse klinischer Studien
vielversprechend scheinen (Purow, 2012).

Die bereits genannte Studie um Song et al. (2018), in der die Expression von Notch-Rezeptoren
in duktalen Adenokarzinomen des Pankreas analysiert worden ist, gibt auch Aufschluss Uber die
Notch4 Expression in Pankreaskarzinomen. 41,7% der 24 analysierten Proben waren Notch4-
negativ, 20,8% zeigten eine schwach positive Farbung, 37,5% waren Notch4-positiv und 4,2%
zeigten eine starke Positivitat fir das Antigen. Im Vergleich zu den anderen Notch-Rezeptoren
(beispielsweise Notchl) war Notch4 deutlich weniger exprimiert. In einer weiteren Studie mit
Zelllinien vom Pankreaskarzinom war eine vermehrte Expression von Notch4 nachweisbar
verglichen mit einer nicht-neoplastischen pankreatischen Zelllinie (Qian et al., 2016). Fur die
Gruppe der intrahepatischen Cholangiokarzinome kann eine weitere Studie um Wu et al. (2014b)
herangezogen werden. VVon den 41 intrahepatischen Cholangiokarzinomen wiesen 10 Proben ein
low grading und 4 Proben ein high grading auf. Im Normalgewebe wurde Notch4 im Zytoplasma
und im Nukleus exprimiert und das Tumorgewebe wies statistisch signifikant mehr Notch4 auf.
Eine Notch4 Expression in Tumorzellen des intrahepatischen Cholangiokarzinoms war statistisch
signifikant mit einem schlechteren Patienteniiberleben assoziiert. In der Studie um Zhou et al.
(2013), in der auch die Notchl Expression analysiert worden ist, wurde kein statistisch
signifikanter Unterschied der Notch4 Expression zwischen Tumor- (intrahepatisches
Cholangiokarzinom) und Normalgewebe festgestellt (n=5). Aoki et al. (2016) haben nicht nur die
Notchl Expression in extrahepatischen Cholangiokarzinomen (n=132) untersucht, sondern auch
die Notch4 Expression. In nur 6,1% des Kollektivs konnte eine Notch4-Positivitat nachgewiesen
werden. Es ist keine signifikante Korrelation zwischen klinisch-pathologischen Faktoren und der
Expression von Notch4-Rezeptoren festgestellt worden. In einer weiteren Studie um Yoon et al.
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(2011) wurde neben der Notchl Expression auch die Notch4 Expression in extrahepatischen
Cholangiokarzinomen (n=110) untersucht. In 103 der 110 (ca. 94%) Proben war eine Notch4-
Positivitat nachweisbar, in 99 (90%) Proben war zudem neben einer zytoplasmatischen auch eine
nukledare Farbung erkennbar. Eine zytoplasma-nukledare Anfarbung von Notch4 war mit einem
schlechteren histologischen Differenzierungsgrad des Tumors assoziiert. Ansonsten war eine
Notch4 Expression weder mit klinisch-pathologischen Eigenschaften des Tumors statistisch
signifikant korreliert, noch gab es einen Zusammenhang zwischen der Expression dieses
Antigens und dem Patiententiberleben.

