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Kurzreferat:

Das Cholangiozellulare Karzinom (CCC) ist nach dem HCC der zweithaufigste maligne
lebereigene Tumor, wobei die Unterform des intrahepatischen CC (iCC) mit steigender
Inzidenz- und Mortalitatsrate immer mehr an Bedeutung gewinnt Derzeit basieren
prognostische Aussagen zum CCC Uberwiegend auf histopathologischen Parametern,
wie der Zellzahl und der Tumor-Stroma-Ratio (TSR), die als Goldstandard gelten.
Diese herkdmmlichen Methoden erfordern jedoch invasive Eingriffe, wie die
Nadelbiopsie, um Gewebeproben zu entnehmen. Ziel der vorliegenden Arbeit war es,
den Apparent Diffusion Coefficient (ADC), einen Wert, der aus der
Diffusionsgewichteten Bildgebung (DWI) abgeleitet wird, als moglichen pradiktiven
Parameter in der Diagnostik des iCC zu eruieren. Dazu wurden 29 Patienten
ausgewahlt, bei denen ein histologisch gesichertes iCC vorlag und die Uber die
erforderlichen bildgebenden und histopathologischen Daten verfugten. Es konnte eine
signifikante negative Korrelation zwischen dem ADC und der Zellzahl sowie eine
negative Korrelation mit der TSR festgestellt werden. Das bedeutet, dass bei héherer
Zellzahl und hoherer TSR die ADC-Werte geringer ausfallen. Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass der ADC als pradiktiver Parameter fur die iCC-Diagnostik genutzt
werden kdnnte und in bestimmten Fallen eine nicht-invasive Alternative zur Biopsie
darstellt. Dartber hinaus kdonnte die Diffusionsgewichtete Bildgebung (DWI) aufgrund
ihrer Nicht-Invasivitat eine groflere Rolle als prognostisches Mittel beim iCC
einnehmen, unabhangig davon, ob eine Biopsie durchgefuhrt wird. Dies verspricht
langfristige Verbesserung von Diagnostik und Therapieplanung bei gleichzeitiger

Reduktion der Belastung durch einen invasiven Eingriff flr betroffene Patienten.
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Abkirzungsverzeichnis
ADC - Apparent Diffusion Coefficient

ADCmax — Maximalwerte des Apparent Diffusion Coefficient
ADCmean — Mittelwerte des Apparent Diffusion Coefficient
ADCmin — Minimalwerte des Apparent Diffusion Coefficient
AFP — Alpha-Fetoprotein

CAF — Cancer-associated fibroblast (Karzinom-assoziierte-Fibroblasten)
CCC - Cholangiozellulares Karzinom

CDA45 — Cluster of differentiation 45

CEA — Carcinoembryonales Antigen

CRC - Kolorektales Karzinom

CT — Computertomographie

dCC - distales Cholangiokarzinom

DFS — disease-free survival (krankheitsfreies Uberleben)
DWI — diffusion weighted imaging (diffusionsgewichtete Bildgebung)
eCC - extrahepatisches Cholangiokarzinom

HCC — Hepatozellulares Karzinom

HE — Hamatoxylin-Eosin

HPF — High-Power-Field

ICC — Interklassen Korrelationskoeffizient

iCC — intrahepatisches Cholangiokarzinom

LKM — Lymphknotenmetastasen

Mamma-CA — Mammakarzinom

MR — Magnetresonanz

MRT — Magnetresonanztomographie

OS - overall survival (Gesamtuberleben)

pCC — perihilares Cholangiokarzinom

PSC — Primar Sklerosierende Cholangitis

ROI — Region of interest

TIL — Tumorinfiltrierende Lymphozyten

TR/TE — Repetitionszeit/Echozeit

TSR — Tumor-Stroma-Ratio



ZNS — Zentrales Nervensystem

Aufgrund der besseren Lesbarkeit und zur Vereinfachung wird in dieser Arbeit das
generische Maskulinum verwendet. Soweit nicht ausdrlcklich anders vermerkt, ist
die weibliche Form stets miteingeschlossen.



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Cholangiozellulares Karzinom

Das Cholangiozellulare Karzinom (CCC) ist nach dem Hepatozellularen Karzinom
(HCC) der zweithaufigste maligne Tumor der Leber und der haufigste der Gallengange
(Rizvi und Gores 2013). CCCs kdnnen anatomisch in drei Unterformen eingeteilt
werden (siehe Abbildung 1): das intrahepatische Cholangiokarzinom (iCC), das
perihilare Cholangiokarzinom (pCC) und das distale Cholangiokarzinom (dCC). Als
extrahepatische Cholangiokarzinome (eCC) werden pCC und dCC zusammengefasst
und sind von dem iCC abzugrenzen (Blechacz et al. 2011). Morphologisch wird das
iCC weiterhin in massebildend (60-80%), periduktal-infiltrierend (15-35%) und
intraduktal (8-29%) unterschieden (Taoka und Kawarada 1997; Esnaola et al. 2016;
Lendvai et al. 2020). Eine Besonderheit stellt das gemischte Hepatozellulare-
Cholangiokarzinom dar, welches als eigenstandige Unterform angesehen wird
(Banales et al. 2020).

Periduktal-infiltrierender Typ Intraduktaler Typ Massebildender Typ

Erstellt mit BioRender.com

Abbildung 1: Klassifikation und Wachstumsmuster des Cholangiozelluldren Karzinoms aufgrund der
anatomischen Lokalisation

Das CCC ist in den meisten Landern ein seltenes Karzinom mit einer weltweiten

Inzidenz von <6/100.000 Menschen (Banales et al. 2016), wobei die Inzidenz mit
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hohen Werten von 80/100.000 Menschen in Thailand bis zu geringeren Werten von
0,3/100.000 Menschen in Kanada sehr stark schwankt (Bridgewater et al. 2014). In
Deutschland betragt die Inzidenz 4,8/100.000 Menschen (Stand:2018), wobei hier vor
allem das iCC mit 46% und das dCC mit 41% dominieren (Walter et al. 2019). Weltweit
macht das iCC jedoch nur 10% aller CCCs aus, wahrend das pCC hier mit 60-70% die

weitaus verbreitetere Form ist (Esnaola et al. 2016).

In einer Studie aus dem Vereinigten Konigreich zwischen 1968 und 1996 konnte
nachgewiesen werden, dass die altersspezifische Sterblichkeitsrate flur das iCC im
besagten Zeitraum um das 15-fache angestiegen ist (Taylor-Robinson et al. 2001). Im
gleichen Zeitraum wurde ein Anstieg der Inzidenz fur iCC und ein Rickgang der
Inzidenz fir eCC beobachtet, welches durch spatere Studien in europaischen Landern,
den USA und Japan bestatigt werden konnte (Khan et al. 2002; Patel 2002). Dies ist
vor allem dadurch zu begriinden, dass die Hauptrisikofaktoren des iCC in den letzten
Jahrzehnten standig zugenommen haben (Bertuccio et al. 2019). Als wichtigster
Risikofaktor eines iCC ist die Primar-Sklerosierende-Cholangitis (PSC) zu nennen,
welche bei 8 bis 40% der CCC-Patienten vorliegt (Aljiffry et al. 2009). Das jahrliche
Risiko eines PSC-Patienten fiir eine maligne Entartung in Form eines CCC liegt bei
1,5% (Farrant et al. 1991). Zu den pradisponierenden Faktoren mit der héchsten
Konversionsrate zu einem CCC gehoren Gallengangszysten und -konkremente, wobei
das Vorhandensein einer Choledochuszyste die starkste Assoziation zu einem CCC
aufweist (Clements et al. 2020). Als Choledochuszyste wird eine meist angeborene,
aber selten auch erworbene Dilatation extrahepatischer Gallengange bezeichnet. Sie
wird in funf Typen unterteilt, wobei die haufigsten (Typ | und Typ IV) auch gleichzeitig
das groflte Risiko einer malignen Entartung, zum Beispiel in Form eines CCC,
aufweisen (Hoilat und John 2022). Weiterhin spielt auch die Leberzirrhose, meist Folge
einer chronischen Lebererkrankung, eine wichtige Rolle in der Entstehung eines CCC.
Als die wichtigsten Ursachen fur die Zirrhose in westlichen Landern gelten der
Alkoholismus, die chronische Hepatitis-C-Virus-Infektion und die nichtalkoholische
Fettlebererkrankung (Naveau et al. 2005). Weitere Risikofaktoren fir das CCC sind
Diabetes mellitus, Rauchen und parasitare Infektionen der Leber (Tyson und El-Serag
2011).

Trotz vieler bekannter Risikofaktoren geht dem CCC in den meisten Fallen keine

Grunderkrankung voraus und die Patienten sind haufig asymptomatisch, weshalb die
2



Einleitung

Diagnose nur in seltenen Fallen in einem fruhen Tumorstadium gestellt wird (Cai et al.
2016; Forner et al. 2019). Meistens befindet sich der Tumor bei Diagnosestellung
bereits in einem fortgeschrittenen Stadium, wobei sowohl Lymphknotenmetastasen
(LKM) als auch eine hamatogene Metastasierung oft vorkommen. LKM treten nach
aktueller Studienlage haufiger beim eCC auf, wahrend hamatogene Metastasen eher
beim iCC zu finden sind (Liao et al. 2021). Folglich hat das CCC also eine eher
schlechte Prognose. Aktuelle Studien konnten bei Patienten mit CCC eine 5-Jahres-
Uberlebensrate zwischen 5 und 15% zeigen (Sadeghi 2022), welche beim iCC durch
eine radikale Tumorresektion auf 44% erhdht werden kann (Subrt et al. 2022). Die
meisten Patienten befinden sich zum Zeitpunkt der Diagnosestellung jedoch bereits in
einem inoperablen Stadium, wobei die Resektion die derzeit einzige Kkurative
Behandlungsmethode darstellt (Schlitter et al. 2014).

