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1 Einleitung / Ziel der Dissertation

Das cholangiozellulare Karzinom (CCC) stellt nach dem hepatozellularen Karzinom (HCC) die
zweithaufigste Form primarer maligner Lebertumoren dar. Abhangig von der anatomischen
Lokalisation wird das CCC in intrahepatische, extrahepatische — mit weiterer Unterteilung in
perihilare und distale — sowie Gallenwegstumoren klassifiziert. Mit einer Inzidenz von etwa 2—
3 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner pro Jahr handelt es sich in Deutschland um eine
seltene Tumorerkrankung. Weltweit variiert die Inzidenz jedoch erheblich und zeigt in bestimm-

ten Regionen deutlich hohere Erkrankungsraten.

Ein Grolteil der Patientinnen und Patienten wird in einem fortgeschrittenen Krankheitsstadium
diagnostiziert, wodurch eine kurative Primartherapie in vielen Fallen nicht mehr mdglich ist.
Diese spate Diagnosestellung tragt mafgeblich zur ungtinstigen Prognose bei: die 5-Jahres-
Uberlebensrate liegt bei unter 20 %. Die therapeutischen Ansatze beim lokal begrenzten CCC
richten sich nach der Tumorlokalisation und dem Krankheitsstadium und umfassen in der Re-

gel eine chirurgische Resektion und/oder eine systemische Chemotherapie.

Im Kontext der personalisierten Medizin wurden insbesondere die Signalwege des epiderma-
len Wachstumsfaktorrezeptors (EGFR) sowie des vaskularen endothelialen Wachstumsfak-
tors (VEGF) intensiv untersucht. Trotz vielversprechender praklinischer Daten zeigten sich in

klinischen Studien bislang jedoch keine Uberzeugenden therapeutischen Erfolge.

Advanced Glycosylation Endproducts (AGE) sind Reaktionsprodukte, die infolge andauernder
Zuckerexposition nicht-enzymatisch glykosyliert (= glykiert) werden und nicht nur mit dem na-
tarlichen Alterungsprozess, sondern auch mit der Entstehung und dem Voranschreiten von
kardiovaskularen und neurodegenerativen Erkrankungen sowie Krebs in Verbindung gebracht
werden. Bei vielen Krebsarten ist die Glykolyse zur Energiegewinnung verstarkt aktiv (anae-
robe Glykolyse, Warburg Effekt), bei der als zytotoxisches Stoffwechselnebenprodukt Methyl-
glyoxal anfallt. Argpyrimidin ist ein AGE, welches aus Methyglyoxal und Arginin synthetisiert
wird. Im zentralen Nervensystem wurde gezeigt, dass Argpyrimidin spezifische Signalwege
moduliert, die zur Entwicklung altersassoziierter Erkrankungen wie der Alzheimer-Krankheit
beitragen. Die Akkumulation von Argpyrimidin fuhrt zur Induktion proinflammatorischer Zyto-
kine und einer Zunahme des oxidativen Stresses. In der Folge kommt es zu Schadigungen an
Desoxyribonukleinsaure (DNA), Proteinen und anderen zellularen Makromolekilen (1), was
eine mogliche Verbindung zwischen AGEs und Tumorentstehung nahelegt. In verschiedenen
Tumorentitaten wurden AGEs als potenziell tumorférdernde Faktoren identifiziert. So konnte
beispielsweise das AGE S100P im Zusammenhang mit cholangiozellularen Karzinomen
(CCC) beschrieben werden (2). Fur Argpyrimidin existieren bislang jedoch keine belastbaren
Daten zur Rolle in der Karzinogenese des CCC, zum Progressionsverhalten oder zur prog-

nostischen Relevanz.
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Sirtuine bilden eine Familie von sieben Isoformen der Klasse-lll-Histon-Deacetylasen, die
NAD*-abhangig (Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid) wirken und eine Schlisselrolle in zellularen
Prozessen wie Alterung, Zellzyklusregulation und DNA-Reparatur spielen. Insbesondere Sir-
tuin 6 (SIRT6) wird als potenzieller Tumorsuppressor betrachtet. Es hemmt unter anderem den
Warburg-Effekt und tragt zur genomischen Stabilitat bei. Als nukledres Enzym ist SIRT6 eng
an das Chromatin gebunden und deacetyliert unter anderem Histon H3 (3). Die funktionelle
Rolle von SIRT6 variiert jedoch je nach Gewebe und Tumorentitat. Wahrend ein Verlust von
SIRTG6 in der Leber mit der Entstehung chronischer Lebererkrankungen sowie hepatozellularer
Karzinome assoziiert ist (4), wird eine Uberexpression in anderen Tumorarten — beispielsweise
im Mamma- oder Pankreaskarzinom — mit einer unginstigen Prognose in Verbindung ge-
bracht. In diesen Entitaten scheint SIRT6 die Tumorprogression Uber Foérderung von Inflam-

mation, Angiogenese und Zellmigration zu unterstutzen (5).

Vor diesem Hintergrund ist es von besonderem Interesse, die Expression und funktionelle Be-
deutung von SIRT6 im Kontext des cholangiozellularen Karzinoms systematisch zu untersu-
chen — sowohl im Hinblick auf intrahepatische im Vergleich zu extrahepatischen Tumoren als
auch auf mdgliche prognostische Relevanz. Darliber hinaus gibt es Hinweise, dass SIRT6 in
bestimmten Tumorarten, wie dem Mammakarzinom, mit einer verminderten Sensitivitat ge-
genuber Chemotherapeutika assoziiert ist (6), was auch im Kontext des CCC von therapeuti-

scher Bedeutung sein konnte.

Ziel dieser Dissertationsarbeit war die Evaluation der prognostischen und pradiktiven Relevanz
der Biomarker Argpyrimidin und Sirtuin 6 im Gallengangskarzinom. In die retrospektive Ana-
lyse wurden insgesamt 245 Patientinnen und Patienten eingeschlossen, bei denen im Zeit-
raum von 1998 bis 2015 ein CCC neu diagnostiziert worden war. Die klinischen Daten (Alter,
Risikofaktoren, Laborparameter), tumorbezogene Informationen (Stadium, Lokalisation) sowie
therapeutische MaRnahmen (chirurgische Resektion, Chemotherapie, lokalablative Verfahren)
wurden aus dem SAP-Kliniksystem extrahiert, validiert und in einer strukturierten Datenbank

erfasst.

Im Rahmen der Primardiagnostik archivierte Tumorgewebeproben wurden in Kooperation mit
dem Institut fir Pathologie der Universitatsmedizin Mainz immunhistochemisch (IHC) auf Arg-
pyrimidin und Sirtuin 6 untersucht. Beide Marker sind mit dem pathologischen Glukosestoff-

wechsel assoziiert und zeigten in anderen Tumorentitdten bereits eine veranderte Expression.

Die Bewertung der IHC-Farbungen erfolgte anhand der fir Mammakarzinome etablierten Im-
munreaktiven Score (IRS)-Methodik nach Remmele und Stegner. Dabei wurde der IRS als

Produkt aus Farbeintensitat und dem Anteil positiv gefarbter Tumorzellen berechnet. Auf Basis
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der IRS-Werte wurden Cut-off-Werte definiert, um eine Dichotomisierung in "positiv" vs. "ne-
gativ" gefarbte Tumoren zu ermdglichen. Bei Sirtuin 6 wurde zusatzlich die subzellulare Loka-
lisation (nuklear vs. zytosolisch) dokumentiert sowie die Expression im nicht-neoplastischen

Lebergewebe erfasst.

Die Farbeergebnisse wurden im Anschluss mit klinisch-pathologischen Parametern korreliert,

um potenzielle prognostische Zusammenhange zu identifizieren.

Hypothese

Die Nullhypothese (H,) lautete, dass der Nachweis von Argpyrimidin oder Sirtuin 6 im Tumor-
gewebe keinen Einfluss auf das Uberleben sowie auf patienten- oder tumorspezifische Merk-

male hat. Ziel der Arbeit war es, diese Hypothese zu widerlegen.

Nebenhypothesen umfassten:

e die Bedeutung der subzelluldren Lokalisation von Sirtuin 6 (Kern vs. Zytosol) fir die
Prognose, insbesondere beim intrahepatischen CCC,
e sowie einen moglichen Zusammenhang zwischen der Sirtuin-6-Expression im umge-

benden Lebergewebe und dem Tumorverhalten.
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2 Literaturdiskussion
2.1 Cholangiozellulare Karzinome

Das cholangiozellulare Karzinom (im Folgenden CCC) ist der zweithaufigste primare Lebertu-
mor nach dem hepatozellularen Karzinom (HCC). Es handelt sich um epitheliale Neoplasien
der intrahepatischen und ableitenden Gallenwege sowie des Gallenblasenepithels. Sie wer-
den anhand ihrer anatomischen Lage in intrahepatische (iCCC), extrahepatische (eCCC) und
Gallenblasenkarzinome (GBT, inklusive Ductus cysticus) unterteilt, wobei die eCCCs weiter-
fuhrend in perihilare (pCCC, Synonym: Klatskin-Tumor) und distale (dCCC) Karzinome diffe-
renziert werden kénnen (7). Bisher konnte gezeigt werden, dass diese Subtypen sich nicht nur
anhand ihrer Lokalisation unterscheiden, sondern auch Abweichungen bei ihren klinisch-pa-
thologischen Merkmalen, Risikofaktoren und Mutationsprofilen aufweisen (8), (9). Anhand der
10. Version der internationalen statistischen Klassifikation der Krankheiten und verwandter
Gesundheitsprobleme (englisch: International Statistical Classification of Diseases and Rela-
ted Health Problems, ICD-10) werden intrahepatische Gallengangskarzinome den primaren
Leberneoplasien zugeordnet (C22.1), wohingegen die extrahepatischen Karzinome eine ei-
gene Entitat, verschlisselt mit ICD 10 C24.0, darstellen (vgl. Tabelle 1, Tabelle 2). Gallenbla-
senkarzinome sind in der ICD-10 mit der Ziffer C23 kodiert. Die Uberarbeitete Version des ICD
(ICD-11, 2022) existiert bereits, wird aus lizenzrechtlichen Griunden in Deutschland jedoch
noch nicht verwendet und findet daher auch in dieser Arbeit keine Anwendung (Stand August
2025).

Tabelle 1: ICD-10 Code: C22.- Bésartige Neubildung der Leber und der intrahepatischen Gallengénge

C22.- Bosartige Neubildung der Leber und der intrahepatischen Gallengédnge
Exkl.: Gallenwege o. n. A. (C24.9)
Sekundare bosartige Neubildung der Leber (C78.7)
C22.0 Leberzellkarzinom
Inkl.: Carcinoma hepatocallulare
C22.1 Intrahepatisches Gallenganskarzinom
Inkl. Cholangiokarzinom
C22.2 Hepatoblastom
C22.3  Angiosarkom der Leber
Inkl.: Kupffer-Zell-Sarkom
C22.4  Sonstiger Sarkome der Leber
C22.7  Sonstige nicht ndher bezeichnete Karzinome der Leber
C22.9 Leber, nicht naher bezeichnet
Modifiziert nach: (10)
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Tabelle 2: ICD-10 Code: C24.- Bésartige Neubildung sonstiger nicht nédher bezeichneter Teile der Gallenwege

C24.- Bosartige Neubildung sonstiger und nicht ndaher bezeichneter Teile der Gallen-
wege
Exkl.: intrahepatischer Gallengang (C22.1)
C24.0 Extrahepatischer Gallengang
Inkl.: Ductus choledochus
Ductus cysticus
Ductus hepaticus
Ductus hepaticus communis
Gallengang o.n.A.
C24.1 Ampulla hepatopancreatica [Ampulla Vateri]
C24.8 Gallenwege, mehrere Teilbereiche Uberlappend
Inkl.: Bosartige Neubildung der Gallenwege, deren Ursprungsort nicht un-
ter den Kategorien C22.0-C24.1 klassifiziert werden kann
Bdsartige Neubildung mit Beteiligung sowohl der intra- als auch der extra-
hepatischen Gallengange
C24.9 Gallenwege, nicht naher bezeichnet
Modifiziert nach: (11)
In Anbetracht der ICD-10 Verschlisselung fiel bis 2003 auf, dass perihilare Tumoren nicht
eindeutig zugeordnet werden kénnen. So wurde sowohl die Kodierung C22.1 als auch C24.0
fur diese Tumorlokalisation verwendet, was in der Vergangenheit zu fehlerhaften epidemiolo-

gischen Trends flhrte, auf die im Weiteren noch eingegangen wird.

2.2 Epidemiologie

2018 wurden in Deutschland etwa 5080 Gallengangskarzinome auf3erhalb der Leber (ICD C23
und C24) diagnostiziert, von denen etwa 27% (etwa 1370) in der Gallenblase lagen. Intrahe-
patische CCC waren im gleichen Jahr etwa 2470 zu verzeichnen (26% der etwa 9500 primaren
Lebertumoren). Daraus ergibt sich folgende Verteilung der Gallenganskarzinome von intrahe-
patisch: 32,7%, extrahepatisch: 49,1%, Gallenblase: 18,2% (12). Autopsiestudien suggerieren
jedoch, dass Gallenblasenkarzinome mit 80 bis 95% den weitaus grofiten Anteil der Karzi-

nome des Gallesystems einnehmen (13).

Mit einer Inzidenz von 2-3 Neuerkrankungen/100.000 Einwohner/Jahr handelt es sich in
Deutschland um eine seltene Erkrankung. Global ist eine ungleiche Inzidenz auffallig: der
Nordosten von Thailand ist die Region mit der hochsten Inzidenz weltweit, insgesamt erkran-
ken hier 85 Menschen pro 100.000 Einwohner pro Jahr an einem cholangiozellularen Karzi-

nom (14). Dabei scheint die unterschiedliche Risikoexposition, im Speziellen der Befall der
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Gallenwege durch Leberegel (z. B. Opisthorchis viverrini und Clonorchis sinensis), maRgeblich

an der erhdhten Inzidenz beteiligt zu sein (15).

Im Allgemeinen wird das CCC haufig erst in fortgeschrittenen Erkrankungsstadien diagnosti-
ziert, sodass nur 20-30% der Patienten zum Zeitpunkt der Diagnosestellung kurativ behandelt
werden kénnen (16). Dies ist ein Erklarungsansatz dafir, wieso das CCC eine schlechte Funf-
jahresiiberlebensrate (5-JUR) aufweist. Diese wird vom Zentrum fiir Krebsregisterdaten vom
Robert-Koch-Institut (RKI) mit unter 20% angegeben (extrahepatische CCC: 14% fur Frauen

und 17% fur Manner, primare Lebertumoren: 12% fir Frauen und 15% fur Manner) (17).

Wie auch beim hepatozellularen Karzinom (HCC) sind Manner in Deutschland vom CCC etwas
haufiger betroffen als Frauen (in 2018: 2700 vs. 2380 Neuerkrankungen absolut, standardi-
sierte Neuerkrankungsrate Manner: 3,5 pro 100.000 Einwohner pro Jahr, Frauen: 3 pro
100.000 Einwohner pro Jahr (17), (18) bei einer Verteilung von 50,7% Frauen und 49,3% Man-
ner im Jahr 2018, (19)). Eine Ausnahme bildet das Gallenblasenkarzinom, welches bei Frauen
haufiger auftritt als bei Mannern (20). Die amerikanische Krebsdatenbank SEER (Surveillance,
Epidemiology, and End Results) berichtet Uber ein ahnliches Geschlechterverhaltnis (21). So-
wohl bei Mannern als auch bei Frauen Uberwiegt der Anteil an Karzinomen des Galleepithels
auerhalb der Leber (iCCC bei Mannern: 17%, iCCC bei Frauen: 36%) (12).

Bei weiblichen Individuen ist ein leichter Inzidenzriickgang fur eCCC und Gallenblasen-Karzi-
nomen (von 2,2 auf 1,9/100.000/a und von 3,1 auf 1,1/100.000/a im Zeitraum von 1999 bis
2018) zu verzeichnen, wohingegen die standardisierte Neuerkrankungsrate fir Manner mit
eCCC in den Jahren 1999 bis 2018 und in der Prognose fur 2022 weitestgehend konstant
bleibt (18), vgl. Abbildung 1.
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Je 100.000 (alter Europastandard)

Neuerkrankungsrate:
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Abbildung 1: Altersstandardisierte Neuerkrankungs- und Sterberaten nach Geschlecht, ICD-10 C23 -C24, Deutsch-
land 1999-2018/2019. Wéhrend die Inzidenz der eCCC und der Gallenblasenkarzinome bei Ménnern weitestge-
hend konstant blieb (2,8 zu 2,9/100.000/a), kam es im Zeitraum von 1999 bis 2018/19 zu einem dezenten Inzidenz-
riickgang bei Frauen (2,2 zu 1,9/100.000/a).

Aus: (17)

Da die intrahepatischen Gallengangskarzinome durch das Zentrum fur Krebsregisterdaten un-
ter den Inzidenzen fur Leberkarzinomen aufgefiihrt werden, ist die Bewegung fur iCCC der
Inzidenzen fur den oben genannten Zeitraum nicht eindeutig auszumachen. Dennoch wird
eine steigende Tendenz deutlich, die Walter et al fur den Zeitraum von 2003 bis 2014 bestati-
gen: Manner: etwa 1,05 auf etwa 1,85/100.000 pro Jahr und Frauen: etwa 0,75 auf etwa
1,25/100.000 pro Jahr (8), vgl. Tabelle 3.

Tabelle 3: Inzidenz je 100.000 Einwohner: Gallengangskarzinome im Jahr 1999 versus 2018

Diagnose Geschlecht Bevolkerungsstandard Bevolkerungs-
1999 standard 2018
Leber (C22) Weiblich 3,1 £.5)
Mannlich 7,8 10,3
Gallenblase (C23) Weiblich 3,1 1,1
Mannlich 1,3 0,6
Extrahepatische Weiblich 2,2 1,9

Gallenwege (C24)

Mannlich 2,8 2,9
Modifiziert aus: (20)
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Far die Inzidenzzunahme der intrahepatischen Gallengangskarzinome werden mehrere Ursa-
chen diskutiert. Zum einen ist die Diagnosestellung praziser geworden. Tumoren, die friher
zunachst als Krebserkrankung mit unbekanntem Primartumor (Cancer of Unknown Primarius
(CUP)) diagnostiziert wurden, kdnnen heute eindeutiger dem Ursprungsgewebe zugewiesen
werden. Immunhistochemische Marker werden immer spezifischer, sodass ein (intrahepati-
sches) Gallenganskarzinom, obwohl es viele Marker (z. B. Cytokeratin 7 und 19) mit anderen
Tumoren teilt, seltener mit einer Metastase verwechselt wird (22). Des Weiteren haben sich
die Diagnosestandards allgemein verbessert, sodass Tumoren maoglicherweise friher erkannt
werden kénnen. Uberdies konnte in den USA neben dem vermehrten Auftreten von iCCC auch
eine gehaufte Pravalenz von primar sklerosierender Cholangitis (PSC), einem Risikofaktor fur
das CCC, festgestellt werden (23).

Gegen die Theorie, dass sich der Inzidenzanstieg nur durch gebesserte Diagnosemaglichkei-
ten und dem Inzidenzanstieg von PSC-Patienten mit jungem Erkrankungsalter (mittleres Er-
krankungsalter von 40 Jahren, (24)) erklaren lasst, spricht, dass sich die Tumorgrof3e im Mittel
nicht verkleinert hat (was fir eine frihere Diagnosestellung sprechen koénnte) und sich das
mittlere Erkrankungsalter flr iCCC nicht nach vorne verlegt hat (was flr mehr iCCC aufgrund
von PSC sprechen kdnnte) (25).

Fir einen echten Inzidenzanstieg spricht, dass der Anstieg von intrahepatischen Gallen-
gangskarzinomen Uber alle ethnischen Gruppen und Regionen der USA gleich war und so
nicht auf einen spezifischen Risikofaktor geschlossen werden kann. Partel et al. fordern daftr

jedoch risikofaktorenspezifische Untersuchungen ein (22).

So kann man zusammenfassen, dass sich sowohl die Erklarungsansatze der verbesserten
Friherkennung und Diagnosestellung als auch der PSC nicht halten kénnen. Umso mehr
spricht es dafur, dass es sich bei dem Inzidenzanstieg flr intrahepatische Gallengangskarzi-
nome um ein wahres Phanomen handelt. Insgesamt hat sich die Lebergesundheit aufgrund
steigender Risikofaktoren (chronische Hepatitis B oder C, Diabetes mellitus Typ I, Uberge-
wicht und Alkoholkonsum) so sehr verschlechtert, dass auch hier der Anstieg an Neuerkran-
kungen, vor allem des intrahepatischen CCC, zu erklaren ist. Zudem ergibt sich durch den
demographischen Wandel eine im Schnitt immer altere Gesellschaft, in der insgesamt auch

mehr Krebserkrankungen auftreten (26).