In unserer Arbeit betragt der Mittelwert der IHC-Scores von Notch4 im Pankreaskarzinom 2,86
und im Normalgewebe 0,91. Damit besteht ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen
Tumor- und Normalgewebe (p=0,008), wie auch bei der Notchl Expression in
Pankreaskarzinomen. 82% der Pankreaskarzinom-Proben exprimieren mehr Notch4 im Tumor-
als im Normalgewebe. Im Gegensatz zu der Studie um Song et al. (2018) konnte in diesem
Patientenkollektiv keine hohere Expression von Notchl verglichen mit Notch4 in
Pankreaskarzinomen festgestellt werden (Mittelwert IHC-Scores fur Notchl 2,21 vs. Mittelwert
IHC-Scores flr Notch4 2,86). Wie bereits erwéhnt, fehlte bei der Studie um Song et al. (2018)
eine Kontrolle mit Normalgewebe-Proben, was zu einer eingeschrankten Aussagekraft flhrt.
Ferner ist kein Zusammenhang zwischen Notch4 Expression und Patiententiberleben in der
Gruppe der Pankreaskarzinome feststellbar. In unserer wissenschaftlichen Arbeit betrdgt der
Mittelwert der IHC-Scores in intrahepatischen Cholangiokarzinomen 3,22 und im Normalgewebe
2,96 (p=0,155). 50% der intrahepatischen Cholangiokarzinomproben exprimieren mehr Notch4
im Tumor- als im Normalgewebe. Fr die extrahepatischen Cholangiokarzinome betrégt der Wert
2,78 wund fur das Normalgewebe 3,05 (p=0,629). Nur 29% der extrahepatischen
Cholangiokarzinomproben exprimieren mehr Notch4 im Tumorgewebe; es wird mehr Notch4 im
Normalgewebe extrahepatischer Gallengange exprimiert. Es konnte also weder fiir das
intrahepatische noch fiir das extrahepatische Cholangiokarzinom statistisch signifikant mehr
Notch4 im Tumorgewebe nachgewiesen werden, wie auch die Studien um Zhou et al. (2013) fur
die intrahepatischen und Aoki et al. (2016) fur die extrahepatischen Cholangiokarzinome
nahelegen. Obgleich Wu et al. (2014b) eine statistisch signifikante Korrelation der Notch4
Expression in intrahepatischen Cholangiokarzinomen mit einem schlechteren Patiententiberleben
nachweisen konnten, gab es in unserer wissenschaftlichen Arbeit weder fiir die intra- noch fur die
extrahepatischen Cholangiokarzinome einen Zusammenhang zwischen Notch4 Expression und
Patiententiberleben. Dabei sollte jedoch bedacht werden, dass die Patientenkollektivgréiie wieder
groBe Unterschiede aufweist (hier n=17 fir extra- und n=22 fir intrahepatische
Cholangiokarzinome vs. beispielsweise n=110 fir extrahepatische Cholangiokarzinome in der
Studie von Yoon et al. (2011)) und die Gruppen fiir die Uberlebenszeitanalyse sich unterscheiden
(in Wu et al. (2014b) werden Notch4-positive und Notch4-negative Proben mit dem
Patiententiberleben korreliert und nicht wie in unserer wissenschaftlichen Arbeit drei Gruppen,
dich sich auf die jeweilig unterschiedlich hohe Antigen-Expression im Tumor- und
Normalgewebe beziehen). In dem Abschnitt zum Antigen Notchl ist bereits auf die allgemeinen
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Notch-Inhibitoren eingegangen worden. In der bereits erwdhnten Studie um Qian et al. (2016)
wurde mittels siRNA die Notch4 Expression unterbunden, was in vitro zu einer eingeschrankten
Migrations- und Invasionsfahigkeit der Zellen sowie einer verstarkten Chemosensitivitat gefiihrt
hat. Dies zeigt nochmal die in vitro existierende anti-kanzerogene Wirkung einer Notch-
Inhibition auf, die in klinischen Studien Hoffnung auf eine dahnliche Wirkung in vivo erweckt.