Aufgrund der bildmorphologischen und histopathologischen Unterschiede der
verschiedenen Unterformen des CCC wurde in dieser Arbeit ausschliel3lich das

intrahepatische Cholangiozellulare Karzinom untersucht.

1.2 Tumor-Stroma-Ratio

Als Tumor-Stroma-Ratio (TSR) wird die Proportion des Tumorgewebes im Verhaltnis
zum umliegenden Stromagewebe bezeichnet und wird in Prozent angegeben
(Pongsuvareeyakul et al. 2015; Sullivan et al. 2022). Ein niedriger Prozentsatz kommt
durch einen hohen Anteil an Stroma zustande und ein hoher Prozentsatz durch einen
hohen Anteil an Tumorzellen. Das Tumorstroma besteht zu einem Grofdteil aus
Karzinom-assoziierten-Fibroblasten (CAF), extrazellularer Matrix, Immunzellen und
BlutgefaRen. Uber die im Tumorstroma enthaltenen CAF wird die Angiogenese Uber
Wachstumsfaktoren vermittelt, welche eine wichtige Rolle fur Wachstum, Infiltration
und Metastasierung des Tumors spielen (Bremnes et al. 2011). Eine Meta-Analyse
zum Zusammenhang zwischen der TSR und der Prognose bei soliden Tumoren ergab,
dass eine niedrige TSR mit einem niedrigeren Gesamtuberleben (OS) und einem
kiirzeren krankheitsfreien Uberleben (DFS) korreliert (Wu et al. 2016). Aktuell wird die
TSR vor allem beim Kolorektalen Karzinom (CRC) und Adenokarzinom der Cervix uteri

als prognostischer Marker verwendet (Pongsuvareeyakul et al. 2015; Smit et al. 2021).
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1.3 Proliferative Aktivitat (Ki67)

Bei Ki67 handelt es sich um einen monoklonalen Mausantikorper, der 1983 entdeckt
wurde und sich gegen ein nukleares Antigen in sich teilenden Zellen richtet. Ruhende
Zellen, welche sich in der GO-Phase befinden, werden von diesem Antikdrper nicht
detektiert (Gerdes et al. 1983). Aus diesem Grund wird Ki67 als Marker fur proliferative
Aktivitat in Tumorgewebe genutzt und damit auch als Basis zum Grading von Tumoren.
Der Ki67-Index korreliert wiederum mit der Malignitat und somit auch der Prognose
von Tumoren (Zhang et al. 2022). Vor allem beim Mammakarzinom (Mamma-CA),
Bronchialkarzinom und Astrozytom hat sich Ki67 als verlasslicher prognostischer
Marker etabliert (Brown und Gatter 2002). Auch beim HCC konnte nachgewiesen
werden, dass ein hoher Ki67-Wert mit einer schnelleren Progression und einer
schlechteren Prognose einhergeht (Luo et al. 2015). Beim CCC korrelieren hohe Ki67-
Werte sowohl mit einem schlechterem OS als auch einem geringerem DFS, weshalb

auch beim CCC eine Aussage Uber die Prognose moglich ist (Qiang et al. 2021).

1.4 Tumorinfiltrierende Lymphozyten (CD45)

CD-45 ist eine Tyrosinphosphatase, welche auf der Zelloberflache von Leukozyten
exprimiert und als Pan-Lymphozytenmarker genutzt. Diese Enzyme sind wichtiger
Bestandteil der Aktivierung von T- und B-Zellen und eignen sich somit als Biomarker
fur Lymphozyten, die den Blutstrom verlassen und Tumorgewebe infiltriert haben,
sogenannte Tumorinfiltrierende Lymphozyten (TIL) (Gressner und Arndt 2018; Renz
und Gierten 2018). Diese TIL sind durch Fortschritte in der Therapie mit
Immuncheckpoint-Inhibitoren klinisch in den Vordergrund geruckt. Das Vorhandensein
von TIL, aber auch die Differenzierung und Lokalisation in einem Tumor kdnnen
Aufschluss Uber die Prognose und die geeignete Therapie des Tumors geben (Paijens
et al. 2021; Stanton und Disis 2016). Fur das Mamma-CA konnte beispielsweise ein
Zusammenhang zwischen einer hohen Zahl an TIL im Tumorgewebe und einem

besseren OS hergestellt werden (Stanton und Disis 2016).
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1.5 Histologische Parameter

Beim CCC handelt es sich in 95% um Adenokarzinome, weshalb sie sich histologisch
meist als glandulare epitheliale Zellformationen mit Muzinproduktion prasentieren
(Esnaola et al. 2016). Mit geringerer Differenzierung bilden sich auch strangférmige
und clusterartige bis groRerflachig solide Formationen. Die Tumorzellkomplexe sind
von bindegewebigem Stroma umgeben. In diesen Zonen zeigen sich am eindeutigsten

Zellpolymorphien wie Atypien und Mitosen.

Histopathologisch sollten das dCC und das pCC vom iCC unterschieden werden, da
sich die Pathogenese und Atiologie dieser Formen stark voneinander unterscheiden.
Das dCC und das pCC entwickeln sich aus Gallengangsepithel und peribiliaren
Drusen, wahrend vermutet wird, dass das iCC durch Konversion von normalen
Hepatozyten zu malignen Cholangiozyten entsteht. Beim iCC ist jedoch ebenfalls eine
Differenzierung aus Gallengangsepithel bekannt (Rizvi und Gores 2013). Weiterhin
kann das iCC in Tumore der grol’en Gallengange (perihilares iCC) und Tumor der
kleinen Gallengange (peripheres iCC) unterschieden werden. Das perihilare iCC setzt
sich aus Zellproliferationen des kolumnaren Epithels mit extrazellularem Muzin und
schlecht differenzierten Karzinomzellen im Randbereich des Tumors zusammen. Das
periphere iCC hingegen besteht aus eher kleineren, nah aneinander liegenden
polygonalen Zellen. Es weist zudem vergrofRerte Zellkerne und nur wenig Zytoplasma
auf (Aishima und Oda 2015). Makroskopisch stellt sich das iCC meist als
(multi)nodularer, grau-weil3er Herd, haufig mit zentraler Nekrose dar. In manchen
Fallen zeigt sich eine Zirrhose der Leber im umgebenden Gewebe (Kaczynski et al.
1996). Das iCC muss differentialdiagnostisch vor allem vom HCC abgegrenzt werden.
Dies kann immunhistochemisch gelingen, wobei vor allem Zytokeratin 7, Zytokeratin
19 und CA19-9 als gallengangspezifisch und ein Panel aus HSP70, Glypican-3 und
Glutaminsynthetase als hepatozytenspezifisch gelten (Tannapfel und Wittekind 2001;
Longerich 2020). Vor allem schlecht differenzierte HCC kdnnen ebenfalls Zytokeratin
19 ausbilden (Wu et al. 1996). Auch das Carbohydrate-Antigen 19-9 (CA19-9), das
meistens bei Verdacht auf und als Verlaufskontrolle als Serummarker beim
Pankreaskarzinom bestimmt wird, ist beim iCC in 53% der Falle erhoht. Es erreicht
sogar eine Sensitivitdat von 89%, wenn eine PSC als Koinzidenz vorliegt (Patel et al.
2000). Wahrend man beim HCC haufiger eine Metastasierung tber die Infiltration

grolier portalvendser Gefalle beobachten kann, metastasiert das iCC haufiger in
5
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Lymphknoten, das Peritoneum oder hamatogen in die Lunge und Knochen (Bekki et
al. 2021).

1.6 Diffusionsgewichtete Bildgebung (Diffusion Weighted Imaging)

Bei der Magnetresonanztomographie (MRT) werden verschiedene Modalitaten
unterschieden. Eine von ihnen ist die Diffusion Weighted Imaging (DWI). Die
biologische Grundlage fiur die DWI ist die erstmals 1827 durch den Botaniker Robert
Brown beschriebene Brown’'sche Bewegung, welche besagt, dass sich
Wassermolekile in einem Gewebe in standiger regelloser Bewegung befinden. Die
DWI misst diese Bewegung der Wassermolekule innerhalb eines Gewebes, wodurch
Aussagen Uber Zelldichte und Struktur des untersuchten Gewebes maoglich sind (Lee
et al. 2021). In biologischem Gewebe setzt sich das MRT-Bild aus Bewegungen der
Wassermolekile im extravasalen, intravasalen und intrazellularen Raum zusammen.
Aufgrund des Blutflusses innerhalb der Gefale hat intravasales Wasser eine hohere
Diffusionsstrecke als Wasser aulderhalb der Gefalle. Je hoher die Zelldichte ist und je
mehr intakte Membranen die Diffusion von Wasser erschweren, desto starker ist das
Magnetresonanz-(MR)-Signal. Umgekehrt ist das MR-Signal geschwacht, wenn das
untersuchte Gewebe eine geringe Zelldichte und/oder geschadigte Membranen
aufweist. In diesem Fall sind Wassermolekile in der Lage, ohne groRere Hindernisse
durch das Gewebe zu diffundieren. Um die Wasserdiffusion im Kdorper zu messen,
wurde eine T2-gewichtete Spin-Echo-Sequenz angepasst und mit zwei symmetrischen
diffusionssensiblen Gradienten um den 180° Refokussierungspuls gelegt, welcher die
Inhomogenitaten von statischen magnetischen Feldern beseitigt. Unbewegte Molekule
empfangen Phaseninformationen vom ersten Gradienten, welche der zweite Gradient
fast unverandert wiederaufnehmen kann. Bewegte Molekule erhalten ebenfalls diese
Informationen, jedoch wird diese nicht vollstandig an den zweiten Gradienten
weitergeleitet, was in einem Signalverlust resultiert. Hierbei zeigt sich eine
Proportionalitat zwischen der Menge des bewegten Wassers und dem gemessenen
Signalverlust (Koh und Collins 2007).

