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1. Einleitung und Zielsetzung

Die Gruppe der bilidren Karzinome beinhaltet als Uberbegriff die Karzinome der intra- und
extrahepatischen Gallenwege, auch Cholangiokarzinome genannt, und Malignome der Gal-
lenblase (1). Diese stellen mit ca. 3% aller weltweiten gastrointestinalen Neoplasien eine sel-
tene Tumorerkrankung dar, welche jedoch mit einer niedrigen 5-Jahres-Uberlebensrate ein-
hergeht (2—4). In Deutschland betragt diese 18-22% mit einer medianen Uberlebenszeit von
24 Monaten, was hauptsachlich auf die spate Erkennung durch ein spates Auftreten von
Symptomen und limitierte Behandlungsméglichkeiten zurtickzufiihren ist (5, 6).

Den aktuell einzigen kurativen Ansatz bietet die komplette chirurgische Exzision, jedoch ist
diese aufgrund des meist ausgedehnten Tumorbefalls bei Erstdiagnose je nach Literatur nur
fur weniger als ein Drittel bis die Halfte aller Patienten und Patientinnen eine Option (7-9). In
diesen Fallen ist die palliative Erstlinientherapie mit Gemcitabin und Cisplatin in Kombination
mit den zielgerichteten Antikdrpern Durvalumab (anti PD-L1 (= programmed cell death ligand
1) Antikdrper) oder Pembrolizumab (anti PD-1 (=programmed cell death 1 protein Antikorper)
zusatzlich zur Symptomkontrolle die Therapieoption fiir die Patienten und Patientinnen, wel-
che jedoch mit einer deutlich reduzierten medianen Uberlebenszeit von etwa 12,75 Monaten
einhergeht (10).

Demzufolge gewinnt die Erforschung von neuen, zielgerichteten Therapien zunehmend an
Bedeutung. Hierbei stellt das Enzym Glyoxalase 1 (GLO1) einen aktuell neuen Bestandteil der
Karzinomforschung dar, welches am Abbau von Methylglyoxal beteiligt ist (11). Methylglyoxal
entsteht vermehrt als toxisches Nebenprodukt der anaeroben Glykolyse, welche aufgrund des
gesteigerten Energiebedarfs im Tumor vermehrt stattfindet. Eine Akkumulation von Methylgly-
oxal kann zu vermehrten Mutationen und schlief3lich zur Apoptose der Zelle flhren (12, 13).
GLO1 konnte bereits bei verschiedenen Karzinomen, wie etwa dem Magenkarzinom (14), dem
Prostatakarzinom (15), dem Mammakarzinom (16) oder dem hepatozellularen Karzinom (17)
mit einer erhohten Expression nachgewiesen werden. Diese korrelierte zudem meist mit einer
hoéheren Aggressivitat des Tumors (15, 16). Darliber hinaus konnte in einigen Studien eine
hohere Resistenz gegen Chemotherapeutika gezeigt werden, was Glyoxalase-Inhibitoren zu
einem moglichen neuen Therapieansatz macht, um Tumoren mit erhéhter GLO1-Expression
potentiell wieder empfindlicher gegentber den verwendeten Chemotherapeutika zu machen
(12, 17). Zum cholangiozellularen Karzinom liegen noch keine Studien bezlglich der GLO1
Expression sowie deren prognostischen oder pradiktiven Aussagekraft vor.

Das Hauptziel dieser Arbeit ist es, die Expression von GLO1 an Tumormaterial von Gallen-
gangskarzinompatienten der Universitatsmedizin Mainz mittels immunhistochemischer Far-
bungen zu evaluieren. Hierzu erfolgten immunhistochemische Farbungen der Gewebsprapa-
rate und die Auswertung unter Anleitung und Hilfe der Abteilung fur Pathologie der Universi-
tatsmedizin Mainz. Anschlielend wurden die Ergebnisse mit klinisch-pathologischen Parame-
tern und Prognosemarkern verglichen und mégliche Zusammenhange untersucht. Diese sol-
len einen Einblick bezuglich einer mdglichen prognostischen oder pradiktiven Aussagekraft
von GLO1 und dessen moglicher Basis flr eine zielgerichtete Therapieoption geben.



2. Literaturdiskussion

2.1. Maligne biliare Tumore

2.1.1.Anatomische Klassifikation

Die Gruppe der malignen biliaren Tumore wird im englischen Sprachraum auch haufig unter
dem Begriff der cholangiozellularen Karzinome (Cholangiokarzinom, CCA) gefiihrt (1). Die
Einteilung der CCA erfolgt aktuell gemafn der 2017 erschienenen 8. Ausgabe der AJCC TNM-
Stadieneinteilung basierend auf der anatomischen Tumorlokalisation (18). Grundlegend wird
zwischen intrahepatischen (iCCA) und extrahepatischen (eCCA) Tumoren unterschieden.
Diese werden weiter in spezifischere Lokalisationen unterteilt. Die iCCA reichen bis zu den
Gallengangen 2. Ordnung, das Einminden des Duktus cysticus dient als anatomischer An-
haltspunkt fir die Unterscheidung von den eCCA. Die eCCA werden weiter unterteilt in perihi-
lare Karzinome (pCCA), Karzinome der distalen extrahepatischen Gallengange (dCCA), sowie
den Sonderfall der Karzinome der Ampulla vateri (siehe Abbildung 1). Eine gesonderte Tumo-
rentitdt stellen die Karzinome der Gallenblase und des Duktus cysticus (GBC) dar (18).
Die perihilaren extrahepatischen Karzinome kénnen gemal der Klassifikation nach Bismuth-
Corlette in vier weitere Gruppen je nach ihrer Lokalisation im Duktus hepaticus communis und
der Hepatikusgabel unterteilt werden (siehe Anhang) (19).

Solider Tumor

Periduktal
infiltrierend

) Gallen-
gange
| (CiccA )
l ((10-20%)
Segmentale
Génge
Linker und
rechter Ductus | | pCCA
Intraduktal hepaticus, (50-60%)
wachsend Bifurkation
Haupt- | [ d€CA

gallengang |(20—§0?6}|

Abbildung 1: Einteilung der abfiihrenden Gallenwege nach anatomischer Lokalisation in in-
trahepatisch-, extrahepatisch- und distal. Entnommen und Ubersetzt aus: (1).

2.1.2. Epidemiologie

Das extrahepatische Cholangiokarzinom ist der haufigste Tumor der Gallenwege mit ca. 80%
der Tumore, darUber hinaus stellen die intrahepatischen Cholangiokarzinome mit 15-25% aller
Lebertumoren die zweithaufigste primare Tumorentitat der Leber nach dem hepatozellularen
Karzinom (HCC) dar (7, 20, 21).



Die weltweite altersstandardisierte Inzidenzrate flir maligne biliare Tumore betragt 3,1 pro
100.000. Diese variiert jedoch regional stark, mit sehr hohen Inzidenzen in bestimmten Gebie-
ten, wie beispielsweise dem Nord-Osten Thailands (85 pro 100.000), und vergleichsweise
niedrigen Inzidenzen in Landern wie Australien mit 0,4 pro 100.000 Personen. Diese regiona-
len Unterschiede sind vor allem auf eine weltweit inhomogene Verteilung der jeweiligen Risi-
kofaktoren zuriickzufihren (siehe Abbildung 2) (2, 22). Deutschland wird zu den Niedriginzi-
denzgebieten gezahlt, mit einer Inzidenz fir alle cholangiozellularen Karzinome von 2,61 bzw.
3,93 pro 100.000 Personen im Jahr 2014, wobei mehr Manner als Frauen erkrankten (5, 23).
Die Erfassung einer exakten Inzidenz fur alle Entitdten der malignen bilidren Tumore stellt sich
jedoch als Herausforderung dar und ist in der Literatur oft uneinheitlich. Daten der ENSCCA-
Registerstudie bei europaischen Patienten zeigten zwischen 2010 und 2019 eine Verteilung
von 55,6% iCCA, 26,5% pCCA und 17,9% dCCA, wobei Karzinome der Ampulla vateri nicht
bertcksichtigt wurden (7). In vielen Fallen treten Missklassifikationen aufgrund unterschiedli-
cher Begriffsdefinitionen auf. So erfassen einige Studien iCCA zusammen mit dem HCC unter
den primaren Lebertumoren, wahrend andere Studien diese gesondert betrachten. Auch wer-
den perihilare Klatskin-Tumore haufig falschlicherweise den intrahepatischen Tumoren zuge-
ordnet, da es beispielsweise im ICD-10 keine eigene Diagnose fiur pCCA gibt (23, 24). Solche
Missklassifikationen erschweren den Vergleich von Studienergebnissen sowie die genaue Er-
fassung von Inzidenzen und Pravalenzen erheblich. In der neuen ICD-11 Version, welche von
der WHO im Januar 2022 eingefihrt wurde und in einigen Landern bereits verwendet wird
((Stand 11/2025) verwendet Deutschland weiterhin ICD-10 (25)), gibt es einen separaten Di-
agnosecode fir pCCA, was zukulnftig mehr Klarheit bezlglich der genauen Tumorlokalisatio-
nen schaffen wird (26).

Im globalen Trend ist in vielen Landern ein Anstieg der Inzidenzen und altersstandardisierten
Mortalitatsraten (ASMR) der intrahepatischen Karzinome mit einem gleichzeitigem Rickgang
der Inzidenz und ASMR der extrahepatischen Karzinome zu beobachten (4, 27).

Die Inzidenz fir das CCA steigt stetig mit dem Alter und erreichte in Deutschland 2013/14
ihren Héhepunkt. Manner im Alter von Uber 75 Jahren verzeichneten eine Inzidenz von 20-30
pro 100.000, wahrend Frauen im Alter von Uber 80 eine Inzidenz von etwa 15 pro 100.000
aufwiesen. Das mediane Erkrankungsalter in Deutschland liegt zwischen 69 Jahren (mannli-
che Patienten mit iCCA) und 78 Jahren (weibliche Patientinnen mit Karzinomen der Gallen-
blase) und liegt somit Glber dem bundesweiten Durchschnitt von 70 Jahren flr alle Krebser-
krankungen des Erwachsenenalters (5, 20, 23).

Die Prognose fiir alle drei Formen des CCA ist unglinstig und ist vor allem von der Resektabi-
litat und der lokalen Ausbreitung des Tumors abhangig. Je nach Studienlage ist bei lediglich
35%-50% der Patienten und Patientinnen zum Zeitpunkt der Diagnose eine Resektion mit ku-
rativem Ansatz moglich (7, 8). Nach erfolgreicher vollstandiger Resektion liegt die relative 5-
Jahres Uberlebensrate je nach Literatur bei ca. 20%-40% fir sowohl eCCA als auch iCCA (6,
7, 28). Bei nicht-resektablen, fortgeschrittenen Tumoren liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate fir



iCCA bei ca. 5% und fur eCCA und Tumore der Gallenblase mit unter 5% noch geringer (3,
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Abbildung 2: Weltweite Inzidenz (Félle pro 100.000) des cholangiozelluldren Karzinoms
(CCA) im Zeitraum 1979 bis 2009. IH= intrahepatische Lokalisation, EH= extrahepatische Lo-
kalisation, nach ICD codierter Diagnose; Tansteigender Trend, |fallender Trend. Entnommen
aus (29).

2.1.3. Risikofaktoren

In zahlreichen Studien konnten verschiedene Risikofaktoren flir das cholangiozellulare Karzi-
nom identifiziert werden. Die meisten Risikofaktoren fihren durch chronische Inflammation,
Cholestase oder einer Veranderung der Zusammensetzung der Gallenflussigkeit zu einer ver-
mehrten Proliferation, genetischen Mutationen oder epigenetischen Modifikationen (30). Die
meisten Falle von CCA treten jedoch in den westlichen Nationen sporadisch auf (29, 31, 32).

Leberzirrhose und cholestatische- und inflammatorische Lebererkrankungen

Ein signifikanter Risikofaktor fiir die Entwicklung von iCCA ist die Leberzirrhose. Eine Me-
taanalyse von sieben Fall-Kontrollstudien durch Palmer et al. ergab eine gemeinsame Odds-
Ratio (OR) von 22,9 fir iCCA fiir alle Fibroseformen, unabhangig von ihrer Atiologie (31). Es
wird vermutet, dass dieses erhohte Risiko auf eine bei der Leberzirrhose vorliegende Veran-
derung des Mikroenvironments zuriickzufiihren ist, welches mit einer chronischen Inflamma-
tion und zunehmender Fibrose einhergeht (33-35).

Ein weiterer Risikofaktor ist die primare sklerosierende Cholangitis (PSC). Die Atiologie der
PSC ist noch nicht vollstandig geklart, es kommt jedoch im Krankheitsverlauf zur chronischen
Cholestase mit zunehmender Destruktion der Gallengange (36). PSC-Patienten haben ein Le-
benszeitrisiko von 5-10% ein CCA zu entwickeln, wobei ein Drittel der Betroffenen ihre Krebs-

diagnose innerhalb der ersten zwolf Monate nach Diagnose der PSC erhalten. Zudem liegt
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das mediane Alter bei Diagnose des CCA bei PSC-Patienten in der 5. Lebensdekade und ist
somit deutlich jinger als das mediane Erkrankungsalter bei Patienten ohne PSC-Vorge-
schichte (30, 37-39). Es wird vermutet, dass die Karzinogenese durch die cholestatisch be-
dingte Uberexposition des Gallenepithels mit Gallensauren verursacht wird (40).

Weitere Risikofaktoren flr die Entwicklung von CCA sind unter anderem die fibropolyzysti-
schen Lebererkrankungen wie die Caroli-Erkrankung und Choledochuszysten. Diese seltene
Erkrankungen sind mit zystischen Lasionen in den Gallengangen und einer daraus resultie-
renden Leberfibrose verbunden (34, 41, 42).

Chronische Infektionen

Weitere Risikofaktoren fiir die Entwicklung von CCA sind chronische Infektionen mit Parasiten
oder Viren. In bestimmten Regionen wie Thailand, Laos, Kambodscha und Vietham spielen
Leberegel wie Clonorchis sinensis und Opisthorchis viverrini, eine besondere Rolle, da sie dort
endemisch vorkommen. Diese gelangen durch den Verzehr von rohem oder nicht komplett
garen Sulwasserfischen in den menschlichen Korper. Es wird vermutet, dass der mechani-
sche Schaden durch die Egel und die durch sie verursachte Inflammation zur Karzinogenese
beitragen (43).

Des Weiteren konnte eine chronische Infektion mit Hepatitis B und C in Metaanalysen als Ri-
sikofaktor fir CCA, insbesondere fiir iCCA, identifiziert werden (34, 42, 44). Der genaue Me-
chanismus ist auch hier noch ungeklart, jedoch werden sowohl die chronische Inflammation
als auch direkte Einwirkungen der Viren auf die Zellproliferation und Apoptose als mdgliche
Ursache diskutiert (45).

Metabolische Erkrankungen und Steinerkrankungen

In mehreren Metaanalysen zeigte sich Diabetes als weiterer Risikofaktor fir CCA (34, 42, 46).
Clements et al. konnten in ihrer Metaanalyse von 12 Fall-Kontroll-Studien beispielweise eine
gemeinsame OR von 1,73 fur iCCA und 1,5 fir eCCA nachweisen (34). Der Pathomechanis-
mus ist noch nicht vollstandig geklart, eine vermehrte Stimulation der Zellproliferation Gber IGF
(Insulin-like Growth Factor) durch Hyperinsulinamie oder DNA-Schaden durch reaktive Sauer-
stoffspezies (ROS) durch hyperglykamische Zustande (47) werden hier diskutiert.

Ubergewicht wurde ebenfalls als ein weiterer Risikofaktor identifiziert (34, 42). In der Metaana-
lyse von Clements et al. zeigte sich eine gepoolte OR von 1,14 fur iCCA und 1,2 fir eCCA
(34). Es wird vermutet, dass ein vermehrtes Vorliegen von Fettzellen und die damit verbun-
dene Produktion von Leptin zu einer chronischen Entziindung fuhren, da diese in Zellstudien
eine wachstumsstimulierende Wirkung auf CCA Zellen aufwiesen (48).

Auch das Vorliegen einer Choledocholithiasis der extrahepatischen Gallengange und einer
Cholezystolithiasis der Gallenblase konnten als Risikofaktoren fir sowohl iCCA als auch eCCA
identifiziert werden (34, 42, 49). Eine Analyse der SEER-Datenbank von Petrick et al. konnte
hier bei Choledocholithiasis eine OR von 6,94 fir iCCA und 14,22 fir eCCA errechnen. Eine
Cholezystolithiasis wies in derselben Kohorte ein etwas niedrigeres Risiko mit einem OR von
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3,93 fur iCCA und 5,29 fir eCCA auf (42). Als zur Karzinogenese beitragender Mechanismus
wird die durch das Steinleiden verursachte Inflammation vermutet (50).

Toxinexposition und genetische Risikofaktoren

Mehrere Studien konnten Alkoholexposition als Risikofaktor flir CCA identifizieren. In der Me-
taanalyse von Clements et al. zeigte sich beispielsweise eine gepoolte OR von 3,15 fir iCCA
und 1,75 fur eCCA. (31, 34). (42). Tabak konnte als ein weiterer Risikofaktor identifiziert wer-
den, wenn auch von geringem Einfluss (OR: 1,25 fur iCCA , OR: 1,69 fur eCCA) (34, 42, 51).
Das Lynch-Syndrom ist eine genetische Erkrankung, welche sich durch einen Defekt im DNA-
Reparaturmechanismus verursacht wird und mit einem damit erhdhten Risiko fiir eine Vielzahl
an Tumoren, hierunter auch CCA, verbunden ist (52).

2.1.4. Diagnostik

Die klinische Prasentation von bilidaren Tumoren verlauft oft stumm und wird haufig erst in fort-
geschrittenen Stadien symptomatisch. Dies stellt zusammen mit fehlenden Screeningmetho-
den eine Herausforderung bei der friihzeitigen Diagnose dar. Generell I3sst sich sagen, dass
auch bei den Symptomen Unterschiede zwischen iCCA und eCCA bestehen (53). iCCA pra-
sentieren sich haufig mit unspezifischen Symptomen wie allgemeiner Abgeschlagenheit und
einem Krankheitsgefiihl sowie Kachexie (21%), abdominalen Schmerzen (49%) und Ikterus
(32%). Im Gegensatz dazu prasentieren sich eCCA vor allem mit Ikterus (75%) und abdomi-
nalen Schmerzen (36%) aber auch mit Gewichtsverlust (10%) und Pruritus (7%) (53). Auf-
grund der friheren und haufiger auftretenden Prasentation des obstruktiven lkterus werden
distale und perihilare Tumore tendenziell friher als iCCA entdeckt (7, 29, 32). In etwa 20-25%
der Falle wird die Diagnose durch Zufallsbefunde gestellt, wobei es hier wiederum Unter-
schiede zwischen iCCA (32%) und eCCA (6%) gibt (53).

2.1.4.1. Bildgebende Diagnostik

Die Bildgebende Diagnostik ist ein wesentlicher Bestandteil der Diagnose von bilidaren Tumo-
ren und umfasst verschiedene Verfahren wie Ultraschall, CT (mit oder ohne Kontrastmittel),
MRCP und ERCP, PET sowie die pathologische Beurteilung von Tumorbiopsien. Meist werden
mehrere bildgebende Verfahren im Diagnose- und Stagingprozess verwendet (7, 53).

Die oft als erste durchgefiihrte Bildgebung ist der Ultraschall (53). Dieser zeichnet sich vor
allem durch eine einfache Verfligbarkeit aus, kann Aufschluss tGber mdgliche Obstruktionen
und deren Lokalisation geben und bietet oft die Grundlage fiir die Einleitung von weiteren Bild-
gebenden Untersuchungen (54).

Einen wesentlichen Aspekt der Diagnostik des CCA stellt die Schnittbildgebung dar. Die mul-
tiphasische kontrastmittelgestitzte CT ist nitzlich, um zwischen HCC und iCCA zu unterschei-
den. Im Gegensatz zum HCC fehlt beim iCCA das klassische radiologische Erscheinungsbild
des HCC mit homogenem Anfluten in der arteriellen Phase und Auswaschen in der spaten
vendsen Kontrastmittelphase. Haufige Befunde beim iCCA sind eine hypodense hepatische
Lasion mit peripherem Enhancement und progressivem Kontrastmittelenhancement in den
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spaten Phasen oder durch alle Phasen hindurch (55, 56). Auch die MRT kann bei der Diag-
nose des iCCA behilflich sein. Haufig prasentieren sich iCCA in dieser als lobulierte Masse mit
zentralen hypointensen Anteilen in T1-Wichtung und peripherer Hyperintensitat in T2-Wich-
tung (56). Fur eCCA kdnnen sowohl die dynamische CT als auch die dynamische MRT wert-
volle Informationen bei der Diagnose liefern. In der CT prasentieren sich eCCA haufig als kurze
Verengung des Gallengangs, als Kaliberspriinge des Gallengangs durch eine nodulare oder
polypenartige Masse oder als asymmetrische Verdickungen. Die MRT bietet vor allem in Kom-
bination mit der MRCP (Magnetresonanz-Cholangiopankreatikographie) und der Moéglichkeit
der Erstellung eines 3D-Modells des Gallengangssystems oberhalb und unterhalb der Veren-
gung eine gute Mdglichkeit zur operativen Planung (56, 57). Die CT des Thorax, Abdomen
und Pelvis ist zudem essentiell fir das Tumorstaging vor Beginn der Therapie (58).

Die ERCP kann ebenfalls zur Einschatzung der bilidaren Obstruktion beitragen und bietet zu-
dem die Mdglichkeit zur Intervention mit Entlastung der Obstruktion durch Stenting und Pro-
beentnahme fir die histologische Klassifikation. Es ist jedoch erwahnenswert, dass die Sensi-
tivitat der Biopsie vor allem bei pCCA mit 50-72% je nach gewahlter Methodik (eine Kombina-
tion mit FISH (Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung) steigert die Sensitivitat) moderat ist (59-61).

Die 18F-FDG PET/CT (Fluorine-18 Fluordesoxyglucose) kann selektiv bei Patienten mit po-
tenziell kurativer Intention von Vorteil sein, um regionale Lymphknoten und Fernmetastasen
zu entdecken und ein angemessenes Staging und eventuell daraus resultierenden Anderun-
gen im Krankheitsmanagement zu ermdglichen (62).

Die S3-Leitlinie der Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesell-
schaften (AWMF) (58) erarbeitete aus den aktuellen Forschungsdaten den unter Abbildung 3
gezeigten bildgebenden Diagnosealgorithmus fir CCA. Demnach solle der Verdacht auf ein
CCA mit einer Staging-CT weiter abgeklart und mégliche kurative Ansatze mittels Operation
abgewagt werden. Unabhangig davon, ob ein kurativer oder palliativer Behandlungsansatz
indiziert sei, sei eine histologische Diagnosesicherung anzustreben. Bestlinde eine kurative
Behandlungsindikation, so sollten zuvor weitere bildgebende Maflnahmen wie eine kontrast-
mittelgestutzte MRT erfolgen, um das weitere operative Vorgehen zu planen. Anschlief3end
soll die histologische Diagnosesicherung erfolgen, gegebenenfalls intraoperativ. Bei palliativer
Behandlungsindikation wird in der S3 Leitlinie nach der Staging-CT keine weitere Bildgebung
empfohlen, es solle direkt eine histologische Diagnosesicherung und anschliel’iende Therapie
erfolgen. Die zuvor aufgezahlten weiteren Diagnosetools kédnnten bei Unklarheit optional er-
wagt werden oder zur Beurteilung von Rezidiven dienen (siehe Abbildung 3) (58).
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Abbildung 3: Darstellung des Diagnosealgorithmus bei Verdacht auf ein Cholangiokarzinom
der Leber. Entnommen aus (58).

2.1.4.2. Laborchemische Diagnostik

Die bekannten laborchemischen Biomarker fur das CCA sind nicht spezifisch, sie kdnnen je-
doch von diagnostischer und prognostischer Bedeutung sein und stellen eine hilfreiche Ergan-
zung zur bildgebenden Diagnostik und histologischen Diagnosesicherung dar. Hier werden vor
allem CA 19-9 (Carbohydrate-Antigen 19-9, ein Hapten der Lewis-a-Blutgruppendeterminante)
und CEA (Carcinoembryonales Antigen) diskutiert.

CA 19-9 ist der am haufigsten verwendete Biomarker, ist in einer Expression jedoch variabel
und abhangig von verschiedenen Faktoren wie dem Geschlecht oder dem Lewis Genotyp,
welcher bei etwa 8% der kaukasischen Bevdlkerung homozygot mutiert ist und mit fehlender
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CA 19-9 Expression einhergeht (63). In der Literatur wird haufig zwischen Personen mit und
ohne PSC unterschieden, da Personen mit PSC haufig héhere CA19-9 Werte aufweisen. Es
gibt keinen einheitlichen Wert fur den Cut-off, haufig wird jedoch ein Cut-off-Wert von 34-40
U/ml verwendet, ab welchem der Biomarker als positiv gewertet wird (7, 64, 65). In verschie-
denen Studien wurden hoéhere Cut-off-Werte fur PSC-Erkrankte diskutiert. So sind bei dieser
Personengruppe beispielsweise Cut-off-Werte von > 129 U/ml in der Literatur vorgeschlagen,
um die diagnostische Prazision zu verbessern (66). Des Weiteren haben Studien gezeigt, dass
Personen mit nicht-resektablen Tumoren im Vergleich zu Personen mit resektablen Tumoren
signifikant hohere CA 19-9 Werte aufwiesen. Diese stiegen im Verlauf mit Fortschreiten des
Krankheitsstadiums an, und korrelierten mit einer schlechteren Krankheitsprognose und nied-
rigerem Uberleben (7, 67—69).

Als weiterer unspezifischer Marker kann CEA (Carcinoembryonales Antigen) als unterstitzen-
des Warnzeichen fir eine mégliche unterliegende Malignitat herangezogen werden. In Studien
konnte gezeigt werden, dass CCA mit einer CEA-Erhéhung einhergehen (7) und eine Kombi-
nation von CA 19-9 und CEA gegenuber der Bestimmung von nur einem beider Parameter die
Genauigkeit einer Differenzierung von Personen mit CCA und gesunden Personen auf Gber
90% steigern kann (70).

Weitere Laborparameter die haufig im Rahmen der CCA-Diagnose untersucht werden sind
Parameter, die auf eine potenzielle Leberschadigung oder bilidre Obstruktion hindeuten. Diese
kénnen bei iCCA und pCCA beispielsweise durch die Tumormassewirkung hervorgerufen wer-
den und kénnen haufig erhéht sein. Zu diesen Parametern gehéren unter anderem AST/ GOT
(Aspartat Transaminase/ Glutamat-Oxalacetat Transaminase), ALT/ GPT (Alanin Aminotrans-
ferase/ Glutamat-Pyruvat-Transaminase), Bilirubin, GGT (Gamma-Glutamyltransferase) und
AP (alkalische Phosphatase) (7, 70).

2.1.4.3. Histopathologische Diagnostik

Die histopathologische Diagnostik nach Biopsieenthahme ist entscheidend fir die endguiltige
Diagnose des iCCA und ist fir alle Patienten und Patientinnen obligat, bei denen eine syste-
mische Therapie durchgefiihrt wird (58).

Bei eCCA gestaltet sich eine Biopsie aus mehreren Griinden jedoch schwierig. eCCA wachsen
oft diffus und nicht massenartig, was eine perkutane Biopsie erschwert. Zudem kann es durch
die Biopsie zu einer potentiellen Tumorstreuung kommen (71). Aus diesen Grinden wird bei
pCCA und dCCA haufig eine ERCP-gesteuerte Biopsie durchgefihrt (72). Alternativ kann eine
Zytologie in Kombination mit einer sensitivitatssteigernden FISH (Fluoreszenz in Situ Hybridi-
sierung) erwagt werden (73, 74).

Histologisch kénnen beim CCA verschiedene Subtypen unterscheiden werden, oft gibt es
Mischformen verschiedener Subtypen innerhalb der Tumore. pCCA und dCCA prasentieren

sich am haufigsten als muzinése Adenokarzinome die vor allem intraduktal oder periduktal-



infiltrativ wachsen (siehe Abbildung 4) (75). Bei iCCA werden haufig zwei histologische Haupt-
typen identifiziert, die jeweils Rickschlisse auf ihren anatomischen Ursprung zulassen. Zu
diesen gehoren der gemischt nicht-muzin-produzierende und muzindse Typ, der viele Ahnlich-
keiten mit den kuboidalen Epithelzellen der kleinen hepatischen Gallengange aufweist, sowie
der muzinése Subtyp, der Ahnlichkeiten mit dem Zylinderepithel der groRen intrahepatischen
Gallengange aufweist. Diese Subtypen unterscheiden sich ebenfalls in der Art ihres Tumor-
wachstums. Beispielsweise zeigen iCCA des Mischtyps oft ein massenformendes Wachstum,
wahrend der muzinése Subtyp zwar auch masseformend auftreten kann, vor allem aber peri-
duktal infiltrativ und intraduktal auftritt (76, 77).

masseformend

O periduktal-infiltrativ wachsend

Q intraduktal wachsend

Abbildung 4: Einteilung der Wachstumsformen nach masseformend, periduktal-infiltrativ und
intraduktal. Entnommen und modifiziert aus (1).

2.1.5. Stadieneinteilung

Die jeweilige Stadieneinteilungen nach TNM (8. Auflage, 2017) und UICC/AJCC (Union inter-
nationale contre le cancer/ American Joint Commitee on Cancer) Klassifikation sind den Ta-
bellen im Anhang zu entnehmen (Abbildung A 1 + Tabelle A 1-A9). Anhand dieser Einteilungen
richten sich die nachfolgenden Therapien und Handlungsalgorithmen. Hier wird jeweils in die
bereits oben beschriebenen Tumorentitadten unterteilt (iCCA, pCCA, dCCA, Karzinome der
Ampulla vateri und Karzinome der Gallenblase und des Duktus cysticus). Die TNM-Klassifika-
tion basiert auf der Gré3e und Ausbreitung des Primarius (T), Lymphknotenmetastasen (N)
und dem Vorhandensein von Fernmetastasen (M) (18). Die UICC/AJCC Klassifikation teilt die
Tumore anhand der TNM-Klassifikation in vier Ubergeordnete Stadien ein (78).