Fur das Antigen CD44 haben Li et al. (2015) die Bedeutung einer Uberexpression fiir das
Pankreaskarzinom dargestellt. Sie haben in ihrer Studie, in der sie wu.a. eine
immunhistochemische Analyse von CD44 in Pankreaskarzinom-Proben (n=67) sowie eine
klinische Datenerhebung durchgefiihrt haben, festgestellt, dass in ihrem Kollektiv an
Pankreaskarzinomen eine Uberexpression dieses Antigens vorliegt und ungiinstige klinische
Merkmale des Tumors wie Lymphknotenmetastasen mit der Antigenexpression assoziiert sind.
Eine weitere Untersuchung hat gezeigt, dass das CD44 Standard-lsomer in Pankreaskarzinom-
Zelllinien nach hoch dosierter Rontgenstrahlung vermehrt exprimiert wird und zu einer
Radioresistenz der Karzinomzellen durch molekulare Mechanismen wie die epithelial—
mesenchymale Transition flhrt (Tsubouchi et al., 2017). Diese Untersuchungen zeigen, dass eine
Uberexpression von CD44 in Pankreaskarzinomen ein ungiinstiger prognostischer Faktor ist und
zu Therapieresistenzen wie der Radio- oder auch Chemotherapieresistenz (Zhao et al., 2016)
fuhren kann. Die CD44 Expression in intrahepatischen Cholangiokarzinomen (n=35) ist in einer
Studie um Morine et al. (2017) untersucht worden (22 Proben waren CD44-positiv, 13 CD44-
negativ) und war mit einer schlechteren Prognose assoziiert. Ferner zeigt eine multivariate
Analyse in dieser Studie, dass eine CD44-Positivitat in intrahepatischen Cholangiokarzinomen
einen unabhangigen prognostischen Faktor darstellt.

In unserer Arbeit zeigt sich sowohl in der Gruppe der extra- (Mittelwert IHC-Score flr das
Tumorgewebe 3,94 vs. Mittelwert IHC-Score fur Normalgewebe 3,43, p=0,043) und der
intrahepatischen Cholangiokarzinome (Mittelwert IHC-Score fur das Tumorgewebe 4,04 vs.
Mittelwert IHC-Score fiir Normalgewebe 3,48, p=0,026) als auch der Pankreaskarzinome
(Mittelwert IHC-Score fur das Tumorgewebe 3,64 vs. Mittelwert IHC-Score fiir Normalgewebe
2,27, p=0,012) eine vermehrte Expression des Antigens CD44 im Tumorgewebe verglichen mit
dem jeweiligen Normalgewebe. In der Gruppe der Pankreaskarzinome exprimieren sogar 82%
der Proben mehr CD44 im Tumor- als im Normalgewebe. In jeder Tumorentitdt war der
Unterschied zwischen Tumor- und Normalgewebe dabei statistisch signifikant. Im Gegensatz zu
den oben dargestellten Studien konnte in unserem Patientenkollektiv kein Zusammenhang
zwischen Expression des Antigens und Patienteniiberleben festgestellt werden. Auch hier war das
Patientenkollektiv kleiner (fiir die Gruppe der extrahepatischen Cholangiokarzinome n=17, fur
die Gruppe der intrahepatischen Cholangiokarzinome n=22 und fir die Gruppe der
Pankreaskarzinome n=11), was zu einer verminderten statistischen Aussagekraft fiihrt. Zudem
wurden fur die Kaplan-Meier-Berechnungen andere Gruppen miteinander verglichen. In den
beschriebenen Publikationen sind ferner Paraffinschnitte statt Kryopraparate sowie ein anderes
Grading-System verwendet worden. Bei Li et al. (2015) sowie Morine et al. (2017) fehlt zudem
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ein  Vergleich der CD44 Expression in normalem Pankreas- bzw. intrahepatischem
Gallengangsgewebe. Dadurch fehlt ein wichtiger Referenzwert fiir das Grading in den Pankreas-
und Cholangiokarzinomproben. Ferner stammen bei Li et al. (2015) nur ca. 72% der Proben aus
dem Pankreaskopf, wéhrend in unserer Arbeit alle Proben aus dieser Lokalisation stammen. Auch
die klinischen Parameter und Vor-Therapien des Patientenkollektivs um Li et al. (2015) und
Morine et al. (2017) unterscheiden sich von denjenigen in unserer wissenschaftlichen Arbeit, was
zu einer eingeschrankten Vergleichbarkeit der Ergebnisse fiihrt. Aufgrund der Uberexpression
von CD44 in diversen Tumorentitaten ruckt die Entwicklung von Inhibitoren dieses Antigens
immer weiter in den wissenschaftlichen Fokus. Beispielsweise wurde RG7356, ein humanisierter
anti-CD44 Antikorper, in einer Phase-1-Studie bei Patienten mit akuter myeloischer Leuk&dmie
getestet (Vey et al., 2016).
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6. Schlussfolgerung und Fazit