AbschlieRend sei noch angemerkt, dass das ICD-O 2 (International Classification of Diseases
for Oncology) (von 1992 bis 2000) Klatskin-Tumoren den intrahepatischen CCC zugeordnet
hat (27). Dies fiihrte zu einer Uberschatzung der Inzidenz von intrahepatischen um 13% und

einer Unterschatzung von extrahepatischen Gallengangskarzinomen um 15% in den USA
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(28). Von ahnlichen Verzerrungen ist in Deutschland auszugehen. In der nachfolgenden Aus-
gabe des ICD-O (ICD-O 3 ab 2000) wurden perihilare Tumoren (= Klatskin-Tumoren) den ext-
rahepatischen Tumoren zugeordnet (29). Dennoch zeigte sich auch nach Bereinigung dieser
Fehlzuordnung immer noch ein Inzidenzanstieg der intrahepatischen Gallengangskarzinome.
Die Auswirkung dieser Fehlklassifikation in Deutschland wurden von Walter et al. untersucht

und zeigte einen Rickgang der Fehlklassifizierung des pCCC als iCCC (8).
2.3 Risikofaktoren

Obwohl die meisten Gallengangskarzinome sporadisch entstehen (30), konnten spezifische
Risikofaktoren herausgearbeitet werden. Beim cholangiozellularen Karzinom gelten allge-
meine Risikofaktoren wie Adipositas, Diabetes mellitus sowie Alkoholabusus (31). MalRgebli-
che Risikofaktoren, die die Leber und Gallenwege betreffen, sind beispielsweise Cholelithiasis,
chronisch-bakterielle Cholangitiden und Hepatitis-B und -C-Infektionen. Ihnen allen ist gemein,
dass sie mit einer (chronischen) Entziindung und einem vermehrten Zellumsatz einhergehen.
Choledochuszysten scheinen das hdchste Risiko fiir sowohl intra- als auch extrahepatische
Tumoren aufzuweisen (Relatives Risiko 26,7 bzw. 34,9, (32)). Chronisch-entzindliche Dar-
merkrankungen, am ehestens wegen ihrer Komorbiditat mit der primar sklerosierenden Cho-
langitis (PSC), sind ebenfalls als Risikofaktor zu nennen. Bergquist et al. sprechen in diesem
Zusammenhang in ihrer schwedischen PSC-Kohorte Uber ein Lebenszeitrisiko, ein Gal-
lenganskarzinom zu entwickeln, von bis zu 13% (33). Ahnliche Ergebnisse erzielten Claessen
et al. in einem niederlandischen Kollektiv mit 9% (34). Dies erklart, wieso PSC-Patienten emp-
fohlen wird, ein- bis zweimal jahrlich mittels Bildgebung (Sonographie im Wechsel mit Mag-
netresonanztomographie  (MRT) inkl. Magnetresonanz-Cholangiopankreatikographie
(MRCP)) und Bestimmung des Tumormarkers CA 19-9 an einem Screening auf CCC teilzu-

nehmen. Diese Notwendigkeit ergibt sich auch, wenn Gallenblasenpolypen vorliegen (35).

Die Risikofaktoren fiir intra- und extrahepatische CCC Uberschneiden sich weitestgehend, wo-
bei das Vorliegen des metabolischen Syndroms (abdominelle Fettleibigkeit, arterieller Blut-
hochdruck, Fettstoffwechselstérungen (LDL T, HDL ), Insulinresistenz/Glucosetoleranzsto-

rung) signifikant mit dem Auftreten eines iCCC in Verbindung zu bringen ist (36), (37).

In Stdostasien liegt die Inzidenz der intrahepatischen Gallenganskarzinome um ein Vielfaches
héher als in Deutschland (14, 26), wohingegen die Inzidenz des extrahepatischen CCC welt-
weit nahezu gleich ist. Dieses vermehrte Auftreten von iCCC kann auf die Infektion mit Lebe-
regeln wie Opisthorchis viverrini oder Clonorchis sinensis, aber auch auf die erhdhte Inzidenz

von Hepatolithiasis und Gallengangszysten (38), zurtickgefuhrt werden. Die Parasiten steigen
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vom Duodenum uber die Ampulla duodeni Vateri in Richtung intrahepatischer Gallenwege hin-
auf, wo es dann zu einer chronischen Entziindungsreaktion kommt. Dies erklart, wieso die

Egel vor allem als Risikofaktor fir intrahepatische Karzinome gelten.

Risikofaktoren, die speziell fir das Karzinom in der Gallenblase gelten, scheinen weibliches
Geschlecht, Cholelithiasis, Porzellangallenblase, Gallenblasenpolypen (vor allem > 10 mm)
sowie chronische bakterielle Infektionen mit Salmonella typhi oder Helicobacter bilis zu sein
(39), (40).

Zuletzt sei noch erwahnt, dass sich bei gut einem Zehntel der Patienten mit dem seltenen

Caroli-Syndrom ein CCC entwickelt.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass neben allgemeinen Risikofaktoren insbeson-
dere chronische Entziindungszustande der Gallenwege als bedeutender Risikofaktor fur die

Entwicklung von biliaren Karzinomen zu nennen sind.

2.4 Genomanalysen und Karzinogenese

Aufgrund der Heterogenitat von Gallengangstumoren scheint es nahezu unumganglich, die
Gene hinsichtlich Karzinomentstehung, Klassifizierung und letztendlich auch Therapie zu ana-
lysieren. Wardell et al. haben in einer Sequenzierung (whole-exome sequencing (WES),
whole-genome sequencing (WGS) und targeted sequencing) von 412 japanischen und italie-
nischen Patienten mit Tumoren der Gallenwege 32 Gene herausgestellt, die signifikant haufig
mutiert waren. Dabei handelt es sich sowohl um somatische (unter anderem TP53, KRAS) als
auch Keimbahnmutationen (unter anderem BRCA1, BRCA2) (41).

Schon 2014 wiesen Nakamura et al. nach, dass 40 % der BTC (biliary tract cancer)-Patienten
in ihrer Kohorte Mutationen aufwiesen, die potenzielle therapeutische Targets darstellen (42).
Dabei ist festzuhalten, dass sich die genetischen Variationen je nach Tumorlokalisation unter-
schieden. Die untenstehende Abbildung 2 fasst die Lokalisations-spezifischen, aber auch die

Uberlappenden, Genmutationen zusammen.
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FGFR2 fusion
IDH1/2, EPHA2, BAP1 mutation
C>T at CpG signature

ICC and ECC shared
KRAS, SMAD4, ARID1A, GNAS mutation

ECC specific

PRKACA or PRKACB fusion, ELF3, ARID1B

EGFR, ERBB3, PTEN, ARID2, mutation, better prognosis subtype

MLL2, MLL3, TERT promoter
mutation APOBEC signature

Biliary duct common

/ TP53, BRCA1, BRCA2, PIK3CA mutation
Poor-prognosis subtype with high immune
checkpoint activity

Abbildung 2: Subtypspezifische und sich iiberschneidende Verédnderungen abhéngig von der Tumorlokalisation.
Man erkennt sowohl somatische (unter anderem TP53, KRAS) als auch Keimbahnmutationen (unter anderem
BRCA1, BRCA2).

Aus: (42)

Die Karzinogenese wird im Wesentlichen geférdert durch ,Zytokine, Zelltod in Verbindung mit
Zunahme der Zellproliferation sowie Veranderungen der Leber in Form von Fibrose®, wobei
jedoch nicht jeder Patient mit (intrahepatischem) CCC eine zugrundeliegende Zirrhose auf-
weist (43).

Nachdem die Rolle der Hepatitis B- und C-Viren in ihrer Funktion als Onkoviren lange Zeit
kontrovers diskutiert wurde, stellen Zhou et al. in einer Metaanalyse 2012 fest, dass Patienten
mit Virus-bedingter Zirrhose nicht nur Dysplasien der Gallengansepithelien aufweisen, son-
dern auch intrahepatische Gallengangskarzinome entwickeln (44). Weiterfihrende Studien le-
gen nahe, dass das Risiko je nach Ethnie unterschiedlich erhdht ist. Wang et al. zeigen, dass
die kaukasische Bevdlkerung bei Hepatitis-C-Virus (HCV)-Infektion ein gesteigertes Risiko im
Vergleich zur asiatischen Bevodlkerung aufweist (Odds Ratio (OR)=23.93 vs. 1.51, p=0.014),
wohingegen das Risiko bei HBV (Hepatitis-B-Virus)-Infektion nahezu gleich erhoht ist (45).
Entscheidende Rolle fur die Karzinogene scheinen Virusproteine, beispielsweise das Protein
X (HBx) und das HCV-Kernprotein, zu spielen. Sie modulieren unter anderem die Transkrip-
tion, den Proteinabbau und die Reaktion auf zytotoxischen Stress (46), (47).

11
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2.5 Makroskopie und Histologie

2.5.1 Intrahepatisches CCC

Intrahepatische Gallengangkarzinome betreffen alle distal des rechten und linken Ductus he-
paticus gelegenen Gallengange, von den segmentalen Gallengéngen bis zu den kleinsten Ver-
zweigungen in die Leberperipherie. Anhand ihrer Wachstumsform kénnen drei Typen unter-
schieden werden: mass-forming, periduktal-infiltrierend und prddominant-intraduktal. Ersterer
ist mit Uber 50% die haufigste Form und wachst solide. Im Anschnitt zeigt sich eine grau-weilte
Schnittflache und ist so vom HCC mit seinem eher griinlichen Anschnitt zu unterscheiden. Der
periduktal-infiltrierende Typ breitet sich entlang der Gallengange aus, sodass diese fibrosiert
erscheinen. Finden sich dilatierte Gallengange, in die polypoide oder papillare Tumormassen
einwachsen, spricht man vom intraktuktalen Typ, welcher die seltenste Form ausmacht. Je
grolRer der Gallengang ist, desto eher findet sich ein intraduktales Wachstum, wobei Kombi-
nationen dieser Subtypen maoglich sind. Histopathologisch kann das intrahepatische CCC wei-
terfuhrend in zwei Typen unterschieden werden: Karzinome vom ,small duct“- und vom ,large
duct-Type. Die Karzinome vom ,large duct type“ erinnern an extrahepatische cholangiozellu-
lare Lasionen, wohingegen sich Karzinome vom ,small duct type” in atiopathologischen und

radiologischen Charakteristika mit dem HCC Uberschneiden (48).

Histologisch handelt es sich in den meisten Fallen um Adenokarzinome glandularer oder tu-
bularer Differenzierung. Neben den Adenokarzinomen finden sich deutlich seltener ade-
nosquamose und Plattenepithelkarzinome, Siegelringzell- oder muzinds differenzierte CCC
sowie sarkomatoide Lasionen.

Die kubischen Epithelzellen weisen karzinombedingte Veranderungen wie Atypien, Mitosen
und Kernnukleolen auf. Typisch sind Gallengangsproliferate in der Tumorperipherie, die durch
Galleabflussstorungen entstehen, sowie eine ausgepragte desmoplasmatische Bindegewebs-
reaktion, welche den gesamten Tumor durchziehen kann. Des Weiteren kann man als Zeichen
der Malignitat haufig eine Perineuralscheideninfiltration und eine Infiltration entlang der Leber-
sinusoide ausmachen. Die Portalfelder der Leber kdnnen vom Tumor ausgespart sein. Finden
sich atypische Cholangiozyten innerhalb der dem Tumor benachbarten Portalfelder, spricht
man von bilidren intraepithelialen Neoplasie (BilIN). Diese gilt neben der intraduktalen papilla-

ren Neoplasie (IPN) als Karzinomvorlaufer.

Bemerkenswert ist eine hohe Variabilitdt des Differenzierungsgrads (gut, maRig, schlecht dif-

ferenziert) in verschiedenen Arealen eines einzigen Tumors (49), (50), (51).
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Abbildung 3: Differenzierungsgrad von Gallengangskarinomen: a histologisches Bild eines gut differenzierten tu-
bulédren Adenokarzinoms mit deutlicher desmoplastischen Stromareaktion. b Karzinom mit méaiger Differenzie-
rung, erkennbar an den tubuldren, kribriformen und mikropapilldren Anteilen. ¢ schlecht differenziertes Cholangio-
karzinom mit deutlichen Atypien und Polymorphien.

Aus: (49)

Selten sind gemischte Tumoren aus hepatozellularen und cholangiozellularen Karzinomen zu
finden. Dies deutet darauf hin, dass eine Untergruppe des iCCC einer hepatischen Progeni-
torzelle entstammt. Diesen Typ nennt man dann cholangilozellular und er entsteht in den klei-
nen Hering-Kanalchen, in denen die Progenitorzellen zu finden sind (52).

2.5.2 Extrahepatisches CCC

Extraheaptische Gallenganskarzinome nehmen ihren Ausgang vom rechten und linken Ductus
hepaticus bis zur Papilla duodeni major (Vateri). Befindet sich das Karzinom am Zusammen-
fluss des rechten und linken Ductus hepaticus, spricht man vom perihilaren oder Klatskin-Tu-
mor, welche nach der Bismuth-Corlette-Klassifikation unterteilt werden kdnnen (s. u.). Histo-
pathologisch kénnen sie nicht von intrahepatischen Gallengangstumoren unterschieden wer-
den (siehe Kapitel 2.2 Epidemiologie). Nach dem Zufluss des Ductus cysticus (also ab dem
Ductus choledochus) werden die Lasionen den distalen Karzinomen zugeordnet.

2.5.2.1 Bismuth-Corlette-Klassifikation
Die vier Kategorien der Bismuth-Corlette-Klassifikation dienen der Lokalisationszuordnung pe-

rinilarer Tumoren. Daraus folgt eine Abschatzung der Operabilitét hilarer Gallengangskarzi-
nome. Der untenstehenden Abbildung 4 und der Tabelle 4 sind die Charakteristika zu entneh-

men.

13
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Klassifikation der Klatskin-Tumoren in Anlehnung an Bismuth und Cor-
lette. Typ I: Tumor betrifft den Ductus hepaticus communis distal der Hepatikusgabel; Tyo Il: Tumor beféllt zusétz-
lich die Hepatikusgabel; Typ llla: Tumor beféllt die Hepatikusgabel sowie den rechten Hauptast, Typ Illb: Tumor
beféllt die Hepatikusgabel sowie den linken Hauptast; Typ IV: Tumor beféllt die Hepatikusgabel und beide Haupt-
aste

Aus: (53)

Tabelle 4: Klassifikation der Klatskin-Tumoren anhand der Klassifikation nach Bismuth und Corlette

Stadium  Erklarung
| Tumor betrifft den Ductus hepaticus communis distal der Hepatikusgabel
| Tumor befallt zusatzlich die Hepatikusgabel
i [lla: Tumor befallt die Hepatikusgabel sowie den rechten Hauptast
[lIb: Tumor befallt die Hepatikusgabel sowie den linken Hauptast
v Tumor befallt die Hepatikusgabel und beide Hauptaste

Modifiziert nach: (7) und (54)

2.5.3 Gallenblasenkarzinome

Auch bei Gallenblasenkarzinomen handelt es sich meist um biliar differenzierte Adenokarzi-
nome. Adenosquamoése Mischformen, intestinal-differenzierte, muzindse, klarzellige sowie
hepatoide Karzinome sind mdglich, jedoch selten. Unter diese Kategorie fallen nicht nur Kar-

zinome der Gallenblase selbst, sondern auch jene des Ductus cysticus.

2.6 Metastasierung

Eine Metastasierung erfolgt frih und in aller Regel hdmatogen in Leber und Peritoneum, alter-
nativ per continuitatem. Bei Erstdiagnose weisen Patienten in bis zu 30% der Félle bereits
Metastasen auf (55).
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2.7 Screening

Ein Screening auf bilidre Karzinome bietet sich aufgrund der Seltenheit der Erkrankung nicht
fur die Gesamtpopulation im Rahmen einer Sekundarpravention an. Patienten mit erhéhtem
Risiko durch eine priméar sklerosierende Cholangitis sollten ab einem Alter von 20 Jahren alle
sechs bis zwolf Monate eine Vorsorge mit Ultraschall, Computertomographie (CT) oder MRT
und eine Bestimmung des Serum-CA 19-9 erhalten. Eine ERCP ist nur dann angezeigt, wenn
Patienten symptomatisch werden oder die Cholestase beziehungsweise die Strikturen progre-
dient sind (56). Gallenblasenpolypen gréRer zehn Millimeter haben ein erhdhtes Risiko einer
malignen Entartung, weshalb auch hier eine Ultraschallkontrolle angezeigt ist. Gleiches gilt fur
Patienten mit Gallenblasensludge und -steinen. Park et al. fordern eine ,sorgfaltige Untersu-
chung oder eine Cholezystektomie® dieser Patienten und postulieren, dass auch Polypen unter
einer Grole von zehn Millimeter ein Malignitatsrisiko aufweisen. Daher empfehlen sie, Patien-
ten moglichst lang zu Uberwachen, ,damit keine neoplastischen Polypen Ubersehen werden
[...] und Gallenblasenkarzinome im Frihstadium [erkannt und behandelt werden kénnen]*
(39).

2.8 Diagnostik

2.8.1 Apparative Diagnostik

Mittel der ersten Wahl zur Diagnostik von cholangiozelluldren Karzinom ist die Schnittbildge-
bung mittels Computer- und/oder Magnetresonanztomographie (CT/MRT). Gerade die MRT
bietet mit der Magnetresonanz-Cholangiopankreatikographie (MRCP) die Mdglichkeit, die Gal-
lenwege nicht-invasiv darzustellen. Die CT-Untersuchung dient dann vielmehr dem Staging.
Trotz zum Teil charakteristischer radiologischer Merkmale der Tumoren ist eine Biopsie des
Tumors zur Diagnosesicherung und vor Einleitung einer Systemtherapie anzustreben. Diese
kann durch eine endoskopisch retrograde Cholangiopankreatikografie (ERCP), alternativ, bei
unmoglichem endoskopischen Zugang, durch eine perkutane transhepatische Cholangiogra-
phie (PTC) erfolgen. Bei Patienten ohne Fernmetastasen ist die Indikation zur chirurgischen
Exploration mit Resektion jedoch grof3zugig zu stellen. Eine weitere Option der Materialgewin-
nung stellt endoskopische Ultraschall-gefiihrte Feinnadelpunktion dar. Der endoskopische Ult-
raschall (EUS) wird ebenfalls fir das Staging zur Untersuchung des Lymphknotenstatus ge-

nutzt.

Das Staging wird komplettiert durch die Bestimmung der Tumormarker CA (Kohlenhydratanti-
gen) 19-9 und CEA (carcinoembryonales Antigen) sowie eine CT-Untersuchung des Thorax

und Abdomen.
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2.8.2 Diagnostik durch den Pathologen

Gerade die Schwierigkeit, intrahepatische Lasionen vom hepatozellularen Karzinom (HCC)
und extrahepatische Prozesse von Strikturen (durch beispielweise PSC oder anderen ent-
zundlichen Prozessen) abzugrenzen, zeigt die Notwendigkeit der Diagnosestellung durch den
Pathologen. Dennoch scheint die Sensitivitat der histologischen und zytologischen Tumorsi-
cherung von distalen CCC bei Biopsie mit maximal 70% relativ gering und favorisiert hier wie-
derrum eine postoperative Aufarbeitung des Resektionspraparates nach chirurgischer Entfer-
nung (57).

2.9 Klassifikation

2.9.1 Tumorgrading

Durch den Pathologen erfolgt eine Klassifikation des Tumors nach Grad der Differenzierung.
Das Union Internationale Contre le Cancer (UICC) unterscheidet hierbei drei Grade, die von
gut differenzierten, dem Ursprungsgewebe ahnlichen, Tumoren (G1), Uber maRig (G2) bis
schlecht (G3) differenzierten Geweben reichen. In einer erweiterten Variante wird in finf Ka-

tegorien unterteilt (gut, gut-mittel, mittel, mittel-schlecht, schlecht).

2.9.2 TNM-Klassifikation

Durch die oben beschrieben diagnostischen Verfahren kann im Rahmen des Stagings ein
TNM-Stadium festgelegt werden. Dabei flieRen TumorgréRe (T), der Lymphknoten- (N) und
Fernmetastasenstatus (M) in die Bewertung ein. Der Pathologe kann das TNM-Schema um
folgende Punkte erweitern: Invasion in Lymphgefafie (L0O/1), Invasion in Venen (V0/1/2), peri-
neurale Invasion (Pn0/1), Resektionsrand (R0/1/2) (58) sowie immunhistochemische Untersu-

chungsmethoden.

Jede Tumorlokalisation hat ein spezifisches Schema, dem Anhang zu entnehmen sind (vgl.
Tabelle 5, Tabelle 38, Tabelle 39). Exemplarisch ist die TNM-Klassifikation des intrahepati-

schen Gallengangskarzinom aufgefihrt.