Die Einteilung von pCCA erfolgt zudem wie bereits erwahnt nach Bismuth-Corlette, welche
sich an der Hepatikusgabel orientiert und fir die chirurgische Therapie relevant ist (19). Da
dies von keiner Relevanz fur Patienten mit chirurgisch nicht-resektablen Tumoren ist, finden
sich in der Literatur zunehmend neue klinische Stagingansatze, die ein nichtoperatives Staging
mit prognostischer Relevanz zum Ziel haben (9, 79, 80). Ein Beispiel dafir ist das von Schweit-
zer et al. vorgeschlagene Stagingsystem, welches die Personen, anhand der Laborwerte CRP,
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INR und Bilirubin, sowie des Alters und des Metastasestatus, in drei Gruppen einteilt. Das
Uberleben korrelierte signifikant bei allen Karzinomtypen der Gallenwege (sowohl iCCA, eCCA
als auch GBC), unabhangig von ihrer Resektabilitdt und kénnte eine gute und einfach zu er-
rechnende Alternative zur Risikostratifizierung bei Diagnose sein (9).

Die genaue Stadieneinteilung nach TNM, UICC sowie Bismuth-Corlette kann den Tabellen
im Anhang enthommen werden.

2.1.6. Karzinogenese

Bei eCCA sind die haufigsten genetischen Mutationen eine KRAS-Mutation (Kirsten rat sar-
coma viral oncogene homolog) mit einer Haufigkeit von 36,7% und eine Loss-of-Function-Mu-
tation von TP53 (Tumorsupressorgen p53) mit einer Haufigkeit von 34,7% zu erwahnen. Im
Gegensatz dazu spielen bei iCCA eher Mutationen in IDH1 (Isocitrat Dehydrogenase 1) mit
einer Haufigkeit von 20% (nur 7% bei eCCA), ARID1A (AT-rich interactive domain-containing
protein 1A) mit ebenfalls mit einer Haufigkeit von 20% und TP53 mit einer Haufigkeit von 17%
eine Rolle, wahrend KRAS-Mutationen nur in 10% vorkommen (81, 82).

Wie zuvor erwahnt, spielt bei vielen der Risikofaktoren eine chronische Inflammation als un-
terliegender Mechanismus der Pathogenese eine Rolle. In der Karzinogenese des CCA durch
chronische Inflammation spielt das Zytokin Interleukin 6 (IL-6) eine zentrale Rolle. Etliche Stu-
dien konnten eine drastische Erhéhung von IL-6 in CCA-Zellen im Vergleich zu gesundem
Gallengangsepithel nachweisen (83—85). In gesunden Zellen existiert ein negativer Ruickkopp-
lungsmechanismus Uber die Aktivierung des Januskinase-Signaltransduktionswegs (JAK-
STAT) durch IL-6. Es wurde jedoch gezeigt, dass dieser Mechanismus in CCA durch Promo-
tormethylierung unterbrochen ist (86). Dadurch kann IL-6 ungehindert den STAT3-Signalweg
aktivieren, der durch Hochregulation der Transkription des ,leukemia cell differentiation pro-
tein® (MCL-1) zu einer erhdhten Resistenz gegen Apoptose und somit zu einem vermehrten
Uberleben der Tumorzellen fiihrt (87).

Weitere IL-6 vermittelte Signalwege sind beispielsweise die Aktivierung des MAPK-Weges und
die Promotormethylierung bestimmter Gene zur Zellzyklusdysregulation und Proliferation, wie
beispielsweise flr den Tyrosinkinase-Rezeptor EGFR (85, 88, 89). Ein weiterer Mechanismus
Uber den IL-6 wirkt ist die Induktion der Expression von Progranulin (PGRN), das Uber den
Signalweg der Serin/Threonin- Kinase ,AKT“ zu einer erhéhten Zellproliferation fihrt (90). Es
konnte auch gezeigt werden, dass KRAS Mutationen zu einer vermehrten |L-6 Expression
fuhrten (85). Dartber hinaus spielt das Enzym Cyclooxygenase 2 (COX2) und die damit ver-
bundene Produktion von Prostaglandin E2 eine Rolle bei der Tumorentwicklung bei chroni-
scher Inflammation (91).

Weitere entzindliche Einflisse auf die Karzinogenese werden durch inflammatorische Zyto-
kine vermittelt, welche die Expression der NO-Synthase (iNOS) induzieren. Das daraufhin syn-
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thetisierte Stickstoffoxid (NO) wirkt zum einen DNA-schadigend und inhibiert DNA-Repara-
turmechanismen, zum Anderen stimuliert es die COX2-Expression, welche Uiber oben genann-
ten Mechanismus wirkt (92, 93).

Weitere Mechanismen der Karzinogenese umfassen eine Aktivierung von Notch-Proteinen,
die mit Hilfe von Akt zu einer Transformation gesunder Hepatozyten in Vorstufen von CCA-
Zellen flhren kénnen, sowie eine Hemmung der Apoptose Uber den Hedgehog-Signalweg,
oder eine vermehrte Zellproliferation Gber die Deaktivierung des Hippo-Signalwegs und hier-
durch bedingte vermehrte Transkriptionsstimulation durch YAP (Yes-Associated-Protein) (94—
96). Es wurden auch zahlreiche neuroendokrine Faktoren identifiziert, die einen Einfluss auf
das Zellwachstum und die Apoptose haben, wie beispielswiese die Modulation durch Ostro-
gene oder Leptin (48, 97). Eine gute Zusammenfassung und ein Uberblick tiber die diversen
Faktoren der Karzinogenese ist in Abbildung 5 zu finden.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung verschiedener pathomolekularer Einflussmechanis-
men auf das CCA. Quelle: Entnommen aus (98).

2.1.7. Therapie

2.1.7.1. Chirurgische Therapie

Wie bereits erwahnt, ist die vollstandige Resektion des Tumors die einzige kurative Therapie-
option fir CCA-Patienten. In den S3-Leitlinien und in der Leitlinie der European Society for
Medical Oncology (ESMO) wird, unabhangig von der Lokalisation, eine vollstandige Resektion
des CCA empfohlen, sobald eine komplette Tumorresektion (RO) in der Diagnostik mdglich
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erscheint. Dies soll zuvor in einem interdisziplinaren Tumorboard besprochen und entschieden
werden (58, 72). Allerdings kommen aufgrund des oft stummen Krankheitsverlaufes und der
damit verbundenen spaten Diagnose je nach Literatur nur 25-50% der Erkrankten fur eine
kurative, operative Therapie in Frage (7-9). Die Uberlebensraten nach erfolgreicher vollstén-
diger Tumorresektion variieren ebenfalls stark in der Literatur und es werden mOS von 25-45
Monaten berichtet. Die rezidivfreie Uberlebensrate (RFS) ist mit 12-36 Monaten ebenfalls ge-
ring und etwa 60-70% der RO-resezierten Personen erleiden ein Rezidiv (6, 7, 99)

Das Ausmal’ der Resektion richtet sich nach Tumorlokalisation und Tumorausbreitung und
sollte die Funktionalitat des Uberbleibenden Leberrestes mit einbeziehen. Es kann von Vorteil
sein vor der Resektion eine Portalvenenembolisation durchzuflihren um die Restleistung des
Uberbleibenden Lebersegmentes zu steigern (100).

Bei iCCA wird in der Regel eine Hemihepatektomie oder erweiterte Hepatektomie (Entfernung
von 25 Segmenten) zusammen mit einer Lymphknotenresektion auf der Ebene des hepatod-
uodenalen Segmentes durchgefihrt. Je nach Ausdehnung des Tumors kann es auch erfor-
derlich sein, den extrahepatischen Duktus hepaticus mitzuentfernen (6, 101). Die Resektion
von pCCA richtet sich nach dem Bismuth-Corlette Stadium, welches haufig erst bei chirurgi-
scher Ansicht bestimmt werden kann. Hierbei erfolgt eine En-bloc Resektion des involvierten
Leberparenchyms, einschlieBlich des befallenen Anteils des Duktus hepaticus. Ebenso wer-
den der Lobus caudatus (l. Lebersegment), der in die Gallengangbifurkation drainiert, sowie
die Lymphknoten entfernt (19, 102, 103). Vor der Resektion bei pCCA wird haufig ein biliares
Stenting durchgefihrt, um die Restleberfunktionalitdt nach Resektion und somit das Ergebnis
zu verbessern (7, 100). Die Behandlung von dCCA besteht in der Regel aus einer Resektion
des Pankreaskopfes mit erweiterter Resektion des Gallengangs bis zum Leberhilus. Hierflr
wird meist eine partielle Duodenopankreatektomie (Kausch-Whipple-OP) durchgefihrt. Diese
wird auch bei anderen Tumoren des Pankreaskopfes durchgeflihrt und umfasst die Resektion
der Gallenblase, des Duktus choledochus, des Pankreaskopfes, des Duodenums, der drainie-
renden Lymphknoten und eine Magenteilresektion mit anschlieBender Rekonstruktion (28,
104).

Nach erfolgreicher Resektion wird eine anschliellende adjuvante Chemotherapie mit Capeci-
tabin, einem Antimetabolit, der in den Tumorzellen zu 5-Fluoruracil umgewandelt wird und als
Pyrimidin-Antagonist zu einer Verringerung der DNA-Replikation flihrt, empfohlen. Subgrup-
pen-Analysen der britischen BILCAP Studie haben gezeigt, dass die adjuvante Chemothera-
pie mit Capecitabin mit einem signifikant erhéhten medianen OS (53 Monate vs. 36 Monate
ohne Capecitabin) und einem erhéhten PFS innerhalb der ersten 24 Monate verbunden ist
(99, 105). Ahnliche Ergebnisse konnten in der japanischen ASCOT-Studie mit einem anderen
Pyrimidin-Antagonisten erzielt werden (106).
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2.1.7.2. Palliative Systemtherapie

Erstlinientherapie

Die ESMO-Empfehlung fir Personen mit nicht resektablen oder metastasierten Erkrankungs-
stadien ist eine systemische Therapie mit dem Alkylans Cisplatin und dem Pyrimidin-Antago-
nisten Gemcitabin (GEMCIS) in Kombination mit den Antikérpern gegen PD-1 (Pembrolizu-
mab) oder PD-L1 (Durvalumab) als Erstlinientherapie (107, 108). Die Phase-IlI-Studie ,ABC-
02“ und die Phase 2-Studie ,BT22“ konnten beide bereits ein signifikant verlangertes Uberle-
ben bei Kombination von Gemcitabin und Cisplatin im Vergleich zur Monotherapie mit Gemci-
tabin (11,7 Monate vs. 8,1 Monate, ABC-02 Studie) und eine signifikant verbesserte Tumor-
kontrolle (definiert als komplettes oder partielles Ansprechen oder stabile Erkrankung) (81,4%
vs. 71,8% bei Gemcitabin Monotherapie, ABC-02 Studie) zeigen (109, 110).

Basierend auf den Ergebnissen der Phase-3 -Studien ,TOPAZ-1" und ,Keynote-966“ empfiehlt
die S3 Leitlinie und die ESMO seit 2024 eine Kombination von GEMCIS mit dem PD-L1 Im-
muncheckpoint-Inhibitor Durvalumab oder die Kombination von GEMCIS mit dem anti-PD1-
Antikérper Pembrolizumab als Erstlinientherapie bei nicht-operablen Tumoren. Die Zugabe
von Durvalumab in ,TOPAZ-1“ fihrte zu einem signifikant erhéhten medianen OS (12,8 Mo-
nate vs. 11,5 Monate) und PFS (7,2 Monate vs. 5,7 Monate). Eine hdhere Ansprechrate sowie
ein langeres PFS konnten ebenfalls als sekundare Endpunkte gezeigt werden (111-113). Die
Hinzunahme des anti-PD-1 Antikdrpers Pembrolizumab zur Kombinationschemotherapie in
.Keynote-966“ verbesserte das OS von 10,9 Monaten auf 12,7 Monate (108).

Die Entscheidung, ob eine palliative Chemotherapie oder Best-Supportive-Care (BSC) durch-
geflhrt wird, richtet sich nach dem allgemeinen Zustand des Patienten (ECOG), der genauen
Lokalisation und Ausbreitung des Tumors, sowie dem Zugang zur Tumorprofil-Diagnostik. In
Europa erhielten in den untersuchten Studienzentren des ENSCCA-Registers 29% der Pati-
enten eine aktive palliative Therapie, wahrend 20,6% aufgrund des ihres schlechten Zustan-
des BSC erhielten (7). Fir Patienten, bei denen beispielsweise aufgrund eingeschrankter Nie-
renfunktion kein nephrotoxisches Cisplatin in Frage kommt, konnte eine Kombination von
Gemcitabin und Oxaliplatin (GEMOX) als alternative betrachtet werden (112, 114). Eine Mo-
notherapie mit Gemcitabin kann laut ESMO-Empfehlung gegentiber der BSC bei Patienten mit
einem EGOC von 2 oder anderen zustandsverschlechternden Faktoren in Erwagung gezogen
werden (72, 110).

Zweitlinientherapie

Fir das CCA gewinnen zielgerichtete Therapien als Zweitlinientherapie immer mehr an Be-
deutung. In der prospektiven Kohortenstudie ,MOSCATO-01“ wurde festgestellt, dass Gallen-
gangkarzinome dabei mit einer Gberdurchschnittlichen Anzahl an Mutationen im Vergleich zum
restlichen Tumorkollektiv aufwiesen (115), was weitere Forschung auf diesem Gebiet beson-
ders interessant macht. Nach bisheriger Datenlage kdnnen in bis zu 40%- 60% der CCA sol-
che Mutationen zugrunde liegen (115, 116). Besonders interessant sind dabei Mutationen in
IDH1 (bis zu 20% der iCCA (81)), FGFR (bis zu 16% der CCA (116)), HER2/neu (bis zu 10%
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der CCA (117)) und BRAF (bis zu 5% der CCA (118)), So ist sowohl die Empfehlung in den
S3-Leitlinien als auch die Empfehlung der ESMO eine zusatzliche molekulare Tumordiagnos-
tik und eine zielgerichtete Therapie je nach molekularem Tumorprofil (58, 72).

Zu den Zielgerichteten Therapien gehért beispielweise bei Vorliegen von IDH1 und IDH2 Mu-
tationen die Hinzunahme von lvosidenib, welche in der in der Phase llI-,ClearIDHy“-Studie
eine Verbesserung des PFS sowie OS nach Progress unter Erstlinientherapie zeigte (119).
Bei Vorliegen einer FGFR-Mutation konnte in multiplen Phase-II-Studien konnten eine Thera-
pie mit FGFR-Inhibitoren eine Verbesserung des OS erzielen, so Beispielsweise bei Pemiga-
tinib in der ,FIGHT-202“-Studie (120).

Aufgrund von in Genanalysen gefundener NTRK-Fusionsgene (neurotrope Tyrosinkinase-Fu-
sionsgene) empfiehlt die Deutsche S3-Leitlinie bei tumorunabhangiger Zulassung beider Me-
dikamente auch eine Therapie mit den Tyrosinkinaseinhibitoren Larotrectinib oder Entrectinib,
sofern ein NTRK-Fusionsgen molekulargenetisch bestatigt ist (58, 121). Auch eine Therapie
mit Pembrolizumab bei hoher Mikrosatelliteninstabilitat sollte als Zweitlinientherapie erwogen
werden, sofern dies noch nicht in der Erstlinientherapie erfolgt ist (108).

Weitere Therapiemdglichkeiten in der Zweitlinientherapie stellen je nach molekulargenetischer
Diagnostik beispielsweise auch die zielgerichtete Therapie bei Vorliegen von HER2/neu-Mu-
tationen dar, beispielsweise mit Pertuzumab-Trastuzumab (122) oder auch eine Therapie mit
einer Kombination von BRAF-Inhibitoren und MEK-Inhibitoren wie Darafenib-Trametinib (118,
123) bei vorliegenden BRAF-Mutationen dar. Diese sollen jeweils in Studien oder off-Label
erfolgen.

Sofern keine Mutation vorliegt, welche zielgesteuert therapiert werden kann, empfiehlt die S3-
Leitlinie bei Versagen der Erstlinientherapie eine Therapie mit FOLFOX (5-Fluoruracil, Leuco-
vorin, Oxaliplatin), welches auf der randomisierten Phase-lll- ,ABC-06-Studie” zur Zweitlinien-
therapie basiert. Obwonhl hier nur eine maRige Verbesserung des medianen OS im Vergleich
zur aktiven Symptomkontrolle nach Progress unter GEMCIS gezeigt wurde, konnte sich FOL-
FOX aufgrund Klinisch signifikanter Verbesserungen bei den 6-Monats Uberlebensraten von
50,6% gegentiiber 35,55% und den 12-Monats Uberlebensraten von 25,9% gegentiber 11,4%
als etablierte Zweitlinientherapie durchsetzen (124). Eine Kombination von FOLFIRI (5-Flu-
oruracil, Leucovorin und Irinotecan) kénnen laut S3-Leitlinie erwogen werden wenn eine Kont-
raindikation gegen Oxaliplatin vorliegt (125).

2.1.7.3. Lokoregionale Therapien bei lokal fortgeschrittenen Tumorstadien

In Fallen von regional fortgeschrittenen Tumoren, bei denen eine Resektion aufgrund der Lage
oder der Ausbreitung des Tumors nicht méglich ist, werden verschiedene lokoregionale Alter-
nativen interdisziplinar diskutiert. Alternativen wurden vor allem bei iCCA mit nur intrahepati-
schem Befall untersucht. Zu den aktuellen Therapieoptionen gehéren die Strahlentherapie,
intraarterielle Therapien wie transarterielle Chemoembolisation (TACE), transarterielle Radio-
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embolisation (TARE, auch als SIRT bekannt (selektive interne Radiotherapie)) und die hepa-
tische arterielle Infusion von Chemotherapeutika (HAI), sowie Ablationstechniken wie die Ra-
diofrequenzablation oder Mikrowellenablation (126—128). Laut ESMO-Leitlinie kann eine Ab-
lation bei Patienten mit Kontraindikationen zur chirurgischen Resektion und einem iCCA von
<3cm in Erwagung gezogen werden. Eine gepoolte Analyse von Edeline et al., welche sich die
Studienlage und Outcomes der verschiedenen Therapieoptionen angeschaut hat, zeigte eine
gepoolte komplette Ansprechrate von 93,3% mit einem gepoolten medianen OS von 30,2 Mo-
naten, was der chirurgischen Resektion dhnelt, jedoch mit einer anderen Patientenpopulation
(126). Aufgrund der heterogenen Datenlage und des niedrigen Evidenzgrades wird jedoch nur
eine schwache Empfehlung ausgestellt.

Eine externe Bestrahlung kann laut ESMO-Leitlinie bei Patienten mit Kontraindikationen zur
chirurgischen Resektion in einem palliativen Setting bei Leberbegrenzter Tumorausbreitung in
Erwagung gezogen werden, sofern eine Ablation nicht mdglich ist (129). Eine HAI kann laut
Leitlinie bei Patienten in Kombination mit systemischer Chemotherapie erwogen werden, um
die Ansprechrate zu verbessern (72, 130). Sowohl die S3-Leitlinie als auch die ESMO-Leitli-
nien betonen die Notwendigkeit weiterer Studien, um eine bessere Einschatzung dieser The-
rapieoptionen zu erhalten. Eine aktuelle multizentrische Prospektive Phase-lI-Studie ,ABC-
07, welche sich mit der stereotaktischen Bestrahlung zusatzlich zur systemischen Chemothe-
rapie auseinandersetzt, befindet sich aktuell in der Auswertung und kénnte wichtige Daten fur
die Reevaluation der lokoregionalen Therapien liefern (EduraCT:2014-003656-31). Erste Er-
gebnisse (Stand 11/2025) zeigten ein besseres OS als GEMCIS alleine (131).

Nachfolgendes Flussdiagramm stellt die systemischen Therapieoptionen und sich den daraus
ergebenden empfohlenen Behandlungsalgorithmus der S3-Leitlinie Gbersichtlich dar (siehe
Abbildung 6).
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1 Nach Leitlinie empfohlene zugelassene Erstlinientherapien Unvertréglichkeit
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4 Nach Vorstellung in einem interdisziplinaren Molekularen-/Tumorboard

Abbildung 6: Sequenztherapie bei Cholangiokarzinomen laut Empfehlungen der S3-Leitlinie.
Entnommen aus (58).
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2.1.7.4. Best Supportive Care

Gemal ESMO-Leitlinie wird ab einem ECOG-Performancestatus von =3 die Best Supportive
Care (BSC, engl. fur bestmdgliche unterstiitzende Behandlung) empfohlen. Auch die bereits
genannten Studien zu systemischen Chemotherapien schlossen meist nur Patienten mit
ECOG 0-2 ein (72, 110, 124). In der Studie des ENSCCA-Registers von Izquierdo-Sanchez et
al. erhielten 20,6% der Patienten in den Studienzentren ausschlieBlich BSC (7). Hierbei sollte
laut ESMO-Leitlinie besonders auf obstruktive Komplikationen durch den Tumor geachtet und
diese symptomatisch behandelt werden. Mdgliche obstruktive Komplikationen kdénnen eine
Obstruktion der Gallenwege, des Magenausgangs oder des Duktus pancreaticus beinhalten,
die mittels eines Stentings oder einer bilidren Drainage therapiert werden kénnen (7, 72). Wei-
tere therapeutische Malinahmen kénnen eine Enzymersatztherapie oder einen Duodenalstent
beinhalten (72).

Die Lebenserwartung unter BSC ist gering, und betragt je nach Literatur zwischen 2,5 und 4,5
Monaten (7, 132).

2.1.8. Prognostische Faktoren

Wie bereits erwahnt, konnte ein erhéhter CA-19-9 Titer in mehreren Studien als unabhangiger
Pradiktor fir eine schlechtere Prognose identifiziert werden (7, 64, 68, 133).

Auch der Lymphknotenstatus nach kurativer Resektion konnte als prognostischer Faktor her-
ausgearbeitet werden. In der Analyse von Uchiyama et al. wurde beispielsweise eine Hazard
Ratio von 2,1 bei iCCA fur Patienten mit positivem Lymphknotenstatus errechnet, was zudem
zu einer signifikanten Reduktion der 5-Jahres Uberlebensrate von 46,4% auf 7% fiihrte (133).
Der ECOG-Performancestatus wurde ebenfalls als unabhangige prognostische Variable iden-
tifiziert. Eine groBe Differenz in der Uberlebenszeit wurde beispielsweise in der Analyse des
ENSCCA-Registers gezeigt, mit Uberlebenszeiten von 25,3 Monaten bei ECOG 0 und lediglich
3 Monaten bei ECOG 3/4 (7). Prognostische Scores, welche beispielsweise prognostische
Laborparameter beinhalten, wurden bereits unter 2.1.5. diskutiert (9, 80).

Weitere prognoseverschlechternden Faktoren sind beispielsweise ein unvollstandiger Resek-
tionsstatus (28, 134), sowie eine perineurale, lymphangiozytare- oder Gefaldinvasion des Tu-
mors (135). In der Analyse der ENSCCA stellten Einzelmetastasen mit 80% der Metastasen
den haufigsten Metastasierungsmodus dar. Die haufigsten Metastaseorte flir CCA insgesamt
waren das Peritoneum (20,7% der Einzelmetastasen), distale Lymphknoten (16,5%), die Le-
ber (pCCA 34,9%, dCCA 27,8%) und die Lunge (14,1%) (7).

2.2. Glyoxalase 1

2.2.1. Das Glyoxalasesystem

Die Glyoxalase 1 (GLO1), auch bekannt als Lactoylglutathion Lyase oder GLOD1 gemaf der
HGNC-Gendatenbank (HGNC:4323; HUGO Gene Nomenclature Committee), ist ein Enzym,
das auf Chromosom 6 (Genlokus 6p21.2) lokalisiert ist (136). Es gehdrt zur Familie der Glyo-
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xalasen, zu der bisher 6 Enzyme gezahlt werden. Diese Enzyme sind in diversen metaboli-
schen Prozessen beteiligt, insbesondere am Abbau von reaktiven Dikarbonylen, wie Methyl-
glyoxal, und kommen in der Natur ubiquitar vor (137). Die Entdeckung und Charakterisierung
des Glyoxalase-Systems rund um GLO1 geht zurlick auf die Arbeit von Dakin und Dudley im
Jahr 1913, die 1951-1953 von Racker vervollstandigt wurde (138, 139). Es besteht aus den
zwei Enzymen Glyoxalase 1 (GLO1, EC 4.4.1.5) und Glyoxalase 2 (GLO2, EC 3.1.2.6), die
Methylglyoxal (MG) unter Verwendung von reduziertem Glutathion zu D-Laktat umwandeln
(139). Die nicht-enzymatische Reaktion (Abbildung 7) zwischen MG und reduziertem Gluta-
thion fuhrt zur Bildung eines ein Hemithioacetals, das anschlieRend durch die Glyoxalase 1 zu
S-D-Lactoylglutathion umgewandelt wird. Im darauffolgenden Reaktionsschritt wird S-D-Lac-
toylglutathion durch GLO2 zu D-Lactat hydrolysiert, wodurch das reduzierte Glutathion wie-
derhergestellt wird. D-Laktat kann dann durch die D-Laktat-Dehydrogenase weiter zu Pyruvat
oxidiert werden (140).
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Abbildung 7: Das Glyoxalase System. Entnommen aus (141).

In Saugetieren entsteht der gréRte Teil von MG als Nebenprodukt der Glykolyse durch nicht-
enzymatische Degradation von Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) und Gylcerinaldehyd-3-
Phosphat (G3P). MG kann allerdings auch an anderen Stellen des Stoffwechsels, wie im Thre-
onin-Katabolismus oder im Abbau von Aceton entstehen (142, 143). Die Umwandlung der Tri-
osephosphate zu MG innerhalb der Glykolyse geschieht in etwa 0,1-1%, je nach glykdmischen
Zustand (in Normoglykamie vs. Hyperglykamie). GLO1 baut unter physiologischen Bedingun-
gen Uber 99% des MG ab. Ohne jenen Abbau wirde es zu einer MG-Anreicherung bis hin zu
zelltoxischen Werten kommen (144-146). MG ist ein hochreaktives a-Oxoaldehyd, das zur
Glykierung von Nukleotiden, Proteinen und basischen Phospholipiden fuihrt und mit diesen
»+Advanced Glycation Endproducts® (AGEs) formt (147). Die geformten AGEs kénnen entweder
direkt Gber Proteinfehlfaltung und einer Erhéhung der DNA-Mutationsraten wirken oder Uber
spezifische AGE-Rezeptoren (RAGE) Signalkaskaden induzieren (146, 148, 149). Dies kann
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beispielsweise zu vermehrtem oxidativen Stress, vermehrter Expression und Ausschittung
von proinflammatorischen Zytokinen oder verstarkter Angiogenese und Zellproliferation flihren
(150). MG und seinen AGEs werden in diversen Krankheiten wie Diabetes, kardiovaskularen-
und neurodegenerativen Erkrankungen mit der Pathogenese in Verbindung gebracht (siehe
Abbildung 8) (151).
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Abbildung 8: Der Einfluss und die molekularen Mechanismen der AGE/RAGE Signalachse
auf die Entstehung von Krebs. Entnommen aus (150).

2.2.2. Methylglyoxal und Glyoxalase 1 in malignen Tumoren

Die Rolle von MG bei der Entstehung von Krebs ist zweigleisig. Zum einen konnte gezeigt
werden, dass erhdhte MG-Konzentrationen in Tumoren mit einer Verringerung der DNA-Rep-
likation und einem Zellzyklusarrest einhergehen, was mit einer vermehrten Apoptose verbun-
den ist (145, 152, 153). Auch wurde am HCC gezeigt, dass eine erhdhte MG-Konzentration
die Invasion, Migration und Adhéasion von HCC-Zellen storte (154). Zum anderen konnte an
den Beispielen von Brustkrebs, dem kolorektalen Karzinom und dem anaplastischen Schild-
drisenkarzinom gezeigt werden, dass MG-induzierter Zellstress pro-metastatisch und wachs-
tumsférdernd wirken kann (155-157). Dies geschieht beispielweise durch Aktivierung migra-
torischer Signalwege oder Hochregulation der Expression von YAP (Yes-Associated Protein),
einem Transkriptionsaktivator, der wachstumsférdernde Gene reguliert (158, 159).