Erste Anwendung fand die DWI in den 1990er Jahren, in denen sie zunachst fir die
Diagnostik von Schlaganfallen benutzt wurde. Es konnte gezeigt werden, dass die DWI
akute Infarktareale zu einem friheren Zeitpunkt darstellen kann, als eine

konventionelle T2-Wichtung. Aulderdem konnten altere Infarkte durch eine geringe
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Normalisierung der Diffusion genauer von akuten Infarkten unterschieden werden
(Warach et al. 1992).

Areale mit gestorter Diffusion stellen sich in der DWI hyperintens dar. Auch Tumoren
kénnen mittels DWI dargestellt werden. Dies lasst auf ein Zusammenspiel erhéhter
Zellularitat und Desorganisation des Gewebes zurickfuhren, welche die Bewegung
der Wassermolekule eingeschrankt. Maligne Tumoren erscheinen durch die gestorte
Diffusion in der DWI zumeist hyperintens. Da sich Wasser in einer T2-Sequenz
ebenfalls hyperintens darstellt, wird der reine Diffusionsquotient berechnet und als
Apparent Diffusion Coefficient (ADC)-Map mit den Bildern der DWI-Sequenz
abgeglichen. Dieser Quotient wird automatisch berechnet, wobei die ADC-Map
diffusionsgestortes Gewebe hypointens darstellt (Pabst 2013). Von der ADC-Map
lassen sich die Minimalwerte (ADCmin), die Maximalwerte (ADCmax) und die
Mittelwerte (ADCmean) ablesen. So konnte bereits Anfang der 2000er Jahre gezeigt
werden, dass sich maligne und benigne Tumoren anhand ihrer ADC-Werte
unterscheiden lie3en. Benigne Tumore wiesen hier einen signifikant hoheren ADC-
Wert auf als maligne Tumore (Wang et al. 2001). Dies wurde in der Folge sowohl bei
Raumforderungen der Leber (Taouli et al. 2003), als auch bei Tumoren der Brust
nachgewiesen (Guo et al. 2002). Auch bei Erkrankungen der Gallenblase konnten in
der DWI Unterschiede zwischen gut- und bosartigen Veranderungen festgestellt
werden (Yu et al. 2020). Es gibt jedoch auch benigne Tumore, welche mit niedrigen
ADC-Werten maligne Tumore imitieren kénnen (Surov et al. 2015b). Muhi et al.
konnten bereits 2009 zeigen, dass ein Zusammenhang zwischen ADC-Werten und
dem Differenzierungsgrad des HCC existiert (Muhi et al. 2009). WeiterflUhrend konnten
Surov et al. eine Korrelation zwischen ADCmin und sowohl dem Tumorgrading als

auch der mikrovaskularen Invasion beim HCC nachweisen (Surov et al. 2021).

1.7 Bedeutung der Magnetresonanztomographie als Diagnostikum beim
CcCC

Fur das CCC ist das MRT gegenwartig das bildgebende Diagnostikum der Wahl. Der
Ultraschall, die Positronen-Emissions-Tomographie und die kontrastmittelverstarkte
Computertomographie spielen hierbei eine eher untergeordnete Rolle. Ein typisches
MRT-Protokoll beim CCC beinhaltet eine Magnetresonanz-

Cholangiopankreatikographie, konventionelle T1- und T2-Sequenzen, die DWI und
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eine dynamische Kontrastverstarkungssequenz. Massebildende CCCs, zumeist iCC,
stellen sich in der T1-Sequenz Uberwiegend hypointens dar, wahrend sie in der T2-
Wichtung iso- bis hyperintens erscheinen (Vilgrain et al. 1997). In der T2-Bildgebung
kann sich eine zentrale Hypointensitadt und eine Hyperintensitat im Randbereich
zeigen, was auch als ,target sign“ bezeichnet wird. Wahrend die zentrale
Hypointensitat vom Fibrosierungsgrad abhangig ist, spricht die Hyperintensitat im
Randbereich fur neoplastische Zellen (Manfredi et al. 2004). Das ,target sign“ stellt
sich ebenfalls in der DWI dar und findet sich haufig beim CCC und eher selten beim
HCC (Min et al. 2017; Park et al. 2013). Differentialdiagnostisch ist das iCC vor allem
vom HCC abzugrenzen. Wahrend ein ,target sign“ am ehesten flir ein iCC spricht, ist
eine frUharterielle Signalerhdhung mit ,washout® in der portalvenésen Phase typisch
fur ein HCC. Andererseits deuten eine Leberkapselretraktion sowie eine Erweiterung
der Gallengange auf ein iCC hin. Die DWI wird aktuell in der Diagnostik des iCC zur
Detektion eines Tumors innerhalb von erweiterten oder verlegten Gallengangen
verwendet (Jhaveri und Hosseini-Nik 2015). Dies ist vor allem dann von Bedeutung,
wenn der Einsatz von intravendsem Kontrastmittel nicht moglich ist. Yang et. al. konnte
zudem fur das eCC den ADC als potentiellen Marker zur Vorhersage der Malignitat
des Tumors herausstellen (Yang et al. 2022). WeiterfGhrend wurde anhand von
massebildenden iCC gezeigt, dass der ADC mit der Stromadichte korreliert und
zusatzlich als pradiktiver Faktor fur die Prognose des Tumors verwendet werden kann
(Yamada et al. 2020). Eine andere Studie konnte Uberdies bei iCC-Patienten eine
signifikante Wechselbeziehung zwischen dem ADC und dem OS feststellen, welches
die DWI zusatzlich als prognosebestimmendes Kriterium bei dieser Tumorerkrankung

auszeichnet (Pandey et al. 2018).



Einleitung

1.8 Zielsetzung

Das CCC ist nach dem HCC der zweithaufigste maligne lebereigene Tumor, wobei die
Unterform des iCC mit steigender Inzidenz- und Mortalitdtsrate immer mehr an
Bedeutung gewinnt. Aktuell stellen histopathologische Parameter den Goldstandard
hinsichtlich prognostischer Aussagen fur das CCC dar. Flr verschiedene andere
maligne Tumore spielt die DWI jedoch eine immer grofRere Rolle bei der Diagnostik
und Prognose. Ziel dieser Arbeit ist es nachzuweisen, ob der ADC als pradiktiver
Parameter bei der Diagnostik des iCC angewandt werden kann. Dafur wird der
Zusammenhang des ADC mit bereits implementierten histopathologischen

Parametern untersucht.
Somit ergeben sich folgende Fragestellungen:

- Gibt es einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem ADC und der
Zellzahl?

- Korreliert die Tumor-Stroma-Ratio mit dem ADC?

- Korreliert die proliferative Aktivitat/der Ki67-Index mit dem ADC?

- Stehen der ADC und Tumorinfiltrierende Lymphozyten in Korrelation

zueinander?



Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Falle

Die Ethik-Kommission der Otto-von-Guericke Universitat an der Medizinischen
Fakultat und am Universitatsklinikum Magdeburg verfasste am 20.04.2020 eine

positive Stellungnahme zu dieser Arbeit (Aktenzeichen 43/20).

Fur diese Arbeit wurde die radiologische Datenbank der Klinik flr Radiologie und
Nuklearmedizin des Universitatsklinikums Magdeburg retrospektiv nach
Leberbiopsien durchsucht. Fur den Zeitraum von 2012 bis 2021 konnten insgesamt
1256 Leberbiopsien gesichtet werden. In der Folge wurden sowohl die Bild- als auch
die histopathologischen Befunde analysiert.