Intrahepatische Gallenwege

Tabelle 5: TNM-Klassifikation der intrahepatischen Gallengangskarzinome

TNM

Tx Primartumor nicht beurteilbar

TO Kein Anhalt fir Primartumor

Tis Carcinoma in situ (intraduktaler Tumor)

T1a Solitdrer Tumor < 5 cm in der groften Ausdehnung ohne Gefallinvasion
T1b Solitéarer Tumor > 5 cm in der groten Ausdehnung ohne Gefallinvasion
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T2 Solitarer Tumor mit intrahepatischer Gefallinvasion oder multiple Tumoren mit o-

der ohne Gefaldinvasion

T3 Tumor(en) mit Perforation des viszeralen Peritoneums
T4 Tumor mit direkter Invasion extrahepatischer

Nx Regionare Lymphknoten nicht beurteilbar

NO Lymphknoten tumorfrei

N1 Regionare Lymphknotenmetastasen

Mx Fernmetastasen nicht beurteilbar

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen vorhanden

Modifiziert nach: (59)

293 UlCC

Das UICC bedient sich der TNM-Klassifikation und teilt so das Stadium der Krebserkrankung
ein. Exemplarisch sind die UICC-Stadien des intrahepatischen Gallengangskarzinom aufge-
fuhrt (vgl. Tabelle 6), alle weiteren sind dem Anhang zu entnehmen (vgl. Tabelle 40, Tabelle
41, Tabelle 42).

Tabelle 6: UICC-Stadien des Karzinoms intrahepatischen Gallengdnge

UICC-Stadien — intrahepatische Gallengénge

Stadium 0 Tis NO MO
Stadium | T1 NO MO
Stadium IA T1a NO MO
Stadium IB T1b NO MO
Stadium Il T2 NO MO
Stadium IlIA T3 NO MO
Stadium IlIB T4 NO MO

Jedes T N1 MO
Stadium IV Jedes T Jedes N M1

Aus: (59), (60)

2.10 Tumormarker

Bei Karzinomen der Gallenwege hat sich zur Therapie- und Verlaufskontrolle das Kohlenhyd-
rat-Antigen CA 19-9 neben dem carcinoembryonalen Antigen (5) (61) als Tumormarker etab-
liert. Aufgrund fehlender Verlasslichkeit im Hinblick auf Sensitivitat und Spezifitat und der Uber-

schneidung zu anderen Tumorentitaten eignen sie sich jedoch nicht zu diagnostischen Zwe-
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cken (62), (63). Beim CA 19-9 handelt sich hierbei um ein Glykoprotein, welches mittels Im-
munassays nachgewiesen werden kann. Der Cut-Off-Wert liegt bei 37 kU/I (64). Hohe Serum-
CA 19-9 und CEA-Spiegel im Blut gehen mit prognostisch unglnstigen Faktoren wie einer
TumorgrofRe Uber finf Centimetern (cm), einem hohen UICC-Stadium, schlechter Prognose
und/oder Lymphknotenmetastasen einher. (65), (66). Des Weiteren scheint die Hohe des CA
19-9-Spiegels (> 100 kU/I) mit der Inoperabilitat des Tumors zu korrelieren (67). Interessan-
terweise besteht ein Zusammenhang zwischen der Expression von CA 19-9 und dem Vorhan-
densein der Lewis-Blutgruppe: bis zu 10% der Bevdlkerung in Mitteleuropa sind Lewis-negativ

und kénnen somit kein CA 19-9 exprimieren (68).

2.11 ECOC-Schema

Das Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG-) Schema beschreibt den physischen Zu-
stand von Krebspatienten. Da das ECOC-Schema zum Teil therapieentscheidend ist, sei es

an dieser Stelle kurz erwahnt.

Tabelle 7: ECOG Performance Score, der den physischen Zustand von Krebspatienten beschreibt.

Grad Erklarung

0 Normale uneingeschrankte Aktivitat wie vor der Erkrankung

1 Einschrankung bei korperlicher Anstrengung, aber gehfahig; leichte korperliche
Arbeit bzw. Arbeit im Sitzen (z. B. leichte Hausarbeit oder Buroarbeit) moglich

2 Gehfahig, Selbstversorgung maglich, aber nicht arbeitsfahig; kann mehr als 50%
der Wachzeit aufstehen

3 Nur begrenzte Selbstversorgung moglich; 50% oder mehr der Wachzeit an Bett
oder Stuhl gebunden

4 Vollig pflegebedurftig, keinerlei Selbstversorgung mdglich; vollig an Bett oder
Stuhl gebunden

5 Tod

Modifiziert nach: (69)
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2.12 Therapie

Die Therapie des cholangiozellularen Karzinoms unterscheidet sich hinsichtlich des Tumorsta-
diums und der Lokalisation des Primartumors. Im Folgenden werden die Therapieoptionen

anhand der ESMO (European Society for Medical Oncolocy) -Guidelines aufgefihrt.

2.12.1 Lokal begrenztes CCC

Die Therapie des lokal begrenzten CCC variiert abhangig von der Lokalisation und dem Sta-
dium des Tumors.

Intrahepatische Cholangiozellkarzinome kdnnen ausschlie3lich mittels einer RO-Resektion ku-
rativ behandelt werden. Aufgrund der Neigung zur Lymphknotenmetastasierung ist standard-
maRig eine Lymphadenektomie der Lymphknoten des Ligamentums hepatoduodenale durch-
zufuhren. Eine adjuvante Chemotherapie kann abhangig der GréRe des Tumors, vaskularer
und Perineuralscheideninfiltration oder dem Vorhandensein von Satellitenmetastasen abge-
wagt werden. Ergebnisse der BILCAP-Studie (Capecitabine compared with observation in re-
sected biliary tract cancer) zeigen, dass eine adjuvante Chemotherapie mit Capecitabin das
Overall Survivial (OS) bei Patienten mit kurativ intendierter Resektion bei allen Lokalisationen
des CCC signifikant verbessert (OS 49,6 Monate im Capecitabin-Arm versus 36,1 Monate in
der Kontrollgruppe, Hazard Ratio (HR) fur Tod 0,84) (70). 2022 wurden die Ergebnisse der
STAMP-Studie veroffentlicht, welche die Standardtherapie Capecitabin mit einer Kombinati-
onstherapie aus Gemcitabin und Cisplatin (Standardtherapie bei inoperablem/metastasiertem
CCC) verglich. Allerdings konnte kein Vorteil bezlglich des OS bei Kombinationstherapie fest-
gestellt werden, sodass die Standardtherapie beibehalten werden soll (71).

Nicht-resektable Tumoren oder Patienten mit ausgedehnter Leberzirrhose kdnnen mithilfe von
lokalen Verfahren behandelt werden. Darunter fallen die Mikrowellen- und die Radiofrequenz-
ablation, Radiotherapie und transarterielle Verfahren (zum Beispiel die transarterielle Chemo-
emobilisation (TACE) und die transarteriellen Chemoperfusion (TACP)) (72), (73).

Bei perihilaren Tumoren ist eine kurative Operation nur selten méglich. Es empfiehlt sich eine
Hemihepatektomie mit Pfortaderembolisation, wobei zusatzlich das Lebersegment | (Lobus
caudatus) und Lymphknoten entfernt werden. Die Pfortaderembolisation induziert eine Hyper-
trophie der nicht-resezierten Leberhalfte. Bei Passagestorungen in den Gallengangen ist auch

vor Therapie eine Drainage-/Stenteinlage zur Symptomkontrolle ratsam.

Das distale CCC wird mittels Entfernung des Pankreaskopfes, in der Regel im Rahmen einer
partielle Duodenopankreatektomie (PDP, Entfernung des Pankreaskopfes, des Duodenums,
der Gallenblase inklusive des Ductus choledochus sowie des Magenantrums und der regiona-

ren Lymphknoten) mit erweiterter Gallengangsresektion bis zum Hilum, behandelt.
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Die Lebertransplantation kann als potenziell kurative Behandlungsoption angesehen werden,
ist aufgrund der fehlenden Organverfiigbarkeit auf der einen Seite und der hohen und friihen
Rezidivneigung sowie der schlechten Prognose im Allgemeinen auf der anderen Seite nur
selten eine Alternative im klinischen Alltag und daher nur im Rahmen von Studien durchzufuh-
ren (43), (74). Die Lebertransplantation beinhaltet dabei immer eine neoadjuvante Chemothe-

rapie.

Gallenblasentumoren kénnen im lokalisierten Stadium reseziert werden. Bei vor allem inziden-
tellen Gallenblasenkarzinomen, die auf die Schleimhaut beschrankt (maximal Stadium T1a)
sind, besteht durch die einfache Cholezystektomie eine kurative Behandlungsmethode mit ei-
ner 5-Jahres-Ubelebensrate von bis zu 100% (75), (76).

Sofern der Tumor jedoch das Stadium T1a Uberschreitet, ist eine Segment-IVb/V-Leberresek-
tion und Lymphadenektomie durchzufihren. Bei lokal fortgeschrittenen Gallenblasenfundus-
Tumoren wird neben der Leberteilresektion eine Entfernung des Colon transversum durchge-
fuhrt. Liegt der Tumor am Gallenblaseninfundibulum, ist zudem eine Entfernung des Bulbus
duodeni und des Pankreaskopfes noétig. Aufgrund des zahlreichen Auftretens von Lokal- und
Fernrezidiven nach der Operation ist vor allem bei Lymphknoten-positiven Erkrankungen oder
bei R1-Resektion eine adjuvante Chemo- oder Radiochemotherapie empfohlen (45 Gray (Gy)
in Fraktionen von 1,8 oder 2 Gy in Kombination mit 5-Fluorouracil (5-FU) oder Capecitabin)
(77), (76).

2.12.2 Metastasiertes CCC

Im metastasierten Stadium steht seit der ABC-02 Studie (2010) aus dem Vereinigten Konig-
reich die Kombination aus Gemcitabin und Cisplatin als Standard-Chemotherapie zur Verfi-
gung (78). Alle Patienten unabhangig von Tumorstadium (lokal fortgeschritten versus meta-
stasiert), Alter (unter versus Uber 65 Jahre) oder Ort des Primartumors (iCCC versus eCCC
versus GBT) haben von dieser Therapie hinsichtlich des progressionsfreien Uberlebens (8
Monate im Vergleich zu 5 Monaten bei Gemcitabin allein) und des Gesamtuberleben (11,7
Monate im Vergleich zu 8,1 Monaten bei Gemcitabin allein) profitiert. Anpassungen hinsichtlich
Nierenfunktion (Wechsel auf Gemcitabin mit Oxaliplatin) und ECOG-Status gréRer/gleich 2
(hier Monotherapie mit Gemcitabin erwagen) kdnnen erfolgen. Eine standardisierte Zweitli-
nientherapie existiert nicht, es wird jedoch oft auf eine Therapie auf Fluoropyrimidin-Basis (ent-
weder als Monotherapie oder in Kombination mit anderen Zytostatika) zurtickgegriffen. Die
ABC-06 Studie (2021) prifte bis 2018 den Nutzen von FOLFOX (Folinsaure, Fluorouracil und
Oxaliplatin) als Zweitlinientherapie und konnte zeigen, dass sich das mediane Gesamtlberle-
ben (englisch: Overall survival (OS)) von 5,3 auf 6,2 Monate anheben lies und die Overall
Survival-Raten nach sechs und zwélf Monaten signifikant hdher waren als eine aktive Symp-

tomkontrolle allein (79).
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2.12.3 Personalisierte Medizin

Hinsichtlich personalisierter Medizin sind die Signalwege des epithelialen Wachstumsfaktorre-
zeptors (EGFR) und des vaskularen endothelialen Wachstumsfaktors (VEGF) bisher am bes-
ten untersucht. Studien, die die Wirkung von Immuntherapie in Kombination mit konventionel-
ler Chemotherapie untersuchten, zeigten bisher keinen Nutzen von Cetuximab (IgG1-Antikor-
per gegen EGFR), Sorafenib (Multi-Kinase-Inhibitor), Erlotinib (selektiver Inhibitor der Tyrosin-
kinase-Domane des EGF-Rezeptors) oder Panitumumab (IgG2k-Antikdrper gegen EGFR)
(80), (81), (82). Weitere Therapieoptionen stellen im fortgeschrittenen Stadium Durvalu-
mab/Pembrolizumab, Ivosidenib, Trastuzumab, Pemigatinib/Futibatinib dar. Chen et al. stell-
ten fest, dass die Ansprechrate auf Immuntherapie abhangig vom Mutationsstatus, insbeson-
dere von KRAS und TP53, zu sein scheint (83). Die Erkenntnis legt nahe, dass Immuntherapie
im Hinblick auf den Mutationsstatus weiter erforscht werden muss, um Patienten die bestmdég-

liche Therapie zukommen zu lassen.

2.12.4 Rezidivtherapie

Kommt es zu einem isolierten Rezidiv eines iCCCs, so wird eine R0-Resektion angestrebt.
Durch das Auftreten von multifokalen Rezidiven oder der Notwendigkeit von wiederholten Re-
sektionen, kann es im Verlauf zu einer Abnahme der Leberfunktion kommen, was weitere Re-
sektionen unmdglich macht. Eine Alternative stellen thermische Ablationsverfahren in Form

von Mikrowellen- oder Radiofrequenzablation dar (83), (84).

Aufgrund der schlechten Zuganglichkeit von Rezidiven eines perihilaren CCC ist eine kurative

Reoperation oft nicht mdglich.

Die 2021 verdffentlichte ABC-06-Studie schlagt als systemische Zweitlienientherapie die Kom-
bination aus FOLFOX (Kombination aus Folinsdure, Fluorouracil und Oxaliplatin) und aktiver
Symptomkontrolle vor, wenn es zum Progress oder zum Rezidiv nach Erstlinientherapie mit

Gemcitabin und Cisplatin gekommen ist (79).
2.13 Nachsorge

Kurativ behandelte Patienten werden an ein Follow-Up angeschlossen, welches im ersten Jahr
alle drei Monate, im zweiten bis vierten Jahr alle sechs Monate und ab dem flnften Jahr einmal
jahrlich stattfindet. Dabei wird der Patient klinisch untersucht, Laborparameter (inklusive Tu-
mormarker CA 19-9) bestimmt und ein CT des Thorax und des Abdomens angefertigt.

Bei Patienten in palliativer Versorgung soll vor allem auf Komplikationen, speziell obstruktive

21



Literaturdiskussion

Veranderungen (Gallenwege, Magenausgang, Pankreasgang), geachtet werden. Die palliativ-
medizinische Therapie richtet sich hierbei besonders auf Symptomkontrolle und Begleitung
des Patienten (85).
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2.14 Immunhistochemische Marker

2.14.1 Argpyrimidin

Argpyrimidin ist ein advanced glycation endproduct (AGE, zu Deutsch fortgeschrittenes Ver-
zuckerungsendprodukt) aus Arginin und Methylglyoxal. Es entsteht durch die Maillard-Reak-
tion, zuriickgehend auf den franzdsischen Wissenschaftler Louis-Camille Maillard (1878-
1936). Dabei handelt es sich um eine nicht-enzymatische Reaktion, bei der aus reduzierenden
Zuckern in Verbindung mit Aminosauren, Proteinen, Peptiden oder Aminen sogenannte N-
Glykoside entstehen (86).

2.14.1.1 Advanced glycation endproducts (AGEs) und Argpyrimidin-Entstehung

AGEs entstehen also aus Proteinen oder Lipiden, die durch (langerfristigen) Kontakt mit Zu-
ckern glykiert werden. Sie gelten als Biomarker fur das Altern und verschiedene Erkrankungen,
unter anderem Diabetes mellitus und Morbus Alzheimer (87), (88). Diverse Zellen (unter an-
derem Makrophagen, Monozyten, Mikroglia, Endothelzellen) kénnen AGEs Uber einen spezi-
fischen Rezeptor (Receptor for AGE, RAGE) aufnehmen und so Uber die Produktion von Zy-

tokinen zu Inflammation fihren.

Arginin
GAP/DHAP (aus Glykolyse)
“ Methylglyoxal <
v Glyoxalase |
Argpyrimidin

v

S-D-Lactoyl-glutathion

Glyoxalase Il

v

D-Lactat

Abbildung 5: Entstehung von Argpyrimidin aus Arginin und Methylglyoxal (ber eine Maillard-Reaktion und Abbau
liber das Glyoxalase-System. Methylglyoxal entsteht vorwiegend, nachdem von Glycerinaldehyd-3-phosphat (DAP)
oder Dihydroxyacetonphosphat (DHAP), beides Stoffwechselzwischenprodukte der Glykolyse, nichtenzymatisch
die Phosphatgruppe abgespalten wurde. Weitere Quellen fiir die Generierung von Methyglyoxal sind der Katabo-
lismus von Threonin und Aceton. Methylglyoxal weist zytotoxische Eigenschaften auf und kann durch die kérperei-
genen Enzyme Glyoxalase | und Il zum unschédlichen Lactat abgebaut werden. Uberschiissiges Methylglyoxal
kann jedoch weiterhin nichtenzymatisch an Arginin gebunden werden mit dem Ergebnis, dass Argpyrimidin ent-
steht. Eigene, vereinfachte Darstellung

Zur schnellen Energiebereitstellung ist in Tumorzellen die Glykolyse oft hochreguliert. Diese
Anderung im Metabolismus wird als Warburg-Effekt bezeichnet. Gesunde Zellen zeigen diese

Art der Energiegewinnung nur unter sauerstoffarmen Bedingungen, Krebszellen praktizieren
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dies jedoch auch in Anwesenheit ausreichenden Sauerstoffs (89). Die bei der Glykolyse ent-
stehenden Triosen Glycerinaldehyd-3-phosphat (GAP) und Dihydroxyacetonphosphat (DHAP)
kénnen durch Abspaltung der Phosphatgruppe in Methylglyoxal umgewandelt werden. Durch
die gesteigerte Glykolyse in Tumorzellen liegt es nahe, dass deutlich mehr Methylglyoxal ent-
stehen kann (90). Dieses Stoffwechselprodukt ist zytotoxisch und wird durch die Enzyme Gly-
oxalase | und Il (GLO-I und -Il) Gber das Zwischenprodukt S-D-Lactoyl-glutathion zum un-
schadlichen D-Lactat abgebaut. Kann das Methylglyoxal weniger effizient abgebaut werden,
beispielsweise bei Ubersattigung der abbauenden Enzyme, kommt es im Kontakt mit Arginin(-
resten) zur nicht-enzymatischen Glykierung und es entsteht Giber das Zwischenprodukt 3-Hyd-
roxypentan-2,4-dion letztendlich Argpyrimidin.

Methyglyoxal wird eine ,hormetische Wirkung [zugeschrieben], die durch eine Stimulierung
des Tumorwachstums in niedriger Dosierung und eine Hemmung des Tumorwachstums in
hoher Dosierung definiert ist“ (91). Die abbauenden Enzymen Glyoxalase (92), insbesondere
GLO-I, wurden auch im Kontext des Voranschreitens von Tumoren untersucht: die experimen-
telle Hemmung von GLO-I im HCC rief eine signifikante Verringerung der Proliferation, der
Migration und der Koloniebildung hervor (1). Dies kann letztlich wieder im Zusammenhang mit
dem konsekutiv erhohten MethylglyoxIspiegel im Zusammenhang stehen.

Erstmalig Erwahnung findet Argpyrimidin 1997, als Shipanova et al. Arginin mit Methylglyoxal
inkubierten. Sie stellten fest, dass ein Stoffwechselprodukt (= Argpyrimidin) entsteht, welches
sich verschiedene Zucker sowie Ascorbinsaure zur Synthese zu Nutze machen kann. Fur die
Bildung eines Molekuls Argpyrimidin werden dabei jeweils zwei Molekile Methylglyoxal bend-
tigt (92). Argpyrimidin ist ein AGE, welches typischerweise im Zytosol einer Zelle zu finden ist.
Nakadate et al. fanden Argpyrimidin jedoch auch im Kern von kortikalen Neuronen von Mau-
sehirnen und gehen davon aus, dass Argpyrimidin wahrend der Embryonalzeit ,zur neuronalen
Differenzierung und/oder zur Aufrechterhaltung des differienzierten Zustands beitragen® kann
(93).

Das Enzym Fructosamin-3-Kinase kann intrazellular die durch die Glykierung angelagerte Glu-
kose an Aminen (durch Reaktion der Carbonylgruppe der Glukose mit der Aminogruppe der
Proteine entsteht ein Fruktosamin) wieder aufheben (94). Spezifische Enzyme fur die Entfer-

nung von Methylglyoxal an Argininresten wurden bisher nicht identifiziert.

2.14.1.2 Intrazelluldre Signalwege durch Argpyrimidin

Westwood et al. zeigten schon friih, dass insbesondere Makrophagen und Monozyten spezi-
elle Rezeptoren besitzen, auf denen durch Methylglyoxal veranderte (Arginin-)Addukte binden
kdénnen (95). Intrazellular kommt es Uber die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (reactive

oxygen species, ROS) durch eine NAD(P)H-Oxidase zur Induktion von NF-kB (nuclear factor
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'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells), welches wiederum die Expression proin-
flammatorischer Faktoren wie IL-1,-6, -8 und Tumornekrosefaktor alpha (TNF a) férdert (96)
(Abbildung 6).