Um den gesteigerten Energiebedarf der schnell wachsenden Tumorzellen zu decken, erfolgt
eine Umstellung des Zellstoffwechsels im Tumor auf anaerobe Glykolyse, auch bekannt als
Warburg-Effekt. Dabei wird Glucose unabhangig vom Sauerstoffangebot vermehrt zu Laktat
umgewandelt. Dies fihrt zu einem erhdhten Bedarf an Glucose in den Tumorzellen und einer
vermehrten Bildung von MG, wodurch das Glyoxalasesystem im Tumorstoffwechsel an Be-
deutung zunimmt (160). Studien am Magenkarzinom konnten zeigen, dass eine hohe GLO1-
Expression mit aggressiveren Phanotypen, wie beispielweise einer Magenwandinvasion oder
Lymphknotenmetastasen, und einer damit verbundenen schlechteren Prognose einherging
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(14). Anhnliche Ergebnisse konnten beim Prostatakarzinom gezeigt werden. Wahrend gesun-
des Prostataepithel keine GLO1-Expression zeigte, ging eine GLO1-Expression mit héheren
Tumorstadien, einem héheren Gleason Score und einem positivem Lymphknotenstatus ein-
her. Zudem wurde gezeigt, dass GLO1-Positivitat als unabhangiger Marker fur eine schlechte
Prognose bei den untersuchten Prostatakarzinomen fungierte (15). Eine erhdhte GLO1-Ex-
pression wurde auch bei anderen Tumoren, wie Brustkrebs (16), Gliomen (161), und hepato-
zellularen Karzinomen (162) mit fortgeschrittenem Tumorstadium beobachtet. Es gibt jedoch
auch Forschungsergebnisse, die auf eine protektive Rolle von GLO1 hinweisen. In zwei in-
vivo-Studien flhrte eine Depletion von GLO1 bei kolorektalen Karzinomen und Brustkrebs zu
einem erhdhten Tumorwachstum (155, 156). In einer Analyse von Zender et al. mit dem Ziel
Tumorsuppressorgene durch RNA-Interferenz-Screening bei HCC zu identifizieren, konnte
GLO1 als ein Tumorsuppressor identifiziert werden (163).

2.2.3. GLO1 und MDR

GLO1 wird auch eine Rolle bei der bei der Entwicklung von Multiplen Drug Resistance (MDR),
also einer Resistenz der Tumorzellen gegen verschiedene Arzneistoffe, unter Chemotherapie
zugeschrieben (164). Zum Beispiel wurde beobachtet, dass Mitomycin C und Doxorubicin die
Uberexpression von GLO1 induzieren, was die Tumorzellen vor der Toxizitat dieser Therapeu-
tika schitzt (165). In humanen Leukamiezellen wurde ebenfalls eine Uberexpression von
GLO1 in Chemotherapieresistenten Zelllinien gezeigt. Eine Inhibition der GLO1 durch BBGC
unter Etoposidtherapie fihrte wieder zu einem vermehrten Anstieg der zuvor inhibierten
Apoptose in diesen Zellen (166). Der genaue Mechanismus der MDR durch GLO1 ist jedoch
noch nicht vollstandig verstanden, es wird vermutet, dass eine geringere MG-Anreicherung
unter oxidativem Stress durch die Chemotherapeutika eine Rolle spielt (166).

2.2.4. GLO1 Modulatoren

In der Literatur lassen sich zahlreiche Modulatoren von GLO1 finden. Dazu gehdren Inhibitoren
wie BBGC (S-p-bromobenzylglutathion cyclopentyl diester), Ethylpyruvat (EP) und Curcumin
(17, 167, 168). Es wurde beobachtet, dass die Hemmung von GLO1 in humanen Leukamie-
zellen (HL60-Zellen) zu einer Anreicherung von MG mit Induktion von Apoptose fuhrt (167). In
Zelllinien des HCC wurde unter BBGC eine Reduktion der Proliferation und unter EP eine
Reduktion der Migration beobachtet (17).

Zu den Induktoren der GLO1 gehoren beispielsweise trans-Resveratrol und Hesperetin. In ei-
ner randomisierten kontrollierten Studie mit Gibergewichtigen und adipésen Patienten konnten
Xue et al. die erhdhte Aktivitat von GLO1, reduzierte Plasma-MG-Spiegel und eine verringerte
Bildung von AGEs bei Behandlung mit einer Kombination aus beiden Stoffen beobachten. Dies
flhrte zu einer verbesserten glykdmischen Kontrolle und vaskularen Funktion. (169)

2.3. Zytokeratin 7
Zytokeratine (CK) gehdren zur Gruppe der Intermediarfilamente und bilden einen Teil des Zy-
toskeletts. Dabei wird zwischen sauren (CK 1-8) und basischen (CK 9-23) Zytokeratinen un-
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terschieden, die in unterschiedlichen Geweben individuell zusammengesetzt sind. Immunhis-
tochemische Anfarbung mit Antikdrpern ermdglicht die Sichtbarmachung von Zytokeratinen
und die Erstellung von Expressionsprofilen in verschiedenen Geweben (170-172).

Zytokeratin 7 (CK7) wird von verschiedenen Geweben exprimiert, darunter findet sich auch
eine hohe CK7-Expression bei Epithelzellen der Gallengange. Betrachtet man CCA, zeigen
Uber 95% der Tumore eine positive Expression von CK7, unabhangig von der Lokalisation des
Gallengangs und des Karzinoms, weshalb CK7 als ein guter Biomarker fur CCA gilt (173, 174).
CKY7 wird vor allem verwendet, um CCA von HCC und Metastasen kolorektaler Karzinome
abzugrenzen (175). Es konnte zwar durch Rullier et al. keine Korrelation zwischen der Anfarb-
barkeit von CK7 und Tumordifferenzierungsgrad gefunden werden (176), jedoch beschrieben
Liu et al. eine potenzielle Prognostische Bedeutung eines CK7/CK19-Indexes bei iCCA nach
Operation. Eine héhere Expression von CK7 und CK19 gingen dabei mit einer schlechteren
postoperativen Prognose einher (176, 177).
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3. Kollektiv, Material und Methoden

3.1. Kollektiv und allgemeiner Verlauf

Diese Arbeit umfasst ausschlieBlich Personen, die im Zeitraum von 1999 bis 2015 an der Uni-
versitatsmedizin Mainz aufgrund eines Gallenblasenkarzinoms oder cholangiozellularen Kar-
zinoms als Erstbehandlung eine Operation erhielten (229/245), da nur diese genug Tumorma-
terial fir eine immunhistochemische Farbung zur Verfligung stellten. Personen, die in diesem
Zeitraum lediglich biopsiert wurden und eine systemische oder andere nicht-operative Thera-
pie erhielten (16/245), wurden von der immunhistochemischen Untersuchung ausgeschlos-
sen. Zudem erfolgte im Vorfeld bereits ein Ausschluss von Personen, die eine llickenhafte
Nachbehandlungshistorie und Dokumentation aufwiesen, bei denen eine ausreichende Erhe-
bung der klinischen Daten hierdurch nicht méglich war.

Die Tumorproben wurden alle aus dem Archiv des Instituts flr Pathologie an der Universitats-
medizin Mainz zur Verfigung gestellt, geschnitten und mit spezifischen Antikbrpern immun-
histochemisch flr Glyoxalase 1 und Zytokeratin 7 gefarbt. AnschlieRend erfolgte eine mikro-
skopische Auswertung der Praparate. Das Kollektiv umfasst n=245 Patienten, bei n=229 Pa-
tienten lag ausreichend Resttumormaterial vor, um eine mikroskopische Auswertung zu er-
maglichen. Bei den restlichen 16 Proben konnte keine Auswertung erfolgen, sie wurden den-
noch in die Auswertung der klinischen Daten einbezogen. Die Erhebung der klinisch-patholo-
gischen Parameter erfolgte mithilfe des Personendaten-Organisationssystems ,SAP* (siehe
Datenerfassung 3.3.2) Es erfolgte zum Zeitpunkt 09/2021 eine Parameteraktualisierung der
vorhandenen Datenbank sowie eine Neuaufnahme der beschriebenen Blutwerte (siehe Da-
tenerfassung 3.3.2).

3.2. Materialien
Nachfolgend sind alle in dieser Arbeit benutzen Materialien und Gerate mit Herstellerangabe
und Produktnummer aufgelistet.

Verwendete Primarantikdrper:
Glyoxalase | Antibody (Clone: JU44-11), Novus Biologicals (NBP2-75514), rabbit monoclonal
in der Verdiinnung 1/500. (Typ 1gG)

Cytokeratin 7 Antibody (Clone: OV-TL 12/30), Dako Denmark A/S (Agilent Technologies)
(1IS619), mouse monoclonal ready to use. (Typ IgG)

Verwendetes Antikérpersystem mit Sekundarantikorper
Dako Denmark A/S (Agilent Technologies), Glostrup Ddnemark:
EnVision FLEX™ + Mouse (LINKER) (K8022)
EnVision FLEX™ /HRP visualization reagent (DM822)

Weitere Reagenzien und Chemikalien:
Dako Denmark A/S (Agilent Technologies), Glostrup Dédnemark:
EnVision FLEX™ Wash Buffer (K8007)
EnVision FLEX™ Peroxidase-Blocking Reagent (DM821)
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EnVision™ Target Retrieval Solution Low pH (6)
EnVision™ Target Retrieval Solution High pH (9)
EnVision™ FLEX Antibody Diluent

EnVision FLEX™ DAB + Chromogen

EnVision™ FLEX Hematoxylin

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karslruhe:

Xylol (Isomerengemisch), reinst

Ethanol

B. Braun SE, Melsungen:

Desitilliertes Wasser, Braun Ecotainer®
Sigma-Aldrich® (Merck KGaA):
Entellan® (butyl 2-methylprop-2-enoate; methyl 2-methylprop-2-enoate)

Stadtwerke Mainz:

Leitungswasser

Arbeitsgerate und Software:

Glasutensilien:
- Deckglaser 24x50 mm, Gerhard Menzel GmbH
- Objekttrager, SuperFrost® Plus, Gerhard Menzel GmbH
- Glaskuvetten, VWR International GmbH
- Farbeeinsatze, VWR International GmbH
- Messzylinder (10ml, 50ml), VWR International GmbH

Elektrogerate und Mikroskope:
- Brutschrank, Memmert
- Dampfgarer, Braun 3216
- Farbeautomat, DAKO Cytomation Autostainer Plus
- Kihlschrank, Liebherr KBes 4260
- Laborwaage, Sartorius LC 4200
- Lichtmikroskope, Olympus CX21
- Mikrotom, Zeiss Rotationsmikroskop Hyrax M55

Sonstige Laborausstattung:
- Dako Pen For Immunostaining, Agilent Technologies (S200230-2)

Software:
- Microsoft 365® Excel
- Microsoft 365® Word
- SAP® Patientendatenmanagement
- IBM SPSS® Statistics 27.0 fir Windows
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3.3. Methoden
3.3.1. Immunhistochemische Farbungen

3.3.1.1. Prinzipien der immunhistochemischen Farbung

Das Prinzip der Immunhistochemie (IHC) beruht auf einer Sichtbarmachung von Antigenen
und Proteinen mithilfe von Antikdrpern. Ein bedeutender Anwendungspunkt der IHC in der
klinischen Histologie ist bei der Erkennung und Klassifikation von Tumoren. Diese kénnen bei-
spielsweise mit spezifischen immunhistochemischen Markern sichtbar gemacht werden und
somit Ruckschluss auf den Tumorursprung und die Tumorentitat ermdglichen. Weiterhin kon-
nen Tumore auch auf ihre spezifischen Charakteristika, wie beispielsweise die Expression be-
stimmter Antigene oder Enzyme untersucht werden, die in der Prognose von Bedeutung sind
oder als therapeutische Zielstruktur dienen (178). Hierdurch wird eine prazise und individuell
auf den Tumor des Erkrankten zugeschnittene Therapie ermdglicht. Die Grundlage der IHC
basiert auf einer Antigen-Antikdrper-Reaktion, bei welcher ein Antigen eine bestimmte Anti-
genstruktur erkennt (Epitop) und spezifisch unter einem Schlissel-Schloss-Prinzip an diese
bindet. Idealerweise sollte ein in der Diagnostik verwendeter Antikbper nicht an ahnliche
Epitope oder auf gleiche Epitope auf verschiedenen Antigenen binden, also keine Kreuzreak-
tivitat aufweisen. Bei Antikdrpern wird zwischen mono- und polyklonalen Antikérpern unter-
schieden (179). Polyklonale Antikdrper entstehen beispielsweise dadurch, dass ein Immun-
system ein korperfremdes Antigen erkennt und mehrere Plasmazellen verschiedene Antikor-
per gegen verschiedene Epitope dieses Antigens herstellen. Bei monoklonalen Antikérpern
stammen diese von lediglich einer Plasmazelle oder einem unsterblichen Plasmazellklon und
sind gegen ein spezifisches Epitop gerichtet (180). Plasmazellklone werden fur die industrielle
Herstellung von Antikérpern verwendet, fir diese Arbeit wurde der Klon JU44-11 flr die Anti-
korper gegen GLO1 und OV-TL 12/30 fir die Antikbrper gegen CK7 verwendet.
In der Farbemethodik wird zwischen direkter und indirekter Immunmarkierung unterschieden.
In der direkten Methode wird der Antikdrper (= Primarantikdrper) an einen fluoreszierenden
Farbstoff oder ein farbstoffumsetzendes Enzym gekoppelt (= konjugiert). Dieser bindet dann
spezifisch an sein Epitop und markiert die Zielstruktur direkt. Da hier keine weiteren Sekun-
darantikérper beteiligt sind findet die Signalverstarkung gering aus und die Sensitivitat ist deut-
lich geringer als bei der indirekten Methode. Bei dieser bindet zuerst ein unkonjugierter Pri-
marantikorper an die Zielstruktur. Dieser wird daraufhin klassischerweise mit einem zweiten
Antikorper (=Sekundarantikorper), der mit einem Farbstoff, Enzym, Goldpartikel oder ein Po-
lymer zur Visualisierung konjugiert ist, markiert. Dieser richtet sich gezielt gegen die Fc-Region
(konstante Region) des Primarantikorpers, die je nach Organismus, der den Primarantikérper
hergestellt hat, unterschiedlich ist. Wurde dieser beispielsweise durch Plasmazellen eines Ha-
sen (engl. rabbit) hergestellt, gibt es spezifische anti-rabbit-Antikdrper. Es gibt mittlerweile viele
Formen der indirekten Methode. Beispielsweise kann in einem dritten Schritt ein weiterer en-
zymkonjugierter Antikorper (=Tertiarantikorper) an den Sekundarantikérper binden und somit
eine weitere Signalverstarkung erlangt werden. In dieser Arbeit wurde die EnVision-Polymer-
Konjugat-Methode der Firma Dako (jetzt Agilent) verwendet (siehe Abbildung 9). Hierbei sind
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an den Sekundarantikérper Dextran-Polymere gebunden, an welche Enzymmolekiile und wei-
tere speziesspezifische Sekundarantikdrper gebunden sind. Optional kénnen statt der direkten
Sekundarantikdrperbindung sogenannte Linker verwendet werden, die statt des Sekundaran-
tikdrpers an den Primarantikdrper binden. An diese Linke kénnen dann mehrere sekundaran-
tikdrpergebundene Dextran-Polymere binden und somit eine weitere Signalverstarkung er-
maoglicht werden. Die hier eingesetzten Linker fir die EnVision FLEX™-Polymer-Konjugate
sind ein Rabbit-Antikdrper-Polymer ohne Linker bei GLO1 und einen Mouse-Linker und Anti-
korper-Polymer bei CK7 (181, 182).

FLEX protocol

e\

Labeled
Polymer
Primary mouse
Antidody o rabbit

VA DAB DAS
AEAIN NI i <
Antibody mouse or rabbit HRP conjugated polymer Chromogen Brown DAB
FLEX+ protocol
Py
Pl | i I

/' Y 7\ N\ o8 a2 /\\ o8 DA

MEANAN ; o AVAVAVA L
Antibody mouse or rabbit Linker HRP conjugated polymer Chromogen Brown DAB

Abbildung 9: EnVision-Polymer-Konjugat-Methode. Entnommen aus (183).

Der Erstantikérper (gegen Antigen/Epitop) ist nach optionaler Bindung des Polymers und es-
senzieller Bindung des Sekundarankdérpers inklusive gekoppeltem Enzym weiterhin nicht di-
rekt sichtbar. Es muss ein Substrat hinzugefligt werden, welches durch enzymatische Umset-
zung sichtbar wird. Das am haufigsten verwendete Enzym ist die Meerrettich-Peroxidase
(engl. horseradish peroxidase= HRP), die auch in dieser Arbeit verwendet wurde. Ein hinzu-
gegebener Farbstoff (= Chromogen) wird von der HRP oxidiert und flihrt zum Farbumschlag.
Der hier verwendete Farbstoff ist 3-3'-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB) und verwan-
delt sich nach Oxidierung in einen unléslichen, dunkelbraunen Niederschlag. Somit werden
die Orte sichtbar gemacht, an denen eine urspringliche Primarantikdrperbindung stattgefun-
den hatte (184).
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Im nachfolgenden ist der immunhistochemische Farbeprozess mit seinen einzelnen Schritten
ausfuhrlich dargestellt.

3.3.1.2. Farbeprozess
1. Vorbereitung der Tumorpraparate

Da die verwendeten Tumorpraparate zur Konservierung in Formalin fixiert und in Paraffin ein-
gebettet gelagert wurden, muss das Tumormaterial zur Verwendung flr die immunhistoche-
mische Farbung vorbereitet und entparaffiniert werden. Dafiir wurden von den jeweils zu ver-
wendenden Tumorblécken zuerst 3um dicke Schnitte angefertigt, auf einen Objekttrager auf-
gezogen und Uber Nacht bei 37°C getrocknet. Anschlieltend erfolgt die Entparaffinisierung
mittels Xylol und die Rehydrierung der Praparate in einer absteigenden Alkoholreihe in destil-
liertes Wasser durch Tauchbader nachfolgendem Schema:

3x in Xylol, jeweils 3 min
Ethanol 100%, 3 min
Ethanol 96%, 3 min
Ethanol 80%, 3 min
Ethanol 70%, 3 min
Ethanol 50%, 3 min
Destilliertes Wasser, 3 min

No o s h-=

Danach erfolgt die Demaskierung mittels Dampfgarer und einer Pufferldsung bei 96°C. Fur die
GLO1 Farbung erfolgte diese fur 35 Minuten mit einem Citratpuffer mit einem pH von 6 (EnVi-
sion™ Target Retrieval Solution Low pH) in einer 1:50 Verdiinnung und fiir die CK7 Farbung
erfolgte die Demaskierung fur 20 Minuten mit einem TRIS-EDTA-Puffer mit einem pH von 9
(EnVision™ Target Retrieval Solution High pH) in einer 1:50 Verdiinnung. Nach 3-maligem
Waschen in Waschpuffer (EnVision™ FLEX Wash Buffer (20x), 1:20 verdunnt in A. dest) fur
je 5 Minuten wurde der Farbevorgang gestartet.

2. Farbevorgang

Fir den Vorgang wurde der ,Dako Cytomation Autostainer Plus“ verwendet, um einheitliche
Bedingungen zu gewahrleisten und Fehlerquellen dank Automatisierung zu minimieren und
den Durchsatz zu steigern. Pro Farbedurchgang wurden immer Prostatapraparate als Positiv-
kontrollen mitgefiihrt. Als Negativkontrolle wurde das gleiche Praparat ohne Zugabe des Er-
stantikorpers verwendet und am Ende des Durchgangs evaluiert.

1. Schritt: Blockierung der endogenen Peroxidase
Als erster Schritt erfolgte die Blockierung der endogenen Peroxidase durch Wasser-
stoffperoxid in Phosphatpuffer mittels ,EnVision™ FLEX Peroxidase-Blocking Rea-
gent” (15mmol/L NaNs) fir 5 Minuten bei Raumtemperatur (RT). Anschlieend erfolg-
ten 3 Waschschritte mit dem ,EnVision™ FLEX Wash Buffer®.

2. Schritt: Bindung des Primarantikdrpers
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Nun wurden die jeweiligen Primarantikérperldsungen aufgetragen und bei Raumtem-
peratur fur 20 Minuten inkubiert. Fir GLO1 erfolgte dies in einer Verdlinnung von 1:500
in EnVision™ FLEX Antibody Diluent und fir CK7 ohne vorherige Verdiinnung als
ready to use (rtu). Anschlielend erfolgten 3 Waschschritte mit dem Waschpuffer.
Schritt: Bindung des Linkers + Sekundarantikérper-Polymers + Chromogen

Im Falle von CK7 erfolgte die Inkubation des EnVision™ FLEX+ Mouse Linkers, um
die Signalverstarkung zu erhéhen fir 15 Minuten bei RT, gefolgt von 3 Waschschritten
(Fur GLO1 ist eine Verstarkung per Linker nicht nétig). Im nachfolgenden Arbeitsschritt
erfolgte die Applizierung und Inkubation der Sekundarantiképer-Polymer-Lésungen flir
20 Minuten bei RT (EnVision FLEX™ /HRP visualization reagent). AnschlieRend er-
folgten erneut 3 Waschschritte.

Schritt: Anfarbung mittels DAB-Chromogen

Durch 5-mindtige Inkubation des DAB-Chromogens (EnVision FLEX™ DAB+ Chromo-
gen) und 3-maligem Auswaschen wurde die Antikdrperbindung sichtbar gemacht. Die-
ser Vorgang wurde pro Farbung insgesamt zweimal durchgeflihrt.

Schritt: Gegenfarbung mit Hamatoxylin

Zur besseren Erkennbarkeit und zur Gewebekontrastierung erfolgt im Anschluss eine
Gegenfarbung mittels Hamatoxylin nach Mayer. Diese wird fur 3 Minuten bei Raum-
temperatur inkubiert und anschlieend fir 10 Minuten mit Leitungswasser geblaut und
ermdglicht eine Farbung aller Zellkerne in blau.

Schritt: Entwasserung und eindecken mit Entellan™

Die Praparate wurden abschlieflend mit einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert
(gleicher Vorgang wie bei Rehydrierung mit absteigender Alkoholreihe, aber Beginn
mit Destilliertem Wasser und Schritte aufsteigend hin zum Xylol), mit dem Eindeckmit-
tel Entellan™ permanent eingedeckt und mit einem Deckglas versehen.
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3.3.2. Datenerhebung

3.3.2.1. Klinische Daten

Die klinischen Patientendaten wurden aus einer bestehenden Datenbank der Arbeitsgruppe
von Prof. [l entnommen, aktualisiert und teils erweitert. Dies erfolgte mithilfe des klinik-
intern verwendeten Personendatenmanagement-Programms SAP. AnschlieRend wurden die
pseudonymisierten Daten zunachst in eine Excel-Tabelle konvertiert und aus dieser dann in
eine SPSS-Datei erstellt. Diese wurde mit freundlicher Unterstutzung des Instituts fir Medizi-
nische Biometrie, Epidemiologie und Informatik (IMBEI) der Universitatsmedizin Mainz ausge-
wertet und mit den Ergebnissen der immunhistochemischen Farbungen korreliert.

Als Patientenparameter wurden Geschlecht, Alter bei Erstdiagnose und das errechnete OS
sowie die Risikofaktoren Alkohol-, Nikotinabusus sowie Diabetes Mellitus erhoben. An Tumor-
parametern wurden die Tumorlokalisation (iCCA, pCCA, dCCA, GB) sowie die TNM-Klassifi-
kation, die Klassifikation nach UICC und Bismuth-Corlette, sowie der Tumordifferenzierungs-
grad erhoben. Uber die Jahre haben sich leichte Anderungen an der Wertung der Verschiede-
nen Stadien beziglich der UICC-Klassifikation ergeben, weshalb die vorliegenden TNM-Sta-
dien zur besseren Vergleichbarkeit nach der 8. UICC-Auflage aktualisiert und ausgewertet
wurden.

An Laborparametern wurden CA 19-9, GOT, GPT, der De-Ritis-Quotient, Bilirubin, Albumin,
der Hamoglobinwert sowie der INR und Quick-Wert erhoben und verwendet (65).

In der Datenbank wurden ebenso die weiteren Therapieverlaufe (z.B. Chemotherapie) erho-
ben, jedoch Aufgrund der weitestgehenden Unvollstandigkeit durch a.e. fehlende Digitalisie-
rung und der Nachsorge aulRerhalb der Universitatsmedizin fir diese Arbeit nicht verwendet.

3.3.2.2. Immunhistochemische Farbung

Nach der IHC erfolgte die lichtmikroskopische Praparateauswertung. Diese wurde mit freund-
licher Unterstlitzung durch das Institut flr allgemeine Pathologie der Universitadtsmedizin
Mainz unter Begleitung und Anleitung durch _ und _ Die
Auswertung wurde an einem Lichtmikroskop der Firma Olympus unter 10-, 20- und 40-facher
Vergrolerung durchgefihrt. Die Einteilung der GLO1-Farbung erfolgte nach dem immunreak-
tivem Score (IRS-Score) nach Remmele und Stegner, der sonst als Bewertungsskala fiir Pro-
gesteron- und Ostrogenrezeptoren von Tumorzellen der Brust dient und fiir diese Arbeit fiir
GLO1 adaptiert wurde (185). In diesem Score wird jeweils eine Punktzahl fiir die Prozentzahl
positiver Zellkerne und fir die Intensitat der Farbereaktion vergeben und beide Punktzahlen
im Anschluss multipliziert. Die Einteilung und Auswertung von CK7 erfolgte lediglich nach In-
tensitat der Farbereaktion.
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Punktzahl | Positiv gefarbte Zellen in % Intensitat der Farbereaktion

0 0 Keine Anfarbung

1 <10 Schwache Farbereaktion
2 11-50 MaRige Farbereaktion
3 51-80 Starke Farbereaktion
4 >80 -

Auswertung des IRS-Scores, abgewandelt fiir GLO1

0-1 GLO1-negativ

2-3 GLO1-positiv, schwache Expression
4-8 GLO1-positiv, malige Expression
9-12 GLO1-positiv, starke Expression

Tabelle 1: Punktevergabe innerhalb des IRS-Scores. Spalte 1 zeigt die jeweils zu vergebende
Punktzahl fiir die Ergebnisse in Spalten 2 (positiv gefédrbte Zellen in Prozent) und Spalte 3
(Intensitét der Farbereaktion). Zur Errechnung des IRS-Scores flir GLO1 werden die jeweiligen
Punktzahlen fiir Spalte 2 und 3 muiltipliziert und anhand der Grenzwerte im unteren Teil der
Tabelle eingeteilt. Waren z.B. 40% der Tumorzellen in einem Préparat schwach geférbt so
ergibt sich rechnerisch eine Punktzahl von 2 x 1= 2. Somit wird das Préparat als GLO1-positiv
gewertet mit einer schwachen Expression.

3.3.2.3. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte wie bereits erwahnt mit dem Pro-
gramm SPSS (Statistical Package for Social Sciences) der Firma IBM unter Verwendung der
27.0 Version fir Windows und unter beratender Begleitung durch [ | |GG o
Institut fir medizinische Biometrie, Epidemiologie und Informatik der Universitatsmedizin der
Johannes Gutenberg-Universitat Mainz.

Es erfolgte zunachst die Deskription der Daten des Patientenkollektivs, danach erfolgte die
retrospektive explorative Auswertung verschiedener Korrelationen mittels exaktem Test nach
Fisher fir 2 kategoriale unverbundene Variablen. Im Anschluss erfolgte die explorative Durch-
fihrung von Lebenszeitanalysen mittels Kaplan-Meier Kurven, Log-Rank-Tests und Breslow-
Tests. Der Breslow-Test ist ein statistischer Test zur Analyse von Uberlebenskurven, welcher
Ereignisse zu Beginn des Beobachtungsintervalls starker gewichtet, um Aussagen tUber Un-
terschiede in der Anfangsphase eines Untersuchten Zeitraums hervorzuheben (186, 187).

In dieser Arbeit wurde der Breslow-Test herangezogen, wenn in den Kaplan Maier-Uberle-
benskurven grafisch deutliche Unterschiede bei den Uberlebensraten in den Anfangsphasen
zu sehen waren. Da es sich beim CCA um eine aggressive Tumorart mit geringem OS nach
kurativer Resektion handelt (s. Abschnitt 2.1.7.), welches sich auch in den mOS-Zeiten in die-
sem Kollektiv widerspiegelt, waren Unterschiede im Beginn des Beobachtungszeitraumes von
besonderem Interesse.
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Als statistisches Signifikanzniveau der explorativen Analyse wurde ein p-Wert von 0,05 ge-
wahlt. Aufgrund des gewahlten Studiendesigns (retrospektive Analyse) ist die Analyse des
Datensatzes rein explorativer Natur und erlaubt keine Aussagen Uber tatsachliche Signifikan-
zen. Zur Vereinfachung des Leseflusses wird in folgendem Text von ,statistisch signifikant*
gesprochen, wenn sich Auffalligkeiten innerhalb des gewahlten p-Wertes zeigen liel3en.

Zur Ermittlung des Einflusses bestimmter Daten auf das Uberleben erfolgte zudem eine Aus-
wertung mittels Cox-Regressionsmodell. Hierzu wurden die getesteten Variablen zunachst auf
eine Annahme von einer Uber die Zeit konstanten Einflussnahme (engl. proportional Hazard)
hin getestet und dann sowohl univariat sowie multivariat getestet. Eine grafische Darstellung
erfolgte mittels Forest-Plots, welche mit dem Datenverarbeitungsprogramm Microsoft-Excel
erstellt wurden.
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4. Auswertung

4.1. Klinische Daten und allgemeine Charakteristika des Kollektivs

Es wurden insgesamt von 245 Patienten und Patientinnen klinische Daten erhoben. Diese
konnten bei einigen wenigen Personen aufgrund fehlender Digitalisierung, fehlendem Zugang
zu alteren archivierten Akten, und der teilweise fehlenden Dokumentierung beziglich der spe-
zifischen Fragestellung der Dissertation nicht vollstandig erhoben werden.

Die 245 Tumore wurden fir die weitere Betrachtung in Gruppen nach ihrer Lokalisation aufge-
teilt. Daraus ergaben sich drei Gruppen mit n=163 intrahepatischer Lokalisation, n=77 extra-
hepatischer Lokalisation und n=5 Lokalisation in der Gallenblase. 53,1% (n=130) der Tumor-
proben stammten von mannlichen Patienten und 46,9 % (n=115) von weiblichen Patientinnen.
Bei den intrahepatischen Karzinomen war der Anteil der mannlichen Patienten mit 45,4 %
(n=74) geringer als im Gesamtkollektiv. Das Overall Survival (OS, engl. Gesamtlberleben)
betrug in diesem Kollektiv im Schnitt 27,9 Monate (Median = 20,4 Monate). Dabei wurde das
beste OS (29,3 Monate) bei intrahepatischen Karzinomen beobachtet. Extrahepatische Karzi-
nome hatten ein mittleres OS von 25,3 Monaten. Das mediane Erkrankungsalter bei Erstdiag-
nose betrug in diesem Kollektiv 65 Jahre (min. 31- max. 84) (Siehe Tabelle 2).