Folgende Einschlusskriterien wurden fur diese Arbeit formuliert:
o Dokumentierte Position der Biopsienadel in Computertomographie (CT)-/MR-
Bildern
o Verfligbare MRT mit ADC-Bildern zum Zeitpunkt vor der Biopsie
e Grolde der Lasion > 5mm

o Verfligbare pathologische Probe mit ausreichend Material

o Falle mit histologisch gesichertem iCC

Folgende Ausschlusskriterien wurden flr diese Arbeit formuliert:

+ Falle, welche die Einschlusskriterien nicht erflllen

« Signifikante Artefakte der ADC-Bilder

Von den initial gesichteten 1256 Leberbiopsie konnten insgesamt 1227 Falle
ausgeschlossen werden, wie in Abbildung 1 dargestellt. Aufgrund der oben
formulierten Einschlusskriterien wurden folgende Falle ausgeschlossen. 302 Falle
konnten ausgeschlossen werden, da es sich um gutartige Leberlasionen handelte.
Weiterhin wurde bei 396 Lasionen kein Leber-MRT vor der Biopsie durchgefihrt,
weswegen diese nicht flr diese Arbeit zu verwerten waren. AnschlieRend hatten 83
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der durchgefuhrten MRT keine DWI-/ADC-Sequenz vor der Biopsie, wodurch auch hier
die Einschlusskriterien nicht erfullt wurden. Des Weiteren konnte bei 187 Lasionen
keine Dokumentation der Biopsienadel in der Bildgebung gefunden werden. 19 der
untersuchten Falle wiesen Artefakte in der ADC-Map auf, wodurch diese nicht zur
Messung geeignet waren. Auch das Fehlen von histopathologischen Proben fuhrte
zum Ausschluss von 65 der primar gefundenen Lasionen. Da es sich bei 53
Leberbiopsien und seltene maligne Entitaten handelte, wurden auch diese
ausgeschlossen. Aullerdem konnten 2 Lasionen aufgrund des zu kleinen
Durchmessers von <5mm nicht in diese Arbeit aufgenommen werden. Die nach
diesem Ausschlussprozess verbliebenen 149 Lasionen wurden in der Ubersichtsarbeit
von Surov et al. untersucht (Surov et al. 2023), von denen in dieser Arbeit lediglich die
Lasionen, welche als iCC diagnostiziert wurden (siehe Abbildung 2: rot markiert),
dargestellt werden. Demnach erfullten fur diese Arbeit 29 Lasionen die

Einschlusskriterien.

primare Suche fiir Leberbiopsien in der Datenbank, n=1256

gutartige Leberldsionen, n=302 ]

keine DWI-/ADC-Sequenz vor Biopsie, n=83 ]

{
f kein Leber-MRT vor Biopsie, n=396 |
[
\

keine Dokumentation der Position der
Biopsienadel auf Bildgebung der Punktion,
n=187

Artefakte in ADC-Map, n=19

seltene bdsartige Tumoren, n=53

{ |
[ Fehlen von histopathologischen Proben, ‘
l n=65

[ |
|

[ |
[

kleine Lasionen (<5 mm), n=2

[ 149 Patient:innen/Lésionen wurden in der Ubersichtarbeit eingeschlossen ]

! ' Il I
HCC CRC Lebermetastasen BC Lebermetastasen PC Lebermetastasen
n=53 n=24 n=28 n=15

Abbildung 2: Flussdiagramm zur Datenerhebung
2.2 Radiologische Untersuchungen
2.2.1 Bildgebung

Alle Patienten erhielten eine MRT der Leber an einem 1,5 T Gerat (Achieva, Philips
Healthcare, Best, Niederlande). Das MRT-Protokoll beinhaltete axiale T2-gewichtete

single-shot und Turbo-Spin-Echo-Sequenzen sowohl mit als auch ohne
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Fettsupprimierung (TR/TE 1600:100). Die dynamischen Kontrast-verstarkten Scans
wurden nach Gabe von GD-EOB-DTPA durchgefthrt (0.1 mmol/kg body weight,
Primovist®, Bayer HealthCare, Leverkusen, Deutschland). Dazu gehoérten T1
gewichtete Gradientenecho-Sequenzen in der arteriellen, portal-vendsen und vendsen
Phase mit zusatzlich einer hepatobiliaren Bildgebung, die 20 Minuten nach
Kontrastmittelgabe (TR/TE: 4:2) erfolgte. Mit einer multi-slice single-shot echo-
planaren Bildsequenz (TR/TE: 1959/59 ms; FOV: 360 x 360 mm; Akquisitionsmatrix
144 x 142) und b Werten von 0 und 600 s/mm? wurde die DWI angefertigt. Durch eine
eingebaute Software konnten die ADC-maps automatisch anhand der DWI-Daten

entwickelt werden.

2.2.2 Analyse der Bildgebung

In dieser Arbeit wurden ausschliel3lich vor der Probenentnahme mittels Nadelbiopsie
durchgefuhrte MRT-Untersuchungen eingeschlossen. Die Erfassung der Daten
erfolgte auf einer Picture Archiving and Communication System (PACS) Workstation
(Infinitt, Version 3.0, Infinitt Healthcare, Seoul, Korea) statt. Zu Beginn wurde die
Ziellasion bestimmt, indem die exakte Lokalisation der Biopsienadel in der jeweiligen
CT- oder MRT-Bildgebung gefunden wurde (siehe Abbildung 3 und 4).

SL:6.00(|sp3.00
SP:177.00
PP:HFS

Mat 140 x 142

FoVi345:x 345

RC SENSE-XL-Torso
AC 1.000000

Zoom : 339.77%
WL : 195
WW : 340
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Abbildung 3: Eine kontrastmittelverstéarkte Aufnahme eines iCC in T1-Sequenz mit einem
Kontrastmittel-Auswaschen in der spéten venésen Phase

-
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—— - Zoom : 233.59%
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Abbildung 4: Bild einer CT-gestlitzten Leberpunktion desselben iCC mit Lage der Biopsienadel

Anschlieliend wurde eine stanzenférmige region of interest (ROI) in der ADC-Map
markiert, welche den genauen Ort der Biopsie in der Ziellasion abbildete (siehe
Abbildung 5).
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Abbildung 5: ADC-Map mit eingezeichneter zylinderférmigen ROl desselben iCC

Die ADC-maps und die T1-gewichteten 3D-gradienten-Echo-Sequenzen wurden erst
nach Kontrastmittelgabe hinzugefligt, um bessere Assoziationen und eine bessere
Verbildlichung zu erzielen. Die Auswertung der MRT-Untersuchungen fand
unabhangig voneinander durch zwei erfahrene Radiologen (S.G. mit 2 Jahren
Erfahrung in hepatobiliaren MRT und A.S. mit 16 Jahren Erfahrung in hepatobiliaren
MRT) und ohne Kenntnis der histopathologischen Befunde statt. Werte zu ADCmean

wurden in jeder der Lasionen gemessen.

2.3 Histopathologische Untersuchungen
2.3.1 Fixierung, Einbettung und histochemische Farbung

Die Biopsien wurden durchgefuhrt, bevor eine medizinische Behandlungsmalinahme
stattgefunden hat. Das hieraus gewonnene Material wurde in einer 4%-igen
Formalinldsung an das Institut fir Pathologie der Universitatsklinik Magdeburg
versendet und retrospektiv analysiert. Dort fand in der Folge die automatische
Entwasserung mit Athylalkohol und Xylol in aufsteigender Konzentration mit

anschlieRender Einbettung in Paraffin statt.
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Fir die histochemischen und immunhistochemischen Untersuchungen dieser Arbeit
wurden von den in Paraffin eingebetteten Gewebeproben 2um dicke Stufenschnitte
hergestellt (Mikrotom RM 2155, Leica Instruments GmbH, Nussloch, Deutschland). Im
Anschluss wurden einer der Schnitte nach dem Trocknen mittels einer standardisierten

Hamatoxylin-Eosin-(HE)- Farbung histochemisch gefarbt.

2.3.2 Immunhistochemische Farbung

Auch die immunhistochemische Markierung der Expression von Ki67 und CD45
wurde an 2um dicken Paraffinschnitten durchgefihrt. Diese wurden bei 60°C Uber
Nacht dehydriert, in Xylol entparaffiniert, anschlieRend in einer absteigenden
Alkoholreihe rehydriert (3x 100%, 2x 96% und 1x 75% Ethanol) und zuletzt mit
zweifach destilliertem Wasser getrankt. Die Desmaskierung der Antigene mittels
CC1mild und die Antikoérperinkubation erfolgten durch das vollautomatisierte
Farbesystem VENTANA BenchMark ULTRA (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Germany), das VENTANA iVIEW DAB Detection Kit (Roche Diagnostics GmbH) und
die indirekte Biotin-Streptavidin-Methode. Die Inkubation mit spezifischen
Primarantikérpern gegen CD45/leucocyte common antigen (polyclonal mouse
antibody, clone 2B11 + PD7/26; DAKO/Agilent #M0701; Verdinnung 1:500) bzw.
gegen Ki67 (polyclonal mouse antibody, clone Mib1; DAKO/Agilent #M7240;
Verdinnung 1:100) wurde fur 32 Minuten bei 36°C vollzogen. AnschlieRend wurde

die Kerngegenfarbung mittels Hamatoxylin nach Mayer angefertigt.

2.3.3 Histopathologische Parameter

Die Analyse der Histopathologie wurde gemeinsam mit einer erfahrenen
Pathologin (D.J. mit 20 Jahren Erfahrung in hepatobiliarer Diagnostik) mit Hilfe
eines Nikon ECLIPSE Ni-E Mikroskops geleistet und fand verblindet gegentber
den Patientendaten statt. Die Aufnahmen der Tumoren wurden mit einer Nikon DS-
Ri2 Kamera erzeugt und als unkomprimiertes Tagged Image File Format (TIFF)
gespeichert. Jeder histopathologischen Parameter wurde in jeweils funf High-
Power-Fields (HPF) (400-fache VergroRerung; 0,23mm?) untersucht und daraufhin
der Mittelwert jedes Parameters bestimmt. Fur jede Lasion wurde die Zelldichte am
HE-gefarbten Schnitt ermittelt. Hierfir wurde die durchschnittliche Zellzahl pro funf
HPF ermittelt. Die gleiche Methode wurde zur Bestimmung der Dichte der CD45+-
TIL angewandt. Hierfur wurden die CD45-gefarbten immunhistochemischen
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Schnitte eingesetzt. Das TSR wurde anhand HE-gefarbter Schnitte untersucht und
in Prozenten angegeben. Der Ki67-Labeling-Index, also die proliferative Aktivitat
der Tumore, wurde uUber den prozentualen Anteil der Ki67-positiven Tumorzellen

im Verhaltnis zu allen Tumorzellen ermittelt.