Das Ziel dieser wissenschaftlichen Arbeit war es, die Rolle des in diversen Tumorentititen als
dysreguliert beschriebenen Notch-Signalweges in intra- und extrahepatischen Cholangio- sowie
Pankreaskarzinomen zu untersuchen. Dazu gehérte zum einen der Vergleich der Expression
wichtiger Signalproteine wie ADAM17, Notch1, Notch4, MSI, HES1 und CD44 im Tumor- und
Normalgewebe. Zum anderen sind wichtige Patientendaten des aus insgesamt 60 Patienten
bestehenden Patientenkollektivs wie z.B. Geschlecht, Alter bei Diagnose, TNM-Status und
daraus folgend UICC Stadien aus unterschiedlichen Datenbanken zusammengetragen worden.
Diese Informationen wurden letztendlich zusammengefuhrt, um erst festzustellen, ob wichtige
Proteine des Notch-Signalweges im Tumor- oder Normalgewebe vermehrt exprimiert werden
und dann zu analysieren, welchen Einfluss eine hohe oder niedrige Antigenexpression jeweils auf
das Patienteniuiberleben hat.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass in dem Patientenkollektiv bestehend aus intra-
und extrahepatischen sowie Pankreaskopfkarzinomen insgesamt eine hohere und zum Teil
statistisch signifikante Antigenexpression wichtiger Signalproteine des Notch-Signalweges im
Tumorgewebe nachgewiesen werden konnte und sich die drei Tumorentitaten hinsichtlich einiger
Klinischer Parameter und Antigenexpressionen signifikant unterscheiden. Es konnten jedoch nur
bei der Korrelation der klinischen Parameter mit dem Patienteniiberleben statistisch signifikante
Uberlebenszeitkurven dargestellt werden- eine héhere oder niedrige Antigenexpression von
Proteinen des Notch-Signalweges im Tumor- oder Normalgewebe hat nach den vorliegenden
Daten keinen Einfluss auf das Patientenuberleben.

In der Literatur sind fur fast alle in diesen hier untersuchten Antigenen in Cholangio- und
Pankreaskarzinomen eine Uberexpression im Tumorgewebe sowie ein negativer prognostischer
Einfluss auf das Patienteniliberleben dargestellt worden. Die Publikationen sind jedoch aufgrund
unterschiedlicher Untersuchungsmethoden nicht immer direkt vergleichbar mit der hier
vorliegenden Arbeit. Ein zentraler Aspekt ist vor allem die kleine KollektivgroRe in dieser Arbeit,
die teilweise zehnfachgréferen Kollektiven aus anderen Publikationen entgegensteht.

Somit lasst sich abschlieBend festhalten, dass die wissenschaftlichen Erkenntnisse dieser Arbeit,
die fir einige Proteine des Notch-Signalwegs eine signifikante Uberexpression im Tumorgewebe
ohne Einfluss auf das Patientenleben zeigen, in einem groReren Kollektiv untersucht werden
sollten, um die statische Aussagekraft zu erhdéhen. So lasst sich zum einen feststellen, ob die
Ergebnisse reproduzierbar sind und zum anderen, ob in einem gréReren Kollektiv doch z.B. ein
negativer Effekt einer Uberexpression im Tumorgewebe auf das Patiententiberleben
nachgewiesen werden kann. Die bisherige Literatur zum Thema Notch-Signalweg betont seine
Bedeutung flr die Kanzerogenese diverser Tumorentitaten, wodurch sich neue therapeutische
Ansétze ergeben. In der Tumortherapie erlangen Inhibitoren des Notch-Signalwegs (v.a. Gamma-
Sekretase-Inhibitoren) immer mehr Aufmerksamkeit- in ersten klinischen Studien scheinen sie
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vor allem in Kombination mit anderen Therapien einen neuen prognoseverbessernden Ansatz in
der Behandlung schwer verlaufender Tumorerkrankungen zu bieten.
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