Gesamtkollektiv | intrahepatisch extrahepatisch Gallenblase
Anzahl Haufig- | Anzahl Haufig- | Anzahl Haufig- | Anzahl Haufig-
in n= keitin % | in n= keitin % | inn= keitin % | inn= keit in %
Gesamtzahl 245 100
Lokalisation
intrahepatisch 163 100
extrahepatisch insgesamt 77 100
davon: distal 4 52
davon: perihilar 73 94,8
Gallenblase 5 100
Geschlecht
mannlich 130 53,1 74 45,4 54 70,1 2 40
weiblich 115 46,9 89 54,6 23 29,9 3 60
Alter bei MW 63,6 MW 63,6 MW 63,3 MW 68
Erstdiagnose SD 11,1 SD 11,6 SD 10,2 SD 8,9
Min 32 Min 32 Min 39 Min 59
Max 84 Max 84 Max 84 Max 81
Median 65 Median 65 Median 64 Median 67
Overall- MW 34,4 MW 40 MW 26,4 MW 20,9
Survival SD 2,8 SD 4,3 SD 2,6 SD 7
(in Monaten) Min 0 Min 0 Min 0 Min 1,3
Max 189,2 Max 189,2 Max 84,3 Max 42,7
Median 23,5 Median 23,5 Median 22,6 Median 22,8

Tabelle 2: Uberblick Gesamtkollektiv und Unterkollektive: Héaufigkeitsverteilung Tumorlokali-
sation, Geschlecht, Alter bei Erstdiagnose und Overall Survival.
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In Bezug auf die gangigsten Risikofaktoren gaben 12 Personen (4,9%) einen Alkoholabusus
und 26 Personen (10,6%) einen Nikotinabusus an. Bei 33 (13,5%) Personen war in der Akte
ein Diabetes Mellitus vermerkt (siehe Tabelle 3).

Risikofaktoren Anzahl =n Prozent
Alkoholabusus ja 12 49
fehlend 233 95,1
Nikotinabusus ja 26 10,6
fehlend 219 89,4
Diabetes ja 33 13,5
nein 211 86,1
fehlend 1 0,4

Tabelle 3: Risikofaktoren im Gesamtkollektiv.

Anhand der in Tabelle 4 dargestellten Haufigkeitsverteilungen der TNM-Stadien ist zu erken-
nen, dass insgesamt eher niedrigere T-Stadien vorliegen (Tis, T1 und T2-Stadien aufsummiert
n=167, 68,7%). Die Gruppe der aufsummierten T3 und T4 Stadien betragt lediglich n=76
(31,3%) der untersuchten Praparate. Dieselbe Tendenz zeigt sich ebenfalls bei den Haufigkei-
ten des Lymphknotenbefalls (NO mit n=144, 59,3%) und des Status der Fernmetastasierung
(MO mit n=197, 85,7%). Der bereits in der TNM-Klassifizierung gesehene Trend zu niedrigen
Stadien spiegelt sich ebenfalls in der UICC-Klassifizierung wider. Im Gesamtkollektiv sind bei
Diagnose in diesem Kollektiv 43,3% in Stadium 1-2 und 49,4% in Stadium 3-4, bei 7,3% fehlt
eine Angabe des UICC-Stadiums. Von den nach UICC-Stadium ausgewerteten Patienten sind
bei iCCA 50,7% und bei eCCA 40,5% der Tumore in einem Stadium < llb (siehe Tabelle 5).
Bei jeweils der Halfte der Personen im Gesamtkollektiv lag eine mittelgradige Tumordifferen-
zierung vor. Dies spiegelt sich auch in den beiden Untergruppen der intrahepatischen und
extrahepatischen Karzinome wider. Bei 25,3% der Karzinome im Gesamtkollektiv, bei 26,3%
der intrahepatischen Tumore und 22,4% der extrahepatischen Tumore lag eine schlechte Tu-
mordifferenzierung vor (siehe Tabelle 5). In der Einteilung der extrahepatischen Tumore nach
Bismuth-Corlette befiel der Tumor in 36 Fallen (55,4%) die Hepatikusgabel sowie beide Haupt-
aste (Typ IV).

Bezulglich der laborchemischen Grenzwerte wurden die Referenzwerte des Institutes fur Klini-
sche Chemie und Laboratoriumsmedizin der Universitatsmedizin Mainz gewahlt. Fir CA 19-9
ergibt sich hierdurch in dieser Arbeit 37 U/ml als Cut-off-Wert (65). In 60,1% (n=86) der Falle
im Gesamtkollektiv liegt ein erhdhter Wert des Tumormarkers CA19-9 vor. Eine ahnliche Ver-
teilung mit erhdhten CA 19-9 Werten bei mehr als der Halfte des Kollektivs Iasst sich ebenso
in den Unterkollektiven beobachten (iCCA: n=44, 51%; eCCA: n=40, 74%). Der errechnete
De-Ritis-Quotient, welcher sich durch Division von GOT durch GPT ergibt, ist im Gesamtkol-
lektiv etwa gleichmaRig verteilt (51,7% 2=1), bei der Betrachtung der Unterkollektive fallt jedoch
auf, dass sich die intrahepatischen Tumore wie zu erwarten (63,8%, n=88 =1) zu den extrahe-
patischen (25,4%, n=16 21) gegensatzlich verhalten. 40,7% (n=48) der intrahepatischen Kar-
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zinome gingen mit einer Erniedrigung des Albuminwerts einher (vs. 58,1%, n=36 extrahepati-
sche Tumore). Eine erwartete gegensatzliche Verteilung ist bei den Bilirubinwerten zu be-
obachten. Hierbei gehen die extrahepatischen Tumore eher mit Gallenabflusstérungen einher
und somit tendenziell mit héheren Bilirubinwerten (71,4% erhoht extrahepatisch vs. 21,7% in-
trahepatisch) (siehe Tabelle 6).

Die INR (91,2%) und Quick- Werte (94,6%) lagen im Gesamtkollektiv hauptsachlich im Norm-
bereich. Gleichermalien verhielt es sich in den Unterkollektiven (siehe Tabelle 7). 26% (n=53)
des Gesamtkollektives wiesen eine Anamie auf, wobei in der Gruppe der intrahepatischen
Karzinome 18,2% (n=25) und in der Gruppe der extrahepatischen Karzinome 42,9% (n=27)

eine Anamie aufwiesen.

TNM-Klassifikation | Gesamtkol- intrahepatisch extrahepatisch | Gallenblase
lektiv
Anzahl Haufig- | Anzahl Haufig- |Anzahl Haufig- |Anzahl Haufig-
in n= keitin % | inn= keitin% |inn= keitin% |inn= keitin %
T-Stadium
Fehlend 2 0,82 1 0,6 1 1,3 0 0
Gultig T 243 99,1 162 100 76 98,7 5 100
- davon: Glltige % Gultige % Glltige % Glltige %
Tis 1 0,4 - - 1 1,3 - -
T1 58 23,9 52 32,1 6 7,9 - -
T2 12 4,9 4 2,5 6 7,9 2 40
T2a | 30 12,3 19 11,7 11 14,5 - -
T2b | 66 27,2 38 23,5 28 36,8 - -
T3 66 27,2 47 29 18 23,7 1 20
T4 10 4.1 2 1,2 6 7,9 2 40
N-Stadium
Fehlend 19 7,8 16 9,8 3 3,9 0 0
Gultig N 243 92,2 147 90,2 74 96,1 5 100
Gultige % Gultige % Glltige % Gultige %
-davon: NO 144 63,7 97 66 44 59,5 3 60
N1 78 34,5 50 34 26 35,1 2 40
N2 4 1,8 0 - 4 5,4 0 -
M-Stadium
Fehlend 27 11 11 6,7 15 19,5 1 20
Gultig M 230 89 152 93,3 62 80,5 4 80
Gultige % Gultige % Glltige % Gultige %
-davon: MO 197 90,4 138 90,8 56 90,3 3 75
M1 21 9,6 14 9,2 6 9,7 1 25

Tabelle 4: TNM-Klassifikation: Haufigkeitsverteilung des TNM-Status im Gesamtkollektiv und

in den Unterkollektiven.
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Stadieneinteilung Gesamtkollektiv | intrahepatisch | extrahepatisch | Gallenblase
Anzahl Haufig- | Anzahl Haufig- | Anzahl Haufig- |Anzahl Haufig-
in n= keitin % |[inn=_ keitin% | inn=_ keitin % inn=_ keitin %

UICC-Stadium

Fehlend 18 7,3 15 9,2 3 3,9 0 0

Gultig 227 92,6 148 90,8 74 96,2 5 100

davon: Glltige % Glltige Gultige % Glltige %

%
Tis 1 0,4 - - 1 1,4 - -
I 39 17,2 35 23,6 4 54 - -
Il 63 27,8 40 27 22 29,7 1 20
lla 2 0,9 - - 2 2,7 0 0
IIb 1 0,4 - - 1 1,4 0 0
1] 1 0,4 1 0,7 - - - -
llla 31 13,7 21 14,2 10 13,5 - -
b 39 17,2 37 25 1 1,4 1 20
llic 23 10,1 - - 23 31,1 - -
v 14 6,2 14 9,5 - - - -
IVa 6 2,6 - - 4 54 2 40
IVb 7 3,1 - - 6 8,1 1 20
insgesamt: Gultige % Gultige % Gultige % Gultige %
Stadien Tis-lIb 106 46,7 75 50,7 30 40,5 1 20
Stadien llla-IVb | 121 53,3 73 49,3 44 59,5 80

Einteilung nach

Bismuth-Corlette

Fehlend 12 15,6

Gultig 65 84,5

davon: Gultige %

Typ 2 3,1
Typ i 3 4,6
Typ llla 16 24,6
Typ llIb 8 12,3
Typ IV 36 55,4

Grad der Differen-

zierung

Fehlend 12 4,9 11 6,7 1 1,3 0 0

Gultig 233 95,1 152 93,3 76 98,7 5 100

davon: Gultige % Gultige % Gultige % Gultige %

Gut 54 23,2 34 22,4 19 25 1 20
Mittel 120 51,5 78 51,3 40 52,6 2 40
Niedrig 59 25,3 40 26,3 17 22,4 2 40

Tabelle 5: Stadieneinteilung: Haufigkeitsverteilung des UICC-Stadiums und des Grades der

Differenzierung im Gesamtkollektiv und in den Unterkollektiven, zusétzliche Einteilung der

Extrahepatischen Karzinome nach Bismuth-Corlette.
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Laborparameter: Serum | Gesamtkollektiv | intrahepatisch extrahepatisch | Gallenblase
Anzahl  Haufig- Anzahl Haufig- Anzahl Haufig- Anzahl Haufig-
in n= keitin% |inn= keitin% |inn=  keitin %inn=  keitin %

CA 19-9
Fehlend 102 41,6 77 47,2 23 70,1 2 40
Gesamt 143 58,4 86 52,8 54 29,9 3 60
- davon: Gliltige % Glltige % Giltige % Glltige %
<37 U/mi 57 39,9 42 48,8 14 25,9 1 33,3
=37 U/ml 86 60,1 44 51,2 40 741 2 66,7
GOT
Fehlend 40 16,3 25 15,3 14 18,2 1 20
Gesamt 205 83,7 138 84,7 63 81,8 4 80
- davon: Gliltige % Glultige % Giultige % Giiltige %
Normwertig 68 33,2 61 44,2 5 7,9 2 50

(& 5-35 UIL, @ 5-31 U/L)
erhoht 136 66,3 77 55,8 57 90,5 2 50
(8 >35U/L, 2 >31U/L)
erniedrigt (<5 U/L) 1 0,5 0 - 1 1,6 0 -
GPT
Fehlend 40 16,3 25 15,3 14 18,2 1 20
Gesamt 205 83,7 138 84,7 63 81,8 4 80
- davon: Gliltige % Glltige % Giltige % Glltige %
normwertig 103 50,2 91 65,9 10 15,9 2 50
(8 <50 UL, 2<35UIL)
erhéht 102 49,8 47 341 53 841 2 50
(8250 U/L, 2235 UI/L)
De-Ritis-Quotient
Fehlend 40 16,3 25 15,3 14 18,2 1 20
Gesamt 205 83,7 138 84,7 63 81,8 4 80
- davon: Giultige % Giiltige % Glltige % Giltige %
<1 99 48,3 50 36,2 47 74,6 2 50
=1 106 51,7 88 63,8 16 254 2 50
Bilirubin
Fehlend 40 16,3 25 15,3 14 18,2 1 20
Gesamt 205 83,7 138 84,7 63 81,8 4 80
- davon: Gliltige % Glltige % Giltige % Glltige %
<1,2 mg/dI 129 62,9 108 78,3 18 28,6 3 75
= 1,2 mg/dl 76 37,1 30 21,7 45 71,4 1 25
Albumin
Fehlend 61 249 45 27,6 15 19,5 1 20
Gesamt 184 751 118 724 62 80,5 4 80
- davon: Giultige % Giiltige % Glltige % Giltige %
normwertig 97 52,7 69 58,5 26 41,9 2 50
15-60 Jahre (35-50 g/L),
=61 Jahre (32-46 g/L)
erniedrigt 86 46,7 48 40,7 36 58,1 2 50
15-60 Jahre (<35 g/L),
> 61 Jahre (<32 g/L)
erhéht 1 0,4 1 0,8 0 0 0 0

15-60 Jahre (> 50 g/L),
> 61 Jahre (>46 g/L)
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Tabelle 6: Serumparameter: Haufigkeitsverteilung der Parameter CA19-9, GOT, GPT, Biliru-
bin, Albumin und des errechneten De-Ritis-Quotienten im Gesamtkollektiv und den Unterkol-

lektiven.

Laborparameter: Gesamtkollektiv | intrahepatisch | extrahepatisch| Gallenblase
Gerinnung

Anzahl  Haufig- Anzahl Haufig- | Anzahl Haufig- | Anzahl Haufig-

in n= keitin% |inn=  Kkeitin %| inn= keitin %| inn= keitin %
Hb
Fehlend 41 16,7 26 16 14 18,2 1 20
Gesamt 204 83,3 137 84 63 81,8 4 80
- davon: Glltige % Gliltige % Glltige % Glltige %
Anamie 53 26 25 18,2 27 42,9 1 25
(3 <13 g/dl, <12 g/dI)
Keine Anamie 151 74 112 81,8 36 57,1 3 75
(3 213 g/dl, 9212 g/dl)
INR
Fehlend 40 16,3 25 15,3 14 18,2 1 20
Gesamt 205 83,7 138 84,7 63 81,8 4 80
- davon: Gliltige % Gliltige % Giiltige % Giiltige %
normwertig (0,85-1,15) 187 91,2 128 92,8 56 88,9 3 50
erhéht (>1,15) 16 7,8 9 6,5 9,5 1 50
erniedrigt (<0,85) 2 1 1 0,7 1 1,6 0 0
Quick
Fehlend 40 16,3 25 15,3 14 18,2 1 20
Gesamt 205 83,7 138 84,7 63 81,8 4 80
- davon: Glltige % Glltige % Gultige % Gultige %
normwertig (70-130%) 194 94,6 133 96,4 58 921 3 60
erniedrigt (<70%) 11 54 5 3,6 5 7,9 1 40

Tabelle 7: Gerinnungsparameter: Haufigkeitsverteilung des Hdmoglobinwertes, des INR-
Wertes und des Quickwertes im Gesamtkollektiv sowie den Unterkollektiven.

4.2. Immunhistochemische Farbeergebnisse

Die Auswertung der IHC-Farbungen erfolgte nach der im Kapitel 3.3.2. beschriebenen Me-
thode.

Insgesamt wurden von 245 Personen im Kollektiv 229 Praparate vollstandig auf ihre Farbung
hin ausgewertet. Bei 16 Praparaten (jeweils 8 extrahepatisch und intrahepatisch) konnte kein
oder ungenigend Tumormaterial fir eine Auswertung nachgewiesen werden, diese wurden
im Folgenden ausgeschlossen.

Die Praparate wurden dabei jeweils auf CK7 und GLO1 hin angefarbt.
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4.2.1. CK7 Farbungen
4.2.1.1 Intrahepatische CK7 Farbungen

Abbildung 10: CK7-Féarbung der intrahepatischen Tumorpréparate.

Abb. 10 A keine CK7 Farbung der Tumorzellen, schwache Hintergrundfdrbung der Leber,
20fache Vergrél3erung.

Abb. 10 B schwache CK7 Farbung der Tumorzellen, 20fache Vergré3erung.

Abb. 10 C méBige CK7 Farbung der Tumorzellen, 40fache Vergré3erung.

Abb. 10 D starke CK7 Féarbung der Tumorzellen, 20fache VergréBerung.
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4.2.1.2 extrahepatische CK7 Farbungen

Abbildung 11: CK7-Féarbung der extrahepatischen Tumorpréparate.

Abb. 11 A keine CK7 Farbung der Tumorzellen, 100fache VergréBerung.
Abb. 11 B schwache CK7 Farbung der Tumorzellen, 100fache Vergréf3erung.
Abb. 11 C méBige CK7 Farbung der Tumorzellen, 40fache Vergrél3erung.
Abb. 11 D starke CK7 Farbung der Tumorzellen, 20fache Vergré3erung.

4.2.1.3. Ergebnisse der CK7 Farbung

Abbildung 10 zeigt exemplarisch die immunhistochemische CK7-Farbung in ihren unter-
schiedlichen Farbeintensitaten (ungefarbt, schwach, mafig, stark) anhand der intrahepati-
schen Tumore. Abbildung 11 zeigt die unterschiedlichen CK7-Farbeintensitaten anhand der
extrahepatischen Tumore. Dabei ergab sich unter Tabelle 8 veranschaulichte Verteilung. Im
Gesamtkollektiv ist zu sehen, dass die Gruppe der moderat und stark gefarbten Praparate
69% (n=79) ausmacht, eine fehlende (negative) Farbung lag bei 16,2% der Praparate (n=37)
vor. Auch in den beiden Untergruppen waren die Farbeintensitaten ahnlich verteilt moderat
und stark gefarbten Gruppe intrahepatisch 68% (n=106) und extrahepatisch 69,6% (n=48),
und ungefarbt waren intrahepatisch 17,2% (n=27) und extrahepatisch 13% (n=9).

Insgesamt stelle sich die CK 7-Farbung stets homogen verteilt dar, sowohl im Gesunden als
auch im tumordésen Gewebe. Gesunde Gallengangzellen stellten sich durchgehend homogen
stark gefarbt dar.
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Gesamtkollektiv intrahepatisch extrahepatisch
CK7 Farbung Anzahl Haufig- Anzahl  Haufig- | Anzahl Haufig-
in n= keitin % | inn= keitin % | in n= keitin %
Fehlend 16 6,5 8 49 8 10,4
Gultig 229 93,5 155 95,1 69 89,6
- davon: Glltige % Glltige % Gultige %
negativ 37 16,2 27 17,4 9 13
schwach 34 14,8 22 14,2 12 17,4
moderat 72 31,4 46 29,7 26 37,7
stark 86 37,6 60 38,7 22 31,9

Tabelle 8:CK7 Féarbung: Haufigkeitsverteilung der Farbeintensitédten der CK7 Farbung im
Gesamtkollektiv und den Subkollektiven der intrahepatischen und extrahepatischen Tumore.

4.2.2 GLO1-Farbungen
4.2.2.1. intrahepatische GLO1-Farbungen

Abbildung 12: GLO1-Férbung der intrahepatischen Tumorpréparate.

Abb. 12 A keine GLO1 Farbung der Tumorzellen, 40fache VergréRerung.

Abb. 12 B schwache GLO1 Farbung der Tumorzellen, 100fache Vergré3erung.
Abb. 12 C méaBige GLO1 Farbung der Tumorzellen, 100fache VergréRerung.
Abb. 12 D starke GLO1 Farbung der Tumorzellen, 100fache Vergréerung.
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Abbildung 12 zeigt exemplarisch die immunhistochemische GLO1-Farbung in ihren unter-
schiedlich ausgepragten Farbeintensitaten (ungefarbt, schwach, maRig, stark) anhand der in-
trahepatischen Tumorpraparate.

Insgesamt fiel im Vergleich zur CK7-Farbung eine hohe Inhomogenitat der GLO1-Farbung
innerhalb der Tumorpraparate auf. So gab es Exemplare, welche grétenteils homogen ge-
farbt waren, jedoch auch einen GroRteil an Exemplaren welche sowohl gefarbte Anteile unter-
schiedlicher Intensitaten als auch ungefarbte Bereiche aufwiesen.

4.2.2.2. extrahepatische GLO1-Farbungen

Abbildung 13: GLO1-Féarbung der extrahepatischen Tumorpréparate.
Abb. 13 A keine GLO1 Farbung der Tumorzellen, 40fache VergréR3erung.
Abb. 13 B schwache GLO1 Farbung der Tumorzellen, 100fache Vergré3erung.

Abb. 13 C méaBige GLO1 Farbung der Tumorzellen, 100fache Vergré3erung.
Abb. 13 D starke GLO1 Farbung der Tumorzellen, 100fache Vergré3erung.

Abbildung 13 zeigt exemplarisch die unterschiedlichen GLO1-Intensitatsabstufungen anhand
der extrahepatischen Tumore.
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4.2.2.3. Besonderheiten am Beispiel der intrahepatischen GLO1-Farbungen

Abbildung 14: Besonderheiten der GLO1-Farbung am Beispiel der intrahepatischen Tu-

morpréparate.

Abb. 14 E1: exemplarisches Beispiel der Anfarbung der Leber (L) unter starker GLO1 Far-
bung der Tumorzellen (T), 20fache VergréBerung.

Abb. 14 E2: exemplarisches Beispiel der Plasmaféarbung unter maRiger GLO1 Farbung der
Tumorzellen, 200fache Vergré3erung.

Abb. 14 E3: exemplarisches Beispiel der Kernfarbung, 200fache VergréBerung.

Abb. 14 E4: exemplarisches Beispiel der Kernfarbung, 100fache VergréRerung.

In Abbildung 14 sind am Bespiel der intrahepatischen Praparate einige Besonderheiten der
GLO1-Anfarbung gezeigt, welche sich in diesem Kollektiv prasentierten. Bei allen Praparaten,
bei denen ein Teil der Leber (L) zu sehen war, war diese durchwegs homogen mit als stark
einzustufender Intensitat angefarbt (Abb. 14 E1). Des Weiteren zeigte sich, dass in einigen
Praparaten eine reine Plasmafarbung auftrat, wahrend andere Praparate wiederum eine reine
Kernfarbung aufwiesen (Abb. 14 E3). Aufgrund der hohen Inhomogenitat der Farbungen traten
ebenso Faélle auf, in denen es Bereiche mit einer reinen Kernfarbung, andere Bereiche mit
einer reinen Plasmafarbung und Bereiche mit sowohl angefarbten Kernen als auch angefarb-
tem Plasma gab.
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4.2.2.4. Ergebnisse der GLO1-Farbung

Der IRS-Score wurde anhand der Farbeintensitat und dem prozentualen Anteil der gefarbten
Tumorzellen im Praparat wie unter 3.3.2. beschrieben berechnet. Insgesamt war eine breitere
Verteilung des Scores bei iCCA zu sehen, bei denen 13,5% (n= 21) einen Score von 9-12
erreichten. Bei eCCA erreichte kein Praparat einen Score von 9 oder hoher. Im Gesamtkollek-
tiv wiesen 31,4% (n=72) keine oder als nicht-relevant zu betrachtende Farbung auf (IRS 0-1).
Eine schwache Farbung war bei 28,8% (n=66) und eine maRige Farbung war bei 30,6% (n=70)
Praparaten zu finden. Somit wurden unter Betrachtung des IRS-Scores bei einem Grenzwert
von 22 im Gesamtkollektiv 68,6% der Praparate als GLO1-positiv (n=157) bewertet. Innerhalb
der iCCA wiesen 66,5% (n=103) und innerhalb der eCCA 72,5% (n=50) eine positive Farbung
auf. Insgesamt zeigt sich eine breitere Verteilung der Ergebnisse im intrahepatischen Unter-
kollektiv (0-12) als im extrahepatischen Unterkollektiv (0-8).

Bei Betrachtung der Lokalisation der GLO1-Farbung wiesen im Gesamtkollektiv 41% (n=93)
der Praparate eine reine Plasmafarbung auf. Dagegen wiesen 14% (n=33) eine reine Kernfar-
bung und 25% (n=58) eine Farbung von sowohl Plasma als auch Kernen auf. Eine ahnliche
Verteilung ist ebenso im Unterkollektiv der intrahepatischen Tumore zu finden (43%, n=66
Plasmafarbung, 11%, n=17 Kernfarbung, 23%, n=36 Kombination aus Beiden). Bei den extra-
hepatischen Karzinomen stellten die rein kerngefarbten Praparate einen prozentual gréReren
Anteil mit 22% (n=15) dar. Ebenso verhielt es sich mit der Kombination aus Kern und Plasma
(30%, n=21). Die reine Plasmafarbung fiel hier im Vergleich zu den intrahepatischen Karzino-
men mit lediglich 35% (n=24) geringer aus (siehe Tabelle 9). In Abbildung 15 und Abbildung
16 sind die jeweiligen Verteilungen im Gesamtkollektiv und den Unterkollektiven bezuglich der
GLO1-Expression und der Lokalisation der Farbung grafisch dargestellt.
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Gesamtkollektiv Intrahepatisch Extrahepatisch
GLO1- IRS-Score Anzahl Haufigkeit | Anzahl  Haufig- | Anzahl  Haufig-
in n= in % in n= keitin % | inn= keitin %
Fehlend 16 6,5 8 49 8 10,4
Gultig 229 93,5 155 95,1 69 89,6
- davon: Gultige % Glltige % Gultige %
0 45 19,7 36 23,2 9 13
1 27 11,8 16 10,3 10 14,5
2 38 16,6 22 14,2 15 21,7
3 28 12,2 15 9,7 12 17,4
4 30 13,1 16 10,3 14 20,3
6 29 12,7 22 14,2 5 7,2
8 11 4.8 7 4,5 4 5,8
9 8 3,5 8 5,2 0 -
12 13 57 13 8,4 0 -
GLO1- Expression
Fehlend 16 6,5 8 49 8 10,4
Glltig 229 93,5 155 95,1 69 89,6
- davon: Glltige % Gultige % Gultige %
negativ (0-1) 72 31,4 52 33,5 19 27,5
schwach (2-3) 66 28,8 37 23,9 27 39,1
mafig (4-8) 70 30,6 45 29,0 23 33,3
stark (9-12) 21 9,2 21 13,5 0 -
insgesamt: Gultige % Gultige % Gultige %
negativ (0-1) 72 31,4 52 33,5 19 27,5
positiv (=2) 157 68,6 103 66,5 50 72,5
GLO1- Lokalisation
Fehlend 16 6,5 8 49 8 10,4
Glltig 229 93,5 155 95,1 69 89,6
- davon: Glltige % Gultige % Gultige %
Plasma 93 40,6 66 42,6 24 34,8
Kern 33 13,5 17 11,0 15 21,7
Beides 58 25,3 36 23,2 21 30,4
keine Farbung 45 19,7 36 23,2 9 13

Tabelle 9: GLO1 Féarbung: Haufigkeitsverteilung des errechneten IRS-Scores, der daraus
folgenden Expression und der Lokalisation der GLO1 Farbung im Gesamtkollektiv und den
Subkollektiven der intrahepatischen und extrahepatischen Tumore.
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GLO1-Expression im Gesamtkollektiv und den Unterkollektiven anhand
des numerischen IRS-Scores
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Abbildung 15: Anzahl und Verteilung der GLO1-Expression im Gesamtkollektiv sowie den
intrahepatischen und extrahepatischen Unterkollektiven.

Prozentualer Anteil der GLO1-Lokalisation im Gesamtkollektiv und den
Unterkollektiven

18 19

intrahepatisch n=155 56 - 33 ‘ 52

extrahepatisch n=69 21

Gesamtkollektiv n= 229 79 52 ‘ 72
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Pozentualer Anteil der jeweiligen Lokalisation der Farbung

Plasma mKern Beides keine Farbung

Abbildung 16: Anzahl und Héaufigkeitsverteilung der Lokalisation der GLO1-Farbung im Ge-
samtkollektiv sowie den intrahepatischen und extrahepatischen Unterkollektiven.

4.2.3. Korrelation der deskriptiven Analyse der GLO1-Farbungen mit den erhobenen Kklini-
schen Parametern

Im Anschluss an die deskriptive Analyse erfolgte eine Korrelation der erhobenen Patientenpa-
rameter mit den Eigenschaften der GLO1-Farbung. Hierbei wurde zuerst das gesamte Kollek-
tiv betrachtet und im Anschluss auf die zwei Hauptgruppen der iCCA und eCCA aufgeteilt. Da
die Karzinome der Gallenblase mit lediglich 5 Praparaten vertreten waren, wurden hier keine
separaten statistischen Analysen durchgefiihrt. Fir die Statistischen Analysen wurden die in
»Sschwach®, maRig"“ und ,stark® eingeteilten GLO1 Farbungen zunachst in eine Gruppe zusam-
mengefasst (als ,positiv* beschrieben) und gegen die Gruppe der negativ gefarbten Praparate
auf die jeweiligen Charakteristika hin verglichen. Bezlglich der Tumorcharakteristika waren
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der TNM-Status sowie das daraus resultierende UICC-Stadium von Interesse. Des Weiteren
von Interesse waren die im Vorfeld erhobenen Blutparameter. Mégliche Zusammenhange der
Tumorcharakteristika und laborchemischen Parameter mit der GLO1-Expression wurden mit-
tels exaktem Test nach Fisher untersucht. Dafiir wurden die Tumore zunachst in jeweils 2
Gruppen in kleine (Tis-T2b) und groRe (T3-T4) Tumore unterteilt. Im Gesamtkollektiv wurden
32% der untersuchten Karzinome als ,grol3* klassifiziert. Eine GLO1-Expression liel3 sich bei
sowohl grof3en als auch kleinen Tumoren beobachten. Im Gesamtkollektiv und bei iCCA ist
bei p-Werten von 0,365 und 0,713 keine Korrelation anzunehmen. Bei Betrachtung der eCCA
fiel auf, dass groRe Tumore eher mit einer GLO1-Positivitat einhergingen (21/23 positiv) als
kleine Tumore (29/46 positiv), ein statistischer Zusammenhang ist in diesem Kollektiv bei ei-
nem p= 0,021 wahrscheinlich (Siehe Abbildung 17).