2.4 Statistische Analyse

Alle Daten wurden mit dem SPSS-Statistik-Softwarepaket (IBM SPSS Statistics
for Windows, version 25, Armonk, NY, USA: IBM corporation) statistisch

ausgewertet.

Die zusammengestellten Ergebnisse wurden mithilfe deskriptiver Statistik
ausgewertet, einschlieRlich absoluter und relativer Haufigkeiten. Zur
Gegenuberstellung der ADC-Werte und der histopathologischen Parameter
wurde der Mann-Whitney-U-Test angewendet. Alle Ergebnisse mit einem P-
Wert <0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet. Der statistische
Zusammenhang zwischen ADCmean und den histopathologischen
Besonderheiten konnte mittels Pearson Korrelationskoeffizienten hergestellt
werden. Um die Interrater-Reliabilitdt zu erfassen wurde der Intraklassen-

Korrelationskoeffizient (ICC) benutzt.



Ergebnisse
3 Ergebnisse

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse sind Teil der Ubersichtsarbeit von Surov
et al. (Surov et al. 2023) und werden hier in Bezug auf das iCC in ausfuhrlicherer Form
aufgefuhrt und diskutiert.

In den Anlagen finden sich Bildbeispiele fur verschiedene Auspragungen der in dieser

Arbeit untersuchten histopathologischen Parameter (siehe Abbildungen 14-19).

3.1 Patientenkollektiv

Insgesamt konnte anhand der oben genannten Kriterien 29 Patienten mit einem iCC
eingeschlossen werden. An diesen Fallen erfolgten somit die weiteren
Untersuchungen. Von den 29 Patienten waren 11 weiblichen Geschlechts (38%) und
18 mannlichen Geschlechts (62%) (siehe Abbildung 6). Im Patientenkollektiv befanden
sich Patienten in einem Alter von 40 bis 86 Jahre (Altersspannweite von 46 Jahren)
mit einem durchschnittlichen Alter von 65,5 Jahre und einem Median von 68 Jahren.
Die Altersangaben beziehen sich auf den Zeitpunkt der Erstdiagnose des iCC (siehe
Abbildung 6).
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Abbildung 6: Zusammensetzung des Patientenkollektivs hinsichtlich Geschlechter- und
Altersverteilung

3.2 ADC-Werte

FUr die untersuchten Falle ergaben sich nach Anwendung der oben genannten
Methodik folgende Werte. Fir ADCmean wurde ein Mittelwert von 1031,1269 +
378,02344 x10~3 mm?/s mit einer Spannbreite von 520,87-2000 x10~3 mm?/s und

einem Median von 964,11 x10~3 mm?/s errechnet (siehe Abbildung 7).
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Abbildung 7: Darstellung der ADCmean-Werte
Mittelwert: 1031,13 x10~3mm?s; Spannbreite: 520,87-2000 x10~3mm?%s; Median: 964,11 x10~3mm?%¥s)

3.3 Uberblick

Folgende Tabellen zeigen eine Zusammenfassung der wesentlichen

Untersuchungsergebnisse:

In Tabelle 1 werden die Mittelwerte der histopathologischen Parameter zum iCC

aufgelistet.
Zellzahl, n TSR, % Ki67, % CD45, n
158.7 £ 50.1 53,5+ 20.8 26.6+18.6 4.04 £10.25

Tabelle 1: Mittelwerte der histopathologischen Parameter

In Tabelle 2 wird die Korrelation von ADCmean mit den histopathologischen
Parametern gezeigt.

Zellzahl, n TSR, % Ki67, % CD45, n
ADCmean | -0.541 (0.002) | -0,601 (<0.001) | -0.183 (0.342) | -0.171 (0.374)

Tabelle 2: Korrelation von ADCmean und den histopathologischen Parametern

Die gemessenen ADC-Werte zeigten eine gute Interrater-Reliabilitat mit einem ICC-
Wert von 0,959 p<0,001.
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3.4 Verhaltnis zwischen den ADC-Werten und der Zellzahl

Die ermittelten Zellzahlen wiesen eine Spannbreite von 83 bis 275 Zellen pro High
Power Field auf. Das arithmetische Mittel betrug 158,71 £ 50,12 Zellen/HPF und der
Median 152 Zellen/HPF (siehe Abbildung 8).
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Abbildung 8: Boxplot der Zellzahl pro HPF. Mittelwert: 158,717, Median: 152; Spannbreite: 83-275

Es konnte eine signifikant negative Korrelation zwischen ADCmean und der Zellzahl
festgestellt werden (r=-0,541; p=0,002) (siehe Abbildung 9).
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Abbildung 9: Korrelation zwischen ADCmean und der Zellzahl.
Streudiagramm mit ADCmean (x-Achse) und Zellzahl (y-Achse)

3.5 Verhaltnis zwischen den ADC-Werten und der Tumor-Stroma-Ratio

In Bezug auf die TSR wurden Werte mit einer Spannbreite von 12% bis 94,8%
bestimmt. Fir die 29 Falle wurden ein arithmetisches Mittel von 53,5% + 20,778% und
ein Median von 54% festgestellt (siehe Abbildung 10).
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Abbildung 10: Boxplot zur Veranschaulichung der TSR. Mittelwert: 53,5%+20,778%; Median: 54%:;
Spannbreite: 12%-94,8%.

Zwischen ADCmean und der TSR konnte eine signifikant negative Korrelation
gefunden werden (r=-0,601; p=<0,001) (siehe Abbildung 11).
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Abbildung 11: Korrelation zwischen ADCmean und der TSR.
Streudiagramm mit ADCmean (x-Achse) und TSR (y-Achse).
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3.6 Verhaltnis zwischen den ADC-Werten und der proliferativen Aktivitat
(Ki67)

Der immunhistochemisch ermittelte Ki67-Index, der die proliferative Aktivitat anzeigt,
wies einen Mittelwert von 26,59% + 18,616%, eine Spannbreite von 1%-70% und einen
Median von 25% auf (siehe Abbildung 12).
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Abbildung 12: Boxplot zur Veranschaulichung der proliferativen Aktivitat (Ki67-Index)
Zwischen dem Marker der proliferativen Aktivitat (Ki67-Index) und den ADC-Werten

konnte keine signifikante Wechselbeziehung herausgestellt werden. Anhand des
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Mann-Whitney-U-Tests ergaben sich folgende Ergebnisse. Fur die proliferative
Aktivitat (Ki67-Index) und ADCmean: r=-0,183; p=0,342.

3.7 Verhaltnis zwischen den ADC-Werten und Tumorinfiltrierenden
Lymphoyzten (CD45)

Die immunhistochemisch mit dem Pan-Lymphozytenmarker CD45 bestimmten Werte
der TIL wiesen einen Mittelwert von 4,041 £ 10,246 TIL/HPF, eine Spannbreite von 0
bis 49,6 TIL/HPF und einen Median von 0,4 TIL/HPF auf (siehe Abbildung 13).
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Abbildung 13: Boxplot zur Veranschaulichung der Tumorinfiltrierenden Lymphozyten (CD45)

Zwischen den TIL und den ADC-Werten fand sich keine signifikante Korrelation. Die
statistische Analyse ergab folgende Werte. FUr den Zusammenhang zwischen den TIL
und ADCmean: r=-0,171; p=0,374.
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4 Diskussion

4.1 Verhaltnis zwischen den ADC-Werten und der Zellzahl

Eine hohe Zellzahl kann wie bereits oben dargestellt mit einer verminderten Diffusion,
also mit niedrigen ADC-Werten einhergehen (Koh und Collins 2007). Dies zeigten
auch Studien zu verschiedenen Tumorentitaten. So konnte eine negative Korrelation
zwischen Zellzahl und ADC-Werten bei Lymphomen des zentralen Nervensystems
(ZNS) (Schob et al. 2016), Meningeomen (Surov et al. 2015a) und Lungenkarzinomen
(Matoba et al. 2007) festgestellt werden. AulRerdem wurde dieser Zusammenhang
ebenfalls fur das iCC beschrieben (Yamada et al. 2020). Auch in der vorliegenden
Arbeit konnte ein negativer Zusammenhang dieser beiden Parameter gefunden
werden. Im Hinblick auf die Verwendung des ADC als prognostischen Faktor lasst sich
der Zusammenhang zwischen der ADC und nicht-chirurgischen Therapien anflihren.
Die lokale Chemotherapie, die transarterielle Chemoembolisation und auch die
systemische Chemotherapie induzieren in Tumoren den Untergang maligner Zellen,
was zu einem Anstieg des Diffusionsvermdgens fuhrt. Dieser Anstieg stellte sich durch
steigende ADC-Werte dar und konnte bereits flr das iCC (Halappa et al. 2012;
Yamada et al. 2020) nachgewiesen werden. Dadurch erhartet sich die Annahme, dass
der ADC-Wert als Monitoring fur den Erfolg einer Chemotherapie genutzt werden kann
und sollte fir die Kontrolle des Therapieansprechens nicht-chirurgischer Therapien

beim iCC starker berlicksichtigt werden.