- /
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/
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RAGE {

extrazellular

NADPH Oxidase *

¥

rRost | NF-kB | __
Inflammation intrazellular

Abbildung 6: Intrazelluldre Signalkaskade von AGEs. Durch Bindung von AGEs an ihren Rezeptor kommt es (ber
die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies zur Induktion von NF-kB, welches wiederum die Expression proinflamma-
torischer Faktoren wie IL-1,-6, -8 und Tumornekrosefaktor alpha (TNF a) foérdert. Eigene, vereinfachte Darstellung

Interessant erscheint die pathophysiologische Bedeutung von AGEs, im Speziellen von Arg-
pyrimidin, bei chronischen Erkrankungen wie Diabetes mellitus. Es konnte immunhistoche-
misch festgestellt werden, dass Media und Intima der GefaRwande (von Niere und Aorta) von
Diabetikern angereichert sind mit Argpyrimidin, wohingegen dieses Stoffwechselprodukt bei
Nichtdiabetikern fehlte (97). Auch weitere diabetische Komplikationen wie Retinopathie und
Neuropathie scheinen im Zusammenhang mit dem Methyglyoxal-Spiegel und seinen Adduk-
ten im Blut und im Gewebe zu stehen (98). Die Menge des Methylglyoxals, aus dem Argpyri-
midin entsteht, scheint dabei abhangig von der Hoéhe des Glucosespiegel im Blut zu sein (96,
99, 100). Bei Patienten mit Leberzirrhose korrelierte der Methylglyoxal-Spiegel signifikant mit
dem Schweregrad der Erkrankung sowie krankheitsassoziierten Komplikationen wie Aszites
(101).

Unter anderem wurde Argpyrimidin auch in Amyloidablagerung von Patienten mit familiarer
Amyloid-Polyneuropathie gefunden und unterstutzt damit die These, dass AGEs eine Rolle bei

der Entwicklung von Amyloiderkrankungen spielt (102).

Auch im physiologischen Zustand reagiert Methylglyoxal mit Proteinen. Hervorzuheben ist hier
vor allem das Hitzeschock-Protein 27 (heat shock protein 27, Hsp27). Dabei wird HSP27 se-
lektiv an Stelle Argyinin 188 (Arg-188) durch Methylglyoxal unter Entstehung von Argpyrimidin
modifiziert. Diese  Modifikation hemmt die Cytochrom-c-vermittelte  Apoptose.
Leukamiezellen zeigten in einer von Sakamoto et al. durchgefuhrten Studie durch diese Modi-

fikation einen Resistenz gegenuber der Chemotherapie-induzierten Apoptose. Hemmt man
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dahingegen jedoch die Argpyrimidin-Modifikation des HSP27, reagieren die Zellen sensibler

auf Chemotherapeutika, in diesem Fall Etoposid und Camptothecin (100).

2.14.1.3 Argpyrimidin und Krebs

Van Heijst et al. untersuchten das Auftreten von Argpyrimidin in verschiedenen Krebsentitaten
und stellten fest, dass es zu einem deutlich divergenten Auftreten kam. So zeigten das Plat-
tenepithelkarzinom des Larynx und das Adenokarzinom der Mamma einen deutlichen Nach-
weis, wohingegen der Nachweis in kolorektalen Karzinomen und Leiomyosarkomen eher ne-
gativ bis schwach positiv ausfiel. Chiavarina et al. hingegen konnten nachweisen, dass es zu
erniedrigten GLO-I und -lI-Spiegeln in kolorektalen Karzinomen (colorectal carcinoma, CRC)
héherer Stadien und erhdhten Methylglyoxal-Spiegeln, angezeigt durch akkumulierte Argpyri-
midin-Addukte, kam (103). Der von Van Heijst et al. erhobene Befund beziiglich des kolorek-
talen Karzinoms unterscheidet sich von den Ergebnissen, die Chiavarina et al. beobachten,
und kénnen moglicherweise auf die kleine Fallzahl (n=5) in van Heijsts Studie zurtickgefuhrt

werden.

Insgesamt Iasst sich jedoch feststellen, dass Argpyrimidin bisher nur wenig Aufmerksamkeit

in der Krebsforschung erhalten hat (104).
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2.14.2 Sirtuin 6

Sirtuine sind eine Enzymgruppe aus Klasse |l Histon-Deacetylasen, die von 1 bis 7 durch-
nummeriert werden. Dabei hat jedes Sirtuin seine individuelle Funktion und unterscheidet sich

auch hinsichtlich der Wirkung in verschiedenen Geweben und bésartigen Tumoren.

Sirtuin 6 (SIRT6) wird besonders stark in den Zellen des Thymus, der Skelettmuskeln und des
Gehirns exprimiert (105). SIRT6 findet sich eng verbunden mit dem telomeren Chromatin im
Zellkern, wo es die Genexpression reguliert und auf Inflammation, den Glucosemetabolismus
sowie die Genomstabilitat Einfluss nimmt (106) (107) (3). Es ist ein Nicotinamid-Adenin-Dinuk-
leotid (NAD+)-abhangiges Enzym mit Mono-ADP-Ribosyltransferase-Aktivitat (ADP = Adeno-
sindiphosphat), welches spezifisch an Lysin-acetylierte Histone (u. a. H3K9Ac, H3K18Ac so-
wie H3K56Ac, jeweils benannt nach dem acetylierten Lysinrest) bindet und diese deacetyliert.
Dieser Prozess geschieht vor allem in der S-Phase des Zellzyklus. Eine (Hyper-)Acetylierung
scheint im Gegensatz dazu im Zusammenhang mit einer Telomerdysfunktion und konsekutiv
mit der Zellalterung zu stehen. Michishita et al. nehmen daher an, dass SIRT6 einer vorzeitigen
Seneszenz durch Verhinderung der Telomerdysfunktion vorbeugt (106, 108, 109).
Mostoslavsky et al. konnten ebenfalls feststellen, dass SIRT6-Knockout (KO) Mause eine
deutliche genomische Instabilitdt aufweisen, welche sich in Form von ,chromosomaler
Translokationen, fragmentierter Chromosomen, abgeldster Zentromere und Licken® zeigt
(105). Phanotypisch wiesen die SIRT6-KO-Mause bereits jung alterstypische Degenerationen
(beispielsweise Osteopenie, Lordokyphose) auf. SIRT6 steht im Zusammenhang mit dem sel-
tenen, autosomal-rezessiv vererbten Werner-Sydrom. Dabei handelt es sich um eine Erkran-
kung, bei der die Erkrankten ab der Pubertat oder spatestens ab der frihen Adoleszenz vor-
zeitig altern. Ursachlich ist dabei eine Mutation im Werner-Gen (WRN), welches fur eine RecQ-
Typ- Helikase kodiert. Dieses Protein verbessert physiologisch durch Bindung am Telomer
dessen Stabilitat (110). Michishita et al. erkannten eine Verbindung zwischen dem Werner-
Protein und SIRT6 und postulierten, dass die beiden Proteine gemeinsam ,die Entstehung
struktureller Anomalien an den Telomeren verhindern®. Dabei scheint SIRT6 die Verbindung
des WRN-Proteins am Telomer zu stabilisieren und so die Telomerreplikation zu gewahrleis-
ten. Bei Patienten mit dem Werner-Syndrom ist die Bindung von WRN-Protein und SIRT6 ge-
stort und sie werden klinisch mit einer Progerie apparent (106).

Die erhdhte Anfalligkeit fir DNA-Schaden bei SIRT6-defizienten Zellen scheint sowohl auf ei-
ner defekten Basenexzisionsreparatur (base excision repair (BER)) als auch Reparatur von
Einzel- und Doppelstrangbriichen (single-strand break (SSB), double-strand break (DSB)) zu
beruhen. Die DNA-Reparatur wird durch SIRT6 geférdert, indem SIRT6 mit dem Repara-
turenzym PARP1 (Poly(ADP-Ribose)-Polymerase 1) bindet. Dies gilt vor allem fur die DNA-

Reparatur unter oxidativem Stress (105, 111, 112).
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Mause, bei denen SIRT6 gehemmt wird, fehlt die Fahigkeit, DNA-Schaden nach Infrarot-Ein-
wirkung zu beheben. Mostoslavsky et al. stellten bei SIRT6-KO-Mausen fest, dass diese eben-
falls empfindlicher auf Wasserstoffperoxid (H20:) und Methylmethansulfonat (MMS), welche
beide Einzelstrangbrichen in der DNA hervorrufen kdnnen, reagierten. Es kam jedoch zu kei-
ner Uberempfindlichkeit gegeniiber ultraviolettem Licht (UV-Licht) kam, wenn SIRT6 fehlte
(105). Auch kurzlich veréffentlichte Ergebnisse bestatigen diese vielfaltige Rolle von SIRT6 bei

Seneszenz und Alterserkrankungen (113).

Wichtiger Faktor zur Induktion mitotischer Fehler und zellularer Seneszenz scheint au3erdem
eine Uberexpression perizentromerer Satelliten-DNA zu spielen. Die Trankskription dieser re-
petitiven Sequenzen im Genom kann durch SIRT6-vermitteltes Chromatin-Silencing aufgehal-
ten werden (109).

Der Abbau von SIRT6 erfolgt proteosomal, kann aber durch die Ubiquitin-specific protease 10
(USP 10) vermindert werden (114).

2.14.2.1 SIRT6 und Stoffwechsel

Es ist bekannt, dass Tumoren ihren Stoffwechsel auch unter aeroben Bedingungen bevorzug
uber eine verstarkte Glykolyse betreiben (= Warburg Effekt). Zellen, denen experimentell die
Fahigkeit zur Expression von SIRT6 genommen wurde, praktizieren diese Form der Energie-
bereitstellung ebenfalls verstarkt und verringern die Ablaufe der Atmungskette (115), (116).
Dazu muss man verstehen, dass der Trankskriptionsfaktor HIF1a (Hypoxie-induzierter Faktor
1a) neben der direkten Inhibition der Atmungskette die Expression wichtiger Glykolyseenzyme
induziert (117). Bei diesen Glykolyseenzymen handelt es sich u. a. um GLUT1 (Glukosetrans-
porter 1) und Pdk1 (3-Phosphoinositide-dependent protein kinase-1), die bewirken, dass Glu-
kose in die Zelle aufgenommen (z. B. durch GLUT1) und verstoffwechselt werden kann (115,
118). SIRT6 gilt als Repressor fur HIF1a und bei seinem Fehlen kann HIF 1a verstarkt wirken.
Um dies nachzuweisen, setzt man sowohl SIRT6-Wildtyp (WT)-Zellen als auch SIRT6-defizi-
ente Zellen einem Glukosemangel aus. SIRT6-exprimierende Zellen finden andere Wege der

Energiebereitstellung, wohingegen SIRT6-defiziente Zellen zu einem groRen Teil starben.

Kit et al. fanden zudem heraus, dass SIRT6 ebenfalls eine Rolle im Fettmetabolismus spielt.
Patienten mit einer Steatosis hepatis (Fettlebererkrankung) zeigten eine verminderte SIRT6-
Expression im Lebergewebe im Vergleich zu gesunden Leberproben. Ein Knockout von SIRT6
fuhrte im Mausmodell zur Entwicklung einer Fettleber bei gesteigerter Triglyceridsynthese und
Glykolyse (119). Im Fettgewebe spielt SIRT6 eine wichtige Rolle im Metabolismus, der Lipo-
lyse und verbessert die Insulinwirkung. Dahingegen fuhrt ein SIRT6-Mangel zu Gewichts- und

Fettzunahme, Inflammation und Insulinresistenz (120).
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2.14.2.2 SIRT6 und Inflammation

SIRT6 wird verdachtig, Inflammation durch gesteigerte Expression verschiedener Zytokine,
unter anderem TNF (Tumornekrosefaktor) a und Interleukin (IL) 8, durch Immunzellen hervor-
zurufen (121, 122). Die TNFa-Sekretion geschieht durch eine sogenannte Demyristoylierung,
also der Deacetylierung langkettiger Fettsauren, am TNFa durch SIRT6 (121, 123). Bauer et
al. stellten heraus, dass SIRT6 in Adenokarzinomzellen des Pankreas zu einer gesteigerten
Inflammation Uber TNFa sowie diverser Interleukine fuhrt. Neben der lokalen Inflammation
fuhren diese Zytokine zu einer verstarkten Angiogenese und zum Zellwachstum. Dennoch war
SIRT6 vermindert in diesen Krebszellen zu finden. Die Forschenden spekulieren, ob SIRT6 zu
bestimmten Zeitpunkten der Karzinogenese Uberexprimiert sein und ,moglicherweise mit fort-

geschrittenen oder hochaggressiven Krebsformen assoziiert sein kdnnte“ (61).

Auf der anderen Seite scheint SIRT6 die Aktivitat des Transkriptionsfaktors NF-kB zu bremsen
und so dessen Regulation auf Gene fir Apoptose, Seneszenz und Inflammation sowie Angio-

genese, Invasion und epithelialer-mesenchymaler Transition zu unterdriicken (124, 125).

SIRT6 hat die Fahigkeit, die IL-4-Produktion zu steigern und so die Entstehung antiinflamma-
torischer M2-Makrophagen zu férdern (126). Des Weiteren kann SIRT6 die Aktivierung von
HIF1a hemmen, sodass dieser seine Funktion als Modulator des Immunsystems (u. a. T-Zell-

Differenzierung, Phagozytenaktivierung) nicht wahrnehmen kann.

2.14.2.3 SIRT6 und Karzinogenese

SIRT6 scheint praventiv auf die Karzinogenese und in frithen Tumorstadien als Tumorsupp-
ressor zu fungieren. Min et al. zeigten, dass SIRT6 in der Anfangsphase der Tumorigenese
Uber die Unterdrickung von Survivin, einem anti-apoptotischen Enzym, die Krebsentstehung
beeintrachtigt (127). Durch die Unterdriickung von Survivin kommt es konsekutiv also verstarkt
zum Zelltod (123). Dies wird unterstiitzt durch Experimente, bei denen eine induzierte Uber-
expression von SIRT6 in Lebertumoren im Anfangsstadium zu einer Wachstumsbeeintrachti-
gung fihrt. Entscheidend scheint in Tumoren die Regulation von SIRT6 durch c-Fos zu sein.
Dabei handelt es sich um einen Teil des protoonkogenen Trankskriptionsfaktors AP-1 (127).
In friihen Tumorstadien wird SIRT6 durch c-Fos gehemmt (123). Ahnliche Resultate erhielten
Sebastian et al. im Mausmodell, in dem gezeigt werden konnte, dass SIRT6 die Tumorinitiie-
rung und das Tumorvoranschreiten von kolorektalen Karzinomen (CRC) in vivo durch die Un-
terdrickung der aeroben Glykolyse und ribosomalen Genexpression hemmt. Dahingegen
scheint die Regulation von SIRT6 in spaten Stadien ausgehebelt zu sein und es ist kein schit-
zender Effekt mehr zu erwarten. Ebenso konnte gezeigt werden, dass (vor allem in frihen

Stadien) die SIRT-Expression in CRC und Adenokarzinomen des Pankreas gehemmt ist und
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die Konsequenz des Fehlens (beziehungsweise des Herunterregulierung) die Rolle als Tumor-
suppressor unterstitzt (118) (vgl. Abbildung 7 und Abbildung 8). Auch bei muskelinvasivem
Harnblasenkarzinom stellten Wu et al. fest, dass die SIRT6-Expression nachliel3, wenn der
Tumor vom Stadium T2 zum Stadium T4 voranschritt (128). Wang et al. wiesen ebenfalls im
Harnblasenkarzinom ein schlechteres Gesamtuberleben bei Verlust von SIRT6 auf und konn-
ten einen Zusammenhang zwischen SIRT6-Mangel und verstarkter Glykolyse durch UHRF1
(Ubiquitin-like, containing PHD and RING finger domains 1) und konsekutiver Aktivierung von
MCT4/HK2 (Monocarboxylate transporter 4/Hexokinase 2) feststellen (129).

Neben dem veranderten Glucosestoffwechsel scheint auRerdem die Regulierung ribosomaler
Proteine entscheidend bei der Karzinogenese und dem Tumorwachstum zu sein. Die Expres-
sion ribosomaler Proteine wird durch den Trankskriptionsfaktor MYC (aviares Myelozyto-
matose-Virus-Onkogen-Homolog) gesteuert. Dabei nennen Sebastian et al. sowie Lerrer et al.
die Funktion von SIRT6 als Regulator des Trankskriptionsfaktors MYC. MYC wird durch SIRT6
unterdrickt, konsekutiv kommt es bei SIRT6-Defizienz zur verstarkten Expression ribosomaler

Proteine und so zum verstarkten Tumorwachstum (118, 130).

log2

Normal | " n v

Stage
(Colon carcinoma)

Abbildung 7: Im Vergleich zum Normalgewebe zeigen Tumoren (im Speziellen Adenokarzinom des Kolons) be-
reits in frithen Stadien eine verminderte Expression an SIRT6.

Aus: (118)
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Abbildung 8: Vergleich von Pankreas- und Kolon-Normalgewebe mit jeweiligen Adenokarzinomen. Es wird deutlich,
dass in der immunhistochemischen Farbung weniger SIRT6 im Tumorgewebe nachzuweisen ist. Rechts davon
Kaplan-Meier-Kurven fiir das krankheitsfreie Uberleben bei Patienten mit Lymphknotenmetastasen (links) und Pa-
tienten mit hohem C-reaktivem Protein (CRP) (rechts): Vergleich SIRT6 geringe versus ausgeprégte Expression.

Aus: (118)

Weiterfihrende Experimente des Teams um Sebastian untersuchten die Expression von
SIRT6 in 253 CRC-Proben. Dabei konnte festgehalten werden, dass das krankheitsfreie Uber-
leben bei Patienten mit hdherer Krankheitsaktivitat (reprasentiert durch Lymphknotenmetasta-
sen und hohen CRP-Werten) assoziiert ist mit niedriger SIRT6-Expression (vgl. Abbildung 8).
Zudem sprechen die Autoren von einer 2,3-fach héheren Rezidivwahrscheinlichkeit und einer
verkirzten Zeit bis zum Rezidiv (118).

Sebastian et al. gehen so weit, dass sie einem SIRT6-Mangel eine ,entscheidende Rolle in
der Tumorentstehung und im Tumorwachstum® zusprechen und benennen SIRT6 als , Tumor-
suppressor, [der] die aerobe Glykolyse unterdrickt”. Dies scheint dabei unabhangig von On-
kogenen mit ERK- und AKT-Signalwegen zu sein, sondern sich auf Tumorwachstum aufgrund
verstarkter Glukoseverwertung zu beziehen (118). Neuere Studien an kolorektalen Karzino-
men zeigten eine negative Korrelation zwischen SIRT6 und Apoptose (im Speziellen der Ano-
ikis). Insbesondere Karzinome im fortgeschrittenen Stadium gingen mit einer Hochregulation
von SIRTG6 einher und beeinflussten, gegensatzlich zu den alteren Ergebnissen von Sebastian,
den MYC-AKT-Signalweg (131).

Neben den Erkenntnissen von SIRT6 als Tumorsuppressor gibt es Studien, die zeigen, dass
SIRT6 auch onkogene/tumorférdernde Eigenschaften aufweist. So stellten Ming et al. heraus,
dass SIRT6 in der Epidermis, genauer in den Keratinozyten, als Tumorpromotor fungiert und
erhdhte SIRT-Spiegel bei UV-B-Strahlung zu Plattenepithelkarzinomen fihren kdnnen (132).

Annliche Ergebnisse erhielten Ran et al. und Fen et al. in ihren Studien zum hepatozellularen
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Karzinom (HCC). Sie konnten einen Zusammenhang zwischen der verstarkten SIRT6-Expres-
sion mit dem Tumorgrading, der Tumorgrof3e und der Gefalinvasion sowie dem verkulrzten
Uberleben herstellen. Feng et al. ziehen nun doch Verbindungen zum ERK-Signalweg, bei
dem die verstarkte Expression von SIRT6 zellulare Seneszenz Uber Herunterregulierung von
p16 und p21 (beides Cyclin-abhangige Kinaseinhibitoren) unterdriickt (133), (134).

Insgesamt scheint SIRT6 kontext- und gewebeabhangig zu agieren und es erfordert weitere
Forschung, um die Rolle von SIRT6 in verschiedenen Tumoren zu verstehen. Durch einen
SIRT6-Mangel kommt es zu mitotischen Funktionsstérungen, welche die Zelle zur Seneszenz
zwingt. Diese Seneszenz kann jedoch auch als tumorsuppressive Reaktion in Krebszellen ver-
standen werden, die ,die Ausbreitung potenziell onkogener genomischer Veranderungen® ver-
hindern soll (109).
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3 Material und Methoden
3.1 Datenerhebung

Es erfolgte eine retrospektive Untersuchung von 245 Tumorproben von Patienten mit Gallen-
gangskarzinomen, die an der Universitatsmedizin Mainz behandelt wurden und ihre Erstdiag-
nose zwischen 1998 und 2015 bekamen. Jede Probengewinnung war dabei aus onkologischer
Sicht indiziert und gefahrdete die Therapie nicht. Die histopathologische Aufarbeitung der Pro-
ben erfolgte durch das Institut fir Allgemeine Pathologie der Universitatsmedizin Mainz.
Die Patientendaten wie beispielsweise Alter, Geschlecht, Risikofaktoren, Tumorstadium, La-
borparameter, Therapieablauf, Histologie sowie Daten zum Follow-Up stammten aus den in-

dividuellen Patientenakten des SAP-Kliniksystems.