Haufigkeitsdarstellung der Farbeergebnisse bezliglich des T-Stadiums
bei eCCA
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Abbildung 17: Anzahl und Verteilung der Farbeergebnisse beziiglich des T-Stadiums bei
eCCA, p=0,021.

Im Gesamtkollektiv konnte ein Lymphknotenbefall bei 35% der ausgewerteten Tumore nach-
gewiesen werden. Im Gesamtkollektiv sowie den Unterkollektiven konnte eine GLO1-Detek-
tion bei sowohl positivem (N1, N2) als auch negativem (NO) Befall nachgewiesen werden, je-
doch ohne statistisch relevante Differenzen. Ahnliches zeigte sich auch hinsichtlich des Meta-
stasierungsstatus, wobei nur bei unter 10% der ausgewerteten Patienten eine Fernmetasta-
sierung (M1) festgestellt werden konnte.

Fur die Betrachtung des UICC-Stadiums wurden die Tumore ebenfalls in zwei Gruppen in
niedrige UICC-Stadien (UICC-Stadien: Tis, I, II) und héhere UICC-Stadien (UICC-Stadien: I,
IV) aufgeteilt. Bei Betrachtung dieser Gruppen konnten sowohl positive als auch negative
GLO1-Expressionen in beiden Auspragungen festgestellt werden. Die Anfarbbarkeit war im
Gesamtkollektiv mit jeweils 68% GLO1-Positivitat bei sowohl niedrigem als auch hohem UICC-
Status in etwa gleichmaRig verteilt. Ahnliche Ergebnisse zeigten sich auch bei den jeweiligen
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Analysen der Unterkollektive. Die kompletten Ergebnisse kdnnen Tabelle 10 enthommen wer-
den.

Bei Betrachtung des Differenzierungsgrades der Tumorzellen konnte sowohl eine positive als
auch eine negative GLO1 Expression bei fast allen Differenzierungsgraden beobachtet wer-
den. Lediglich bei den n=6 gut differenzierten Tumorpraparaten konnte nur eine positive An-
farbbarkeit beobachtet werden. Mit n=113 stellte die Gruppe der mittelgradig differenzierten
Praparate die groRte Gruppe dar. Bei Betrachtung der iCCA ist eine Tendenz zu beobachten,
dass je niedriger der Grad der Differenzierung ausfallt, desto weniger prozentuale Anteile
machten die positiven Farbungen aus. Nichtsdestotrotz stellten die positiven Farbungen auch
hier in allen Gruppen Uber 50% der Préparate dar (Abbildung 18).

Verteilung der Differenzierungsgrade bei iCCA
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Grad der Differenzierung

Abbildung 18: Verteilung der positiven und negativen GLO1 Farbungen bei iCCA unter Be-
trachtung der Tumordifferenzierungsgrade.

Bezuglich der Individualcharakteristika wurde das Kollektiv auf Unterschiede der GLO1-Far-
bung auf Geschlecht und Vorhandensein von Risikofaktoren hin untersucht. Im Gesamtkollek-
tiv ergab sich kein geschlechterspezifischer Unterschied in der GLO1-Farbung (p=0,088). Be-
trachtete man jedoch die Unterkollektive gesondert, fiel auf, dass in diesem Kollektiv bei iCCA
Frauen eher eine positive Farbung aufwiesen als Manner (p=0,016). Bei eCCA war die An-
farbbarkeit bei beiden Geschlechtern ahnlich (p=1). Betrachtete man bei beiden Geschlech-
tern und Kollektiven jedoch nur die positiven Praparate, war zu sehen, dass im intrahepati-
schen Kollektiv bei einem positiven GLO1-Nachweis bei Mannern, diese auch eher mit einer
starkeren Farbung (IRS 4-12) eingingen (p=0,012). Demnach wiesen 79,5% der gefarbten
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mannlichen Praparate (n=31) eine starke GLO1-Farbung auf. Bei Frauen ergab sich intrahe-
patisch eine ausgeglichenere Verteilung. Hier wiesen nur 54,7% (n=35) der positiven Prapa-
rate eine starke Farbung intrahepatisch auf. Interessanterweise fiel im Vergleich hierzu bei den
eCCA auf, dass Frauen eher eine Tendenz zu starkeren Farbungen (73,3%, n=11) als Manner
(34,3%, n=12) aufwiesen (p=0,015) (siehe Abbildung 19).

Verteilung der GLO1-Positivitat Verteilung der GLO1-Positivitat
nach Geschlecht bei iCCA nach Geschlecht bei eCCA
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Abbildung 19:Verteilung der Farbeverhalten bei iCCA (links) und eCCA (rechts) in den Préa-
paraten von ménnlichen und weiblichen Patienten und Patientinnen. Obere Reihe: im Bezug
zur GLO1-Positivitdt. Untere Reihe: Férbeintensitét der positiven Préparate, ohne Betrachtung
der negativen Farbungen.

Bezlglich des Alters bei Erstdiagnose wurden drei Gruppen anhand der jeweiligen Terzile
aufgeteilt, um moégliche Unterschiede bei eher jingeren oder eher alteren Patienten im Ver-
gleich zum mittleren Drittel zu sehen. In allen drei Gruppen zeigten sich sowohl positive als
auch negative Farbeergebnisse, welche zudem ahnlich gleich verteilt waren (p=0,741).
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Um das Kollektiv auf die Risikofaktoren hin zu beurteilen, wurden ebenfalls zwei Analysegrup-
pen gebildet. Bei einer Gruppe lagen keine Risikofaktoren vor (n= 174), in der anderen lag
mindestens ein Risikofaktor vor (n= 54). Es konnten jedoch bei dieser Aufteilung weder im
Gesamtkollektiv (p=0,867), noch in den Unterkollektiven Unterschiede aufgezeigt werden. Zu
beachten ist jedoch die kleine Gruppengrofe der Personen mit vorhandenen Risikofaktoren.

Das Farbeverhalten der CK7 Farbung wurde ebenso auf mégliche Zusammenhange mit der
GLO1-Farbung hin untersucht. Hierbei war von Interesse, ob ein Fehlen der CK7-Expression
mogliche Zusammenhange mit der GLO1-Expression aufweist.

Hierfur wurden die Praparate in zwei Gruppen bezuglich ihrer CK7-Expression aufgeteilt (po-
sitiv (n=134) vs. negativ (n=23)) und auf Unterschiede im GLO1-Expressionsverhalten (positiv
vs. negativ) hin untersucht. Die Expression war jedoch im Gesamtkollektiv und den Unterkol-
lektiven in beiden Gruppen ahnlich verteilt (p=0,822 im Gesamtkollektiv, p=1 in den Unterkol-
lektiven). Zu beachten ist auch hier wiederum die kleine GruppengroélRe der Praparate mit feh-
lender CK7 Expression.

Bezulglich der Laborparameter wurde das Kollektiv auf Unterschiede in der GLO1-Expression
hinsichtlich eines Zusammenhangs mit dem Tumormarker CA 19-9, der Serumparameter Bili-
rubin, Albumin, sowie GOT, GPT, und dem daraus errechneten De-Ritis-Quotienten unter-
sucht. Auch die Gerinnungsparameter INR, Quick und der Hdmoglobinwert wurden hinsichtlich
eines moglichen Zusammenhangs mit der GLO1-Expression beurteilt. Die Ergebnisse sind
Tabelle 10 zu entnehmen.

Fir die Beurteilung des CA 19-9 Wertes wurde ein Cut-off Wert von 37 U/ml gewahlt. Bei
einem Wert = 37 U/ml wurde der Tumormarker als positiv gewertet, ein Wert unterhalb des
Cut-offs wurde als negativ interpretiert. Im Gesamtkollektiv (p= 0,357) und in der Untergruppe
der eCCA (p=0,275) konnte keine Tendenz zu Unterschieden in den beiden Gruppen gesehen
werden. Bei iCCA waren von 39 Personen mit negativem CA 19-9 Wert 71,8% (n=28) GLO1-
positiv, wahrend von den 42 CA 19-9 positiven Personen nur 47,6% (n=20) eine GLO1-Posi-
tivitat im Praparat aufwiesen (Abbildung 20). Ein inverser Zusammenhang zwischen GLO1-
Expression und Vorhandensein von CA 19-9 bei iCCA ist bei einem p-Wert von 0,041 wahr-
scheinlich.
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Verteilung der GLO1-Expression im Bezug zum CA 19-9 Status bei
iCCA
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Abbildung 20: Balkendiagramm fiir die Verteilung der GLO1-Expression im Bezug zum
CA19-9 Status bei iCCA bei einem gewéhlten Curt-off-Wert von 37 U/ml, p= 0,041.

Fur die restlichen Blutparameter wurde das Kollektiv anhand diesen ebenso in jeweils zwei
Gruppen unterteilt. Eine Gruppe bildete sich jeweils aus den Personen mit Normwerten fiir den
jeweils untersuchten Parameter, die jeweils andere Gruppe enthielt die Personen mit patholo-
gisch erhdhten (GPT, GOT, De-Ritis Quotient, Bilirubin, INR) oder pathologisch erniedrigten
(Albumin, Hb, Quick) Parametern. Diese wurden im Gesamtkollektiv und in den Unterkol-
lektiven mittels exaktem Test nach Fisher auf Unterschiede in der GLO1-Expression unter-
sucht. Die beiden Personen, bei denen GOT und Albumin erhéht waren, wurden aufgrund der
zu erwarteten fehlenden Krankheitsrelevanz fir die Analyse jeweils den respektiven Gruppen
der Normalparameter zugeordnet. Da die Anzahl an Personen mit pathologischen Parametern
bezlglich INR und Quick <10 war, wurden hiermit keine weiteren kreuztabellarischen Analy-
sen vorgenommen. Es zeigten sich weder im Gesamtkollektiv noch in den Unterkollektiven
Tendenzen bezlglich moglicher Unterschiede im Expressionsverhalten der GLO1 im Bezug
zu den genannten Parametern. Alle p-Werte fur alle Kollektive sind der Tabelle 10 zu entneh-
men.
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Korrelation mit GLO1- Gesamtkollektiv | intrahepatisch extrahepatisch
Farbung
p-Werte im zweiseitigen exakten Test nach Fisher

Geschlecht p= 0,088 p= 0,016 p=1
Frauen vs. Manner (Frauen eher

GLO1-positiv)
- darunter nur positive: | p= 1 p=0,012 p= 0,015
schwach (IRS 2-3) vs. (wenn GLO1-posi- (Frauen eher
Stark (IRS 4-12) tiv, dann Manner GLO1-stark)

eher stark als

Frauen)
Risikofaktoren (RF) p = 0,867 p= 0,705 p= 0,715
mind. 1 RF vs. keiner
CK7-Expression p =0,822 p=1 p=1
positiv vs. negativ
TumorgroBe- T p= 0,365 p= 0,713 p= 0,021 (T3/T4
Tis-T2 vs. T3-T4 eher GLO1-posi-

tiv)

Lymphknotenstatus-N | p= 0,285 p= 0,095 p=1
NO vs. N1-N2
Fernmetastasierung-M | p= 0,438 p=0,386 p=1
MO vs. M1
UICC- Stadium p=1 p= 0,859 p= 0,583
UICC-Stadien 1-2 vs. 3-4
CCA- Lokalisation p= 0,623 - -
iCCA vs. eCCAvs. GB
Alter p= 0,741 p= 0,553 p= 0,890
gedrittelt
CA 19-9-Status p= 0,357 p= 0,041 p= 0,275
<37 U/ml vs. 2 37 U/ml (GLO1-negative

eher CA 19-9-posi-

tiv)
Bilirubin p= 0,430 p= 0,255 p= 0,753
erhéht vs. normwertig
Albumin p= 0,527 p= 0,440 p= 0,562
erniedrigt vs. normwertig
GOT p= 0,875 p=1 p=1
erhéht vs. normwertig
GPT p= 0,453 p= 0,247 p= 0,413
erhéht vs. normwertig
De-Ritis-Quotient p= 0,112 p= 0,459 p= 0,734
<1 vs. 21
Bismuth-Klassifikation | - - p= 0,080
I-1llb vs. IV

Tabelle 10: p-Werte des zweiseitigen exakten Tests nach Fisher flir das Gesamtkollektiv, so-
wie die Unterkollektive der iCCA und eCCA. In der linken Spalte ist der jeweils untersuchte
Parameter angegeben, der mittels des Tests in Bezug auf die GLO1-Expression untersucht
wurde, in den anderen Spalten befinden sich die jeweiligen p-Werte des Tests.
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4.2.4. Uberlebenszeitanalysen

Die Analysen der Uberlebenszeiten wurden mittels Kaplan-Meier-Kurve visualisiert und mit
anschlieBendem Log-Rank-Test eingeordnet. Hierbei werden auf der X-Achse das Uberleben
in Monaten und auf der Y-Achse die kumulativen Uberlebenszeiten dargestellt. Verglichen
wurde dabei in separaten Analysen zunachst das Gesamtiberleben in Bezug auf verschie-
dene Aspekte des GLO1-Expressionsstatus im Gesamtkollektiv sowie den Unterkollektiven
und im Folgenden auch zu dem pradiktiven Wert der Laborparameter.

4.2.4.1. GLO1-Expression

Im Gesamtkollektiv zeigte sich ein medianes OS von 23,5 Monaten (95% KIl: 18,81 - 28,24).
Bei Personen, die keine GLO1-Expression aufwiesen, zeigte sich ein OS von 18,33 Monaten
(95% KI: 12,97 - 23,69). Im Vergleich hierzu betrug das mediane OS bei Personen mit positiver
GLO1-Expression 26,09 Monate (95% KI: 18,93 — 33,24). Eine statistisch relevante Differenz
ist unter Betrachtung des Kurvenverlaufes und des Ergebnisses des Log-Rank-Tests (p=
0,226) unwahrscheinlich. Betrachtet man eCCA gesondert, betrugen die medianen OS 21,55
Monate bei GLO1-negativen Personen (95% KI: 16,83- 26,27) und 24,9 Monate bei positiver
GLO1- Expression (95% KIl: 4,32 — 45,48) bei einem Gesamt-OS der eCCA von 22,64 (95%
Kl: 14,32- 30,95). Eine statistische Signifikanz ist bei einem p-Wert von 0,316 unwahrschein-
lich. Bei iCCA betrug das OS in diesem Kollektiv 17,28 Monate (95% KI: 13,53 — 21,04) bei
fehlender GLO1-Expression und 27,11 Monate bei positiver GLO1-Expression (95% KIl: 18,30
- 35,92) bei einem Gesamt-OS der iCCA von 23,66 (95% KI: 17,67- 29,58). Der p-Wert fiir das
OS bei iCCA betrug 0,246. Grafisch fiel auf, dass das kumulative OS bis zu 4 Jahren bei iCCA
bei Patienten mit positiver GLO1-Expression héher war als bei Patienten ohne GLO1-Expres-
sion.

Betrachtet man das OS der iCCA mittels Breslow-Test, welcher Ereignisse am Beginn des
Beobachtungszeitraums mehr gewichtet (186, 187), ergibt sich ein p-Wert von 0,027. So sind
zum Beispiel in diesem Kollektiv 3 Jahren nach Diagnose noch ca. 42% der Personen mit
positiver GLO1 Farbung am Leben, wohingegen nur ca. 29% der Personen ohne GLO1-Ex-
pression im Tumor am Leben sind (Abbildung 21+ Abbildung A3-A5 aus dem Anhang).
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Kumulatives Gesamtiberleben zum Zeitpunkt 36 Monate bei iCCA
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Abbildung 21: Kaplan-Meier-Kurve. Gesamtiiberleben in Abhéngigkeit der GLO1-Expression
im Subkollektiv der intrahepatischen Tumore, Log-Rank-Test: p=0,246, Breslow-Test:
p=0,027. X-Achse: Overall Survival in Monaten, Y-Achse: Kumulatives Uberleben des Kollek-
tivs in Monaten. Markierte Punkte: OS zum Zeitpunkt 36 Monate.

Nach Revision der Herangehensweisen in der Literatur wurde die Analyse der Expressions-
starke flir den besseren Vergleich mit der Literatur ausgeweitet. Die Stark gefarbten Praparate
(IRS 24) wurden gegen die Gruppe der schwach- und ungefarbten Praparate getestet (IRS
<3). Hieraus ergaben sich fir das Gesamtkollektiv ein medianes OS von 19,68 Monaten bei
einem IRS < 3 (95% KI: 15,29— 24,07) und von 28,55 Monaten bei einem IRS =4 (95% KI:
20,71 — 36,39). Optisch betrachtet kommt es zu keiner Kurvenuberschneidung, der p-Wert
beim Log-Rank Test ist mit 0,052 sehr nah am gesetzten Signifikanzwert von 0,05. Auch hier
fallt wieder eine Kurvendifferenz vor allem zu Anfang auf, betrachtet man den Breslow-Test so
ergibt sich ein p-Wert von 0,02. Die Gruppe der stark gefarbten Praparate zeigt ein besseres
Uberleben als die Gruppe der wenig bis ungefarbten Praparate (siehe Abbildung 22). Betrach-
tet man die Unterkollektive einzeln so liegen die Kurven flr die eCCA praktisch aufeinander,
es gibt in diesem Kollektiv demnach keine Unterschiede im Uberleben beziiglich der Expres-
sionsstarke. Die Kurve der iCCA &hnelt der des Gesamtkollektivs. Das mediane OS der iCCA
betrug 18,33 Monate bei einem IRS < 3 (95% KI: 13,57- 23,09) und 29,08 Monate bei einem
IRS 24 (95% KI: 16,46- 41,70). Auch hier zeigte sich wie auch im Gesamtkollektiv ein besseres
Uberleben der Gruppe der stark gefarbten Praparate, vor allem in der Anfangsphase (Log-
Rank-Test: p=0,069, Breslow-Test: p= 0,011) (Siehe Abbildung A 8- A 9 im Anhang).
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Uberlebenskurve im Gesamtkollektiv
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Abbildung 22: Kaplan-Meier-Kurve zum Uberleben im Gesamtkollektiv bei Betrachtung der
GLO1-Expressionsstérke IRS 0-3 vs. 4-12. Log-Rank-Test: p= 0,052, Breslow-Test: p= 0,02.

Des Weiteren wurde eine Unterteilung der Gruppen nach Geschlecht und Expressionsstatus
unternommen, um weiter zu differenzieren, ob die unter 4.2.3. beschriebenen Unterschiede im
Farbeverhalten einen Einfluss auf das Gesamtlberleben haben. Zuerst wurde untersucht, ob
es generell einen Unterschied im OS zwischen Frauen und Mannern in den beiden Unterkol-
lektiven gibt. Mit einem medianen OS von 23,52 Monaten bei Frauen und 23,62 Monaten bei
Mannern ist das OS bei iCCA vergleichbar. Mit 22,83 Monaten bei Frauen und 22,63 Monaten
bei Mannern war auch bei eCCA das OS ahnlich. Danach erfolgte eine Aufteilung der Kollek-
tive nach Geschlecht und Expressionsstatus. Was in der Analyse der Uberlebenskurven bei
iCCA optisch auffallt, ist, dass die Gruppe der mannlichen Patienten vor allem in der Anfangs-
phase deutliche Unterschiede im Uberleben zeigt. Betrachtet man diese Gruppe separat so
lasst sich im Breslow-Test ein p-Wert von 0,01 errechnen bei einem spaten Uberschneiden
der Kurven bei einem Zeitpunkt von 63 Monaten (Log-Rank p-Wert 0,113) (Abbildung 23). Bei
eCCA gab es bei einem p-Werten von 0,506 bei eCCA keine statistisch relevanten Unter-
schiede im OS zwischen den jeweiligen Gruppen (siehe Abbildung A 6 aus dem Anhang).
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Uberlebensfunktionen der iCCA im Bezug auf GLO1 Expressionsstatus und Geschlecht
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Abbildung 23: Kaplan Meier-Kurve im Bezug zum GLO1 Expressionsstatus und Geschlecht
bei iCCA. Medianes OS ménnlicher GLO1-negativer Personen: 10,83 (95% KI: 3,66 — 17,21),
medianes OS méannlicher GLO1-positiver Personen: 37,98 (95% KI: 14,3 — 61,67). Medianes
OS weiblicher GLO1-negativer Personen: 18,33 (95% KI: 11,45 — 25,22), medianes OS weib-
licher GLO1-positiver Personen: 25,5 (95% KI: 18,89 — 32,1). Log-Rank-Test: p= 0,307.

Da in den Voruntersuchungen auffiel, dass CA 19-9 bei iCCA mit einer negativen GLO1-Ex-
pression korrelierte wurde zunachst eine Uberlebenszeitanalyse mit CA 19-9 durchgefiihrt um
das OS in Abhangigkeit vom CA 19-9 Expressionsstatus zu Untersuchen. Hier zeigte sich bei
iCCA ein deutlicher Unterschied der Gruppe mit einer positiven CA 19-9 Expression. Das mOS
betrug bei als negativ Gewerteter CA 19-9 Expression 33,08 Monate im Gegensatz zum me-
dianen OS von 15,23 Monaten bei positiver Expression. Bei einem p-Wert von 0,07 im Log-
Rank Test ist ein negativer Einfluss auf das OS bei positiver CA 19-9 Expression wahrschein-
lich (siehe Abbildung 24).
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Uberlebensfunktionen der iICCA im Bezug auf die CA 19-9 Expression
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Abbildung 24: Kaplan Meier-Kurve im Bezug zur CA 19-9 Expression bei iCCA.
Medianes OS gesamt: 21,78 Monate (95% KI: 13,31 — 30,26), medianes OS CA 19-9-positiver
Personen: 15,28 Monate (95% KI: 9,87 — 20,68). Medianes OS CA19-9-negativer Personen:
33,08 Monate (95% KI: 20,69 — 45,48). Log-Rank-Test: p= 0,007.

Als nachstes wurden Gruppen mit den Expressionsmodalitaten beztglich CA 19-9 und GLO1
gebildet und kombiniert (GLO1 positiv/negativ sowie CA 19-9 positiv/negativ) und sodann mit-
tels Kaplan-Meier-Kurven untersucht.

Lag eine negative CA 19-9 Expression vor so zeigte sich bei gleichzeitiger positiver GLO1-
Expression ein langeres medianes OS (45,01 Monate) im Vergleich zu den anderen Gruppen.
Die Gruppe mit einer negativen CA 19-9 Expression in Kombination mit einer negativen GLO1-
Expression zeigte keine wesentlichen Unterschiede im medianen OS (17,28 Monate) im Ver-
gleich mit den beiden Gruppen mit positiver CA 19-9 Expression (16,57 Monate bei gleichzei-
tiger GLO1-Positivitat; 9,96 Monate bei GLO1-Negativitat). Bei einem p-Wert von 0,005 im
Log-Rank-Test ist ein statistisch signifikanter Zusammenhang wahrscheinlich (siehe Abbil-
dung 25).
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Uberlebensfunktionen bei iCCA im Bezug zur gleichzeitigen Betrachtung von GLO1 und CA 199
Expressionsstatus
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Abbildung 25: Kaplan Meier-Kurve bei gleichzeitiger Betrachtung des GLO1 und CA 19-9
Expressionsstatus bei ICCA. Medianes OS = mOS. mOS gesamt: 20,4 Monate (95% KI: 4,12
— 38,48). mOS CA 19-9 negativ + GLO1 negativ: 17,28 Monate (95% Kl: 13,7 — 20,86). mOS
CA 19-9 negativ + GLO1 positiv: 45,01 Monate (95% KI: 25,12 — 64,91). mOS CA 19-9 positiv+
GLO1 negativ: 9,96 Monate (95% KI: 1,57 — 18,34). mOS CA 19-9 positiv + GLO1 positiv:
16,66 Monate (95% KI: 10,19 — 23,12). Log-Rank-Test: p= 0,005.

Des Weiteren wurde eine Analyse nach Kaplan-Meier-Methode bezlglich der Lokalisation der
GLO1-Farbung durchgeflihrt. Beim Bewerten der Praparate fiel auf, dass sich bei einigen Pra-
paraten die GLO1-Farbung lediglich auf die Region des Nukleus beschrankte. Diese wurden
gesondert als Gruppe zusammengefasst und im Vergleich zur rein plasmatischen Lokalisation
oder einer gemischten Lokalisation aus Kernfarbung und Plasmafarbung beurteilt. Es ist je-
doch zu beachten, dass es sich im Gesamtkollektiv um lediglich 25 Praparate handelt, die
dann gesondert in den Unterkollektiven nur 14 bei iCCA und 11 bei eCCA betragen. Eine
Bewertung dieses Aspektes hat demnach nur eine stark limitierte Aussagekraft.

Im Gesamtkollektiv betrug das mediane OS bei reiner Kernfarbung 39,16 Monate (95% KI: 0
— 79,45) und bei gemischten oder rein Plasmatischen Farbung 25,37 Monate (95% Kl: 17,93
— 32,60). Ein statistisch signifikanter Zusammenhang ist bei einem p-Wert von 0,12 im Log-
Rank-Test nicht gegeben (siehe Abbildung A 11 im Anhang).

Betrachtet man die Unterkollektive gesondert fallt ein grafisch noch etwas starker ausgeprag-
ter Unterschied zwischen den beiden Kurvenverlaufen bei iCCA auf. Hier betrug das mediane
OS fur die Kernfarbung 52,14 Monate (95% KI: 0 - 109,48) und 25,5 Monate bei plasmatischer
oder kombinierter Farbung (95% Kl:15,89 — 35,1). Allerdings ist hier die Streuung noch breiter,
da noch weniger Ereignisse zur Verfugung stehen. Auch hier ist bei einem p-Wert von 0,058
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im Log-Rank-Test zwar eine leichte Tendenz zu erahnen, diese ist mit hoher Wahrscheinlich-
keit jedoch ebenso nicht aussagekraftig (siehe Abbildung 26). Bei eCCA waren keine Unter-
schiede in den Uberlebenskurven zu erkennen (siehe Abbildung A 12 aus dem Anhang).

Uberlebensfunktionen der Lokalisation der Farbung bei iCCA
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Abbildung 26: Kaplan-Meier-Kurve zum Kumulativen Uberleben bei iCCA unter Betrachtung
der verschiedenen Lokalisationen der Férbung. Log-Rank-Test: p= 0,058; Breslow-Test:
p=0,058.

4.2.4.2. Analyse der Laborchemischen Parameter

Mithilfe der Multiplen-Cox-Regression wurde der gleichzeitige Einfluss ausgewahlter Laborpa-
rameter, sowie das Alter bei Erstdiagnose und das Geschlecht untersucht. Betrachtet wurde
dabei das Gesamtiberleben im Gesamtkollektiv, sowie in den Unterkollektiven.
Zuerst wurde dafir mittels Kaplan-Meier-Methode untersucht, ob die Proportionale-Hazards-
Annahme (PH-Annahme) fur die zu untersuchenden Parameter gegeben ist (188). Bei den im
Gesamtkollektiv gepriften Parametern konnten keine proportionalen Hazards fur GPT, INR
und Quick und das Geschlecht angenommen werden. Bezlglich der GLO1 konnte in keinem
der Kollektive PH angenommen werden.