4.2 Verhaltnis zwischen den ADC-Werten und der Tumor-Stroma-Ratio

Die TSR korreliert positiv mit dem OS und dem DFS bei Patienten mit einem iCC und
lasst sich somit als prognostischer Parameter sehen (Jing et al. 2018). Das
Tumorstroma versorgt den Tumor mit Nahrstoffen und schittet Wachstumsfaktoren
aus, welche zum ungehemmten Wachstum des Tumors fuhren. AuRerdem stellt es
eine Barriere fur Chemotherapeutika dar, welche die Zellen im Inneren des Tumors
angreifen. Folglich Iasst sich sagen, dass ein Tumor mit weniger Stroma-Anteil, also
einer hdheren TSR, besser auf eine Chemotherapie anspricht (Werb und Lu 2015).
Somit sind Komponenten des Stromas einer der Hauptangriffsziele der heutigen nicht-
chirurgischen Therapien von malignen Tumoren. So kann zum einen das Wachstum

des Tumors bzw. die Bildung seiner Blutgefalle durch eine Anti-VEGF (Vascular
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Endothelial Growth Factor) -Therapie gehemmt werden. AufRerdem konnen die
Tumorzellen durch die Gabe von Vitamin-D sensibler gegenuber einer Chemotherapie
gemacht werden, indem es die Entzundungsreaktion und die Fibrose im Tumor
reduziert (Hacker 2016). Hier Iasst sich auch die Verbindung zum ADC ziehen, welcher
in der vorliegenden Arbeit negativ mit der TSR korreliert. Je hoher also die TSR, das
hei’t der Anteil an Tumorzellen im Tumor, desto niedriger der ADC. Eine Studie von
Yamada et al. zeigte fur das iCC jedoch eine proportionale Wechselbeziehung
zwischen dem ADC und der TSR (Yamada et al. 2020). Eine Erklarung fur diese
unterschiedlichen Ergebnisse konnten Unterschiede im Tumorgrading der beiden
Patientenkollektive sein, welches jedoch sowohl in dieser Arbeit als auch in der Studie

von Yamada et al. nicht bestimmt wurde.

Die Ergebnisse dieser Arbeit geben jedoch Grund zu der Annahme, dass das MRT mit
der ADC-Sequenz als nicht-invasives Diagnostikum beim iCC in Zukunft als
Wegweiser flr das Ansprechen der Chemotherapie genutzt werden koénnte.
Weiterfuhrend kdnnte dies bedeuten, dass niedrige ADC-Werte mit einem hoheren OS
und einer hoheren Wahrscheinlichkeit fur ein DFS zusammenhangen. Dieser
Sachverhalt sollte im Rahmen weiterer Studien mit einem madglichst groflien

Patientenkollektiv und prospektivem Studiendesign genauer untersucht werden.

4.3 Verhaltnis zwischen den ADC-Werten und der proliferativen Aktivitat
(Ki67)
Der Ki67-Index wird in der Pathohistologie als Marker flr die proliferative Aktivitat und
damit auch als prognosebestimmender Marker verwendet. In dieser Arbeit lie} sich
keine Korrelation zwischen dem Ki-67-Index und dem ADC feststellen. Eine aktuelle
Studie konnte jedoch zeigen, dass eine inverse Korrelation zwischen dem Ki-67-Index
und ADC-Werten fiir das iCC besteht (Hokkoku et al. 2024). Sie zeigten, dass geringe
Werte von ADCmin und ADCmean mit einer hoheren Expression von Ki-67

einhergehen.

In der oben genannten Studie wurden die Patienten in zwei Gruppen eingeteilt, eine
mit weniger als 10% immunopositiven Zellen fir Ki67 (Ki67-low) und eine mit mehr als
10% immunopositiven Zellen fur Ki67 (Ki67-high). AnschlieBend wurden die ADC-
Werte der Patienten innerhalb der Gruppen gemittelt und mit denen der jeweils

anderen Gruppe verglichen. Dabei ergaben ADCmin und ADCmean signifikant
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geringere Werte in der Gruppe Ki67-high (p=0.0164 und p=0.0022). In der
vorliegenden Arbeit wurden die Patienten nicht in Gruppen mit verschiedener
Auspragung von Ki67 eingeteilt, sondern es wurden der Ki67-Index und die ADC-
Werte fur jeden Patienten einzeln direkt miteinander korreliert. Au3erdem Iasst sich
sowohl eine Diskrepanz in der KohortengrofRe (39 vs. 29), als auch ein Unterschied im
durchschnittlichen Alter (72 vs. 65) zwischen dieser Arbeit und der oben erwahnten
Studie nachweisen. Ein weiterer Unterschied zwischen der oben genannten Studie
und dieser Arbeit besteht darin, dass Hokkoku et. al. die komplette Ziellasion als ROI
ausgewiesen und die ADC-Werte aus dieser bestimmt wurden, wahrend in dieser
Arbeit mithilfe von CT- oder MRT-Bildgebung die exakte Nadelposition der
Biopsienadel gesichtet und nur das punktierte Areal als ROl gemessen wurde. Diese
Unterschiede sind vermutlich der Grund fur die differenten Ergebnisse. Moglicherweise
ist fur eine aussagekraftige, signifikante direkte Korrelation der ADC-Werte mit dem
Ki-67-Index ein grélReres Patientenkollektiv nétig, wahrend Unterschiede in der DWI
zwischen einem Ki67-Index von weniger als 10% und mehr als 10% bereits in einem
kleinen Patientenkollektiv abgebildet werden konnen. Dennoch erscheint das
Vorgehen in der vorliegenden Arbeit mit der Bestimmung der ADC-Werte im Bereich
des punktierten Areals praziser als die Wahl der kompletten Ziellasion als ROIl. Fr
genauere Aussagen hinsichtlich dieses Sachverhaltes sollte in weiterfihrenden
Studien demnach sowohl eine direkte Korrelation als auch eine Aufteilung der Ki67-
Werte mit einem klinisch relevanten Cut-Off-Wert in einem gro3eren Patientenkollektiv
untersucht werden. Hierbei erscheint es sinnvoll, das von uns genutzte, prazisere

Vorgehen mit Bestimmung der ADC-Werte im Punktionsareal anzuwenden.

4.4 Verhaltnis zwischen den ADC-Werten und den Tumorinfiltrierenden
Lymphozyten (CD45)

Als TIL werden Lymphozyten bezeichnet, die den Blutstrom verlassen haben und in
einen Tumor eingewandert sind. CD-45 als ,leukocyte common antigen® wird auf allen
Leukozyten exprimiert und wurde in dieser Arbeit somit als Marker fur TIL verwendet.
TIL haben, wie zuvor bereits erwahnt, den Stellenwert eines prognostischen Markers
in der heutigen Medizin. Dabei konnte, gezeigt werden, dass beim Mamma-CA ein
Anstieg der TIL mit einem besseren OS korreliert (Stanton und Disis 2016). Fir das
CCC fand man heraus, dass Patienten mit einer hdheren Anzahl an CD8+- oder CD4+-

TIL innerhalb des Tumors ein besseres OS und Patienten mit einer hoheren Anzahl
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an Treg-TIL innerhalb des Tumors ein schlechteres OS aufwiesen (Asahi et al. 2020;
Liu et al. 2022). Ein Zusammenhang zwischen dem ADC und den TIL konnte bereits
fur das Plattenepithelkarzinom des Kopfes und Halses nachgewiesen werden, wobei
die Entropie des ADC, welche die Heterogenitat eines Tumors widerspiegelt (Suo et
al. 2016), mit den TIL positiv korrelierte (Meyer et al. 2022).

In dieser Arbeit konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen TIL und dem ADC
hergestellt werden. Miyazaki et al. wiesen jedoch sowohl eine positive Korrelation
zwischen TIL und dem OS, als auch zwischen TIL und ADC beim iCC nach. Hierbei
wurde als primarer Antikorper ein anti-CD8+-Antikdrper verwendet, um CD8+-TIL zu
detektieren. Zur Bestimmung der ADC-Werte wurden ADC-Maps ausgewertet, welche
automatisch durch die Software SYNAPSE VINCENT generiert wurden. Hierbei wurde
die gesamte Lasion als ROI zur Berechnung der Werte verwendet (Miyazaki et al.
2021).

In der vorliegenden Arbeit hingegen wurde fur die Bestimmung der TIL nicht ein Marker
fir eine Untergruppe der TIL (CD8+-TIL), sondern ein Marker flr alle TIL, namlich
CD45, ausgewahlt. Ein anderer Unterschied besteht darin, dass in dieser Arbeit fur
die Messung der ADC-Werte der exakte Ort der Tumorbiopsie als ROI verwendet
wurde und Miyazaki et al. die gesamte Lasion als ROl verwendeten. Ein
Erklarungsansatz fur die unterschiedlichen Ergebnisse der beiden Studien konnte wie
folgt lauten: Sowohl eine hohe Anzahl an CD8+-TIL als auch eine hohe Anzahl an
CD4+-TIL korrelieren mit einem hoheren OS. Eine hohe Anzahl an Treg-TIL hingegen
geht mit einem geringeren OS einher. Da in dieser Arbeit CD45 als Marker fur alle TIL
genutzt wurde, keine weitere Subtypisierung der Lymphozyten erfolgte und somit die
zuvor genannten Unterschiede in der prognostischen Aussagekraft nicht bericksichtigt
wurden, konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen TIL und ADC-Werten
hergestellt werden. Diese Arbeit ist laut aktuellem Kenntnisstand die Einzige, die den
Zusammenhang zwischen CD45+-TIL und dem ADC beim iCC untersucht hat. Es
bedarf  weiterer  Studien mit groRerer Patientenzahl  sowie  einer
Lymphozytensubtypisierung, um diesen Sachverhalt ndher zu beleuchten.
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4.5 Zusammenhang zwischen den ADC-Werten und verschiedenen
histopathologischen Parametern bei anderen Tumorentitaten

Nicht nur fir das iCC, sondern auch fur eine Vielzahl anderer Tumorentitaten existieren
bereits Publikationen, welche den Zusammenhang zwischen der DWI und

verschiedenen histopathologischen Parametern untersucht haben.