3.2 Liste der verwendeten Materialien

Eine Liste der verwendeten Materialen ist dem Anhang zu entnehmen (Tabelle 43).

3.3 Methode — Immunhistochemie

Die immunhistochemische Farbung ist ein diagnostisches Instrument, welches zur Detektion
und Darstellung spezifischer Gewebe eingesetzt wird. Eine Antikdrper-Antigen-Reaktion dient
der Erkennung spezifischer molekularer Zielstrukturen des Antigens (Epitope), um diese fur
den Untersucher mithilfe eines Detektionssystems sichtbar zu machen. So ergibt sich nicht
nur eine quantitative Bewertung der Zielstruktur, sondern es lassen sich auch Ruckschlisse

auf die Lokalisation des Antigens innerhalb der Zelle treffen (135).

Das Verfahren lauft in zwei Schritten ab: ein Primarantikdrper binden an das fur ihn spezifische
Antigen auf oder innerhalb einer Zelle. Der zweite Schritt entscheidet, ob es sich um ein direk-

tes oder indirektes Nachweisverfahren handelt.

Fir das direkte Verfahren ist bereits der Primarantikorper mit einem ,Markermolekail (fluores-
zierender Farbstoff, Enzym, kolloidales Gold) [verknipft, welches] als Ausgangspunkt oder
Katalysator der Farbreaktion dient* (136). Diese Reaktion findet statt, wenn dem Markermole-
kil sein spezifisches Substrat prasentiert wird. Bei dem Markerenyzm handelt es sich bei einer
immunhistochemichen Farbung in den meisten Fallen um Meerrettichperoxidase (horserad-
isch peroxidase, HRP), welche unter Zugabe des Chromogens Diaminobenzidintetrahydroch-
lorid (DAB) zu einem braunlichen Farbeergebnis fuhrt. Der direkte Nachweis bietet Vorteile
durch seine schnelle Durchfuhrbarkeit und geringe Anfalligkeit auf unspezifische Nebenreak-
tionen. Nachteilig ist jedoch, dass bei geringem Vorhandensein des gesuchten Epitops die

Signalstake schwacher ausfallt und es somit schwieriger darzustellen ist.
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Dem gegenuber steht das indirekte Nachweisverfahren, welches eine zwischengeschaltete
zweite Reaktion zwischen einem nativen Primarantikérper und einem weiteren Sekundaranti-
korper beinhaltet. Dieser Sekundarantikérper tragt den Marker, der dann in einem weiteren
Schritt die Reaktion eingeht, welche die Farbereaktion erzielt. Dadurch, dass auf einem Pri-
marantikorper bei Verwendung eines Linkers mehrere Sekundarantikdrper binden koénnen,
kommt es zur Signalverstarkung und besseren Detektion des gefragten Antigens (siehe Abbil-
dung 9), umgekehrt sind Kreuzreaktionen mit endogenen Antikérpern und Nebenreaktionen
mogliche Fehlerquellen. Sind die Antikdrper mit fluoreszierendem Farbstoff markiert, spricht

man von Immunfluoreszenz.

Antigen
® Meerrettichperoxidase

B Linker
braune Farbereaktion

% ®
DAB DABf
braune Farbereaktion
& Sekundarantikdrper
DAB / \
VAN

/ L\ Primarantikorper \\

Direkter Nachweis Indirekter Nachweis

Abbildung 9: direkter (links) und indirekter (rechts) immunhistochemischer Nachweis

Eigene Abbildung, modifiziert nach: (137)

3.4 Materialverarbeitung

Nach der Materialgewinnung durch Biopsieentnahme oder Operation, Aufbereitung und Un-
tersuchung des Tumors im Rahmen der Diagnosesicherung werden die Proben durch Formal-
dehyd in Paraffin haltbar gemacht. Die in Paraffin eingebetteten und Formaldehyd-behandel-
ten Schnitte missen dann jedoch durch ein mehrschrittiges Verfahren auf die immunhistoche-

mische Farbung vorbereitet werden. Dieses Verfahren wird im Folgenden beschrieben.
3.4.1 Vorbereitung

Mit Hilfe eines Mikrotoms werden 3 um dicke Schnitte vom Parrafinblock angefertigt, auf einen
Objekttrager aufgezogen und getrocknet. Vor der Farbung werden die Schnitte Gber Nacht auf
37°C erwarmt werden und am Folgetag 3 x 3 Minuten in aufeinander folgenden Xylolbadern
entparaffiniert und mittels absteigender Alkoholreihe (3 Minuten 100% Ethanol, 3 Minuten 96%
Ethanol, 3 Minuten 80% Ethanol, 3 Minuten 70%, 3 Minuten 50% Ethanol) und dreiminitigem
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Aqua destillata (Aqua dest.) - Bad rehydriert. Durch die Rehydrierung wird in spateren Schrit-
ten eine bessere Bindung zwischen Epitop und dem in wassriger Losung befindlichen Antikor-
per ermdglicht. Die rehydrierten Schnitte werden flr die folgenden Farbeschritte mit dem Dako
Real™ Cytomation Pen, welcher eine hydrophobe Barriere um die Gewebeprobe schafft, um-

randet.

3.4.2 Demaskierung

Um das gewtinschte Epitop auf den Geweben besser darzulegen, werden die Schnitte im Ci-
tratpuffer (EnVision™ FLEX Target Retrieval Solution, pH-Wert 6) fiir 35 Minuten im Dampf-
garer demaskiert. Dadurch lockert sich die Struktur so auf, dass die Epitope, in diesem Fall
Sirtuin 6 und Argpyrimidin (79), besser vom Antikérper erkannt werden kdnnen. Die Schnitte
werden 7 Minuten mit Leitungswasser abgekihlt und dann 5 Minuten mit dem EnVision™
Wash Buffer (Phosphate-Buffered-Saline (PBS)) in einer 1:20 Verdiinnung gewaschen. Nach

abgeschlossener Demaskierung werden die Préaparate in den Dako™ Autostainer transferiert.

3.4.3 Blockierung der endogenen Peroxidase

Da in anschlieBenden Schritten Merrettich-Peroxidase (englisch: Horseradish-Peroxidase,
HRP) - konjugierte Antikdrper Anwendung finden, kann es durch die endogene Peroxidase der
Cholangio- und Hepatozyten im Gewebe zu stérenden Hintergrundfarbungen kommen. Diese
kdénnen vermieden werden, indem die zelleigene Enzymaktivitat mithilfe von 3%-igem Was-
serstoffperoxid in Methanol ausgeschaltet wird. Dazu werden den Praparaten EnVision™

FLEX Peroxidase-Blocking Reagent fur 5 Minuten zugesetzt und anschlieend gewaschen.

3.4.4 Primarantikdrper

Weiterhin im Autostainer werden zu den Praparaten nun die Primarantikrper hinzugefugt.
Dabei handelt es sich bei Argpyrimidin um einen monoklonalen Maus-Antikorper in der Ver-
dinnung 1:1000. Der SIRT-6-Antikorper ist ein polyklonaler Antikdrper aus dem Kaninchen mit
1:300 Verdinnung (siehe Materialliste). Beide Primarantikdrper wurden jeweils Gber Nacht in-
kubiert und binden an das entsprechende Epitop im Sinne einer Antigen-Antikdrper-Bindung.
Am Folgetag erfolgt nach dreimaligem Waschen mit Waschpuffer eine 15-minitige Inkubation
mit einem Linker (EnVision™ FLEX + Rabbit fir SIRT/ + Mouse fiir MAGE), dieser fordert eine

verstarkte Bindung des Sekundarantikorpers.

3.4.5 Sekundarantikérper

Im Folgeschritt wird nun nach erneutem Waschen der Sekundarantikérper erganzt. Dabei han-
delt es sich um den EnVision™ FLEX /HRP visualization reagent, der sich gegen den Linker
richtet und daran bindet. Der Sekundarantikérper wird fur beide Farbungen jeweils 20 Minuten

inkubiert. An den Sekundarantikdrper ist das Enzym Peroxidase Uber einen Enzym-Biotin-
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Komplex konjugiert, welches nach Zugabe des Chromogenes (EnVision™ FLEX DAB+ Chro-

mogen, 2 x 5 Minuten) fur die Braunfarbung verantwortlich ist.

FLEX+ protocol

Labdled
Poymy

Labeled
Poyma
i et |
VAN o8 DA /\\ o oA
AN AN S0 a4 4
Antibody mouse or rabbit Linker HRP conjugated polymer Chromogen Brown DAB

Abbildung 10: schematische Darstellung der immunhistochemischen Farbung nach dem DAKO Flex + Protokoll

Aus: (138)
3.4.6 Gegenfarbung

Eine Gegenfarbung mit 10%-igem Hamalaun (EnVision™ FLEX Hematoxylin) fiir drei Minuten

und anschlieRendem Blauen in Leitungswasser flr zehn Minuten farbt die Zellkerne blau.

Zur Qualitatskontrolle werden bei jedem Farbevorgang jeweils eine Positiv- (Argpyrimidin:
Mamma und Osophagus und Sirtuin 6: Magen und Osophagus) und eine Negativkontrolle

(ohne Primarantikorper) gefarbt.

3.4.7 Entwéassern und Eindecken in Entellan®

In umgekehrter Reihenfolge zum Vorbereitungsprozess, werden die Praparate nun in Aqua
dest., einer aufsteigenden Alkoholreihe (50%, 70%, 80%, 96%, 100% Ethanol) und dreifachen
Xylol-Bad fur jeweils drei Minuten dehydriert. Die Schnitte werden anschlieRend mit Entellan®

eingedeckt.

3.4.8 Vorbereitung der Farbeprotokolle

Vergleichsfarbungen Mamma/Osophagus und Magen/Osophagus

Zur Testung der immunhistochemischen Farbungen mit dem Argpyrimidin- und dem Sirtuin 6
-Antikoérper wurden Vergleichsfarbungen mit Mamma und Osophagus (Argpyrimidin) bzw. mit
Magen und Osophagus (Sirtuin 6) durchgefiihrt. Fir Argpyrimidin war in der nicht-tumorésen
Mamma von einer schwachen Farbung auszugehen (139), wohingegen fiir den Osophagus

keine Vorkenntnisse bestanden. Flr die Mamma zeigte sich bei den Vergleichsfarbungen ein
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heterogenes Farbeergebnisse mit zum Teil schwachen und zum Teil starken Farbungen.
Ebenso war interessant, dass sich in der Farbung der Mamma vorwiegend zytosolische, zum
Teil aber auch nukledre Farbung auf Argprimidin fand (vgl. Abbildung 47, Abbildung 48, Abbil-
dung 49 im Anhang).

Far Sirtuin 6 gab es im Vorfeld keine verlasslichen Daten zum Nachweis im gesunden Magen-
und Osophagusgewebe. Hier zeigte sich in den Vergleichspraparaten eine eher schwache
Farbung (vgl. Abbildung 50 im Anhang).

Negativkontrollen erfolgten durch das Auslassen des Primarantikdrpers, um unspezifische

Anfarbungen sowie Hintergrundfarbungen zu erkennen bzw. auszuschlie3en.

3.4.9 Farbeprotokoll im Uberblick
1. Vorbereitung/Entparaffinierung

Erhitzen auf 37°C uber Nacht
Xylol 3 Minuten
Xylol 3 Minuten
Xylol 3 Minuten
Ethanol 100% 3 Minuten
Ethanol 96% 3 Minuten
Ethanol 80% 3 Minuten
Ethanol 70% 3 Minuten
Ethanol 50% 3 Minuten
Aqua dest. 3 Minuten
Umrandung mit Dako Real™ Cytomation Pen
2. Demaskierung
Dampfgarer
EnVision™ FLEX Target Retrieval Solution pH6 35 Minuten
Waschen in EnVision™ Wash Buffer, 3x 5 Minuten
3. Blockierung der endogenen Peroxidase
Praparat EnVision™ FLEX Peroxidase-Blocking Reagent 5 Minuten
Waschen in EnVision™ Wash Buffer, 3x 5 Minuten
4. Primarantikdrper
MAGE Primarantikérper (1:1000), mouse uber Nacht
Oder SIRT-6 Primarantikorper (1:300), rabbit Uber Nacht
Waschen in EnVision™ Wash Buffer, 3x 5 Minuten
EnVision™ FLEX + Rabbit (79) 15 Minuten
Oder EnVision™ FLEX + Mouse (SIRT-6) 15 Minuten
Waschen in EnVision™ Wash Buffer, 3x 5 Minuten
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5. Sekundarantikérper

EnVision™ FLEX /HRP visualization reagent 20 Minuten
Waschen in EnVision™ Wash Buffer, 3x 5 Minuten
EnVision™ FLEX DAB+ Chromogen 2 x 5 Minuten
Waschen in EnVision™ Wash Buffer 5 Minuten

6. Gegenfarbung
EnVision™ FLEX Hematoxylin, 10%ig 3 Minuten
Blduen in Leitungswasser 10 Minuten

7. Entwassern und Eindecken

Aqua dest. 3 Minuten
Ethanol 50% 3 Minuten
Ethanol 70% 3 Minuten
Ethanol 80% 3 Minuten
Ethanol 96% 3 Minuten
Ethanol 100% 3 Minuten
Xylol 3 Minuten
Xylol 3 Minuten
Xylol 3 Minuten

Eindecken mit Entellan®

3.5 Histopathologische Auswertung

Die Bewertung der immunhistochemischen Farbungen der cholangiozellularen Karzinome
wurde in Zusammenarbeit mit dem Institut fir Allgemeine Pathologie der Universitatsmedizin
in Mainz durchgefuhrt. Dabei erfolgte die Bewertung primar durch die Doktorandin selbst sowie
durch Herrn Dr. med. Dirk Ridder. Als weitere Ansprechpartnerin stand Frau Univ.-Prof. Dr.
med. Beate Straub zur Verfliigung. Alle Praparate wurden zweifach bewertet, bei abweichen-
dem zweiten Bewertungsergebnis konnte durch gemeinsame Jurierung ein Konsens gefunden
werden. Als Lichtmikroskop diente das Modell BX51 von der Firma Olympus (maximale Ver-
gréRerung 400) mit der entsprechenden Kamera (Modell U-TV1X-2, U-CMAD3, Color View II).

Um das Karzinom vom Normalgewebe zu unterscheiden, wurden allgemeingultige Kriterien
maligner Gewebeveranderungen betrachtet: Zellpolymorphien mit Atypien der Zellkerne sowie
Mitosen, eine zum Teil ausgepragte desmoplastische Stromareaktion, Gallengangsproliferate
in der Tumorperipherie, Infiltration des Lebergewebes (insbesondere Sinusoide) und Peri-
neuralscheiden sowie Differenzierungsverluste des Gallengangepithels. Haufig ist zudem die

Kern-Plasma-Relation zugunsten der Zellkerne verschoben.
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Far die Bewertung der immunhistochemisch angefarbten Schnitte wurden folgende Eigen-

schaften bewertet:

1. Farbeintensitat (negativ (0), schwach (1), moderat (2), stark (140)) der Tumorzellen

2. Prozentualer Anteil der gefarbten Flache des Tumors (0-100%)

3. Zytosol- und/oder Zellkernfarbung

4. Bei SIRT6: Anteil und Intensitat (negativ (0), schwach (1), moderat (2), stark (140)) der
in der Leber gefarbten Zellen

5. Weitere Auffalligkeiten (zum Beispiel andere gefarbte Zellen)

3.6 Immunhistochemische Farbeergebnisse

Um die Expression der immunhistochemischen Marker zu quantifizieren, wurde sich dem Im-
munreaktiven Score (14) nach Remmele und Stegner bedient (siehe Abbildung 11). Dieser
Score wurde 1987 entwickelt, um den Hormonrezeptorstatus von Progesteron- und Ostrogen-
rezeptoren bei Mammakarzinomen zu bewerten. Dazu wird entnommenes Gewebe immun-
histochemisch angefarbt und wie folgt bewertet: die Farbeintensitat (0: negativ, 1: schwach, 2:
mittel, 3: stark) wird mit dem Prozentsatz der angefarbten Tumorzellen (0: negativ, 1: <10%,
2: 10-50%, 3: 51-80%, 4: >80%) multipliziert, sodass sich Werte von 0 bis 12 (Percent Points
(PP)) ergeben (141).

Farbeintensitat Anteil positiver Tumorzellen max. Wert
0 = keine Farbereaktion 0 = keine positiven Zellen
1 = schwache Farbereaktion 1 = <10% positive Zellen
2 = maRige Farbereaktion 2 = 10 - 50% positive Zellen 3x4=12
3 = starke Farbereaktion 3 = 51 -80% positive Zellen

4 = > 80% positive Zellen

Abbildung 11: Immunreaktiver Score (14) nach Remmele und Stegner in der Originalversion

Aus: (142)
Der immunreaktive Score nach Remmele und Stegner bewertet Mammakarzinome mit einem
Score von 0 als negativ, von 1 bis 3 als schwach positiv, zwischen 4 und einschliellich 6 als

maRig positiv und ab 8 als stark positiv (143).

3.6.1 Immunreaktiver Score fir Argpyrimidin (79)
Far Argpyrimidin fiel auf, dass das Farbeergebnis eher schwach ausfiel. Im Vorhinein gab es

keinen Hinweis fur die zu erwartende Farbeintensitat, da Argpyrimidin zum einen bisher wenig
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untersucht wurde und das Farbeergebnis je nach Ursprungsort des Tumors sehr unterschied-
lich ausfiel. Fur Argpyrimidin wurde der Immunreaktive Score (14) abgewandelt, sodass sich

folgende Einteilung ergab:

Tabelle 8: Modifizierter Inmunreaktiver Score fiir Argpyrimidin

Intensitat Anteil der gefarbten Tumorzellen
0: negativ 0: 0%
1: schwach positiv 1:<5%
2: maRig positiv 2:5-45%
3: stark positiv 3:46 - 70%
4:>70%

3.6.2 Immunreaktiver Score fur Sirtuin 6

Sirtuin 6 wurde bisher zwar in mehr Studien untersucht als Argpyrimdin, dennoch gab es im
Vorfeld keine Abschatzung, wie der Farbenachweis im CCC ausfallen wirde. Fur SIRT6 wurde
der Immunreaktive Score (14) abgewandelt, sodass sich folgende Einteilung sowohl fir den

Tumor als auch fur die Leberbewertung ergab:

Tabelle 9: Modifizierter Inmunreaktiver Score fiir Sirtuin 6

Intensitat Anteil der gefarbten Tumorzellen
0: negativ 0: 0 bis 2,49%
1: schwach positiv 1:2,5-25%
2: maRig positiv 2:26 - 50%
3: stark positiv 3:51-75%
4:>75%

In der SIRT6-Farbung fiel auf, dass sich sowohl das Zytosol als auch der Nukleus positiv auf
SIRT6 zeigten. Dabei herrschte jedoch eine deutliche Inhomogenitat innerhalb der Kohorte
und die Tumoren zeigten sich zum Teil mit Zytosol- oder Kernfarbung oder wiesen in beiden
Zellkompartimenten SIRT6 auf. Daher floss unter dem Punkt ,Flache“ der hGhere Prozentwert

in den IRS, unabhangig davon, ob es der der Zytosol- oder der Kernfarbung war.
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3.7 Statistische Analysen

3.7.1 Allgemeines

In den Jahren 1998 bis 2015 konnte an der Universitatsmedizin Mainz von 245 Patienten, bei
denen ein cholangiozellulares Karzinom diagnostiziert wurde, histopathologisches Material ge-
wonnen werden, welches flr diese Dissertationsarbeit genutzt werden konnte. Die Tumoren
wurden anhand des ICD-10 (iCCA (C22.1), eCCA (C24), Gallenblasentumoren (C23)) katego-
risiert und das Krankheitsstadium abhangig von TumorgréRe sowie Lymphknoten- und Fern-
metastasenstatus (TNM-Stadium) einem UICC-Stadium (0 bis 4) zugeteilt. Die Zuteilung er-
folgte nachdem jeweils glltigen UICC-Nomenklatur. Die Ergebnisse der mikroskopischen Be-
wertung und der immunhistochemischen Farbung sowie klinisch-pathologische Merkmale der
Patienten (u. a. Laborparameter, Risikofaktoren, Therapie) wurden in einer Microsoft®
Exceltabelle zusammengetragen und anschlielend in das Statistikprogramm SPSS® Uber-
fuhrt. Die statistische Analyse erfolgte mit der Statistiksoftware IBM® SPSS® Statistics (Ver-
sionen 23, 25 und 27) der Firma IBM® (Armonk, NY, USA). Zusatzlich erfolgte eine statistische
Beratung und Prifung durch das Institut fir Medizinische Biometrie, Epidemiologie und Infor-
matik (IMBEI) der Johannes-Gutenberg-Universitat, im Speziellen von Herrn Brahim Aboulma-

ouahib.