Tabelle 11 zeigt die jeweiligen Parameter mit den jeweiligen Signifikanzniveaus mit den dazu-
gehorigen Konfidenzintervallen und Hazard-Ratios (HR) im Gesamtkollektiv. Es wurde jeweils
eine univariate Analyse und anschlief3end eine multivariate Analyse bei den genannten Para-
metern durchgefihrt. In der univariaten Analyse zeigte sich, dass Personen mit einem CA19-
9 = 37 U/ml in diesem Kollektiv ein 1,64-fach erhéhtes Risiko hatten zu versterben (p= 0,008).
Des Weiteren schienen ein erhéhtes Bilirubin (HR: 1,367; p=0,045), eine GOT-Erhéhung (HR:
1,624; p=0,004), ein De-Ritis-Quotient von = 1 (HR: 1,474; p=0,013) und eine Anamie (HR:
1,434; p= 0,037) zum Zeitpunkt der Erstdiagnose das Uberleben in der univariaten Analyse
negativ zu beeinflussen.
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Betrachtet man den Einfluss der ausgewahlten Parameter zeitgleich mithilfe der multivariaten

Cox-Regressionsanalyse, so zeigt sich, dass eine Erhéhung von CA19-9 als unabhangiger

Risikofaktor zu Versterben galt. Hierfir wurde in diesem Kollektiv eine Hazard-Ratio von 1,57

(p= 0,031) errechnet. Ebenso verhielt sich der De-Ritis-Quotient in diesem Kollektiv als unab-

hangiger Risikofaktor (HR: 1,519; p= 0,025). Eine bildliche Veranschaulichung der Ergebnisse

der multiplen Cox-Regression im Gesamtkollektiv erfolgte anhand des Forest-Plots, welcher

in Abbildung 27 zu sehen ist.

univariate Analyse

multivariate Analyse

Gesamt- n B p- HR | 95% n B p- HR | 95%
kollektiv Wert Kl Wert Kl
Alter bei MW: +0,003|0,684 0,997 |0,984| MW: |0,004|0,689 | 1,004 | 0,986
Erstdiagnose | 63,57J - 63,4 J -
1,011 1,021
CA199er- | 86/14 |0,493|0,008 1,637 |1,139| 85/138 | 0,451 (0,031 | 1,57 | 1,043
hoht 60,14% - 61,59% -
2,352 2,362
Bilirubin 76/205 | 0,312 0,045 | 1,367 | 1,007 | 62/138 | -0,16 | 0,458 | 0,852 | 0,558
erhoht 37,07% - 44,93% .
1,855 1,301
GOT 136/205 | 0,491 | 0,004 | 1,634 | 1,171 101/138 | 0,251 | 0,317 | 1,285 | 0,786
erhoht 66,34% - 73,19% -
2,280 2,102
De-Ritis- 106/205 {0,388 | 0,013 | 1,474 | 1,087 | 64/138 | 0,418 (0,025 | 1,519 | 1,053
Quotient 21| 51,71% - 46,37% -
2,000 2,192
Albumin er- | 86/184 |0,310| 0,56 | 1,364 |0,992| 56/138 | 0,027 | 0,896 | 1,027 | 0,688
niedrigt 46,74% - 40,58% .
1,874 1,533
Anamie bei | 53/204 | 0,360 (0,037 |1,434 | 1,021| 35/138 | 0,387 | 0,101 | 1,472 | 0,928
ED 25,98% - 25,36% :
2,012 2,335

Tabelle 11: Ergebnisse der uni- und multivariaten Cox-Regressionsanalyse im Gesamtkollek-

tiv. n= Anzahl der Personen, bei denen der jeweilige Parameter erhbht oder erniedrigt ist, B=
Regressionskoeffizient, HR= Hazard Ratio, 95% Kl: 95% Konfidenzintervall.
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Multiple Cox-Regression flr ausgewahlte Parameter im Gesamtkollektiv
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Abbildung 27: Forest-Plot der multiplen Cox-Regression ausgewéhlter Parameter im Ge-
samtkollektiv. x-Achse: Hazard Ratio, y-Achse: jeweils untersuchter Parameter, Whiskers:

95% Konfidenzintervalle.

Im Anschluss wurden die Parameter einzeln in den Unterkollektiven auf die PH-Annahme
mittels Kaplan-Meier Methode Uberprift. Aufgrund der kleinen Groflie des Unterkollektivs lield
sich so bei eCCA bei keinem der Parameter proportionale Hazards annehmen. Bei iCCA
konnten bei CA19-9, GOT, De-Ritis-Quotient und Albumin proportionale Hazards angenom-
men werden. Tabelle 12 zeigt die univariate- sowie die multivariate Analyse der zuvor be-
schriebenen Parameter. In der multivariaten Analyse zeigte sich, dass eine CA19-9 Erho-
hung in diesem Kollektiv als unabhangiger Risikofaktor mit einer fast zweifachen Erhéhung
des Risikos zu versterben verbunden war (HR:1,958; p= 0,009). Auch hier zeigte sich der
De-Ritis-Quotient ahnlich wie im Gesamtkollektiv als unabhangiger Risikofaktor (HR: 2,184;
p= 0,005). Die Ergebnisse der univariaten Analyse, sowie der Forest-Plot sind der Tabelle

12, sowie der Abbildung A 14 im Anhang zu entnehmen.
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univariate Analyse multivariate Analyse

iCCA n B p- HR | 95% n B p- HR | 95%
Wert Kl Wert Kl
Alter bei Mw= |-0,13 | 0,14 | 0,987 |0,971| MW= |-0,004 | 0,685 | 0,996 | 0,975

Erstdiag- 63,571 - 63,024

CA19-9 44/86 | 0,641 {0,007 | 1,898 | 1,187 | 43/82 |0,672| 0,009 | 1,958 | 1,178

1,017

erhoht 51,12% 52,42% N
3,035 3,252

GOT 77/138 | 0,611 | 0,002 | 1,842 | 1,248 | 49/82 | 0,350 | 0,193 | 1,419 0,838

erhoht 55,8% - 59,76% -
2,719 2,401

De-Ritis- | 88/138 | 0,652 | 0,002 | 1,92 | 1,266 | 50/82 |0,781 | 0,005 | 2,184 | 1,272
Quotient | 63,77% - 60,98% -
>1 2,912 3,751
Albumin 48/118 | 0,297 | 0,162 | 1,346 | 0,887 | 26/82 | 0,178 | 0,505 | 1,194 | 0,709
erniedrigt | 40,67% . 31,71% -
2,042 2,013

Tabelle 12: Ergebnisse der uni- und multivariaten Cox-Regressionsanalyse beim Unterkol-

lektiv der iCCA. n= Anzahl der Personen, bei denen der jeweilige Parameter erhbht/erniedrigt
ist, B= Regressionskoeffizient, HR= Hazard Ratio, 95% KI: 95% Konfidenzintervall.

60



5. Diskussion

5.1. Diskussionseinleitung

In der Tumordiagnostik gewinnen Biomarker zunehmend an Bedeutung. Sie kénnen von diag-
nostischer und prognostischer Relevanz sein, da sie mit bestimmten Tumoreigenschaften ver-
bunden sein kénnen. Cholangiokarzinome gehéren zwar zu den seltenen Tumoren, jedoch
gehen sie weiterhin mit einer schlechten Prognose einher (7, 189). Bis vor kurzem gab es nur
wenige Biomarker fir diese Tumorentitat mit limitierter diagnostischer und prognostischer Re-
levanz (190). Durch die nun auch in den Leitlinien wiedergespiegelte diagnostische Relevanz
von bestimmten Tumormarkern und Tumorproteinen (Z.B. FGFR, IDH, HER2/neu), bei deren
Vorhandensein nun auch in der Zweitlinientherapie eine zielgerichtete Therapie erwagt wer-
den sollte, ist weitere Forschung in diesem Bereich prognostischer und pradiktiver Marker
wichtig, auch in Bezug auf sich hierdurch potenziell eréffnende Ausweitung der Therapiemog-
lichkeiten (45, 72, 119, 120, 122, 191). Ziel dieser Arbeit war es, die Expression von GLO1
beim CCA und seiner méglichen prognostischen Aussagekraft zu untersuchen. Hierzu wurde
die Expression der GLO1 in einem Kollektiv von Mainzer Patienten mit CCA immunhistoche-
misch untersucht und mit klinisch-pathologischen Parametern verglichen.

5.2. GLO1

5.2.1. Die Rolle der GLO in der Karzinogenese und der Therapie

Wie bereits in 2.2.2. angesprochen ist die Rolle der GLO1 bei der Tumorentstehung noch Be-
standteil aktueller Forschung. Es gibt Hinweise darauf, dass eine Hochregulation der GLO1
beispielsweise bei Karzinomen des Magens (14) oder der Prostata (15) mit einer schlechteren
Prognose und erhéhten Invasivitat einhergingen. Auch bei weiteren Tumoren wie Brustkrebs
und dem HCC wurde bereits ein vermehrtes Vorhandensein von GLO1 mit héheren Tumorsta-
dien assoziiert (16, 162). Eine mogliche Erklarung hierfir kdnnte eine reduzierte Akkumulation
von Methylglyoxal in der Zelle sein, welches durch die Hochregulation der Glykolyse im Rah-
men des Warburg-Effekts vermehrt anfallt. Die verminderte Akkumulation verringert den Ein-
fluss von oxidativem Stress auf die Zellprozesse (145, 152, 160). Andere Publikationsergeb-
nisse konnten zeigen, dass GLO1 auch einen protektiven Effekt aufwies (155-158). So war
beispielsweise in einer Publikation zu Brustkrebs eine erhéhte Expression von Tumorwachs-
tumsgenen unter Depletion von GLO1 in vitro zu beobachten (155) und Chiavarina et al. beo-
bachteten ein vermehrtes Tumorwachstum von kolorektalen Karzinomzellen unter GLO1
Depletion im in vivo CAM-Modell (chorionallantoic membrane model) (156). Mogliche Erkla-
rungsansatze hierfiir kdnnten eine beobachtete vermehrte Expression von wachstumsférdern-
den Faktoren wie YAP (Yes-Associated protein), TGF-B oder Uber verschiede HSP (Heat
shock Proteine) sein (157, 158, 192). Bei iCCA konnte in zwei in vitro und in vivo Studien
gezeigt werden, dass YAP und dessen Signalkaskade eine Rolle als Onkogen beim CCA be-
sitzen (96, 193).
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5.2.2. Ergebnisse der deskriptiven Analyse zur GLO1

Die Expression von GLO1 in CCA wurde bisher noch nicht untersucht. In dieser Arbeit zeigte
sich im Gesamtkollektiv kein Zusammenhang zwischen den untersuchten Parametern und der
Expression von GLO1. Betrachtete man die Unterkollektive einzeln, so viel auf, dass bei iCCA
Frauen haufiger GLO1 gefarbt waren als Manner. Wenn allerdings eine GLO1-Farbung vor-
handen war, wiesen Manner eine intensivere Farbung auf. Bei eCCA traten zwar keine Unter-
schiede in der allgemeinen Anfarbbarkeit auf, jedoch wiesen Frauen eher eine starke Farbung
auf als Manner, sobald das Praparat als positiv eingestuft war. Geschlechterspezifische Un-
terschiede in der Expression von GLO1 wurden bei gesunden Leberzellen beschrieben, wo
Frauen in einer Analyse eine geringere Expression von GLO1 aufwiesen (194). In einer Studie
zur Aktivitat der GLO1 in Karotisplaques zeigten Frauen ein héheres Verhaltnis von GLO1-
Aktivitat zu Protein in den Plaques auf als Manner, die hingegen eine starkere Reduktion der
GLO1-Aktivitat aufwiesen (195). Um dieses Ergebnis genauer beurteilen zu kénnen, kénnten
weitere Untersuchungen wie spektrometrische Analysen des Umsatzes der GLO1 aus Tu-
morpraparaten hilfreich sein, da so etwaige Unterschiede im GLO1-Aktivitat-zu-Protein-Ver-
haltnis gesehen werden kdnnten.

Betrachtet man jedoch das Uberleben der Gruppen und separiert nach GLO1 Expressionssta-
tus und Expressionsstarke und unterteilt diese nach Geschlecht, so sieht man einen Unter-
schied im Uberleben bei iCCA. GLO1-positive mannliche Patienten weisen in diesem Kollektiv,
vor allem in der Anfangsphase, eine Tendenz zu einem besseren Uberleben auf. In den rest-
lichen beiden Kollektiven zeigt sich kein Einfluss auf das Uberleben. Hierbei ist jedoch darauf
hinzuweisen, dass die Aussagekraft durch die kleinen Gruppengrélien bei eCCA teilweise
stark limitiert wird. So wiesen beispielsweise nur 6 weibliche Patientinnen und 13 mannliche
Patienten bei eCCA keine GLO1-Farbung im Tumorpraparat auf. Mit einer grofieren Gruppen-
groéRe lielRen sich hier eventuell bessere Aussagen treffen. In der Literatur lieRen sich bezlg-
lich des Uberlebens bei Frauen und Mannern keine Untersuchungen beziiglich der GLO1-
Expression finden.

Unter Betrachtung der Risikofaktoren lieen sich keine Auffalligkeiten bezlglich der GLO1-
Farbung feststellen. In der Literatur ist beispielsweise eine erhdhte GLO1-Aktivitat in Personen
mit Diabetes mellitus beschrieben (196). Zu Alkohol und Tabakmissbrauch lieRen sich in der
Literatur keine Studien finden. In diesem Kollektiv ist jedoch auf die schlechte Erfassung der
Risikofaktoren in den Aktenbefunden hinzuweisen. Lediglich bei 4,9% der Patienten wurde
Rauchen als Risikofaktor in den Arztbriefen angegeben. In der Epidemiologischen Suchtsur-
vey des Bundesministeriums flr Gesundheit 2021 gaben 8,8% der befragten Personen zwi-
schen 18 und 64 einen problematischen Nikotinkonsum an, 13,7% der Befragten gaben an in
den letzten 30 Tagen taglich geraucht zu haben (197). Hiernach ist zu vermuten, dass die
tatsachliche Anzahl an Rauchern statistisch gesehen héher zu erwarten ware, zumal auch wie
bereits unter 2.1.3. beschrieben Tabakrauch in einigen Studien als Risikofaktor fur CCA etab-
liert werden konnte (42, 198). Auch bei Diabetes sind héhere Zahlen zu erwarten. In diesem

Kollektiv waren die meisten Patienten zwischen 60 und 70 Jahren alt bei Erstdiagnose. Bei
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13,5% der Personen im Kollektiv wurde ein Diabetes mellitus in den Akten beschrieben. Die
Halfte der Personen in diesem Kollektiv ist zwischen 58 und 71 Jahren alt. In einer Studie
anhand des RKI zur Diabetespravalenz aller gesetzlich versicherten Personen in Deutschland
2021 ergab eine Pravalenz von Diabetes mellitus von 15,4% bei Frauen und 21,9% bei Man-
nern im Alter von 60-65 Jahren und 19,3% und 26,6% im Alter von 65-69 Jahren respektiv
(199). Unter Umstanden wurden viele Personen mit nicht insulinpflichtigem Diabetes mellitus
in dieser Studie aufgrund mangelnder Dokumentation nicht miterfasst.

Bezuglich der TNM und UICC-Stadien des Tumors zeigten sich sowohl im Gesamtkollektiv als
auch bei iCCA keine Zusammenhange in der untersuchten Kohorte. Lediglich bei eCCA zeigte
sich ein denkbarer Zusammenhang der GLO1-Farbung mit der TumorgréRe. Wahrend kleine
Tumore (£T2) bei eCCA zu 63% GLO1-positiv waren, besalen tiber 90% der grofen Tumore
(=T3) eine GLO1-Expression. Lediglich zwei der groRen Tumore der eCCA waren GLO1-ne-
gativ. Dies steht im Einklang mit der Literatur, in der bereits bei anderen Krebsarten wie Brust-
krebs, Prostatakarzinomen und Magenkarzinomen ein positiver Zusammenhang von vermehr-
ter GLO1 Anfarbbarkeit mit gréReren Tumoren beschrieben wurde (14—-16). Bezuglich der Tu-
morcharakteristiken ist die Literatur jedoch uneinheitlich, beispielsweise wurden in der Studie
zum Magenkarzinom und in Studien zu Brustkrebs und Prostatakarzinomen positive Zusam-
menhange von GLO1-Expression mit Lymphknotenbefall beschrieben (14, 15, 200). Darlber
hinaus wurde bei Magenkarzinomen in selbiger Studie ebenfalls ein Zusammenhang mit dem
UICC-Tumorstadium hergestellt (14). In Zellstudien zeigte eine GLO1-Depletion von Magen-
karzinomzellen und HCC-Zellen eine geringere Migration und Invasivitat dieser. Zudem wur-
den weniger wachstumsassoziierte Gene durch die GLO1-depletierten Zellen exprimiert (14,
17). Es gibt auch gegensatzliche Studienergebnisse. Beispielsweise zeigte Nokin et al. in einer
in vivo Tiermodell-Studie zu Brustkrebs, dass Karzinomzellen unter GLO1-Knockdown eine
héhere Wachstums- und Metastasierungsrate aufwiesen. Dies wurde mit einer inversen Kor-
relation von GLO1 und YAP erklart (158). In wiederum anderen Studien zu Brustkrebs und
Platenepithelkarzinomen des Oropharynx konnten keine Korrelationen der GLO1-Expression
mit den jeweiligen TNM- und UICC-Stadien gefunden werden (200—202).

Mit der Lokalisation des Tumors in der Aufteilung nach iCCA und eCCA sowie der Tumoraus-
breitung der eCCA entlang der Hepatikusgabel (anhand der Bismuth-Klassifikation) gab es
keine Zusammenhange bezlglich der GLO1-Expression. So exprimieren beide Tumorentita-
ten das Enzym in gleichem Mafe und GLO1 konnte somit in diesem Studienkollektiv nicht zur
Unterscheidung zwischen iCCA und eCCA beitragen. In der Literaturrecherche lieRen sich
keine Untersuchungen beziglich der GLO1-Expression und spezifischen Klassifikationen flr
CCA finden, weshalb sich dieses Ergebnis nicht mit der vorhandenen Literatur vergleichen
lasst und diese Zusammenhange potenziell erstmalig untersucht werden.

Als weiterer relativ CCA-spezifischer Marker wurde der Bezug der GLO1-Expression zur CK7-
Expression untersucht. Es ergab sich ebenfalls kein Zusammenhang in diesem Kollektiv. Bei-
laufig auffallig war hier jedoch, dass 16,2% der Praparate keine CK7-Farbung aufwiesen. Eine
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fehlende CK7-Farbung korrelierte in diesem Patientenkollektiv nicht mit Veranderungen im
OS. In der Literatur wird teilweise eine CK7-Expression von Gallengangzellen und CCA-Zellen
von Uber 95% beschrieben, weshalb CK7 oft als hilfreiches Mittel zur Identifizierung des Tu-
mors als CCA benutzt wird (173, 174). Denkbar ware, dass die negativ, d.h. nicht gefarbten,
Karzinome fokale CK7-negative Anteile besalien, welche zufallig flr diese Farbereihe ange-
schnitten wurden. Fokale Unterschiede im CK7-Expressionsverhalten wurden bereits friiher
beschrieben (203).

Bezulglich des Alters zeigte sich in allen analysierten Gruppen in diesem Kollektiv kein Zusam-
menhang mit der GLO1-Expression. Dies ist bezliglich der Karzinome vereinbar mit der Lite-
ratur, wo sich unter anderem in Studien zu Brustkrebs Oropharynxkarzinomen und Magenkar-
zinomen kein Zusammenhang von Alter und veranderter GLO1-Expression aufzeigen liel3 (14,
200, 202). Jedoch zeigten einige Tierstudien (204) und Untersuchungen am menschlichen
Gewebe eine Abnahme der GLO1-Expression im Alter. So ist eine Abnahme der GLO1 Akti-
vitat in menschlichen Nervenzellen und Astroglia des Gehirns in der Gruppe der Personen ab
67 Jahren (205) sowie mit zunehmenden Alter in der menschlichen Linse (206) beschrieben.

Betrachtet man die Ergebnisse dieses Kollektivs in Bezug auf die untersuchten Laborparame-
ter, so lasst sich nur im Unterkollektiv der iCCA ein Unterschied in der Expression eines Para-
meters feststellen. So war ein positiver CA19-9-Status eher mit einem negativen GLO1-Far-
beergebnis assoziiert als ein CA19-9-negativer Status. Zieht man in Betracht, dass CA19-9
vor allem in den Frihstadien eine geringere Sensitivitdt und Spezifitat besitzt (siehe 2.1.4.)
(207), kdnnte es interessant sein GLO1 anhand des Ergebnisses dieses Kollektivs als zusatz-
lichen potentiellen Biomarker in Kombination mit CA19-9 zu evaluieren. Es ware denkbar hier-
durch die Sensitivitat und Spezifitat in der Frihdiagnostik zu verbessern. Hierzu waren weitere
Studien hilfreich, vor allem in Bezug zur Differenzierung zwischen CCA, Prakanzerose und
gesundem Gewebe. Beispielsweise beobachteten Kim et al. am Zervixkarzinom eine zuneh-
mende GLO1-Expression mit steigendem Grad an Dysplasie bis hin zum invasiven Karzinom
(208). Kombinationen zur Steigerung der diagnostischen Sensitivitat und Spezifitdt wurden
bereits mit CA19-9 und CEA untersucht und konnten die Genauigkeit der Diagnose auf Uber
90% steigern (siehe 2.1.4.) (70).

Als weiterer diagnostischer Marker fir andere solide Tumore wurde der De-Ritis-Quotient in
der Literatur diskutiert (209). Fur den De-Ritis-Quotienten wurde in diesem Kollektiv jedoch
kein Zusammenhang mit einer GLO1-Expression gefunden.

Bezuglich der Serumparameter gab es in diesem Kollektiv keine Korrelationen mit der GLO1-
Farbung. Eine Erhdhung der GOT, GPT hatte beispielsweise ein Indiz auf eine Leberschadi-
gung sein kénnen und somit hatte eine Korrelation mit GLO1 potenziell einen Rickschluss auf
maogliche sekundare Tumorauswirkungen liefern kénnen (210). Ein erniedrigtes Albumin kann
ein Hinweis auf eine verminderte Syntheseleistung der Leber sein und erhdhte Bilirubinwerte
konnten Aufschluss Uber eine cholestatische Komponente des CCA geben (211). Eine Ver-
minderung des Albumins, sowie GOT und GPT und Bilirubin Erhéhungen sind in der Literatur
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bereits mit CCA korreliert worden (7, 209), eine Korrelation der Parameter mit GLO1 gelang in
dieser Arbeit nicht.

5.2.3. Ergebnisse der Uberlebensanalysen

Die Untersuchung der Uberlebenskurven beziiglich der GLO1 nach Kaplan-Meier ergab fir
das Gesamtkollektiv keine statistisch relevanten Unterschiede des OS zwischen den beiden
Gruppen mit und ohne GLO1-Expression. Bei gesondertem Betrachten des OS innerhalb der
Gruppe der iCCA betrug zwar das mediane OS (mOS) bei positiver GLO1-Expression 27,11
Monate (95% KI: 18,30 - 35,92) und 17,28 Monate bei fehlender GLO1-Expression (95% KI:
13,53 — 21,04), jedoch fiel grafisch eine Differenz der Kurven mit Betonung der ersten 4 Jahre
auf. So waren nach 3 Jahren beispielsweise noch ca. 42% der Personen mit positiver GLO1-
Farbung am Leben, wohingegen nur ca. 29% der Personen ohne GLO1-Expression im Tumor
am Leben waren. Betrachtet man das Ergebnis des Breslow-Tests, welcher Ereignisse am
Beginn des Beobachtungszeitraums mehr gewichtet (187), ergibt sich ein p-Wert von 0,027.
Somit ist ein mdglicher Zusammenhang der GLO1-Farbung mit dem Gesamtiberleben bei
iCCA, vor allem bei Ereignissen in den ersten 4 Jahren nach Diagnose und Resektion, denk-
bar. Wenn man die Literatur betrachtet, findet man hier vor allem Ergebnisse, die im Kontrast
zu den in dieser Arbeit prasentierten Ergebnissen stehen. So wurde in Uberlebenszeitanalysen
zum Beispiel ein geringeres mOS bei starkerer GLO1-Expression bei Tumoren der Brust, des
Magens, des Pankreas und des Kolons (14, 200, 212, 213) und ein geringeres progressions-
freies Uberleben (PFS) bei Tumoren des Oropharynx und der Burst gesehen (200, 202). Be-
trachtet man das mOS bei iCCA mit dem Log-Rank-Test, welcher alle Ereignisse tber den
gesamten Kurvenverlauf gleich gewichtet, so ergibt sich in diesem Kollektiv kein Uberlebens-
vorteil durch GLO1-Expression. Wenn man jedoch bedenkt, dass je nach Datenlage die 5-
Jahres-Uberlebensrate der resektablen CCA zwischen 20-40% betragt, so ist fiir einen GroR-
teil der Patienten vor allem das Uberleben in den ersten Monaten und Jahren nach Diagnose
und Resektion von Interesse (7, 189). Dementsprechend kdnnte GLO1 laut den Ergebnissen
in diesem Kollektiv fir iCCA-Patienten ein hilfreiches ergénzendes Tool sein, um die Uberle-
bensrate in der Anfangsphase besser einschatzen zu kdnnen. Einen mdglichen Erklarungsan-
satz fur dieses Ergebnis liefern Antognelli et al. in Zellstudien zu Schilddrisenkarzinomen. In
anaplastischen Schilddrisenkarzinomzellen fiihrte eine GLO1-Depletion zur Akkumulation
von MG und zu einer epithelial-mesenchymalen Transition (EMT) dieser. Die EMT ist in Krebs-
zellen wichtig fir die Migration und Invasion und die anschlieRende Ausbildung von Metasta-
sen (214). Antognelli et al. vermuten eine TGF-B1 Einflussnahme auf die GLO1-Aktivitat, bei
der es TGF-B1-vermittelt zu einer Hemmung der GLO1-Aktivitat und einer Zunahme von MG
in den Tumorzellen kommt, welche hierdurch aggressivere Phanotypen auspragen. Umge-
kehrt flihrt die Depletion von TGF-B1 und die Forderung der GLO1-Aktivitat mit Resveratrol zu
einer geringeren MG-Akkumulation und Umkehr der Tumorzellen zu weniger aggressiven Pha-
notypen (157). Interessanterweise wurde in dieser Arbeit jedoch nur eine Abnahme der Aktivi-
tat der GLO1 durch die untersuchten Einflussfaktoren gesehen und nicht eine Verringerung
der Transkription und Expression der GLO1 in der Immunhistochemie. Ahnliche Zellstudien
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zum Prostatakarzinom zeigten gegensatzliche Ergebnisse. In diesen Zellstudien von Antog-
nelli et al. fihrte eine GLO1-Depletion zu einem weniger aggressiverem Tumorverhalten. Es
wurde ebenso eine Verbindung zu TGF-31 hergestellt, jedoch lautete die Hypothese hier, dass
eine GLO1-Uberaktivitat und dadurch eine Verringerung von MG zu einer Wachstumsforde-
rung und EMT uber TGF-B1 und dessen Rezeptor fuhrte (215). Die Wirkung von GLO1 und
MG scheint demnach méglicherweise stark davon abzuhangen, welche Art von Tumor vorliegt
(156-158, 215). Da es sich jedoch um Zellstudien handelt sind diese Ergebnisse nur schwer
auf menschliche Praparate und Uberlebensprognosen zu iibertragen und stellen eine Hypo-
thesengenerierung dar.

Betrachtet man die Kurven zum Gesamtuberleben bezlglich der GLO1-Expressionsstarke der
Praparate lieR sich ein leichter Trend zu einem besseren Uberleben von Patienten mit stark
GLO1-exprimierenden Tumoren erahnen (19,91 Monate bei schwacher Farbung vs. 28,55 Mo-
nate bei starker Farbung). Dieser ist jedoch bei einem p-Wert von 0,091 im Log-Rank-Test mit
hoher Wahrscheinlichkeit statistisch nicht signifikant. Im Vergleich zu den vorherigen Ergeb-
nissen bei iCCA ware ein groReres OS bei starkerer GLO1-Expression konsistent mit dem
Ergebnis des langeren OS bei allgemeiner GLO1-Positivitat. Das Ergebnis steht jedoch wie-
derum im Gegensatz zu den in der Literatur beschriebenen Ergebnissen. So beschreiben
Kreycy et al. am Oropharynxkarzinom ein niedrigeres OS und PFS bei starkerer GLO1-Far-
bung im Vergleich zu einer nur schwachen Anfarbung (202). Fir eine bessere Vergleichbarkeit
mit der Literatur wurde die Analyse erweitert und die negativen Praparate in die Gruppe der
niedrigen GLO1-Expression eingeschlossen, da dies in vergleichbaren Studien ebenfalls die
Praktik war. Hierbei ergaben sich im Gesamtkollektiv und bei iCCA noch starkere Tendenzen.
So uberschnitten sich die Kurven optisch nicht mehr und die p-Werte des Log-Rank-Tests
ruckten naher an das gewahlte Signifikanzniveau (Gesamtkollektiv p-Wert 0,052, iCCA p-Wert
0,069), ein statistisch signifikantes Ergebnis in diesem Kollektiv ist bei Gleichgewichtung der
Ereignisse Uber den gesamten Kurvenverlauf jedoch weiterhin nicht aufzeigbar. Allerdings fie-
len grafisch wieder groRere Uberlebensunterschiede, vor allem in den ersten finf Jahren auf.
Betrachtet man den Breslow-Test ergeben sich p-Werte von 0,02 fir das Gesamtkollektiv und
von 0,011 fur iCCA. Demnach ist es moglich, dass in diesem Kollektiv eine starke GLO1-An-
farbung mit einem besseren OS in den ersten Jahren nach Diagnose korrelierte. Dies steht,
wie bereits in den Vorergebnissen beschrieben, im Gegensatz zur Literatur, in der ein schlech-
teres OS bei starker Farbung jedoch in anderer Entitat beschrieben wurde. So zeigte Peng et
al. beispielsweise ein geringeres mOS bei Mammakarzinomen bei starkerer GLO1 Farbung
(200). Cheng et al. erzielten ahnliche Ergebnisse beim Magenkarzinom (14, 202).

Bei der Betrachtung von CA 19-9 als Uberlebensparameter lieR sich auch in diesem Kollektiv
die bereits in der Literatur mehrfach beschriebene prognostische Aussagekraft von CA 19-9
bestatigen (7, 133). So Uberlebten in diesem Kollektiv Patienten mit einer Expression von CA
19-9 unter dem Schwellenwert signifikant Ianger als Patienten mit einer Expression daruber.
Im weiteren Test wurde eine Kombination von GLO1 und CA 19-9 evaluiert. Beispielsweise
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haben Zhang et al. eine kombinierte Betrachtung von AFP (Alpha-1-Fetoprotein) mit CA 19-9
evaluiert mit dem Resultat eines besseren OS wenn beide Tumormarker negativ waren (216).