Hinsichtlich der Zellzahl konnten, wie auch in dieser Arbeit, zum Beispiel Surov et al.
fir Meningeome zeigen, dass zwischen den ADC-Werten und der Zellzahl eine
negative Korrelation besteht (r=-0.44 ; p=0.002) (Surov et al. 2015a). Auch fur
Lungenkarzinome konnte ein negativer Korrelationskoeffizient fir den Zusammenhang
zwischen der Zellzahl und den ADC-Werten gefunden werden (r=-0.75 ; p<0.02)
(Matoba et al. 2007). Ebenso wurde in ZNS-Lymphomen eine negative
Wechselbeziehung zwischen der Zellzahl und dem ADC nachgewiesen (r=-0.5 ;
p=0.021) (Schob et al. 2016). Weiterhin konnte flr das Plattenepithelkarzinom des
Kopfes und Halses eine inverse Korrelation zwischen ADCmin und ADCmean und der
Zellzahl bestimmt werden (Surov et al. 2018). Zudem wurde auch fur Larynx- und
Hypopharynxkarzinome die gleiche Wechselbeziehung zwischen dem ADC und der
Zellzahl beobachtet (r=-0.57 ; p=0.02) (Driessen et al. 2014). Fur Tumoren aus
mesenchymalem Gewebe, wie fur Weichteilsarkome, konnte ebenfalls eine negative
Korrelation zwischen Werten der DWI und der Zellzahl eruiert werden (Schnapauff et
al. 2009). Auch fur primare Lebertumore, zu denen ebenso das iCC zahlt, gibt es
Studien, aus denen vergleichbare Ergebnisse hervorgehen. So konnte eine negative
Korrelation zwischen ADC und der Zellzahl fur das HCC gefunden werden (Ludwig et
al. 2015). In einer Ubersichtsarbeit von Surov et al. konnte iberdies gezeigt werden,
dass eine gleichartige Wechselbeziehung zusatzlich zum HCC auch fur
Lebermetastasen des CRC gilt (Surov et al. 2023). Zusammenfassend lasst sich also
sagen, dass fur eine Vielzahl an Tumoren unterschiedlichster Lokalisation, unter
anderem auch lebereigene Tumore, eine negative Korrelation zwischen den ADC-

Werten und der Zellzahl nachgewiesen werden konnte.

In Bezug auf die Wechselbeziehung der TSR zum ADC liegen fur verschiedene
Tumorentitaten unterschiedliche Ergebnisse vor. Fur das Rektumkarzinom
beispielsweise, konnten auf der einen Seite Zunder et al. keinen signifikanten
Zusammenhang zwischen der TSR und dem ADC feststellen (Zunder et al. 2020). Auf
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der anderen Seite konnte durch Hu et al. eine signifikant proportionale Korrelation
zwischen den beiden Parametern flr das Rektumkarzinom gesichert werden (r=0.327;
p=0.007) (Hu et al. 2022). Weiterfihrend wurden ebenfalls flir das
Plattenepithelkarzinom des Kopfes und Halses (Meyer et al. 2022) und fur das Larynx-
, Hypopharynxkarzinom (Driessen et al. 2014) eine positive Wechselbeziehung
zwischen dem ADC und der TSR nachgewiesen. Ein anderes Beispiel ware das
Mammakarzinom, fir welches sowohl Studien ohne signifikante Korrelation der oben
genannten Parameter (Yamaguchi et al. 2019), als auch mit inverser signifikanter
Korrelation (Ko et al. 2014) existieren. Aullerdem konnte eine signifikante
Proportionalitdt zwischen der TSR und dem ADC fir das Osophaguskarzinom

herausgearbeitet werden (Aoyagi et al. 2012).

Zwar konnte in dieser Arbeit kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Ki67-
Index und ADC firr das iCC herausgefunden werden, jedoch besteht eine Korrelation
der beiden Parameter fur andere Tumorentitaten. So konnten Mori et al. eine negative
Korrelation zwischen ADCmin und ADCmean und dem Ki67 beim Mamma-CA
herausfinden (Mori et al. 2015). In einer weiteren Studie konnte der ADC Ki67-positive
Mamma-CA und Ki67-negative Mamma-CA voneinander unterscheiden (Shen et al.
2018). Auch bei ZNS-Lymphomen konnte in einer bereits oben erwahnten Studie eine
derartige negative Korrelation nachgewiesen werden. ADCmin (r=-0,454 ; p=0,038),
ADCmean (r=-0.546 ; p=0.010) und ADCmax (r=-0.515 ; p=0.017) Kkorrelierten
signifikant mit dem Ki67-Index (Schob et al. 2016). Weiterhin konnte fir
neuroendokrine Pankreastumoren gezeigt werden, dass der ADC durch eine inverse
Korrelation Tumoren mit einem hohem Ki67-Index von Tumoren mit geringem Ki67-
Index zu trennen vermag (Hu et al. 2018). Aulderdem liel3 sich dieser Zusammenhang
fir extrahepatische Cholangiozellulare Karzinom, ebenfalls nachweisen (r=-0,607 ;
p=<0,05) (Cui et al. 2019). In der Ubersichtsarbeit von Surov et al., zu der diese Arbeit
ebenfalls zahlt, konnte zudem ein antiproportionaler Zusammenhang zwischen dem
ADC und Ki67 beim HCC, bei Lebermetastasen des CRC und bei Lebermetastasen

des Mamma-CA eruiert werden (Surov et al. 2023).

Wahrend in der vorliegenden Arbeit keine signifikante Korrelation zwischen ADC und
den TIL festgestellt wurde, konnten andere Studien eine signifikante Wechselwirkung

der beiden Parameter bei verschiedenen Tumorentitaten nachweisen. So ergab sich
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fur das Mamma-CA eine positive Korrelation zwischen dem ADC und der Anzahl an
TIL (Tang et al. 2020). Lee et al. konnte hingegen nachweisen, dass flr Her2-positive
Mamma-CA eine reziproke Wechselbeziehung zwischen den beiden Parametern
besteht (Lee et al. 2022). Fiur das Plattenepithelkarzinom des Kopfes und Halses
konnte wiederum ein proportionaler Zusammenhang zwischen ADC und TIL
hergestellt werden (Meyer et al. 2022), welcher ebenfalls bei Gehirnmetastasen zum
Ausdruck kam (Meyer et al. 2021).

4.6 Starken und Schwachen der Arbeit

Als eine Schwache dieser Arbeit lasst sich das retrospektive Design anfuhren, da
selbst bei Einhaltung aller Qualitatsstandards Storvariablen nicht endgultig
ausgeschlossen werden kénnen. Eine weitere Limitation dieser Arbeit belauft sich auf
die noch ausstehende Subtypisierung der TIL, da in Studien bereits fur verschiedene
Subtypen ein Unterschied in der Prognose bei malignen Tumoren gezeigt werden
konnte. Das Patientenkollektiv kann mit 29 Patienten zwar als reprasentative Kohorte
angesehen werden. Diese Arbeit wirde jedoch mit einer groReren Patientengruppe in

jedem Fall eine starkere Aussagekraft erhalten.

Als Starke dieser Arbeit lasst sich die Bestimmung der ROI auf die exakte
Punktionsstelle der Nadelbiopsie und die daraus resultierende gute Vergleichbarkeit
der untersuchten histopathologischen Probe und der ADC-Messung anfihren. Laut
aktuellem Kenntnisstand ist die Ubersichtsarbeit von Surov et al., die Teile dieser
Arbeit enthalt, die Erste, welche die Messung der ADC-Werte auf die Punktionsstelle
der Nadelbiopsie bei intrahepatischen Tumoren beschrankt (Surov et al. 2023).
Aulierdem fuhrt die doppelt verblindete Erhebung der radiologischen Daten gegenuber
den histopathologischen Daten zu einer besseren Aussagekraft und Unabhangigkeit
der Ergebnisse. Des Weiteren wurden in fruheren Studien lediglich einzelne
histopathologische und immunhistochemische Parameter auf einen Zusammenhang
mit der DWI untersucht, wohingegen diese Arbeit einen Uberblick Uber mehrere
histomorphologische Parameter mit verschiedenen Wechselbeziehungen gibt.