Zunachst erfolgte eine deskriptive Analyse des Gesamtkollektivs, deren Ergebnisse tabella-
risch, graphisch oder in Textform prasentiert wurden. Kategoriale Daten wurden anhand ihrer
Verteilung in Anzahl (n) und Haufigkeit in Prozent (%) angegeben. Stetige Variablen wurden
durch Mittelwerte, Mediane, Standardabweichungen, Minimum sowie Maximum und Quartile
charakterisiert. Die Testung auf Normalverteilung erfolgte durch einen Shapiro-Wilk-Test. Fur
normalverteilte Daten wurden paramterische Tests (u. a. t-Test/ANOVA/Pearson-Korrelation),
fur nicht-normalverteilte Daten nicht-paramterische Test (u. a. Mann-Witney U Test/Kruskal-
Wallis-Test) angewendet.

Das Signifikanzniveau wurde auf 0,05 festgelegt, sodass bei p-Werten < 0,05 die Ho-Hypo-

these verworfen werden konnte.

Die Ho-Hypothese beschéaftigte sich mit der Frage, ob es Unterschiede hinsichtlich des Uber-
lebens und weiterer patienten- und tumorspezifischer Charakteristika beim Nachweis von Arg-
pyrimidin oder Sirtuin 6 gab. Die Ho-Hypothese lautete zusammenfassend: Der Nachweis von
Argpyrimidin beziehungsweise Sirtuin 6 in cholangiozellularen Karzinomen fihrt zu keinem
Unterschied im Uberleben oder im Hinblick auf patienten- oder tumorspezifische Merkmale im
Vergleich zu Patienten mit cholangiozellularen Karzinomen ohne Nachweis von Argpyrimidin
oder Sirtuin 6 im Tumor. Diese galt es zu widerlegen. Nebenhypothesen beschaftigten sich mit

der Frage nach der Bedeutung der subzellularen Lokalisation von Sirtuin 6 (Kern vs. Zytosol)
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fur die Prognose, insbesondere beim intrahepatischen CCC, und einem mdglichen Zusam-
menhang zwischen der Sirtuin-6-Expression im umgebenden Lebergewebe und dem Tumor-

verhalten.

3.7.2 Kreuztabellen

Zusammenhange zwischen der Argpyrimidin- und Sirtuin-6-Positivitat und patienten- bzw. tu-
morspezifischen Charakteristika wurden anhand von Kreuztabellen dargestellt. Dazu wurden
Variablen z. T. dichotomisiert (z. B. CA 19-9-Serumspiegel < 37 kU/I (Norm) versus = 37 kU/I
(Uber dem Normbereich)). Eine mogliche Abhangigkeit der Variablen der Vierfeldertafel wurde
mit Hilfe des exakten Tests nach Fisher getestet. Auch hier lag das Fehlerniveau fur Fehler
erster Art (a-Fehler) bei 5%.

3.7.3 Uberlebensanalysen nach Kaplan-Meier

Kaplan-Meier-Analysen erlauben eine Schatzung tber den Einfluss des Argpyrimidin- und Sir-
tuin-6-Expression auf das Gesamtlberleben, welches sich aus dem Zeitpunkt der Erstdiag-
nose bis zum Todestag bzw. Lost of follow up definiert. Patienten, zu denen keine Angaben
Uber das Uberleben vorlagen oder die 2015 nach Ende der Datenerhebung noch lebten, wur-
den zum Ende der letzten Datenerhebung zensiert (Lost of follow up). Bei der Analyse werden
stets zwei bis vier Uberlebenskurven miteinander verglichen. Zum Vergleich des Uberlebens
zweier Gruppen wurde der Log Rank-Test zur Signifikanzprifung genutzt. Ein p-Wert unter
0,05 erlaubte es uns, von der Nullhypothese abzuweichen und einen signifikanten Unterschied

der beiden Gruppen anzunehmen.

Prognostische Faktoren wurden mit Hazard Ratio (HR), 95% Konfidenzintervall (KI) und p-

Werten in Beziehung gesetzt.
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4 Ergebnisse

4.1 Deskription

Das aktualisierte und dokumentiere Patientenkollektiv der Universitatsmedizin der Johannes-

Gutenberg-Universitat umfasste 245 Patienten, bei denen in den Jahren 1998 bis 2015 ein

cholangiozellulares Karzinom diagnostiziert wurde. Tabelle 10 und Tabelle 11 fassen alle

grundlegenden Patienten- und Tumorcharakteristika zusammen, Tabelle 12 zeigt das Uberle-

ben.

Tabelle 10: Grundlegende Patientencharakteristika und Laborwerte bei Erstdiagnose. eCCC = extrahepatische
cholangiozelluldre Karzinome, iCCC = intrahepatische cholangiozelluldre Karzinome, GBT = cholangiozelluldre
Karzinome der Gallenblase, IQA= Interquartilsabstand, n= Anzahl, ALT (GPT) = Alanin-Aminotransferase (Gluta-
mat-Pyruvat-Transaminase), AST (GOT) = Aspartat-Aminotransferase (Glutamat-Oxalacetat-Transaminase), INR=
International Normalized Ratio, CA 19-9 = Carbohydrate-Antigen 19-9, Tumormarker fiir cholangiozellulére Karzi-
nome. 2 p-Wert (Pearson-Chi-Quadrat), » p-Wert (Kruskal-Wallis), ¢ p-Wert (exakter Test nach Fisher). Paarweise
Vergleiche im Anhang (vgl. Tabelle 44).

Grundlegende Patientencha- | eCCC iCCC GBT p-Wert 2> Gesamt

rakteristika (31,4%, n = | (66,5%, n = | (2,1%,n=15) (100%, n =
77) 163) 245)

Alter in Jahren, Median (IQA) | 64 (57,5-71) | 65 (56-72) 67 (60-76,5) | 0,638° 65 (58-71)

(n=245)

Geschlecht, n (%) (n=245) <0,001°

Mannlich 54 (70,1) 74 (45,4) 2 (40) 130 (53,1)

Weiblich 23 (29,9) 89 (54,6) 3 (60) 115 (46,9)
Komorbiditdten und Risikofak-
toren n (%)

Diabetes mellitus | 6 (7,8) 26 (16) 1 (20) 0,1912 33 (13,5)

(n=244)

Alkohol (n=244) 2 (2,6) 10 (6,2) 0 (0) 0,493 12 (4,9)

Nikotin (n=244) 7(9,1) 19 (11,7) 0(0) 0,634 26 (10,6)
Laborwerte bei Erstdiagnose
Laborparameter, Median (IQA)

ALT (GPT) in mg/dl | 96 (58-232) | 32(21-50,25) | 31,5 (27,25- | <0,001° 40 (24-90)

(n=205) 71)

AST (GOT) in mg/dl | 76 (49-125) | 35(28-54,25) | 28,5 (21,25- | <0,001° 44 (30,5-

(n=205) 43,25) 74,5)

Albumin in g/l (n=184) | 31 (23,75- | 35(25,75-40) | 28,5 (21,25- | 0,211° 33 (25-39)

36,25) 43,25)

Bilirubin in mg/dl | 4,06 (1,09- 0,65 (0,42- | 0,74 (0,51- | <0,001° 0,82 (0,5-

(n=205) 9,01) 1,01) 5,5) 1,92)

INR (n=205) 1(0,9-1) 1(1-1,1) 1,05 (1-1,4) 0,14° 1(1-1,1)
Tumormarker CA 19-9, Median | 140,05 40,5 (15- | 1180 67 (21,4-
(IQA) (n=143) (35,13- 182,1) (602,55- 0,006° 368,9)

749,85) 18143,7)
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Tabelle 11: Tumorcharakteristika bei Erstdiagnose anhand der TNM- und UICC-Klassifikation (Union internationale
contre le cancer). Tis = Carcinoma in situ. T = Tumorgré8e, N+ = Lymphknotenmetastasen, M+ = Auftreten von

Fernmetastasen. @ p-Wert (Pearson-Chi-Quadrat), * p-Wert (Kruskal-Wallis), ¢ p-Wert (exakter Test nach Fisher).

Tumorcharakteristika bei | eCCC iCCC GBT p-Wert 2> Gesamt
Erstdiagnose
UICC-Stadium  (n=227)
(%)
<2 30 (40,5) 75 (50,7) 1 (20) 0,1862, 106 (46,7)
3-4 44 (59,5) 73 (44,8) 4 (80) 0,194¢ 121 (53,3)
Differenzierung (n=233) 0,429?,
(%) 0,407°
Gut 3(3,9) 3(2) 0(0) 6 (2,6)
Gut-mittel 16 (21,1) 31(20,4) 1(20) 48 (20,6)
Mittel 40 (52,6) 78 (51,3) 2 (40) 120 (51,5)
Mittel-niedrig 11 (14,5) 16 (10,5) 2 (40) 29 (12,4)
Niedrig 6(7,9) 24 (15,8) 0 (0) 30 (12,9)
TumorgroBe (T-Status) 0,0213,
(n=243) (%) <0,001°
Tis 1(1,3) 0 (0) 0 (0) 1(0,4)
T1 6 (7,9) 52 (32,1) 0 (0) 58 (23,9)
T2 45 (59,2) 61 (37,7) 2 (40) 108 (44,4)
T3 18 (23,7) 47 (29) 1 (20) 66 (27,2)
T4 6(7,9) 2(1,2) 2 (40) 10 (4,1)
Lymphknoteninvasion 30 (40,5) 50 (34) 2 (40) 0,6523, 82 (36,3)
(N+) (n=226) (%) 0,623°
Fernmetastasen (M+) | 6 (9,7) 14 (9,2) 1(25) 0,63223, 0,47°¢ | 21 (9,6)
(n=218) (%)
Tabelle 12: Zusammenfassung des Gesamtiiberlebens nach Kaplan-Meier in Monaten.
Uberleben eCCC iCCC GBT p-Wert (Log | Gesamt
Rank)
Medianes Gesamtiiberle- | 22,64 (16,9- | 23,52 (18,13- | 22,83 (0,0- | 0,036 (Chi- | 23,52 (19,15-
ben nach Kaplan-Meier in | 28,37) 28,92) 46,68) Quadrat 27,9)
Monaten (95%-Konfiden- 6,664, df 2)
zintervall) (n=245)
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4.1.1 Grundlegende Patientencharakteristika

Das Gesamtkollektiv von 245 Patienten setzte sich aus 130 Mannern (53,1%) und 115 Frauen
(46,9%) mit cholangiozellularem Karzinom zusammen. Insgesamt verteilte sich die Gruppe auf
163 (66,5%) intrahepatische, 77 (31,4%) extrahepatische (mit 73 (30%) Klatskin-Tumoren)
und 5 (2,1%) Gallenblasenkarzinome. Die Klatskin-Tumoren teilten sich nach der Bismuth-

Corlette-Klassifikation wie folgt ein (vgl. Tabelle 13):

Tabelle 13: Verteilung der Klatskin-Tumoren des Patientenkollektivs anhand der Klassifikation nach Bismuth und
Corlette. Das Kollektiv schloss 77 (30% des Gesamtkollektivs) Patienten mit Klatskin-Tumoren ein, von denen der
GroB3teil (46,8%) Stadium 1V, beide Hepatikushauptéste betreffend, zuzuordnen war.

Bismuth-Corlette-Klassifikation

Stadium n (%)
I 2(2,6)
Il 3(3,9)
1] 24 (31,2)
v 36 (46,7)
un- 12 (15,6)
be-
kannt
ge- 77 (100)
samt

Das Durchschnittsalter in der Gesamtkohorte lag bei 63,57 Jahren (Standardabweichung +
11,1 Jahre), der Median bei 65 Jahren (IQA 58-71 Jahre). Dabei war der jlingste Patient zum
Zeitpunkt der Erstdiagnose 32 Jahre alt, der dlteste 84 Jahre. Die Altersverteilung unterschied
sich zwischen den Geschlechtern kaum (im Median bei 4: 64 Jahre (IQA 58-70 Jahre) und :
66 Jahre (IQA 55-72 Jahre)). Ebenso lag das Alter bei eCCC und iCCC nah beieinander
(eCCC: Median: 65 Jahre (IQA 57,5-71 Jahre), Minimum: 39 Jahre, Maximum 84 Jahre; iCCC:
Median 65 Jahre (IQA 56-72 Jahre), Minimum: 32 Jahre, Maximum 84 Jahre). Patienten mit
Gallenblasenkarzinomen waren in der Kohorte etwas alter (Median: 67 Jahre (IQA 60-76,5
Jahre), Minimum 59 Jahre, Maximum 81 Jahre). Die mannlichen Patienten des Kollektivs wie-
sen zu 56,9% (n=74) intrahepatische, zu 41,5% (n=54) und zu 1,5% (n=2) Gallenblasenkarzi-
nome auf, bei Frauen lag das intrahepatische Karzinom in 77,4% (n=89) der Félle vor, extra-
hepatische Karzinome traten in 20% (n=23) und Gallenblasenkarzinome in 2,6% (n=3) der
Falle auf. Dieser Unterschied der Lokalisation zwischen beiden Geschlechtern konnte mit ei-
nem p-Wert von < 0,001 (nach Pearson-Chi-Quadrat) unterstrichen werden. Abbildung 12

zeigt die Geschlechtsverteilung je nach Tumorlokalisation graphisch und macht hier deutlich,
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dass der Anteil an Mannern mit extrahepatischen Karzinomen und der Anteil an Frauen mit

intrahepatischen Karzinomen in diesem Kollektiv Gberwog.

100% Geschlecht
[Cweiblich
O ménnlich
29,87%!
80%
54,60% 3
—  60%
=
©
z
40%
70,13%
v 2
0%
extrahepatisch intrahepatisch Gallenblase

Geschlechtsverteilung Tumorlokalisation

Abbildung 12: Das gestapelte Sdulendiagramm veranschaulicht die Verteilung der Tumorlokalisation im Hinblick
auf das Geschlecht. eCCC: 70,13% Ménner, 29,8% Frauen. iCCC: 45,4% Méanner, 54,6% Frauen. Gallenblasenkar-
zinome: 40% Ménner, 60% Frauen. Im Umkehrschluss bedeutet dies eine Verteilung der Tumorlokalisation bei
Ménnern: 41,56% (n=54) eCCCs, 56,9% (n=74) iCCCs und 1,5% (n=2) Gallenblasenkarzinome und bei Frauen:
20% (n=23) eCCCs, 77,4% (n=89) iCCCs und 2,6% (n=3) Gallenblasenkarzinome. Der geschlechtsspezifische
Unterschied im Hinblick auf die Tumorlokalisation wurde durch einen p-Wert von < 0,001 (nach Pearson-Chi-Quad-
rat) unterstrichen.

4.1.2 Allgemeine Risikofaktoren und Komorbiditaten

Als mogliche Risikofaktoren werden im Folgenden die Nikotin- sowie Raucheranamnese und
das Vorliegen eines Diabetes mellitus Typ 2 aufgefuhrt. 10,6% des Kollektivs gaben eine Rau-
cheranamnese an und 4,9% auf3erten einen regelmafigen Alkoholkonsum. Von den Patienten
mit eCCC rauchten 9,1%, beim intrahepatischen CCC waren es 11,7%. Eine Alkoholanam-
nese konnte bei 2,7% der Patienten mit extrahepatischen CCC und bei 6,1% der Patienten mit
iCCC dokumentiert werden. Bei 13,5% (n=33) von 245 Patienten des Kollektivs bestand zum

Zeitpunkt der Erstdiagnose eine Komorbiditat durch einen Diabetes mellitus Typ 2.

4.1.3 Tumorcharakteristika

Fiar 218 Patienten (89%) lag eine vollstandige TNM-Klassifizierung und flr 227 Patienten
(92,7%) ein UICC-Stadium nach der zum Diagnosezeitpunkt aktuellen UICC-Einteilung vor.
Das Tumorgrading konnte bei 233 Patienten (95,1%) ermittelt werden. Wahrend bei etwa zwei
Drittel der Patienten (167 Patienten, 68,2%) ein eher kleiner Tumor (Tis bis T2) nach der TNM-

Klassifikation vorlag, wiesen 76 Patienten (31%) einen Tumor groRRer T2 auf. Bei zwei Patien-
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ten (0,8%) war kein T-Stadium dokumentiert. Der Nachweis von Lymphknotenmetastasen er-
folgte bei 82 Patienten (33,5%), bei 21 Patienten (8,6%) konnten Fernmetastasen bei Erstdi-
agnose nachgewiesen werden (vgl. Tabelle 14).

Tabelle 14: TNM-Klassifikation des Gesamtkollektivs und aufgeteilt nach Tumorlokalisation. 68,2% der Patienten

zeigten einen Tumor bis T2, 33,5% der Patienten wurden als N+ und 8,6% als M+ klassifiziert. NX bzw. MX =
unbekannter Lymphknoten- bzw. Fernmetastasenstatus.

Tumor-charak- Gesamtkollektiv Extrahepatisch Intrahepatisch Gallenblase
terstika n (%) n (%) n (%) n (%)
Gesamtzahl 245 (100,00) 77 (31,4) 163 (66,5) 5(2)
T-Status
Tis 1(0,4) 1(1,3) 0(0) 0(0)
T1 58 (23,7) 6 (7,8) 52 (31,9) 0(0)
T2 108 (44) 45 (58,5) 61 (37,5) 2 (40)
T3 66 (26,9) 18 (23,4) 47 (28,8) 1 (20)
T4 10 (4,1) 6 (7,8) 2(1,2) 2 (40)
TX 2(0,8) 1(1,3) 1(0,6) 0(0)
N-Status
NO 144 (58,8) 44 (57,1) 97 (59,5) 3 (60)
N1 78 (31,8) 26 (33,8) 50 (30,7) 2 (40)
N2 4 (1,6) 4 (5,2) 0(0) 0(0)
NX 19 (7,7) 3(3,9) 16 (9,8) 0(0)
M-Status
MO 197 (80,4) 56 (72,7) 138 (84,7) 3 (60)
M1 21 (8,6) 6 (7,8) 14 (8,6) 1(20)
MX 27 (11) 15 (19,5) 11 (6,7) 1 (20)

Die Ergebnisse der TNM-Klassifikation spiegeln sich zusammenfassend in der jeweils aktuel-
len UICC-Klassifikation wider (Tabelle 15). Nach UICC waren 39 Patienten (17,2%) in Stadium
1; 66 Patienten (29,1%) in Stadium 2; 94 Patienten (41,4%) in Stadium 3 und 27 Patienten in
Stadium 4 (11,9%). Ein Patient (0,4%) hatte ein Carcinoma in situ (20) und war damit im
Stadium 0.

Anhand des UICC-Schemas konnte in friihe (Stadium 0 bis 2) und fortgeschrittene (Stadium 3
bis 4) Krankheitsstadien eingeteilt werden. Dabei hielt sich die Verteilung in etwa die Waage:
106 Patienten (46,7%) lieRen sich der frihen, 121 Patienten (53,3%) der fortgeschrittenen
Kategorie zuordnen.
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Tabelle 15: UICC-Klassifikation des Gesamtkollektivs und aufgeteilt nach Tumorlokalisation. Die Verteilung im Ge-
samtkollektiv war in etwa ausgeglichen: 46,7% der Patienten befanden sich bei Erstdiagnose im Stadium UICC 0
bis 2, 53,3% im UICC-Stadium 3 bis 4.

Tumor-charak-

teristika

Gesamtzahl

UICC-Stadium

0

1
2
3
4

unbekannt

Gesamtkollektiv

n (%)
245 (100,00)

1(0,4)
39 (15,9)
66 (26,9)
94 (38,4)
27 (11)
18 (7,3)

Extrahepatisch

n (%)
77 (31,4)

1(1,3)
4(5,2)
25 (32,5)
34 (44,2)
10 (13)
3(3,9)

Intrahepatisch

n (%)
163 (66,5)

0 (0)

35 (21,5)
40 (24,5)
59 (36,2)
14 (8,6)
15 (9,2)

Gallenblase
n (%)
5(2)

0 (0)
0 (0)
1(20)
1(20)
3 (60)
0 (0)

Bei knapp der Halfte der Patienten (120 Patienten, 49%) ergab das Grading einen maRig dif-

ferenzierten (,mittel“) Tumor. Es wurden Gruppen gebildet, die die eher gut differenzierten Tu-

moren (gut: gut, gut-mittel und mittel) von den eher schlecht differenzierten Tumoren (schlecht:

mittel-niedrig und niedrig) unterschieden. Dadurch ergab sich, dass 71,02% der Patienten ei-

nen tendenziell gut differenzierten Tumor aufwiesen (Tabelle 16).

Tabelle 16: Tumorgrading des Gesamtkollektivs sowie aufgeteilt nach Lokalisation des Primarius. Zusammenge-
fasst in Gruppen (gut: gut, gut-mittel und mittel versus schlecht: mittel-niedrig und niedrig) zeigte sich, dass 71,02%

der Patienten einen tendenziell gut differenzierten Tumor wiesen.