Eine kombinierte positive GLO1 Expression mit einer fehlenden CA 19-9 Expression bot in
diesem Patientenkollektiv einen statistisch signifikanten Uberlebensvorteil. Auch dies steht,
wie bereits unter dem Punkt der langeren OS bei vermehrter GLO1 Expression beschrieben,
im Gegensatz zum Grofiteil der aktuellen Literatur. Ein denkbarer Erklarungsansatz hierfur
kdnnte sein, dass mit Fortschreiten der Tumorentdifferenzierung auch weniger GLO1 produ-
ziert wird, in diesem Kollektiv jedoch korrelierte die GLO1-Farbung nicht mit dem Tumordiffe-
renzierungsgrad. Ein weiterer moglicher Erklarungsansatz kénnte die vermehrte Akkumulation
von Methylglyoxal sein, welches bei geringerer GLO1-Expression vermehrt anfallt und weitere
Signalkaskaden zum vermehrten Tumorwachstum aktiviert. In Zellstudien konnten Nokin et al.
bereits ein durch MG-Akkumulation verursachtes YAP-induziertes aggressiveres Tumor-
wachstum zeigen, welches sich durch GLO1-silencing in vivo an Tierversuchsmodellen repro-
duzieren lie3 (158). Da die IHC lediglich die Enzyme markiert und keine weitere Aussagekraft
Uber den Aktivitatsgrad liefert ware eine weitere Untersuchung Enzymaktivitat, beispielweise
mit massenspektroskopischen Untersuchungen, gegebenenfalls aufschlussreich. In den Zell-
studien von Antognelli et al. ging beispielsweise eine Férderung der GLO1-Aktivitat mit gerin-
ger aggressiven Tumorphanotypen einher. Es wurde jedoch nur eine Abnahme der Aktivitat
der GLO1 durch die untersuchten Einflussfaktoren beobachtet und nicht eine Verringerung der
Transkription und Expression der GLO1 in der Immunhistochemie. Mdglicherweise liegen Ver-
anderungen in der Enzymaktivitat vor, welche eine verénderte Expressionsrate relativieren
(157). An aus menschenentnommenen Tumorpraparaten konnte bisher noch keine positive
Korrelation von GLO1 mit dem Uberleben gezeigt werden.

Da in der initialen Bewertung der Praparate auffiel, dass sich die GLO1-Farbung bei einigen
Praparaten lediglich auf die Region des Nukleus beschrankte, wurden diese ebenfalls separat
untersucht. Es sind im Gesamtkollektiv sowie bei iCCA jeweils Tendenzen zu erahnen, dass
eine Kernfarbung der Praparate mit etwas besseren Uberlebenszeiten einhergeht als eine rein
plasmatische- oder eine Mischfarbung. Die Ergebnisse sind jedoch statistisch zu hinterfragen
(p-Wert Gesamtkollektiv= 0,12; p-Wert iCCA: 0,058). Es ist zu beachten, dass es sich insge-
samt um lediglich 25 Praparate handelte, die dann gesondert in den Unterkollektiven nur 14
bei iCCA und 11 bei eCCA betrugen. Eine Bewertung dieses Aspektes hat demnach nur eine
stark limitierte Aussagekraft. Vergleicht man dies mit der Literatur ist eine Farbung im Kern
sowohl bei Beschreibung des Antikérpers (217), als auch in einigen Publikationen zur GLO1
beschrieben. So wurde eine nukleare Farbung in Basalzellkarzinomen beschrieben, die sich
zur rein zytoplasmatischen GLO1-Farbung der Plattenepithelkarzinome der Haut unterschie-
den (218). Baunacke et al. beschreiben eine nukleare Anfarbung der GLO1 bei Prostatakarzi-
nomen. Interessanterweise beschrieben sie lediglich eine Anfarbung bei entnommenen Tu-
morpraparaten, eine Anfarbung in Zellkulturen wurde nicht gesehen, weshalb Baunacke et al.
die Hypothese aufstellten, dass das Tumormikroenvironment Einfluss auf die GLO1-Lokalisa-

tion nehmen wirde (219). Wang et al. beobachteten an Mauszelllinien von Fibrosarkomen
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eine nukleare Transposition der GLO1 im Zusammenhang mit aggressiverem Wachstum
(220).

Bezlglich des Uberlebens im Zusammenhang mit einer nukledren GLO1-Farbung wurde dies
bisher nur beim Plattenepithelkarzinom des Oropharynx untersucht. Es zeigte sich ein kiirze-
res PFS und ein geringeres krankheitsspezifisches Uberleben unter hoher und nukleérer
GLO1-Farbung (202). Anteilsmaf3ig waren in dieser Studie jedoch ein deutlich gréRerer Anteil
an Praparaten mit einer kerndominanten Farbung vorhanden als in diesem Kollektiv (31% vs.
13,5%). Da nur 25 Praparate in diesem Kollektiv eine reine Kernfarbung aufwiesen lief3e sich
eventuell mit einer groReren Kollektivgruppe eine bessere Aussagekraft treffen. Die Tendenz
in diesem Kollektiv von Cholangiokarzinomen scheint, wie auch die vorherigen Ergebnisse, in
die gegensatzliche Richtung zu weisen als die Ergebnisse, die bisher in der Literatur zu GLO1
bei anderen Entitaten beschrieben wurden. Die genaue Rolle von GLO1 im Nukleus ist bis
dato ungeklart. Mogliche Hypothesen kdnnten sein, dass GLO1 als Transkriptionsregulator
mitwirkt oder durch MG-Detoxifikation im Nukleus zu einer verringerten Glykosylierung von
nuklearen Proteinen und DNA fuhrt. Diese Hypothesen sind jedoch bislang wissenschaftlich
nicht untersucht und bedurften weiterer Forschung.

Es scheint, als sei die GLO1-Expression und deren pradiktive Aussagekraft stark vom unter-
suchten Tumor abhangig. Womdglich spielt die GLO1 beim CCA eine andere Rolle als in den
bisher untersuchten Karzinomen. Da sich in der Literatur keine Untersuchungen zur GLO1-
Expression an gesunden Gallengangswegen finden lieRen, ist die Rolle der GLO1 im Gesun-
den unbekannt. Es gibt Gewebe, wie beispielsweise die Leber (221), die von Natur aus eine
starke GLO1 Expression im Gesunden besitzen, andere Gewebe, wie beispielsweise das Co-
lon (213), besitzen grundlegend eine geringe GLO1-Expression. Es scheint auch individuelle
Schwankungen in der Expression der GLO1 in den jeweils gesunden und tumordsen Geweben
zu geben (222).

5.2.4. Ergebnisse der multiplen-Cox-Regression

Bezuglich der Laborparameter konnte in dieser Arbeit keine prognostische Wertigkeit von Al-
bumin sowie dem Alter in der durchgeflhrten univariaten Analyse gefunden werden. Fur CA
19-9, den De-Ritis-Quotienten, Bilirubin, GOT und eine Anamie konnten in der univariaten
Analyse pradiktive Zusammenhange mit dem Uberleben gesehen werden. CA 19-9 und der
De-Ritis-Quotient konnten dartber hinaus in diesem Kollektiv als unabhangige Risikofaktoren
in der multivariaten Analyse identifiziert werden.

In der Literatur finden sich einige Studien zur prognostischen Aussagekraft von CA 19-9. So
konnte in der Analyse des ENSCCA-Registers von lzquierdo-Sanchez et al. ein erhdhter
CA19-9-Wert als ein unabhangiger prognostischer Marker mit einer HR von 1,52 in der mul-
tivariaten Analyse etabliert werden (7). Dies zeigt sich kongruent mit der in dieser Arbeit er-
rechneten HR von 1,57. Weitere Arbeiten konnten CA 19-9 in multivariaten Analysen als un-
abhangigen Risikofaktor bestimmen (133, 223). Eine Arbeit von Losen et al. konnte wiederum
weder in der univariaten noch in der multivariaten Analyse fur CA 19-9 eine prognostische
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Aussagekraft beim CCA finden (70). Ein méglicher Grund fir uneinheitliche Ergebnisse be-
zuglich CA 19-9 kénnte das Fehlen eines einheitlichen Cut-off-Wertes sein mit der Auswahl
an unterschiedlichen Cut-off Werte je nach Studie (s. Laborchemische Diagnostik, Kapitel
2.14.).

Bezuglich des De-Ritis-Quotienten lief3en sich in der Literaturrecherche keine Arbeiten finden,
die dessen prognostische Aussagekraft beim CCA untersucht haben. Es finden sich jedoch in
diversen Studien Zusammenhange mit sowohl GOT als auch GPT, sodass ein potenzieller
Zusammenhang mit dem De-Ritis-Quotienten denkbar ware, da dieser aus beiden Parametern
errechnet wird (GOT/GPT) (7, 70, 133, 190, 223). Zu erwahnen ist auch eine Metaanalyse von
insgesamt 16 Studien zu unterschiedlichen Karzinomtypen von Wu et al., welche zeigte, dass
ein erhéhter De-Ritis-Quotient vor Therapiebeginn unabhangig von den in den Studien unter-
suchen Karzinome mit einem erniedrigten OS einherging (209). Zwar war keine CCA-Studie
Bestandteil dieser Metaanalyse, jedoch ist dies kongruent mit den Ergebnissen aus dieser
Arbeit. Als méglichen Erklarungsansatz stellen die Autoren der Metaanalyse die Hypothese
auf, dass der erhdhte Tumormetabolismus und der damit einhergehende Warburg-Effekt ei-
nerseits zu einer gesteigerten GOT-Produktion fuhren, da GOT zur anaeroben Glykolyse be-
notigt wird, andererseits kommt es durch den erhéhten Tumorstoffwechsel zu einem héheren
Verbrauch an GPT, weshalb die GPT-Konzentration sinkt und den Quotienten weiter erhoht.
Ein anderer denkbarer Mechanismus ist laut Studienautoren eine Leberschadigung durch an-
fallenden oxidativen Stress (160, 209, 224-226). Der genaue Mechanismus hinter der prog-
nostischen Verschlechterung hierdurch ist noch nicht endgiltig geklart, es ware aber denkbar,
dass mit mehr Tumorzellen, welche einen aggressiven Stoffwechsel betreiben, eine hbhere
Wahrscheinlichkeit flr einen De-Ritis-Quotienten >1 besteht, welches die Prognose ver-
schlechtern kdnnte. In dieser Arbeit ging ein erhohter De-Ritis-Quotient mit einer schlechteren
Uberlebensprognose einher, was kongruent mit den beschriebenen Studienergebnissen ist.
Zwar wurde der De-Ritis-Quotient bisher nicht als pradiktiver Marker beim CCA beschrieben,
vor dem Hintergrund dieser Erkenntnisse ist der in dieser Arbeit gesehene pradiktive Zusam-
menhang bei diesem Kollektiv nur bedingt als potenziell neuer Erkenntnisgewinn zu interpre-
tieren.

Bezuglich der univariaten Analysen zeigt sich ein gemischtes Bild. Je nach Studie konnten in
ihren univariaten Analysen eine prognostische Aussagekraft von ein oder mehreren der hier
getesteten Laborwerten gezeigt werden. Andere Studien wiederum konnten bei ein oder meh-
reren der hier getesteten Laborwerte keine Zusammenhange aufzeigen (7, 70, 133, 190, 223).
So konnten beispielsweise in der Publikation von Izquierdo-Sanchez et al. in der univariaten
Analyse GOT sowie Bilirubin nebst CA 19-9 als Risikofaktoren identifiziert werden, nicht jedoch
in der multivariaten Analyse, was sich ebenfalls kongruent zu den Erkenntnissen dieser Arbeit
zeigt. Gleichzeitig konnte fir Albumin und ein Alter >65 Jahren eine positive Korrelation im
Uberleben in der univariaten Analyse aufgezeigt werten, was wiederum im Wiederspruch zu
den Ergebnissen dieser Arbeit steht (7). Loosen et al. konnten in ihrer univariaten Analyse

einen prognostischen Zusammenhang des Uberlebens mit dem Hb-Wert feststellen, allerdings
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keinen Zusammenhang mit GOT, GPT oder Bilirubin. Kaibori et al. konnten Bilirubin und Al-
bumin sogar in der multivariaten Analyse als unabhangige prognostische Marker bei iCCA
identifizieren, was in diesem Kollektiv nicht gelang (223),

Eine Testung der laborchemischen Parameter in der multiplen-Cox-Regression zusammen mit
GLO1 gelang in dieser Arbeit aufgrund einer fehlenden PH-Annahme nicht. Méglicherweise
kdnnte hier eine Testung der Daten auf zeitabhangige Effekte von Kovariaten oder eine Tes-
tung auf nicht-lineare Zusammenhange mehr Aufschluss liefern und kénnte als Grundlage flr
zukunftige Forschungsansatze diesbezlglich dienen.

5.3. Diskussion des Studiendesigns

Bezlglich des Kollektivs gibt es einige Unterschiede zur in der Literatur beschriebenen Allge-
meinbevdlkerung. Wie bereits angesprochen, wird in einem Grofdteil der Erkrankten die Diag-
nose des CCA erst spat gestellt. Im Zeitraum 2019-2020 fehlt im deutschen Krebsregister des
RKI bei tiber 60% der Personen mit CCA in Deutschland eine Angabe zum UICC-Stadium. Bei
den verbleibenden Personen, bei denen eine Klassifikation vorlag, lag bei nur ca. 30% der
Personen (29% der Frauen und 33% der Manner) ein CCA mit einem ein UICC-Stadium < 2
vor (5). Da in diesem Kollektiv 46,7% der Personen ein Karzinom im UICC-Stadium <2 besa-
Ren, ist diese Verteilung nicht reprasentativ fur die in Deutschland erhobenen Daten aus der
Allgemeinbevolkerung. Aus Daten des ENSCCA-Registers geht zudem hervor, dass ca. 50%
der Patienten zum Zeitpunkt der Diagnose einen operablen Tumor besaften (7). In diesem
Kollektiv befinden sich Uberwiegend Personen, die primar einer Operation zugeflihrt wurden.
Zudem waren die Erkrankten im Vergleich junger als das mittlere Erkrankungsalter laut RKI-
Daten (63,6 Jahre vs. 75-77 Jahre). Vergleicht man das mittlere Erkrankungsalter mit dem des
ENSCCA-Registers (66 Jahre) liegen die Daten deutlich ndher aneinander. Diese Unter-
schiede kénnten unter anderem durch die Erfassung und Codierung der iCCA innerhalb der
Karzinome der Leber durch das RKI zustande kommen (5, 7, 20). Auf die Probleme der hau-
figen Fehlklassifikation der iCCA und pCCA wurde bereits unter Abschnitt 2.1.2. eingegangen.
Dies kdnnte ebenso Probleme bei der Vergleichbarkeit der Daten dieser Kohortenstudie mit
Daten anderer Studien und Datenbanken verursachen.

Bezlglich der Farbung und der Auswertung dieser, kdnnte die starke Heterogenitat der Ex-
pression der GLO1-Farbung eine mdgliche Quelle fir Ungenauigkeiten sein. Durch die Multi-
plikation der Flache und Farbeintensitat beim Errechnen des IRS-Scores und die anschlie-
Rende Einteilung in Gruppen wurde zwar versucht etwaigen Inhomogenitaten weniger Gewicht
zukommen zu lassen, jedoch kdnnte diese Heterogenitat auch gréRere Abschnitte des Tumors
betreffen und hier durch Betrachtung lediglich eines kleinen Teilabschnittes des Tumors nicht
zur Geltung kommen. Auch fiel bei Betrachtung dieser Tumorpraparate auf, dass bei einigen
Praparaten eine GLO1-Farbung in der Kerngegend bestand, wahrend andere Praparate keine
Kernfarbung besalRen. In der Literatur ist zwar eine Kernfarbung unter anderem durch den
Hersteller der Antikérper beschrieben, es ist jedoch nicht geklart welche Aufgabe die GLO1 im
Nukleus besitzt (217).

70



Des Weiteren gibt die Expression von GLO1 keine Aussage uber die tatsachliche Aktivitat des
Enzymes. Es kdnnten Unterschiede in der Enzymaktivitat vorliegen, sodass beispielsweise
eine geringere Enzymexpression durch eine erhéhte Enzymaktivitat relativiert wird. So sind
beispielsweise geschlechtsspezifische Unterschiede in der Enzymaktivitat in der Literatur bei
Leberzellen und in atherosklerotischen Plaques der Halsschlagader beschrieben (194, 195)
oder eine erniedrigte Enzymaktivitat bei gleichbleibender Enzymexpression (157). Weitere Un-
tersuchungen mittels spektrometrischer Methoden kénnten hier zusatzlichen Aufschluss lie-
fern.

Die Datenerfassung stellt eine weitere Quelle fir Ungenauigkeiten dar. Da die ersten Patien-
tendaten aus diesem Kollektiv aus dem Jahr 1998 stammen und teils nicht digitalisiert oder
nicht speziell fiir diese Arbeit erhoben wurden, fehlen bei einigen Patienten Angaben zu Fak-
toren wie Diabetes und Rauchen. Dies kann ebenfalls Einfluss auf die Aussagekraft und Re-
prasentativitat der Daten haben.

71



6. Zusammenfassung und Ausblick

Das Cholangiokarzinom ist eine seltene, aber schwerwiegende Krebserkrankung. Trotz bes-
serer diagnostischer Méglichkeiten und Erforschung neuer Therapieansatze gelingt die Diag-
nose meist erst in hohen Tumorstadien und geht weiterhin mit einer hohen Mortalitat einher.
Die Untersuchung molekularer Biomarker, prognostischer Faktoren und méglicher neuer The-
rapieansatze ist daher von grofRer Bedeutung. Ziel dieser Arbeit war es, die Expression von
GLO1 beim CCA zu untersuchen.

Zusammengefasst ergaben die in dieser Arbeit untersuchten Daten der explorativen Analyse,
dass es im Gesamtkollektiv keine Korrelationen der GLO1 Farbung mit den erhobenen Kklini-
schen Parametern gab.

Im Unterkollektiv der iCCA zeigten die TNM und UICC-Stadien, das Alter, die CK7-Expression
und die Risikofaktoren keine Korrelation mit GLO1. Das Farbeverhalten der GLO1 korrelierte
jedoch bei iCCA mit dem Geschlecht. So besallen Frauen haufiger eine positive GLO1-Ex-
pression, Manner wiesen jedoch eine starkere Farbung auf, sobald sie eine positive Farbung
besaRen. Bei iCCA wiesen mannliche Patienten mit GLO1-Expression bessere Uberlebensra-
ten auf, vor allem in den ersten Jahren nach Diagnose (Breslow-Test).

Bei den Laborwerten gingen positive GLO1-Werte bei iCCA eher mit einer normwertigen CA
19-9-Expression einher als negative GLO1-Werte, welche sich eher als CA 19-9 positiv unter
dem gewahlten Cut-off Wert von 37 U/L darstellten. Es zeigte sich zudem, dass das Uberleben
bei Personen mit erhéhter CA 19-9-Expression signifikant kurzer war als bei jenen mit norma-
ler CA 19-9-Expression. Interessanterweise ergab die kombinierte Betrachtung von CA 19-9
und GLO1, dass innerhalb der CA 19-9-negativen Gruppe eine GLO1-Expression mit einem
signifikanten Uberlebensvorteil assoziiert war. Hingegen unterschied sich das Uberleben der
CA 19-9-negativen Personen ohne GLO1-Expression nicht wesentlich von dem der beiden
Gruppen mit erhohter CA 19-9 Expression.

Die restlichen untersuchten Laborparameter wie Bilirubin, Albumin, GOT, GPT und der De-
Ritis-Quotient wiesen bei iCCA keine Korrelationen mit der GLO1 Farbung auf.

Bei Betrachtung des Unterkollektives der eCCA gab es zwar keine Unterschiede in der Ge-
samtanfarbbarkeit zwischen Frauen und Mannern, betrachtete man jedoch lediglich die posi-
tiven Farbungen so wiesen Frauen eher eine starkere GLO1-Farbung als Manner auf, auch
hier bot sich dadurch allerdings kein Uberlebensvorteil. Von den untersuchten Tumorparame-
tern ergab sich eine Korrelation mit der Tumorgrof3e. So gingen in diesem Kollektiv grofere
Tumore eher mit einer GLO1-positiven Farbung einher als GLO1-Negative. Mit den weiteren
untersuchten Tumorparametern und den untersuchten Laborparametern ergab sich bei eCCA
keine Korrelation.

Bei Betrachtung der Uberlebenszeitanalysen fielen vor allem in den ersten Jahren nach Diag-
nose Unterschiede in den Uberlebenszeiten auf. So hatten Personen im Unterkollektiv der
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iCCA unter starkerer Gewichtung der Anfangsphase (Breslow-Test) bessere Uberlebensraten-
wenn sie eine positive Farbung aufwiesen. Dieser Effekt verstarkte sich, wenn man einen ho-
heren Cut-off Wert wahlte und somit stark gefarbte Praparate im Vergleich zu schwacher ge-
farbten und ungefarbten Praparaten betrachtete. Im Gesamtkollektiv fiel eine ahnliche Ten-
denz zu besseren Uberlebensraten in der Anfangsphase auf diese war jedoch statistisch nicht
signifikant. Auch hier zeigte sich ein nochmal deutlicherer Unterschied, wenn man stark ge-
farbte Praparate im Vergleich zu schwach und ungefarbten Praparaten beurteilte. Im Unter-
kollektiv der eCCA ergaben sich keine Unterschiede in den Uberlebenskurven. Betrachtet man
die Lokalisation der Farbung gesondert, so lasst sich sowohl im Gesamtkollektiv als auch den
iCCA ein grafischer Trend zu einem besseren Uberleben bei reiner Kernfarbung im Vergleich
zu einer plasmatischen- oder Mischfarbung erkennen, diese war jedoch statistisch nicht signi-
fikant.

Da bei GLO1 keine proportionalen Hazards angenommen werden konnten, erfolgte die mul-
tivariate Analyse einiger der erhobenen Parameter ohne GLO1 als Kovariable. Im Gesamtkol-
lektiv sowie bei iCCA zeigte sich ein erhéhter CA 19-9 Titer sowie ein erhéhter De-Ritis-Quo-
tient in diesem Patientenkollektiv als unabhangige Risikofaktoren zu versterben.

Insgesamt stehen die Ergebnisse der Uberlebenszeitanalysen zum gréRten Teil im Wider-
spruch zu den zuletzt publizierten Daten bei anderen Karzinomen, bei denen meist eine Kor-
relation von GLO1 mit aggressiveren Tumorwachstumsraten und geringeren OS sowie PFS
auffiel.

Médgliche Erklarungsansatze koénnten beispielsweise lber eine Zunahme von Methylglyoxal
und daraus resultierende Signalkaskaden Uber TGF- 31 oder YAP sein. Somit ware es denk-
bar, GLO1 moglicherweise als Marker fir eine bessere Abschatzung des OS in der Anfangs-
phase nach Diagnosestellung einzusetzen. Weitere Untersuchungen sowie ein Blick auf mdég-
liche PFS und Ansprechen auf systemische Therapiemethoden, welche in dieser Arbeit nicht
erfasst wurden, kénnten gegebenenfalls weiter Aufschluss liefern. Ein weiterer Ansatz ware
mittels Massenspektrometrie die GLO1-Enzymaktivitdt zu untersuchen, um potenzielle Ver-
schiebungen in der Enzymaktivitat von GLO1 zu untersuchen, da eine vermehrte Expression
nicht unbedingt auch eine vermehrte oder gleichbleibende Enzymaktivitat mit sich bringt. Mog-
licherweise flhrte eine Abnahme der GLO1-Aktivitat zu dessen Mehrexpression. Auch eine
Untersuchung gesunder Gallengangszellen im Hinblick auf die GLO1 Expression kénnte wei-
teren Aufschluss Uber die Veranderungen im Vergleich zum Tumorgewebe liefern. Wirden
sich die Ergebnisse dieser Arbeit in nachfolgenden Arbeiten bestatigen so kbnnte man zudem
auch Zellkulturversuche mit Hemmung oder Férderung der GLO1-Enzymaktivitat in Erwagung
ziehen, um potenziell neue Therapieansatze fliir CCA zu beleuchten. Beziglich potenzieller
pradiktiver Aussagen einer GLO1-Expression waren weiterfiihrende statistische Analysen, die
mogliche zeitabhangige oder nichtlineare Effekte der GLO1-Expression auf das Uberleben un-
tersuchen, ein sinnvoller Ansatz, um ein vollstandigeres Bild zu erhalten.
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8. Anhang

8.1. TNM- und UICC-Klassifikationen:
8.1.1. Intrahepatische CCA:

TNM-Klassifikation der Karzinome der intrahepatischen Gallengange (iCCA)

T - Primartumor | Tis Carcinoma in situ (intraduktaler Tumor)
T1a Solitéarer Tumor < 5 cm in grofdter Ausdehnung ohne Gefalin-
vasion
T1b Solitarer Tumor > 5 cm in grof3ter Ausdehnung ohne Gefaldin-
vasion
T2 Solitarer Tumor mit intrahepatischer Gefallinvasion oder mul-
tiple Tumoren mit oder ohne Gefallinvasion
T3 Tumor(en) mit Perforation des viszeralen Peritoneums
T4 Tumor mit direkter Invasion extrahepatischer Strukturen
N- Regionale NX Regionare Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden
Lymphknoten NO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen
N1 Regionare Lymphknotenmetastasen
M - Fernmeta- MO Keine Fernmetastasen
stasen M1 Fernmetastasen

Tabelle A 1 : Einteilung der Karzinome der intrahepatischen Gallengédnge nach 8. Version

der TNM-Klassifikation, entnommen und grafisch abgewandelt aus: (18).

Stadieneinteilung nach UICC flr Karzinome der intrahepatischen Gallengange (iCCA)

Stadium T N M
I T1 NO MO
la T1a NO MO
Ib T1b NO MO
I T2 NO MO
llla T3 NO MO
llib T4 NO MO
jedes T N1 MO
v Jedes T Jedes N M1

Tabelle A 2: klinische UICC-Stadieneinteilung fiir die Karzinome der intrahepatischen Gal-

lengdnge. Entnommen und grafisch abgewandelt aus: (18).

8.1.2. Extrahepatische CCA (perihilar):

TNM-Klassifikation der Karzinome der perihilaren Gallengange (pCCA)

T - Primartumor

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor auf Gallengang beschrankt mit Ausdehnung bis in die
muskulare Wandschicht oder fibrose Schicht.

T2a Tumor infiltriert jenseits des Gallengangs in das benachbarte
Weichgewebe

T2b Tumor infiltriert das benachbarte Leberparenchym

T3 Tumor infiltriert unilaterale Aste der V. portae oder A. hepatica
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T4 Tumor infiltriert den Hauptast der V. portae oder bilaterale
Aste; oder die A. hepatica communis oder Aste 2. Ordnung bi-
lateral; oder unilaterale Aste 2. Ordnung des Gallengangs mit
Infiltration von kontralateralen Asten der V. portae oder A. he-

atica
N- Regionale NO &eine regionaren Lymphknotenmetastasen
Lymphknoten N1 Metastasen in 1-3 regiondren Lymphknoten
N2 Metastasen in 4 oder mehr regionaren Lymphknoten
M - Fernmeta- MO Keine Fernmetastasen
stasen M1 Fernmetastasen

Tabelle A 3: Einteilung der Karzinome der perihildren Gallengénge nach 8. Version der
TNM-Klassifikation, entnommen und grafisch abgewandelt aus: (18).

Stadieneinteilung nach UICC fiir Karzinome der perihilaren Gallengange (pCCA)

Stadium T N M

I T1a NO MO
] T2a, T2b NO MO
llla T3 NO MO
llib T4 NO MO
llic Jedes T N1 MO
Iva Jedes T N2 MO
IVb Jedes T Jedes N M1

Tabelle A 4:klinische UICC-Stadieneinteilung fiir die Karzinome der perihildren Gallengdnge.
Entnommen und grafisch abgewandelt aus: (18).

8.1.3. Bismuth-Corlette Klassifikation flir pCCA:

TYPEI TYFE N TYPE llia TYFE b TYPE IV

P

“IN( | N

Abbildung A 1: Schematische Darstellung der Einteilung von pCCA nach Bismuth-Corlette.
Entnommen aus (19).
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Bismuth-Corlette Klassifikation der Karzinome der perihilaren Gallengange

Typ | Tumorbefall des Ductus hepaticus communis distal der Hepatikusgabel
Typ ll Tumorbefall der Hepatikusgabel

Typ llla Tumorbefall der Hepatikusgabel mit Infiltration des rechten Hauptastes
Typ llib Tumorbefall der Hepatikusgabel mit Infiltration des linken Hauptastes
Typ IV Tumorbefall der Hepatikusgabel mit bilateralem Befall der Hauptaste

Tabelle A 5:Stadieneinteilung der Tumore der perihildren Gallenwege nach Bismuth-Cor-
lette. Entnommen und grafisch abgewandelt aus: (19).

8.1.4. Extrahepatische CCA (distal):

TNM-Klassifikation der Karzinome der distalen extrahepatischen Gallengange (dCCA)

T - Primartumor | Tis Carcinoma in situ
T1 Tumor infiltriert die Wand des Gallengangs <5 mm
T2 Tumor infiltriert die Wand des Gallengangs 6-12 mm
T3 Tumor infiltriert die Wand des Gallengangs >12 mm
T4 Tumor infiltriert Truncus coeliacus, A. mesenterica sup.
und/oder A. hepatica communis
N- Regionale NO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen
Lymphknoten N1 Metastasen in 1-3 regiondren Lymphknoten
N2 Metastasen in 4 oder mehr regionaren Lymphknoten
M - Fernmeta- MO Keine Fernmetastasen
stasen M1 Fernmetastasen

Tabelle A 6: Einteilung der Karzinome der distalen extrahepatischen Gallengdnge nach 8.
Version der TNM-Klassifikation, entnommen und grafisch abgewandelt aus: (18).