4.7 Ausblick

In dieser Arbeit korrelierten sowohl hohe Zellzahlen als auch eine hohe TSR, welche

bereits etablierte prognostische Marker fur eine Vielzahl von Tumoren sind und in
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Zusammenhang mit dem OS und rezidivfreiem Uberleben stehen, signifikant mit
niedrigen ADC-Werten. Da auch in anderen Studien die Korrelation zwischen ADC und
Zellzahl bzw. TSR nachgewiesen werden konnte, ist die DWI ein geeignetes
Diagnostikum fur das klinische Outcome und sollte in Zukunft eine wichtigere Position
in der Routineuntersuchung beim iCC erhalten. Auch als Monitoring fur die
Veranderung der Zellzahl bei nicht-chirurgischen Therapien, wie Formen der
Chemotherapie, kdnnte die DWI das Ansprechen auf die Therapie widerspiegeln. Im
Hinblick auf die haufig erst im fortgeschrittenen Krankheitsstadium gestellte
Erstdiagnose eines iCC und die damit ausgeschlossene therapeutische Option einer
chirurgischen Resektion, stehen nicht-chirurgische Therapien als
Behandlungsmethode beim iCC im Vordergrund. Durch diese vermehrte Fokussierung
auf nicht-chirurgische Ansatze in der Therapie des iCC sollte auch die DWI eine
grolRere Rolle in diesem Prozess erhalten. Auch wenn in dieser Arbeit fur den Ki67-
Index und TIL keine Korrelation mit dem ADC nachgewiesen werden konnten, sollten
zukiinftige Studien diese Sachverhalte weiter untersuchen. Im Ubrigen sollten
ebenfalls in Zukunft mehr Studien den hier angewandten Ansatz verfolgen, die ROI bei
der Messung der ADC-Werte auf den exakten Bereich der Stanzbiopsie zu
beschranken, da nur dieser Bereich flr die histopathologische Diagnostik verwendet
wird. Der Goldstandard bei der Diagnostik eines iCC ist aktuell die CT-/MRT-gestltzte
Leberbiopsie mit anschlielender histopathologischer Untersuchung. Zu den Risiken
einer Leberbiopsie gehdren Blutung an der Einstichstelle, Verletzung naheliegender
Organe und Infektionen der Haut oder des Mesenteriums. Die MRT wiederum als
nicht-invasives bildgebendes Verfahren birgt abgesehen von Klaustrophobie keine
besonderen Risiken und kommt zudem ohne Strahlenbelastung aus. Somit konnte sie
in Situationen, in denen eine Biopsieenthahme mit einem hohen Risiko fur den
Patienten einher geht, eine Alternative darstellen. Die Ergebnisse dieser Arbeit riicken
die MRT und insbesondere die DWI als mogliches diagnostisches Mittel hinsichtlich
der Prognose fur das iCC in den Vordergrund und zeigen sowohl die Chancen als auch
die aktuellen Limitationen des Verfahrens auf. Der vermehrte Einsatz der DWI kdnnte
langfristig die Diagnostik und Therapieplanung fur betroffene Patienten verbessern

und gleichzeitig die Belastung durch invasive Eingriffe reduzieren.
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5 Zusammenfassung

Das Cholangiozellulare Karzinom (CCC) ist nach dem Hepatozellularen Karzinom
(HCC) der zweithaufigste maligne lebereigene Tumor, wobei die Unterform des
intrahepatischen  Cholangiokarzinoms (iCC) mit steigender Inzidenz- und
Mortalitatsrate immer mehr an Bedeutung gewinnt. Aktuell stellen histopathologische
Parameter den Goldstandard hinsichtlich prognostischer Aussagen fur das CCC dar.
Fur verschiedene andere maligne Tumore spielt die DWI jedoch eine immer groRere
Rolle bei der Diagnostik und Prognose. Ziel dieser Arbeit ist es nachzuweisen, ob der
ADC als pradiktiver Parameter bei der Diagnostik des iCC angewandt werden kann.
Dafur wurde der Zusammenhang des ADC mit bereits in der Diagnostik des iCC
implementierten histopathologischen Parametern (Zellzahl, Tumor-Stroma-Ratio
(TSR), Ki67-Index, Tumorinfiltrierende Lymphozyten (TIL)) untersucht. Hierfir wurden
aus der radiologischen Datenbank des Universitatsklinikums Magdeburg alle in dem
Zeitraum von 2012 bis 2021 durchgefuhrten Leberbiopsien gesichtet und die fur diese
Arbeit relevanten Falle ausgewahlt. Anhand der Einschlusskriterien konnten 29
Patienten in die Kohorte aufgenommen werden. Die ADC-Werte wurden durch
Markieren einer zylinderformigen ROI auf den ADC-Maps an der exakten Stelle der
Probenentnahme generiert. Die Daten zu Zellzahl und TSR wurden durch Auszahlen
an HE-Schnitten und das Bilden eines Mittelwertes aus funf HPF generiert. Anhand
von immunhistochemischen Untersuchungen von Ki67 und CD45 wurden die
proliferative Aktivitat und die TIL evaluiert. Es konnte eine signifikant negative
Korrelation zwischen ADCmean und der Zellzahl festgestellt werden (r=-0,541;
p=0,002). Zwischen ADCmean und der TSR konnte eine signifikant negative
Korrelation gefunden werden (r=-0,601; p=<0,001). Eine signifikante Korrelation
zwischen ADC-Werten und Ki67 konnte nicht nachgewiesen werden (r=-0,183;
p=0,342). Auch der Zusammenhang zwischen ADC-Werten und TIL wies keine
Korrelation auf (r=-0,171; p=0,374). Aus diesen Ergebnissen lasst sich schliel3en, dass
der ADC als pradiktiver Parameter bei der Diagnostik des iCC angewandt werden kann
und aufgrund der Nicht-Invasivitat des Verfahrens in bestimmten Situationen eine
Alternative zum aktuellen Goldstandard der Nadelbiopsie mit anschliell}ender
histopathologischer Untersuchung darstellt. Auch unabhangig davon, ob eine
Nadelbiopsie durchgefiuhrt wird, sollte die DWI einen héheren Stellenwert als

prognostisches Medium beim iCC erhalten.
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(A/B: 200fache bzw. 400fache Vergrél3erung, Mal3stabsbalken: 100um bzw. 50 um)
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Abbildung 15: iCC; Beispiel fiir niedrige Zellzahl und niedrige TSR (HE)

A/B Mittelwert Tumorzellzahl: 37 Zellen / HPF

A/B Mittelwert Tumor-Stroma-Ratio: 33%

(A/B: 200fache bzw. 400fache Vergré3erung, Mal3stabsbalken: 100um bzw. 50 um)
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Abbildung 16: iCC; Beispiel fiir hohe proliferative Aktivitat (Ki67)
A/B Mittelwert proliferative Aktivitét (Ki67): 32%
(A/B: 200fache bzw. 400fache Vergréerung, Mal3stabsbalken: 100um bzw. 50 um)
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Abbildung 17: iCC; Beispiel fiir niedrige proliferative Aktivitat (Ki67)
A/B Mittelwert proliferative Aktivitét (Ki67): 3,4%
(A/B: 200fache bzw. 400fache Vergréerung, Mal3stabsbalken: 100um bzw. 50 um)
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Abbildung 18: iCC; Beispiel fiir viele TILs (CD45)
A/B Mittelwert Tumorinfiltrierende Lymphozyten (CD45): 54 TILs/HPF
(A/B: 200fache bzw. 400fache Vergréerung, Mal3stabsbalken: 100um bzw. 50 um)
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A

Abbildung 19 : iCC; Beispiel fiir wenige TILs (CD45)
A/B Mittelwert Tumorinfiltrierende Lymphozyten (CD45): 0,2 TILs/HPF
(A/B: 200fache bzw. 400fache Vergréerung, Mal3stabsbalken: 100um bzw. 50 um)
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11.4 Patientendaten

Patientendaten Histopathologische Parameter MRT-Parameter
Fall w/m Alter,J | Zellzahl, n TSR, % Ki67, % CD45, n ADCmean
1 m 47 179,2 48 5 0 1183,68
2 m 75 125 41 5 0 1050
3 w 75 213,6 63 10 0 755,83
4 m 68 117,4 33 20 9,2 825,87
5 m 60 151,4 61 10 244 800
6 m 69 93,6 36 15 1,4 900
7 w 55 275,4 69 25 0,4 700
8 w 68 148,8 74 30 0,2 520,87
9 m 73 114,8 46 15 0 1400
10 m 59 155 54 25 0,4 1000
11 w 57 151,2 93,8 30 0,8 600
12 m 76 97 23 40 0 1200
13 m 77 166,2 29 65 49,6 702,51
14 w 59 124,4 28 5 15,2 1380
15 w 58 154 41 55 3 1203,08
16 w 51 272 94,8 35 0 550
17 m 78 107,4 51 40 0,6 964,11
18 w 72 207 62 25 0 910,04
19 m 53 161,6 73 20 0 780
20 m 69 154,8 42 10 0,2 1580
21 w 86 270,8 55 25 3,8 574,2
22 w 74 116,2 58 20 0 1662,69
23 m 55 155,4 90 70 24 1106,8
24 m 40 151,4 33 1 0,2 1780
25 m 60 152,2 59 10 0,4 978
26 m 74 186,2 73 60 2 795
27 w 54 169,6 46 40 0 1100
28 m 81 83 12 40 2,2 2000
29 m 77 148,2 63 20 0,8 900
Mittelwerte 65,5 158.7+50.1 | 53,5+20,78 | 4.04+10.25 | 26.6+18.6 1031,13

Tabelle 3: Patientendaten
m 2 méannlich; w 2 weiblich
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