Tumor-charak-

terstika

Gesamtzahl

Grading
Gut

Gut-mittel
Mittel
Mittel-
niedrig
Niedrig

unbekannt

Gesamtkollektiv Extrahepatisch

n (%)
245 (100)

6 (2,4)
48 (19,6)
120 (49)
29 (11,8)

30 (12,2)
12 (4,9)

n (%)
77 (31,4)

3(3,9)

16 (20,8)
40 (51,9)
11 (14,3)

6(7,8)
1(1,3)

Intrahepatisch

n (%)
163 (66,5)

3(1,8)
31 (19)
78 (47,9)
16 (9,8)

24 (14,7)
11 (6,7)

Gallenblase
n (%)
5(2)

0 (0)

1(20)
2 (40)
2 (40)

0(0)
0(0)

Letztlich zeigten kleinere Tumoren (Tis bis T2) haufiger ein besseres histopathologisches Gra-

ding als gréRRere Tumoren (vlg. Tabelle 45 im Anhang).
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4.1.4 Laborparameter

Mittels retrospektiver Recherche aus der SAP-Datenbank lieRen sich leberspezifische Marker
aus dem Serum, sowie weitere Laborparameter aus Citrat- und EDTA-Blut nachverfolgen.
Eine Tabelle mit der Verteilung der Laborwerte ist dem Anhang zu entnehmen (siehe Tabelle
46).

Patienten mit extrahepatischen Gallengangskarzinomen zeigten zum Diagnosezeitpunkt im
Vergleich zu den anderen Lokalisationen deutlich erhéhte GPT-, GOT- und Bilirubin-Spiegel.
Dieser Unterschied war statistisch deutlich nachweisbar mit einem p-Wert (Kurskal-Wallis) von
jeweils <0,001.

Bei 143 Patienten (58,4%) lagen Werte des Tumormarkers CA 19-9 vor Therapiebeginn vor.
So bestatigt sich fur extrahepatische und Gallenblasenkarzinome, dass die Mehrheit (73,7%)
der Patienten zum Zeitpunkt der Diagnosestellung erhéhte CA 19-9-Spiegel (> 37 kU/l) auf-
wies. Bei Patienten mit intrahepatischem Gallengangskarzinom war die Verteilung von norm-
wertigen zu erhéhten CA 19-9-Spiegel eher ausgeglichen (normwertiges CA 19-9: 48,8%; er-
hohtes CA 19-9: 51,2%).

Die Mittelwerte fir den CA 19-9-Spiegel bei Erstdiagnose lagen bei Patienten mit eCCC bei
1.630,9 IU/ml, mit iCCC von 3.642,3 IU/ml und mit GBT von 12.104,2 IU/ml. Ein Kruskal-Wallis-
Test zeigte mit einem p-Wert von 0,006 einen statistisch signifikanten Unterschied, der sich im

paarweisen Vergleich zwischen eCCC und iCCC bestatigte (p-Wert = 0,01), vgl. Tabelle 44.
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4.1.5 Therapiealgorithmus

In den meisten Fallen erhielten die Patienten im Laufe der Zeit mehrere Therapiemodalitaten.
228 Patienten (93,1%) wurden initial operiert, 17 Patienten (6,9%) wurden nach Diagnosestel-
lung mit Chemotherapie oder lokalen Verfahren (zum Beispiel Embolisation oder selektive in-
terne Radiotherapie (SIRT)) behandelt. Ein FlieRdiagramm Uber die Therapieverfahren kann
der Abbildung 13 enthommen werden.

OP (7)

CTX (11)
Radio/Photod
n

OP (5)

CTX (26)

|
il

Radio (2)

OP(2)

CTX (8)

Radio/Photod
n (18

Radio (4)

a CTX(1)

BTC (245)

OP(1)

Radio(1)

o )

Abbildung 13: Vereinfachte Darstellung der Therapieverlédufe im FlieBdiagramm. Der Grof3teil der Patienten (93,1%,
n=228) wurde initial operiert, im Verlauf kamen den meisten Patienten jedoch verschiedenen Therapiemodalitéten
zu.
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4.1.6 Gesamtlberleben (Overall Survival)

Bei allen Patienten lag ein Datum vor, welches entweder den Kontaktabbruch markierte oder
dem Todesdatum entsprach. Daraus errechneten sich die Uberlebenszeitrdume. Ein Patient
uberlebte im beschriebenen Beobachtungszeitraum mit 189,24 Monaten (15,35 Jahre) am
langsten, im Median lag die Uberlebenszeit bei 23,5 Monaten (95%-Konfidenzintervall 19,2-
27,9 Monate).

Das mittlere Uberleben (bzw. die mediane Uberlebenszeit) von Patienten mit intrahepatischen
Karzinomen war mit 23,5 Monaten (95% Kl 18,1-28,9 Monate) etwas langer als die mediane
Uberlebenszeit bei Patienten mit extrahepatischen Karzinomen mit 22,6 Monate (95% KI 16,9-
28,4 Monate). Die geringe Anzahl der Gallenblasenkarzinompatienten tberlebten im Median
22,8 Monate (95% Kl 0-46,7 Monate) (vgl. Abbildung 14).

Uberlebensfunktionen

10 ‘ Lokalisation
' ! des Primarius
1 1iCCC
i —1eCCC
= \ GBT
g os t iCCC-zensiert
< ——eCCC-zensiert
= S‘l ; GBT-zensiert
\
c 06 L eCCC
o L\ Mittelwert: 26,3 Monate (95% Kl 21,3-31,4 Monate)
= Median: 22,6 Monate (95% K| 16,9-28,4 Monate)
s 4, iccc
2 o4 q Mittelwert: 39,9 Monate (95% Kl 31,6-48,3 Monate)
g ‘1.L Median: 23,5 Monate (95% K| 18,1-28,9 Monate)
K 1% GBT
g ‘ Mittelwert: 20,9 Monate (95% K| 7,2-34,5 Monate)
5 02 Median: 22,8 Monate (95% Kl 0-46,7 Monate)
1 p = 0,036
L
0,0 ‘
0 50 100 150 200

Gesamtiiberleben in Monaten

Abbildung 14: Overall Survival und graphische Darstellung einer Kaplan-Meier-Kurve fiir iCCC, eCCC und GBT.
Das mediane Gesamtiiberleben fiir Patienten mit eCCC betrug 22,6 Monate (95% Kl 16,9-28,4 Monate), fiir Pati-
enten mit iCCC 23,5 Monate (95% KI 18,1-28,9 Monate) und fiir Patienten mit GBT 22,8 Monate (95% Kl 0-46,7
Monate). Log Rank (Mantel Cox) p = 0,036.

Im Gesamtkollektivs Uberlebten Patienten mit kleinen Tumoren (< T3) langer als jene mit gro-
Reren Tumoren (T3-T4) (Log Rank (Mantel Cox) p = 0,008; 0,013 unter Ausschluss von GBT),
gleiches galt fur Patienten ohne Lymphknotenmetastasen (Log Rank (Mantel Cox) p < 0,001;
< 0,001 unter Ausschluss von GBT). Daraus folgend war die Uberlebenszeit von Patienten mit
niedrigerem UICC-Stadium (UICC 0-2) langer als von Patienten im fortgeschrittenen Tu-
morstadium (Log Rank (Mantel Cox) p < 0,001; < 0,001 unter Ausschluss von GBT). Entspre-
chende Kaplan-Meier-Diagramme sind im Anhang zu finden (vgl. Abbildung 51)
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In Abhangigkeit von der Lokalisation des Primarius und dem Nachweis erhéhter CA 19-9-
Werte zeigte sich das langste Uberleben bei Patienten mit iCCC und normwertigem CA 19-9-
Wert (Mittelwert 43,3 Monate (95% Kl 32,5-54,1 Monate), Median: 33,1 Monate (95% Kl 20,7-
45,5 Monate)) und das kiirzeste Uberleben bei Patienten mit intrahepatischen Karzinomen und
erhohten CA 19-9-Werten (Mittelwert: 34 Monate (95% Kl 15,3-32,7 Monate), Median: 15,3
Monate (95% Kl 9,9-20,7 Monate)). Im Viergruppenvergleich von Tumormarker und Tumorlo-
kalisation lag der p-Wert bei 0,037 (Log Rank (Mantel Cox)) (vgl. Abbildung 15).

Uberlebensfunktionen
eCCC und iCcCC Tumorlokalisation und CA
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iCCC und normwertiges CA 19-9
—eCCC und normwertiges CA 19-9
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—1eCCC und erhohtes CA 19-9
iCCC und normwertiges CA 19-9-
zensiert
_1_eCCC und normwertiges CA 19-9-
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iCCC und erhohtes CA 19-9-
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eCCC und erhohtes CA 19-9-
zensiert

0,8

0,6

ICCC und normwertiges CA 19-9
Mittelwert: 43,3 Monate (95% Kl 32,5-54,1 Monate)
Median: 33,1 Monate {(95% KI 20,7-45,5 Monate)
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Mittelwert: 24 Monate (95% KI 15,3-32,7 Monate)
Median: 15,3 Monate (95% KI 9,9-20,7 Monate)

eCCC und erhohtes CA 19-9
Mittelwert: 27,4 Monate (95% KI 20-34,8 Monate)
Median: 19,3 Monate {(95% KI 6,6-32 Monate)

p =0,037

Uberlebenswahrscheinlichkeit
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Abbildung 15: Vergleich der Tumorlokalisation (eCCC und iCCC) und des Tumormarkers CA 19-9 anhand eines
Kaplan-Meier-Diagramms. Es zeigte sich das langste Uberleben bei Patienten mit iCCC und normwertigem CA 19-
9-Wert (Mittelwert 43,3 Monate (95% Kl 32,5-54,1 Monate), Median: 33,1 Monate (95% Kl 20,7-45,5 Monate)) und
das kiirzeste Uberleben bei Patienten mit intrahepatischen Karzinomen und erhéhten CA 19-9-Werten (Mittelwert:
34 Monate (95% Kl 15,3-32,7 Monate), Median: 15,3 Monate (95% Kl 9,9-20,7 Monate)). Bei Patienten mit eCCC
schien der CA 19-9-Wert keinen gro3en Einfluss auf die Dauer des Gesamtliberlebens zu haben. p-Wert (Log Rank
(Mantel Cox)) 0,037.
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4.2 Farbungen

Im folgenden Kapitel wird die histologische Auswertung der Farbeergebnisse behandelt. Fir
das zuvor beschriebene Patientenkollektiv wurden immunhistochemische Farbungen auf Arg-
pyrimidin und Sirtuin 6 angefertigt. Dabei wiesen 229 Patientenproben ausreichend bewert-
bare Tumorzellen auf. 16 Praparate (6,5%) wurden der Auswertung entzogen, da sich zu we-
nig oder keine Tumorzellen auf dem Schnitt befanden oder sich das Praparat aus anderen
Grinden nicht zur Auswertung eignete. Der Ausschluss der 16 Praparate flhrte zu keiner we-
sentlichen Anderung der Zusammensetzung des Kollektiv, sodass dieses zur Auswertung wei-
terhin reprasentativ blieb.

4.2.1 Argpyrimidin
4.2.1.1 Argpyrimidin im Tumor

Die untenstehenden Abbildungen (Abbildung 16, Abbildung 17, Abbildung 18, Abbildung 19)
zeigen exemplarisch die Farbeintensitat fur Argpyrimidin in aufsteigender Intensitat:

Abbildung 17: schwache Farbung (1) auf Argpyrimidin, links 40-fache Vergréerung, rechts 100-fache Vergréle-
rung
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Abbildung 18: moderate Féarbung (2) auf Argpyrimidin, links 40-fache Vergré3erung, rechts 100-fache Vergréle-
rung. Zu erkennen ist eine Farbung ausschlie8lich im Zytosol.

Abbildung 19: starke Farbung (140) auf Argpyrimidin, links 40-fache Vergré3erung, rechts 100-fache Vergréf3erung

Durch die Multiplikation von Intensitat und Anteil der gefarbten Zellen ergeben sich im IRS
sogenannte Percent Points (PP). Die Verteilung der PP lasst sich der untenstehenden Abbil-
dung 20 entnehmen.
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Abbildung 20: Verteilung der Percent Points (PP) des immunreaktiven Scores (IRS fiir Argpyrimidin)

Anhand der Verteilung der Percent Points des IRS fir Argpyrimidin wurde ein Cut Off Wert zur
Unterscheidung von negativ versus positiv bei 1 gesetzt. So wurden Praparate mit Percent
Points von 0 bis 1 als negativ und mit Percent Points von 2 bis 12 als positiv bewertet. Daraus
ergab sich eine Bewertung von 91 (39,7%) Argpyrimidin-negativen und 138 (60,3%) positiven
Praparaten (vgl. Tabelle 17).

Tabelle 17: Verteilung der Argpyrimidin-negativen und -positiven Préparate anhand der Verteilung der Percent
Points beim IRS fiir Argpyrimidin, Der Cut Off wurde bei einem (1) Percent Point gesetzt. Die Bewertung eine
Bewertung von 91 (39,7%) negativen und 138 (60,3%) positiven Préparaten. Bei Patienten mit eCCC (iberwog der
Anteil an Argpyrimidin-positiven (69,1%) Préparaten, wohingegen die Verteilung bei iCCC nahezu ausgeglichen
war. Alle Patienten mit Gallenblasentumoren wiesen Argpyrimidin im Tumor auf.

Cut Off IRS Argpyrimidin

PP 0 bis 1: negativn (%) 91 (39,7)
extrahepatisch 21 (30,9% der eCCC)
intrahepatisch 70 (44,9% der iCCC)
Gallenblase 0 (0% der GBT)

PP 2 bis 12: positiv n (%) 138 (60,3)
extrahepatisch 47 (69,1% der eCCC)
intrahepatisch 86 (55,1% der iCCC)
Gallenblase 5 (100% der GBT)

gesamt 229 (100)

69,1% der eCCC und 55,1% der iCCC wurden als Argpyrimidin-positiv gewertet, ebenso alle
Karzinome der Gallenblase. Der Median der Percent Points lag sowohl fiir intrahepatische als
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auch fiir extrahepatische Karzinome bei 2 PP, bei Gallenblasentumoren bei 4.Der Interquar-
tilsabstand (IQA) flir eCCC lag bei 3 (1-4), fur iCCC bei 4 (0-4) und fur Gallenblasenkarzinome
bei 2 (2-4). Abbildung 21 zeigt die Verteilung der Percent Points anhand von Kreisdiagram-

men.
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Abbildung 21: Kreisdiagramme zur Verteilung der Percent Points fiir Argpyrimidin im Gesamtkollektiv (links) und in
Abhé&ngigkeit der Lokalisation des Tumors (rechts). 19,65% des Gesamtkollektivs wiesen kein Argpyrimidin im Tu-
mor auf, knapp dreiviertel aller Préparate verteilten sich auf 1 bis 4 Percent Points. Der Median der Percent Points
sowohl fiir iCCC als auch fiir eCCC lag bei 2. Bei Karzinomen der Gallenblase lag der Median bei 4. Der Interquar-
tilsabstand (IQA) fiireCCC bei 3 (1-4), fiir iCCC lag bei 4 (0-4), fiir eCCC bei 3 (1-4) und fiir Gallenblasenkarzinome
bei 2 (2-4).

Zwischen den Geschlechtern ergab sich kein Unterschied zwischen der Verteilung der Percent
Points (vgl. Tabelle 47 im Anhang).
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4.2.1.2 Argpyrimidin in der Leber

Es erfolgte zudem der quantitative Nachweis von Argpyrimidin und Angabe der Farbeintensitat
von 0 (= negativ) graduell bis 3 (= stark gefarbt) in der den Tumor umgebenden Leber. Auch
hier war Argpyrimidin nur im Zytosol zu finden (vgl. Abbildung 22). Eine Angabe der gefarbten
Flache erfolgte nicht.

Abbildung 22: Nachweis von Argpyrimidin in der Leber. Man erkennt den Nachweis im Zytosol der Hepatozyten.
40-fache Vergré3erung.
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Es zeigte sich die folgende Verteilung des quantitativen Argpyrimidinnachweises in der Leber,

welche sich Tabelle 18 enthehmen lasst.

Tabelle 18: quantitativer Nachweis von Argpyrimidin in der den Tumor umgebenden Leber. In liber zwei Drittel aller
Félle konnte Argpyrimidin quantitativ in der den Tumor umgebenden Leber nachgewiesen werden. Werden Prépa-
rate ohne Leberanschnitt exkludiert, so ist die umgebende Leber in 96% aller eCCC Argpyrimidin-positiv und bei
85% aller iCCC.

Argpyrimidinnachweis Gesamtkollektiv eCCC iCCC GB-Tumo-
in der Leber n (%) n (%) n (%) ren
n (%)
Kein Argpyrimidin- 26 (11,4) 2(2,9) 24 (15,4) 0 (0)
Nachweis in der Leber
Argpyrimin-Nachweis 161 (70,3) 49 (72,1) 107 (68,6) 5(100)
in der Leber
Keine Leber im Prapa- 42 (18,3) 17 (25) 25 (16) 0 (0)
rat
Gesamt 229 (100) 68 (100) 156 (100) 5 (100)

Es zeigte sich folgende Verteilung der Farbeintensitaten in der Leberfarbung fir alle bewerte-
ten Praparate (gesamt (n): 187: eCCC: 51, iCCC: 131, GBT: 5) (Tabelle 19):

Tabelle 19: Intensitat der Argpyrimidinfarbung der den Tumor umgebenden Leber im Gesamtkollektiv und aufgeteilt
nach Lokalisation des Primarius. Insgesamt konnten 187 Préparate (davon 51 eCCC, 131 iCCC und 5 GBT) auf
den Nachweis von Argpyrimidin in der den Tumor umgebenden Leber untersucht werden. Im Gesamtkollektiv ergab
sich bei 161 Patienten der Nachweis von Argpyrimidin in der Leber. Bei den extrahepatischen Karzinomen wiesen
96% Argpyrimidin in der Leber auf, bei den intrahepatischen Karzinomen waren es 84,6% und bei dem kleinen
Kollektiv von Patienten mit Gallenblasenkarzinom waren es alle Patienten (100%). In der Gruppe der Gallenbla-
sentumoren waren Argpyrimidin in allen Féllen méRig stark (=2) geféarbt. Bei der kleinen Fallzahl wurden die Gal-
lenblasentumoren im paarweisen Vergleich ausgeschlossen. Im Vergleich von extra- und intrahepatischen Tumo-
ren wurde der Unterschied zwischen den beiden Gruppen mit einem p-Wert (Chi-Quadrat) von 0,014 statistisch
unterstrichen.

Intensitit der Argpyri- Gesamtkollektiv eCCC iCCC p-Wert

midin-Leberfarbung n (%) exkl. GBT n (%) n (%) (Chi-
Quadrat)

0 (= negativ) 26 (14,3) 2(3,9) 24 (18,3)

1 (= schwach positiv) 33 (18,1) 6 (11,8) 27 (20,6)

2 (= maRig positiv) 117 (64,3) 40 (78,4) 77 (58,8)

3 (= stark positiv) 6 (3,3) 3(5,9) 3(2,3)

Gesamt 182 (100) 51 (100) 131 (100) 0,014
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4.2.2 Sirtuin 6
4.2.2.1 Sirtuin 6 im Tumor

Die untenstehenden Abbildungen (Abbildung 23, Abbildung 24, Abbildung 25, Abbildung 26)
zeigen exemplarisch die Farbeintensitat fur Sirtuin 6 in aufsteigender Intensitat:

Abbildung 23: fehlende Farbung (0) auf Sirtuin 6, links 40-fache Vergré3erung, rechts 100-fache Vergréf3erung

Abbildung 24: schwache Farbung (1) auf Sirtuin 6, links 40-fache VergréBerung, rechts 100-fache Vergré3erung.
Zu erkennen ist eine Férbung von sowohl Zytosol als auch Nukleus.
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Abbildung 26: starke Férbung (140) auf Sirtuin 6, links 40-fache Vergré3erung, rechts 100-fache VergréBerung
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In der Bewertung der Praparate fiel auf, dass Sirtuin 6 sowohl im Zytosol als auch im Nukleus
zu finden war (vgl. Abbildung 27). Dabei herrschte jedoch eine deutliche Inhomogenitat sowohl
innerhalb der Kohorte als auch im individuellen Tumor. Unter dem Punkt ,Flache* floss in der
Bewertung der jeweils hohere Prozentwert in den IRS, unabhangig davon, ob es der der Zy-

tosol- oder der Kernfarbung war.

Abbildung 27: Vergleich Kernférbung (oben) versus Zytosolférbung (unten) fiir Sirtuin 6 im Tumorgewebe, 100-
fache VergréBerung. Auf dem oberen Bild erkennt man eine deutliche Farbung nahezu aller Zellkerne, wohingegen
die Férbung auf Sirtuin6 im unteren Bild im Zytosol zu finden ist.
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Die Verteilung der Percent Points Iasst sich der untenstehenden Abbildung 28 entnehmen.
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Abbildung 28: Sédulendiagramm: Verteilung der Percent Points des IRS fiir Sirtuin 6 im Tumorgewebe

Anhand der Verteilung der Percent Points des IRS fir Sirtuin 6 wurde ein Cut Off Wert zur
Unterscheidung von negativ versus positiv bei 3 gesetzt. So wurden Praparate mit Percent
Points von 0 bis 3 als negativ und Percent Points von 4 bis 12 als positiv bewertet, sodass sich
daraus eine Bewertung von 101 (44,1%) negativen und 128 (55,9%) SIRT6 gefarbten Prapa-
raten ergab (siehe Tabelle 20). Zudem wurde die Verteilung der Percent Points anhand eines
Kreisdiagramms veranschaulicht (vgl. Abbildung 29)

Tabelle 20: Verteilung der negativen und positiven Préparate anhand der Verteilung der Percent Points beim IRS
fiir Sirtuin 6. Der Cut Off wurde bei 3 Percent Points gesetzt. Dadurch ergab die Bewertung 101 (44,1%) negative
und 128 (55,9%) positive Tumoren im Gesamtkollektiv. Bei allen drei Lokalisationen liberwog der Anteil positiv
bewerteter Préparate.