Stadieneinteilung nach UICC fir Karzinome der distalen extrahepatischen Gallengange

Stadium T N M
la T1 NO MO
lla T1 N1 MO
T2 NO MO
lib T2 N1 MO
T3 NO, N1 MO
llla T1,T2, T3 N2 MO
llib T4 Jedes N MO
v Jedes T Jedes N M1

Tabelle A 7: Klinische UICC-Stadieneinteilung fiir die Karzinome der distalen extrahepati-
schen Gallengénge. Entnommen und grafisch abgewandelt aus: (18).
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8.1.5. Karzinome der Gallenblase und des Ductus cysticus:

TNM-Klassifikation der Karzinome Gallenblase und Ductus cysticus
T - Primartumor | Tis Carcinoma in situ

T1a Tumor infiltriert Schleimhaut

T1b Tumor infiltriert muskulare Wandschicht

T2a Tumor infiltriert perimuskulares Bindegewebe auf der peritone-
alen Seite, aber keine Ausbreitung jenseits der Serosa

T2b Tumor infiltriert perimuskulares Bindegewebe auf der Leber-
seite, aber keine Ausbreitung in die Leber

T3 Tumor perforiert Serosa (viszerales Peritoneum) und/oder infil-
triert direkt die Leber und/oder ein(e) Nachbarorgan/-struktur,
z.B. Magen, Duodenum, Kolon, Pankreas, Netz, extrahepati-
sche Gallengange

T4 Tumor infiltriert Stamm der V. portae oder A. hepatica oder in-
filtriert 2 oder mehr Nachbarorgane/-strukturen.
N- Regionale NO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen
Lymphknoten N1 Metastasen in 1-3 regiondren Lymphknoten
N2 Metastasen in 4 oder mehr regionaren Lymphknoten
M - Fernmeta- MO Keine Fernmetastasen
stasen M1 Fernmetastasen

Tabelle A 8: Einteilung der Karzinome der Gallenblase und des Ductus cysticus nach 8. Ver-
sion der TNM-Klassifikation, entnommen und grafisch abgewandelt aus: (18).

Stadieneinteilung nach UICC fir Karzinome der Gallenblase und des Ductus cysticus

Stadium T N M
la T1a NO MO
Ib T1b NO MO
lla T2a NO MO
lib T2b NO MO
llla T3 NO MO
liib T1,T2, T3 N1 MO
IVa T4 NO, N1 MO
IVb Jedes T N2 MO
Jedes T Jedes N M1

Tabelle A 9: Klinische UICC-Stadieneinteilung fiir die Karzinome der Gallenblase und des
Ductus cysticus. Entnommen und grafisch abgewandelt aus: (18).
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Early stage Advanced or metastatic’

Locally advanced

Cisplatin—gemcitabine [ Molecular profiling? ]

+ durvalumab®®
[1, A; MCBS 4]° l

Surgery®
[, Al

Adjuvant capecitabine Cisplatin—gemcitabine
+ durvalumab®"

{1, A; MCBS 4]¢

Via MDT
Clinical trials where possible

Surveillance
)

v

Liver-limited iCCA®: IDH1 mutation FGFR2 fusion BRAF mutation MSI-H/dMMR HER2/neu
Local therapy [}, A] [ESCAT I-A} [ESCAT I-B]' [ESCAT I-B]' [ESCAT I-C] 0‘122952;‘132']?"

FOLFOX Pemigatinib®
A: MCBS 1]¢ : [, A; MCBS 3] Dabrafenib- . . Trastuzumab—
LA I Ivosidenib’ Infigratinib! trametinib' Pembrolizumab*! pertuzumab™

Alternative: 5-FU + [1,A; MCBS 2]*

3 ) Il, A; MCBS 3]
irinotecan I, C] [ill, A; MCBS 3] [, A; MCBS 3]¢ 0 J i, Al

Futibatiniby [il, A]

Abbildung A 2: Behandlungsalgorithmus fiir Maligne Bilidre Tumore der ESMO. violett: ge-
nerelle Kategorien; orange: chirurgische Therapie; blau: systemische Therapie; weil3: andere
Aspekte des Patientenmanagements. 5-FU: 5-Fluoruracil; BTC: biliary tract cancer; MSI-H:
hohe Mikrosatteliteninstabilitét; c: EMA und FDA zugelassen. Entnommen aus: (72).
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8.2. Kreuztabellen

8.2.1. Kreuztabellen Gesamtkollektiv:

GLO1-Expression Gesamt GLO1-Expression Gesamt
A negativ.  positiv E negativ positiv
mannlich Anzahl 44 76 120 UICC: Anzahl 32 68 100
Tis, % 320% 68,0% 100,0%
% 36,7%  63,3% 100,0%
1,2,2a,2b
weiblich Anzahl 28 81 109 UICC: Anzahl 35 77 112
% 25,7%  74,3% 100,0% 3,3a,3b,3c 9 31,3% 688% 100,0%
4 4a 4b
Gesamt Anzahl 72 157 229 24,
Gesamt Anzahl 67 145 212
% 314% 686% 100,0%
% 316% 684% 100,0%

Exakter Test nach Fisher (zweiseitig): 0,088

Exakter Test nach Fisher (zweiseitig): 1,000

GLO1-Expression Gesamt GLO1-Expression
B negativ_ positiv F negativ  positiv.  Gesamt
Tis/T1/  Anzahl 52 103 155 eCCA  Anzahl 19 50 69
T2 % 335%  665% 100,0% % 275%  725%  100,0%
iCCA Anzahl 52 103 155
T2/T3  Anzahl 20 53 73 % 335%  665%  100,0%
% 27,4%  72,6% 100,0% GB Anzahl 1 4 5
Gesamt Anzahl 72 156 228 % 20,0%  80,0%  100,0%
Gesamt Anzahl 72 157 229
% 316%  684% 100,0% % 31.4% 68.6% 100,0%
GLO1-Expression Gesamt GLO1-Expression  Gesamt
C negativ positiv G negativ _ positiv .
NO Anzahl 40 96 136 kein RF  Anzahl 56 118 174
% 294% 70,6% 100,0% % 322%  67,8% 100,0%
N1-2 Anzahl 28 48 76 mind. Anzahl 16 38 54
% 36,8%  632% 100,0% 1RF % 296%  70,4% 100,0%
Gesamt  Anzahl 68 144 212 Gesamt Anzahl 72 156 228
% 321%  67,9% 100,0% % 316%  68,4% 100,0%
Exakter Test nach Fisher (zweiseitig): 0,285 Exakter Test nach Fisher (zweiseitig): 0,867
GLO1-Expression Gesamt GLO1-Expression  Gesamt
D negativ positiv H negativ. _ positiv
MO Anzahl 61 124 185 CA19-9 Anzahl 16 35 51
% 33,0% 67,0% 100,0% <37 % 314% 686% 100,0%
M1 Anzahl 4 15 19 CA19-9 Anzahl 33 49 82
% 211%  789% 100,0% >=37T % 402%  59,8% 100,0%
Gesamt Anzahl 65 139 204 Gesamt Anzahl 49 84 133
% 31,9% 68,1% 100,0% % 36,8%  63,2% 100,0%
Exakter Test nach Fisher (zweiseitig): 0,438 Exakter Test nach Fisher (zweiseitig): 0,357
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GLO1-Expression  Gesamt GLO1-Expression ~ Gesamt

| negativ___positiv M negativ___positiv
GPT Anzahl 32 67 99 Albumin  Anzahl 32 49 81
norm. % 32,3% 67,7% 100,0% norm. % 39,5% 60,5% 100,0%
GPT Anzahl 35 58 93 Albumin Anzahl 31 60 91
erhoht % 376% 624% 100,0% eriedr. % 341% 659% 100,0%
Gesamt Anzahl 67 125 192 Gesamt Anzahl 63 109 172
% 349% 651% 100,0% % 36,6%  63,4% 100,0%
Exakter Test nach Fisher (zweiseitig): 0,453 Exakter Test nach Fisher (zweiseitig): 0,527
GLO1-Expression  Gesamt GLO1-Expression ~ Gesamt
J negativ  positiv N negativ  positiv
GOT Anzahl 24 43 67 Alter Anzahl 29 56 85
norm. % 358%  64,2% 100,0% 1.Terzile o 341% 659% 100,0%
GOT Anzahl 43 82 125 Alter Anzahl 20 51 71
erhoht % 344% 656% 100,0% 2. Terzile 9% 282% 71,8% 100,0%
Gesamt Anzahl 67 125 192 Alter Anzahl 23 50 73
% 349% 651% 100,0% 3.Terzile % 315% 685% 100,0%
Exakter Test nach Fisher (zweiseitig): 0,875 Exakter Test nach Fisher (zweiseitig): 0,741
GLO1-Expression Gesamt GLO1-Expression Gesamt
K negativ positiv @) negativ positiv
Bilirubin  Anzahl 41 84 125 CK7 Anzahl 14 23 37
<1,2 % 328% 67,2% 100,0% positiv. 9% 378% 622% 100,0%
Bilirubin  Anzahl 26 41 67 CK7 Anzahl 58 134 192
>1,2 % 388% 612% 100,0% negativ. % 302%  69,8% 100,0%
Gesamt Anzahl 67 125 192 Gesamt Anzahl 72 157 229
% 34,9% 65,1% 100,0% % 31,4% 68,6% 100,0%
Exakter Test nach Fisher (zweiseitig): 0,430 Exakter Test nach Fisher (zweiseitig): 0,439
GLO1-Expression Gesamt GLO1-Expression Gesamt
L negativ positiv P leicht stark
De-Ritis Anzahl 35 59 94 mannlich Anzahl 32 44 76
<1 % 372% 62,8% 100,0% % 421%  57,9% 100,0%
De-Ritis Anzahl 32 66 98 weiblich  Anzahl 34 47 81
>=1 % 32,7%  67,3% 100,0% % 42,0%  58,0% 100,0%
Gesamt Anzahl 67 125 192 Gesamt Anzahl 66 91 157
% 349% 651% 100,0% % 42,0%  58,0% 100,0%
Exakter Test nach Fisher (zweiseitig): 0,546 Exakter Test nach Fisher (zweiseitig): 1

Tabelle A 10: Kreuztabellen A-P: Kreuztabellen fiir die jeweils in der ersten Spalte einge-
tragenen Parameter im Gesamtkollektiv. Die jeweils letzte Zeile der Tabelle beinhaltet den
Jjeweiligen p-Wert des zweiseitigen exakten Tests nach Fisher. A: Geschlecht, B: T-Stadium,
C: N-Stadium, D: M-Stadium, E: UICC-Stadium, F: Tumorlokalisation, G: Risikofaktoren
(RF), H: CA19-9 Expressionsstatus, I: GPT, J: GOT, K: Bilirubin, L: De-Ritis-Quotient, M: Al-
bumin im Serum, N: Alter bei ED (in Terzilen), O: CK7 Expressionsstatus, A-O wurden auf
ihren GLO1-Expressionsstatus hin getestet, P zeigt die Verteilung der GLO1-Expressions-
stérke (leicht vs. mittel und stark) und beinhaltet lediglich die positiven GLO1 Préparate.
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8.2.2. Kreuztabellen in den Unterkollektiven

8.2.2.1.iCCA:
GLO1-Expression Gesamt GLO1-Expression Gesamt
A negativ  positiv E negativ  positiv
mannlich Anzahl 31 39 70 UICC: Anzahl 23 47 70
Tis, % 329% 67,1% 100,0%
% 44 3% 55,7% 100,0%
1,2,2a,2b
weiblich Anzahl 21 64 85 UICC: Anzahl 25 45 70
% 24,7%  753% 100,0% 3,3a,3b,3c 9 357%  64,3% 100,0%
4a,4
Gesamt Anzahl 52 103 155 4.4a,4
Gesamt  Anzahl 48 92 140
% 33,5% 66,5% 100,0%
% 34,3% 65,7% 100,0%

Exakter Test nach Fisher (zweiseitig): 0,016

GLO1-Expression Gesamt

B negativ  positiv
Tis/T1/  Anzahl 35 72 107
T2 % 327% 67,3% 100,0%
T2/T3 Anzahl 17 30 47
% 36,2% 63,8% 100,0%
Gesamt Anzahl 52 102 154
% 33,8% 66,2% 100,0%

Exakter Test nach Fisher (zweiseitig): 0,713

GLO1-Expression Gesamt

C negativ  positiv
NO Anzahl 27 65 92
% 293%  70,7% 100,0%
N1-2 Anzahl 21 27 48
% 438%  56,3% 100,0%
Gesamt Anzahl 48 92 140
% 343%  657% 100,0%

Exakter Test nach Fisher (zweiseitig): 0,859

GLO1-Expression

F negativ  positiv  Gesamt
Alter Anzahl 21 34 55
1.Terzile % 382%  61,8% 100,0%
Alter Anzahl 14 36 50
2 Terzile 9% 28,0% 72,0% 100,0%
Alter Anzahl 17 33 50
3.Terzile % 340%  66,0% 100,0%
Gesamt Anzahl 52 103 155

% 335%  66,5% 100,0%

Exakter Test nach Fisher (zweiseitig): 0,553

GLO1-Expression  Gesamt
G negativ.__ positiv

kein RF  Anzahl 39 73 112
% 348%  652% 100,0%

mind. Anzahl 13 29 42
1RF % 31,0%  69,0% 100,0%
Gesamt Anzahl 52 102 154
% 338% 66,2% 100,0%

Exakter Test nach Fisher (zweiseitig): 0,095

Exakter Test nach Fisher (zweiseitig): 0,705

GLO1-Expression Gesamt GLO1-Expression  Gesamt

D negativ positiv H negativ.__ positiv
MO Anzahl 45 85 130 CA19-9 Anzahl 11 28 39
% 346% 654% 100,0% <37 % 282%  718% 100,0%
M1 Anzahl 3, 11 14 CA19-9 Anzahl 22 20 42
% 214% 786% 100,0% >=37 % 52,4%  47,6% 100,0%
Gesamt Anzahl 48 96 144 Gesamt Anzahl 33 48 81
% 333% 66,7% 100,0% % 40,7%  59,3% 100,0%

Exakter Test nach Fisher (zweiseitig): 0,386

Exakter Test nach Fisher (zweiseitig): 0,041
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GLO1-Expression  Gesamt GLO1-Expression ~ Gesamt

| negativ __positiv M negativ _positiv
GPT Anzahl 30 59 89 Albumin  Anzahl 21 26 47
norm. % 33,7%  66,3% 100,0% norm. % 447%  553% 100,0%
GPT Anzahl 19 23 42 Albumin Anzahl 24 41 65
erhoht 9% 452%  54.8% 100,0% emiedr. % 369% 63,1% 100,0%
Gesamt Anzahl 49 82 131 Gesamt Anzahl 45 67 112
% 37,4% 62,6% 100,0% % 40,2% 59,8% 100,0%
Exakter Test nach Fisher (zweiseitig): 0,247 Exakter Test nach Fisher (zweiseitig): 0,440
GLO1-Expression  Gesamt GLO1-Expression ~ Gesamt
J negativ  positiv N negativ  positiv
GOT Anzahl 22 38 60 Anamie Anzahl 12 11 23
nom. % 36,7%  63,3% 100,0% % 522%  47,8% 100,0%
GOT Anzahl 27 44 1 Keine  Anzahl 36 71 107
erhoht 9% 38,0% 62,0% 100,0% Anamie 9% 336% 66,4% 100,0%
Gesamt Anzahl 49 82 131 Gesamt Anzahl 48 82 130
% 37,4% 62,6% 100,0% % 36,9% 63,1% 100,0%
Exakter Test nach Fisher (zweiseitig): 1 Exakter Test nach Fisher (zweiseitig): 0,103
GLO1-Expression Gesamt GLO1-Expression Gesamt
K negativ positiv O negativ positiv
Bilirubin  Anzahl 37 69 106 CK7 Anzahl 10 17 27
<1,2 % 349%  651% 100,0% positiv. 9% 37,0% 63,0% 100,0%
Bilirubin  Anzahl 12 13 25 CK7 Anzahl 42 86 128
>1,2 % 480% 52,0% 100,0% negativ % 328% 67,2% 100,0%
Gesamt Anzahl 49 82 131 Gesamt Anzahl 52 103 155
% 374% 626% 100,0% % 335% 66,5% 100,0%
Exakter Test nach Fisher (zweiseitig): 0,255 Exakter Test nach Fisher (zweiseitig): 0,661
GLO1-Expression Gesamt GLO1-Expression Gesamt
L negativ  positiv P leicht stark
De-Ritis  Anzahl 20 28 48 mannlich Anzahl 8 31 39
<1 % 41,7%  583% 100,0% % 205%  79,5% 100,0%
De-Ritis Anzahl 29 54 83 weiblich Anzahl 29 35 64
>=1 % 349%  651% 100,0% % 453%  547% 100,0%
Gesamt Anzahl 49 82 131 Gesamt Anzahl 37 66 103
% 374% 626% 100,0% % 359% 64,1% 100,0%
Exakter Test nach Fisher (zweiseitig): 0,459 Exakter Test nach Fisher (zweiseitig): 0,012

Tabelle A 11: Kreuztabellen A-P: Kreuztabellen fiir die jeweils in der ersten Spalte einge-
tragenen Parameter bei iCCA. Die jeweils letzte Zeile der Tabelle beinhaltet den jeweiligen
p-Wert des zweiseitigen exakten Tests nach Fisher. A: Geschlecht, B: T-Stadium, C: N-Sta-
dium, D: M-Stadium, E: UICC-Stadium, F: Alter nach Terzilen aufgeteilt G: Risikofaktoren
(RF), H: CA19-9 Expressionsstatus, I: GPT, J: GOT, K: Bilirubin, L: De-Ritis-Quotient, M: Al-
bumin im Serum, N: Hb im Serum (Anédmie/keine Andmie), O: CK7 Expressionsstatus, A-O
wurden auf ihren GLO1-Expressionsstatus hin getestet, P zeigt die Verteilung der GLO1-Ex-
pressionsstérke (leicht vs. mittel und stark) und beinhaltet lediglich die positiven GLO1 Pré&-
parate.
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8.2.2.2. eCCA:

GLO1-Expression Gesamt GLO1-Expression Gesamt
A negativ  positiv E negativ positiv
mannlich Anzahl 13 35 48 UICC: Anzahl 9 20 29
% 271%  72,9% 100,0% 1T,I:,2a,2b % kD0 [CR .06 [IRL00.02%
weiblich Anzahl 6 15 21 UICC: Anzahl 9 29 38
% 28,6%  71,4% 100,0% 3,3a,3b,3c 9 237% 76,3% 100,0%
Gesamt Anzahl 19 50 69 4,4a.4b
Gesamt  Anzahl 18 49 67
% 275%  72,5% 100,0%
% 269%  73,1% 100,0%
Exakter Test nach Fisher (zweiseitig): 1 Exakter Test nach Fisher (zweiseitig): 0,583
GLO1-Expression Gesamt GLO1-Expression
B negativ.  positiv F negativ  positiv.  Gesamt
Tis/T1/  Anzahl 17 29 46 Alter Anzahl 8 20 28
T2 % 37,0% 63,0% 100,0% 1.Terzile % 286% 714%  100,0%
Alter Anzahl 6 14 20
T2/T3  Anzahl 2 21 23 2 Terzile % 30,0% 70,0%  100,0%
% 8,7% 91,3% 100,0% Alter Anzahl 5 16 21
Gesamt Anzahl 19 50 69 3.Terzile % 238% 762%  100,0%
Gesamt Anzahl 19 50 69
% 275%  72,5% 100,0% % 275%  72.5% 100,0%
Exakter Test nach Fisher (zweiseitig): 0,021 Exakter Test nach Fisher (zweiseitig): 0,890
GLO1-Expression Gesamt GLO1-Expression  Gesamt
C negativ positiv G negativ __ positiv
NO Anzahl 12 29 41 kein RF  Anzahl 17 41 58
% 29,3% 70,7% 100,0% % 29,3% 70,7% 100,0%
N1-2 Anzahl 7 19 26 mind. Anzahl 2 9 11
% 269%  73,1% 100,0% 1RF % 182%  81,8% 100,0%
Gesamt Anzahl 19 48 67 Gesamt Anzahl 19 50 69
% 284%  716% 100,0% % 275%  725% 100,0%
Exakter Test nach Fisher (zweiseitig): 1 Exakter Test nach Fisher (zweiseitig): 0,715
GLO1-Expression Gesamt GLO1-Expression  Gesamt
D negativ positiv H negativ __ positiv
MO Anzahl 15 37 52 CA19-9 Anzahl 5 6 11
% 28,8% 712% 100,0% <37 % 455%  545% 100,0%
M1 Anzahl 1 3 4 CA19-9 Anzahl 10 28 38
% 250%  75,0% 100,0% >=37 % 26,3%  73,7% 100,0%
Gesamt Anzahl 16 40 56 Gesamt Anzahl 15 34 49
% 286% 71,4% 100,0% % 306% 694% 100,0%

Exakter Test nach Fisher (zweiseitig): 1

Exakter Test nach Fisher (zweiseitig): 0,275
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GLO1-Expression Gesamt

| negativ positiv
GPT Anzahl 1 i 8
norm. % 125%  87,5% 100,0%
GPT Anzahl 16 33 49
erhéht % 32,7%  67,3% 100,0%
Gesamt Anzahl 17 40 9]
% 29,8%  70,2% 100,0%

Exakter Test nach Fisher (zweiseitig): 0,413

GLO1-Expression Gesamt

M negativ  positiv
Albumin  Anzahl 11 21 32
norm. % 344% 656% 100,0%
Albumin Anzahl 6 18 24
emiedr. % 250%  75,0% 100,0%
Gesamt Anzahl 17 39 56
% 30,4%  69,6% 100,0%

Exakter Test nach Fisher (zweiseitig): 0,562

GLO1-Expression  Gesamt GLO1-Expression ~ Gesamt
J negativ.__ positiv N negativ.  positiv
GOoT Anzahl 1 4 5 Bismuth Anzahl 4 21 25
norm. % 20,0% 80,0% 100,0% I-lllb % 16,0% 84,0% 100,0%
GOT Anzahl 16 36 52 Bismuth Anzahl 13 20 33
erhoht % 30,8%  69,2% 100,0% \V % 39,4%  60,6% 100,0%
Gesamt Anzahl 17 40 57 Gesamt Anzahl 17 41 58
% 298%  70,2% 100,0% % 293%  70,7% 100,0%
Exakter Test nach Fisher (zweiseitig): 1 Exakter Test nach Fisher (zweiseitig): 0,080
GLO1-Expression Gesamt GLO1-Expression Gesamt
K negativ positiv @) negativ positiv
Bilirubin  Anzahl 4 12 16 CK7 Anzahl 3 6 9
<1,2 % 250%  75,0% 100,0% positiv. % 333% 66,7% 100,0%
Bilirubin  Anzahl 13 28 41 CK7 Anzahl 16 44 60
>1,2 % 31,7% 68,3% 100,0% negativ. = % 26,7%  73,3% 100,0%
Gesamt Anzahl 17 40 57 Gesamt Anzahl 19 50 69
% 298%  70,2% 100,0% % 275%  72,5% 100,0%

Exakter Test nach Fisher (zweiseitig): 0,753

Exakter Test nach Fisher (zweiseitig): 0,699

GLO1-Expression Gesamt GLO1-Expression Gesamt

L negativ  positiv P leicht stark
De-Ritis Anzahl 14 30 44 mannlich Anzahl 23 12 35
<1 % 31,8%  68,2% 100,0% % 65,7%  34,3% 100,0%
De-Ritis Anzahl 3 10 13 weiblich Anzahl 4 il 15
>=1 % 23,1% 76,9% 100,0% % 26,7% 73,3% 100,0%
Gesamt Anzahl 17 40 ST, Gesamt Anzahl 27 23 50
% 298%  70,2% 100,0% % 54,0%  46,0% 100,0%

Exakter Test nach Fisher (zweiseitig): 0,734

Exakter Test nach Fisher (zweiseitig): 0,015

Ta-

belle A 12:Kreuztabellen A-P: Kreuztabellen fiir die jeweils in der ersten Spalte eingetrage-
nen Parameter bei e CCA. Die jeweils letzte Zeile der Tabelle beinhaltet den jeweiligen p-

Wert des zweiseitigen exakten Tests nach Fisher. A: Geschlecht, B: T-Stadium, C: N-Sta-

dium, D: M-Stadium, E: UICC-Stadium, F: Alter nach Terzilen aufgeteilt G: Risikofaktoren
(RF), H: CA19-9 Expressionsstatus, I: GPT, J: GOT, K: Bilirubin, L: De-Ritis-Quotient, M: Al-
bumin im Serum, N: Bismuth Stadium des Tumors, O: CK7 Expressionsstatus, A-O wurden
auf ihren GLO1-Expressionsstatus hin getestet, P zeigt die Verteilung der GLO1-Expressi-
onsstérke (leicht vs. mittel und stark) und beinhaltet lediglich die positiven GLO1 Préparate.
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8.3. Uberlebenszeitanalysen:

Uberlebensfunktionen der eCCA im Bezug auf die GLO1-Expression
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Abbildung A 3: Kaplan-Meier-Kurve zum Gesamtiiberleben im Unterkollektiv der e CCA. Ge-
zeigt ist das OS in Monaten (x-Achse) und die kumulative Uberlebensrate (y-Achse) unter
negativer (blau) und positiver (griin) GLO1-Expression. Log-Rank-Test: p= 0,316.

Uberlebensfunktionen der iCCA im Bezug auf die GLO1-Expression
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Abbildung A 4:Kaplan-Meier-Kurve zum Gesamtiiberleben im Unterkollektiv der iCCA. Ge-
zeigt ist das OS in Monaten (x-Achse) und die kumulative Uberlebensrate (y-Achse) unter
negativer (blau) und positiver (griin) GLO1-Expression. Log-Rank-Test: p= 0,246.
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Uberlebensfunktionen im Gesamtkollektiv im Bezug zur GLO1-Expression
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Abbildung A 5: Kaplan-Meier-Kurve zum Gesamtliberleben im Gesamtkollektiv. Gezeigt ist
das OS in Monaten (x-Achse) und die kumulative Uberlebensrate (y-Achse) unter negativer
(blau) und positiver (griin) GLO1-Expression. Log-Rank-Test: p= 0,266.

Uberlebensfunktion der eCCA im Bezug auf GLO1 Expressionsstatus und Geschlecht
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Abbildung A 6: Kaplan Meier-Kurve samt Falltabelle im Bezug zur GLO1 Expressionsstatus
und Geschlecht bei eCCA. Medianes OS ménnlicher GLO1-negativer Personen: 21,552 (95%
Kl: 7,609 — 35,596), medianes OS ménnlicher GLO1-positiver Personen: 36,698 (95% Ki:
0,000 — 79,022). Medianes OS weiblicher GLO1-negativer Personen: 19,318 (95% KI: 0,000
— 46,685), medianes OS weiblicher GLO1-positiver Personen: 24,903 (95% KI: 5,959 —
43,848). Log-Rank-Test: p= 0,586.
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Abbildung A 7:Kaplan Meier-Kurve im Bezug zur GLO1 Expressionsstérke bei ICCA. Media-
nes OS der schwach geféarbten Prdparate: 19,910 (95% KI: 11,897 — 27,922), Medianes OS
der stark geférbten Prédparate: 29,076 (95% Kl: 16,456 — 41,695). Log-Rank-Test: p= 0,109.
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Abbildung A 8: Kaplan Meier-Kurve im Bezug zur GLO1 Expressionsstéarke IRS 0-3 vs. 4-12
bei iCCA. Medianes OS 18,33 Monate bei einem IRS < 3 (95% Kl: 13,571- 23,094) und 29,08
Monate bei IRS 24 (95% KI: 16,456- 41,695). Log-Rank-Test: p=0,069, Breslow-Test: p=

0,011.
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Abbildung A 9: Kaplan Meier-Kurve im Bezug zur GLO1 Expressionsstédrke IRS 0-3 vs. 4-12
bei eCCA. Medianes OS 21,55 Monate bei einem IRS < 3 (95% KI: 11,628-31,577) und 24,9
Monate bei IRS 24 (95% KI: 12,214 -37,593). Log-Rank-Test: p=0,861.

Uberlebensfunktionen bei iCCA im Bezug zur GLO1 und CA 19-9 Expression
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Abbildung A 10: Kaplan Meier-Kurve sowie Zusammenfassung der Félle im Bezug zur kom-
binierten  Betrachtung von GLO1 und CA 19-9 Expression bei IiCCA.
Medianes OS gesamt: 20,4 Monate (95% KI: 12,3 — 28,5), medianes OS CA 19-9-negativer
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und GLO1-positiver Personen: 45 Monate (95% KI: 25,1 — 64,9). Medianes OS restlicher Per-
sonen (GLO1/CA19-9 negativ, GLO1 negativ/ CA19-9 positiv, GLO1/CA19-9 positiv): 16,7 Mo-
nate (95% Kl: 11,6 — 21,7). Log-Rank-Test: p= <0,001.

Uberlebensfunktionen der Farbelokalisationen im Gesamtkollektiv
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Abbildung A 11: Kaplan-Meier-Kurve im Bezug zur Férbelokalisation im Gesamtkollektiv.
Log-Rank-Test: p= 0,126, Breslow-Test: p= 0,7109.
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Abbildung A 12: Kaplan Meier-Kurve im Bezug zur GLO1-Lokalisation bei e CCA. Medianes
OS der Kernfdrbung: 38,407 (95% KI: 5,227 — 71,586), Medianes OS der restlichen Férbelo-
kalisationen: 24,903 (95% KI: 5,344 — 40,323). Log-Rank-Test: p= 0,743.
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Uberlebensfunktionen im Gesamtkollektiv im Bezug zum CK7-Expressionsstatus
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Abbildung A 13: Kaplan Meier-Kurve im Bezug zum CK7 Expressionsstatus im Gesamtkol-
lektiv. Medianes OS: 23,4 Monate (95% KI: 19,2 — 27,9), medianes OS der CK7 negativen:
29 Monate (95% KI: 17,2 — 40,9), medianes OS der CK7-positiven: 22,6 Monate (95% KI:
18,4 — 26,8), Log-Rank-Test: p= 0,35.

Multiple Cox-Regression flr ausgewahlte Parameter bei iCCA
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Abbildung A 14: Forest-Plot der multiplen Cox-Regression ausgewéhlter Parameter bei
iCCA. x-Achse: Hazard Ratio, y-Achse: jeweils untersuchter Parameter, Whiskers: 95% Kon-
fidenzintervalle.
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