Cut Off IRS Sirtuin 6

PP 0 bis 3: negativ n (%) 101 (44,1)
extrahepatisch 29 (42,6% der eCCC)
intrahepatisch 70 (44,9% der iCCC)
Gallenblase 2 (40% der GBT)

PP 4 bis 12: positiv n (%) 128 (55,9)
Extrahepatisch 39 (57,4% der eCCC)
Intrahepatisch 86 (55,1% der eCCC)
Gallenblase 3 (60% der GBT)

gesamt 229 (100)
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Abbildung 29: Kreisdiagramme zur Verteilung der Percent Points fiir Sirtuin 6 im Gesamtkollektiv (links) und in
Abhé&ngigkeit der Lokalisation des Tumors (rechts). Im Gesamtkollektiv zeigten nur wenige Préparate (0,87%) keine
Férbung auf Sirtuin 6 im Tumormaterial. Der Median der Percent Points sowohl fiir eCCC als auch fiir iCCC lag bei
4. Bei Karzinomen der Gallenblase lag der Median bei 6. Der Interquartilsabstand (IQA) fiir eCCC bei 4 (2-6), fiir
iCCC lag bei 6 (2-8) und fiir Gallenblasenkarzinome bei 5 (3-8).

Der Sirtuin 6-Nachweis zeigte sich sowohl innerhalb des Kollektivs als auch innerhalb eines
Praparats inhomogen. Die folgende Tabelle gibt wieder, in welchem Zellkompartiment Sirtuin
6 Uberwiegend zu finden war (vgl. Tabelle 21):

Tabelle 21: Vorwiegende Lokalisation von Sirtuin 6 innerhalb der Zelle: Kern versus Zytosol. SIRT6 war sowohl im
Zellkern als auch im Zytosol nachzuweisen. In der kleinen Gruppe der Gallenblasentumoren waren drei (60%)
Préparate (iberwiegend im Zytosol, ein Préparat (20%) liberwiegend im Kern und ein Préparat (29%) ausgeglichen
gefarbt. Im paarweisen Vergleich wurde die Gruppe der Gallenblasentumoren aufgrund der kleinen Fallzahl aus-
geschlossen. Der Vergleich von extra- und intrahepatischen Tumoren ergab einen statistisch signifikanten Unter-
schied (p-Wert (Chi-Quadrat) < 0,001) zwischen den beiden Lokalisationen. Es zeigte sich ein Ubergewicht (55,8%)
an iCCC, die liberwiegend Kernférbung zeigten, wohingegen etwa zwei Drittel (67,6%) der eCCC SIRT6 liberwie-
gend im Zytosol aufwiesen.

Sirtuin  6-Nach- Gesamtkohorte Extrahepatisch Intrahepatisch p-Wert (Chi-

weis n (%) n (%) n (%) Quadrat)
iberwiegend 105 (46,9) 18 (26,5) 87 (55,8)
Kernfarbung
iiberwiegend Zy- 105 (46,9) 46 (67,6) 59 (37,8)
tosolfarbung
Ausgeglichene 14 (6,3) 4 (5,9) 10 (6,4)
Farbung
224 (100) 68 (100) 156 (100) < 0,001
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In der Gesamtkohorte war der die Verteilung des Gberwiegende Nachweisort fir SIRT6 nahezu
ausgeglichen: 46,3% der Praparate zeigten Sirtuin Uberwiegend im Nukleus und 47,2% der
Praparate Uberwiegend im Zytosol. Die Subgruppenanalyse nach Lokalisation des Primarius
ergaben jedoch Unterschiede: 67,6% der extrahepatischen Praparate wiesen Sirtuin 6 vorwie-
gend im Zytosol auf, wohingegen bei 55,8% der intrahepatischen Karzinome Sirtuin 6 in den

Nuklei zu finden war.

4.2.2.2 Sirtuin 6 in der Leber

Auf 189 Schnitten (77,1%) waren ausreichend Leberzellen vorhanden, um diese ebenfalls auf
Sirtuin 6 zu bewerten. Dabei wurde sich wiederum dem Immunreaktiven Score nach Remmele
und Stegner bedient und in derselben modifizierten Variante angewandt. Die Verteilung der
Percent Points ist der untenstehenden Abbildung 30 zu entnehmen.
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Abbildung 30: Percent Points des IRS fiir Sirtuin 6 in der Leber
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Bei Verwendung desselben Cut Off-Wertes von 3 ergab sich wiederum folgende Verteilung an

negativen (PP 0 bis 3) und positiven (PP 4 bis 12) Leberpraparaten (vgl. Tabelle 22).

Tabelle 22: Verteilung der negativen und positiven Leberpréaparate anhand der Verteilung der Percent Points beim
IRS fiir Sirtuin 6, Cut Off bei drei (140) Percents Points. Es ergab sich eine Verteilung von 98 (51,9%) negativen
und 91 (48,1%) positiven Leberprédparaten. Bei allen Tumorlokalisationen war die Verteilung von positiven und
negativen Leberpréparaten in etwa ausgeglichen.

IRS Sirtuin 6-Nachweis in der Leber

PP 0 bis 3: negativ n (%) 98 (51,9)
extrahepatisch 25 (49% der eCCC)
intrahepatisch 70 (52,6% der iCCC)
Gallenblase 3 (60% der GBT)

PP 4 bis 12: positiv n (%) 91 (48,1)
extrahepatisch 26 (51% der eCCC)
intrahepatisch 63 (47,4% der iCCC)
Gallenblase 2 (40% der GBT)

gesamt 189 (100)
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4.3 Korrelationen

Nachfolgend wurde ein mdglicher Zusammenhang zwischen dem Nachweis des immunhisto-
chemischen Markers und den patienten- und tumorspezifischen Merkmalen untersucht. Dabei
wurden insbesondere Alter, Geschlecht, Vorerkrankungen, Laborparameter sowie Parameter
zur Tumorgréf3e und -stadium gepruft und anhand von Kreuztabellen dargestellt. Aufgrund der
geringen Fallzahl von Patienten mit Gallenblasenkarzinomen wurden die Korrelationen zum

Teil auf extra- und intrahepatische CCC beschrankt.

4.3.1 Argpyrimidin

4.3.1.1 Patientenspezifische Eigenschaften

Weder das Geschlecht noch allgemeingtiltige Risikofaktoren wie Diabetes mellitus Typ 2, Al-
kohol- oder Nikotinkonsum ergaben einen Zusammenhang mit dem Argyprimidin-Nachweis im
Tumor. So zeigten sich beispielsweise ahnlich viele Manner (57,9%) wie Frauen (63%) positiv
auf Argpyrimidin. Da keine der Variablen einen p-Wert von unter 0,05 aufwies, war von keiner
Korrelation auszugehen (p-Werte (Chi-Quadrat) Geschlecht 0,499; Alkohol 1; Nikotin 0,823;
Diabetes mellitus Typ 2 0,695). Vergleiche hierzu die Tabelle 48 im Anhang.

Anders verhielt es sich in der Korrelation zwischen dem Nachweis von Argpyrimidin und dem
Alter: bereits in Anbracht der Gesamtkohorte war ein Alterstrend zu erahnen (p-Wert (Chi-
Quadrat): 0,08, Tabelle 23). Deutlicher wurde dieser Zusammenhang bei zusatzlicher Betrach-
tung der Lokalisation. Vorwiegend Patienten =65 Jahre mit extrahepatischen Tumoren zeigten Arg-
pyrimidin im Tumorgewebe (81,8%). Dies wurde durch einen p-Wert (Chi-Quadrat) von 0,037 (vgl.

Tabelle 23) untermauert.

Tabelle 23: Kreuztabelle Argpyrimidin-Nachweis in Abhéngigkeit zum Alter. Oben: im Gesamtkollektiv, unten: ge-
sondert fiir extrahepatische CCCs. Vorwiegend Patienten = 65 Jahre mit extrahepatischen Tumoren zeigten Arg-
pyrimidin vermehrt im Tumorgewebe (81,8%). Der Unterschied wurde mit einem p-Wert (Chi-Quadrat) von 0,037
unterstrichen.

Argpyrimidin- Nachweis im Tumorgewebe p-Wert (Chi-
Quadrat)
Negativ n (%) Positiv n (%) Gesamt n (%)
Alter  <65Jahre 52 (45,6) 62 (54,4) 114 (100)
>65 Jahre 39 (33,9) 76 (66,1) 115 (100)
91(39,7) 138 (60,3) 229 (100) 0,08
eCCC <65Jahre 15 (42,9) 20 (57,1) 35 (100)
>65Jahre 6 (18,2) 27 (81,8) 33 (100)
21 (30,9) 47 (69,1) 68 (100) 0,037
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4.3.1.2 Tumorspezifische Eigenschaften

Aufgrund der niedrigen Fallzahl von Patienten mit Gallenblasenkarzinomen (n=5) wurden fur
Korrelationen der Tumorlokalisation ausschlieBlich die intra- und extrahepatischen Gallen-
gangskarzinome einbezogen. Zunachst wurde der Argpyrimidinnachweis im Tumor mit der

Tumorlokalisation korreliert (vgl. Tabelle 24).

Tabelle 24: Kreuztabelle Argpyrimidin-Nachweis in Abhdngigkeit zur Tumorlokalisation. Der prozentuale Anteil Arg-
pyrimidin-positiver Tumoren ist beim eCCC (69,1%) héher als beim iCCC (55,1%). Der p-Wert (Chi-Quadrat) lag
bei 0,055.

Argpyrimidin- Nachweis im Tumorgewebe p-Wert (Chi-

Quadrat)
Negativn (%)  Positivn (%) Gesamtn (%)
Lokalisation  extrahepatisch 21 (30,9) 47 (69,1) 68 (100)
intrahepatisch 70 (44,9) 86 (55,1) 156 (100)
91 (40,6) 133 (59.4) 224 (100) 0,055

Der p-Wert (Chi-Quadrat) von 0,055 schien eine Tendenz auf einen Zusammenhang zwischen
Argpyrimidin-Nachweis und Tumorlokalisation anzudeuten, wobei der prozentuale Anteil Arg-

pyrimidin-positiver Tumoren beim eCCC héher war als beim iCCC (siehe Tabelle 24).

Kleine Tumoren (bis einschliellich T2) waren eher Argpyrimidin-positiv als groRere (T3 bis T4)
(p (Chi-Quadrat) = 0,014, siehe Tabelle 25). Unter Ausschluss der Gallenblasentumoren lag
der p-Wert (Chi-Quadrat) bei 0,008. Dieser Hinweis verstarkte sich bei alleiniger Betrachtung
extrahepatischer Tumoren (p (Chi-Quadrat) < 0,001, siehe Tabelle 26).

Tabelle 25: Kreuztabelle Argpyrimidin-Expression in Abhéngigkeit zur Tumorgréf3e. Kleinere Tumoren (Tis-T2)
scheinen schienen eher Argpyrimidin-positiv zu sein als gré8ere Tumoren (T3-T4) (p (Chi-Quadrat) = 0,014).

Argpyrimidin- Nachweis im Tumorgewebe p-Wert (Chi-
quadrat)

Negativ n (%) Positiv n (%) Gesamt n (%)

Tum-  Tis-T2 53 (34,2) 102 (65,8) 68 (100)

or-

grofRe

T3-T4 38 (52,1) 35 (47,9) 156 (100)

91(39,9) 137 (90,1) 228 (100) 0,014
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Tabelle 26: Kreuztabelle Argpyrimidin-Nachweis und der Tumorgré3e bei Patienten mit e CCC. Hier zeigte sich der
Zusammenhang zwischen Argpyrimidin-Positivitdt und Tumorgréf3e < T2 noch deutlicher (p (Chi-Quadrat) < 0,001).

Extrahepatische Argpyrimidin-Nachweis im Tumorgewebe p-Wert Chi-
ccc Quadrat)
Negativ n (%) Positivn (%) Gesamtn (%)
TumorgroBe Tis-T2  7(15,6) 38 (844) 45 (100)
T3-T4 14 (60,9) 9(39,1) 23 (100)
21(30,9) 47 (69,1) 68 (100) <0,001

Eine Korrelation zwischen Argpyrimidin- und dem Lymphknotenstatus (p (Chi-Quadrat) =
0,31), dem Vorliegen von Fernmetastasen (p (Chi-Quadrat) = 0,225) sowie dem UICC-Status
(p (Chi-Quadrat) = 0,213) und Tumorgrading (p (Chi-Quadrat) = 0,748) konnte nicht herausge-
stellt werden (vgl. Tabelle 49 im Anhang). Bei der alleinigen Betrachtung extrahepatischer Tu-
moren gab es einen Hinweis auf den Zusammenhang von Argprimidin und UICC-Stadium (p
(Chi-Quadrat) = 0,06, siehe Tabelle 27), welches sich unter anderem der Tumorgrofie (Korre-
lation p (Chi-Quadrat) < 0,001, siehe Tabelle 26) bedient.

Tabelle 27: Zusammenhang zwischen dem Argpyrimidin-Nachweis und dem UICC-Stadium bei Patienten mit
eCCC: bei Tumoren im friiheren Krankheitsstadium (UICC 0-2) konnte in 82,1% der Féllte Argpyrimidin im Tumor
nachgewiesen werden. Bei Patienten mit UICC-Stadium 3 oder 4 waren es nur noch 57,9% (p (Chi-Quadrat) =
0,06)

Extrahepatische Argpyrimidin-Nachweis im Tumorgewebe p-Wert (Chi-
ccc Quadrat)
Negativn (%) Positivn (%)  Gesamtn (%)

UICC-Stadium  Low(0-2) 5(17.9) 23(82,1) 28 (100)
High (34) 16 (42,1) 22 (57,9) 38 (100)
21(31,8) 45 (68,2) 66 (100) 0,06

4.3.1.3 Laborparameter

Keiner der erhobenen Laborparameter, inklusive dem Tumormarker CA 19-9, schien einen
Zusammenhang zum Argpyrimidin-Nachweis aufzuweisen. Die Kreuztabelle mit der Korrela-
tion zwischen Argpyrimidin-Status und den jeweiligen Laborparametern ist dem Anhang (Ta-

belle 50) zu entnehmen.
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4.3.1.4 Argpyrimidin-Nachweis in der Leber

Es erfolgte der quantitative Nachweis von Argpyrimidin in der den Tumor umgebenden Leber.
Hierbei zeigte sich, dass sowohl die Leber bei intrahepatischen als auch bei extrahepatischen
Tumoren zumeist angefarbt war, der Anteil an Argpyrimidin-gefarbter Leber beim eCCC jedoch
noch héher war (81,8% versus 96,1%). Dies ist der untenstehenden Tabelle 28 zu entnehmen
(p (Chi-Quadrat) = 0,016).

Tabelle 28: Zusammenhang zwischen dem Argpyrimidin-Nachweis in der Leber und der Lokalisation des Primarius.
Sowohl bei intrahepatischen als auch bei extrahepatischen Praparaten konnte im GrolB3teil der Félle eine Leberfar-
bung nachgewiesen werden. Es fiel jedoch auf, dass nahezu in jedem extrahepatischen Préparat (96,1%), jedoch

nur in etwa vier Fiintel aller intrahepatischen Prdparate (81,7%), Argpyrimidin-positive Leber zu finden war. Der
Unterschied zeigte sich mit einem p-Wert (Chi-Quadrat) von 0,016.

Argpyrimidin-Nachweis in der den Tumor umge- p-Wert (Chi-

benden Leber Quadrat)
Negativ n (%) Positiv n (%) Gesamt n (%)
Tumorlokalisation iCCC 24 (18,3) 107 (81,7) 131 (100)
eCCC 2(3,9) 49 (96,1) 51 (100)
26 (14,2) 156 (85,8) 182 (100) 0,016

Es ergaben sich keine weiteren Korrelationen beziiglich des Argpyrimidin-Nachweises in der

Leber und patienten- oder tumorspezifischen Charakteristika.
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4.3.1.5 Uberleben

Tabelle 29: Zusammenfassende Tabelle zu den Uberlebenszeiten in verschiedenen Subgruppenanalysen bezogen

auf den Argpyrimidin-Nachweis im Tumor

mediane Uber-
lebenszeit

Gesamtkollek-
tiv
Geschlecht

Lokalisation

Manner

Frauen

Alter < 65 Jahre

Alter 2 65 Jahre

Manner
Frauen
eCCC
iCCC

alle Manner
eCCC
iCCC

alle Frauen
eCCC
iCCC
Gesamt
eCCC
iCCC
Gesamt
eCCC

iCCC

Argpyrimidin-

negativ in Mona-

ten (95% KIl)
23,2 (15,2-31,7)

15 (0-30,3)
25,7 (20,8-30,6)
9,0 (0-19,2)
26,1 (20,1-32,1)
15 (0-30,3)

4,5 (0—12,6)
18,4 (0-37,8)
25,7 (20,8-30,6)
12,1 (10,5-13,7)
27,1 (24,3-29,9)
23,4 (8,2-38,7)
12,1 (0-24,6)
27,1 (16,1-38,1)
22,3 (10,3-34,3)
2 (0-11,5)

25,7 (18,8-32,7)

70

Argpyrimidin-

positiv in Mona-

ten (95% KIl)
23,6 (17,8-29,5)

24,5 (6,6-42,4)
22,8 (16,2-29,5)
29,5 (17,3-41,8)
20,5 (14,9-26,1)
24,5 (6,6-42,4)
29,5 (1,7-57,2)
23,6 (0-48,8)
22,8 (16,2-29,5)
27,2 (13,9-40,5)
19,8 (15,9-23,6)
39,2 (19,2-59,1)
43 (31,6-54,3)
23,6 (12,4-34,9)
19,9 (17,1-22,8)
21,6 (2,3-40,8)

19,7 (17-22,6)

Log Rank
Chi Quadrat
(p-Wert)
2,546
(p=0,111)
4,669
(p=0,031)
0,002
(p=0,964)
5,148
(p=0,023)
1,027
(p=0,311)
4,669
(p=0,031)
4,911
(p=0,027)
3,456
(p=0,063)
0,002
(p=0,964)
1,418
(p=0,234)
0,18
(p=0,671)
4,584
(p=0,032)
5,311
(p=0,021)
1,190
(p=0,275)
0,047
(p=0,828)
2,746
(p=0,097)
0,115
(p=0,735)
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Nach Lokalisation des Primarius

Patienten mit extrahepatischen Tumoren zeigten bei Argpyrimidin-Positivitat ein langeres
Uberleben (Log Rank (Mantel Cox) p = 0,023, siehe Abbildung 31).

Patienten mit einem extrahepatischen Gallengangstumor, welcher als Argpyrimidin-negativ
klassifiziert wurden, zeigten eine Uberlebenszeit von 9,0 Monaten im Median (95% Kl 0-19,2
Monate), wohingegen Patienten mit Argpyrimidin-positiven, extrahepatischen Tumoren Uber-
lebenszeiten von 29,5 Monaten im Median (95% KI 17,3-41,8 Monate) aufwiesen. Dieser Un-
terschied lief3 sich fur intrahepatische Tumoren nicht bestatigen (Log Rank (Mantel Cox) p =

0,311) (Viergruppenvergleich im Angang, vgl. Abbildung 52).

Uberlebensfunktionen

Lo extrahepatisch Argpyrimidinnachweis

~Tnegativ
—Ipositiv
negativ-zensiert

0.8 —— positiv-zensiert

Argpyrimidin-negativ
Mittelwert 17,9 Monate (95% KI 9,2-26,6 Monate)
0.6 Median: 9,0 Monate (95% Kl 0-19,2 Monate)
. Argpyrimidin-positiv
]1_ Mittelwert 32,2 Monate (95% Kl 25,4-39,0 Monate)
Median 29,5 Monate (95% Kl 17,3-41,8 Monate)

p = 0,023

0,4

Uberlebenswahrscheinlichkeit

0,2

HL

0 20 40 60 80 100

0,0

Gesamtiuberleben in Monaten

Abbildung 31: Vergleich des Gesamtiiberlebens bei extrahepatischen CCCs und graphische Darstellung anhand
eines Kaplan-Meier-Diagramms: Patienten mit Argpyrimdin-positiven Tumoren zeigten ein signifikant (Log Rank
(Mantel Cox) p = 0,023) verldangertes Gesamtliberleben von 32,2 Monaten im Mittel und 29,5 Monaten im Median
(95% Kl 17,3-41,8 Monate) (versus 17,9 Monate bei Argpyrimidin-negativen Tumoren, 9,0 Monaten im Median
(95% KI 0-19,2))
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Nach Alter/Geschlecht

Im Gesamtkollektiv konnte man bei Mannern mit Argpyrimidin-Nachweis im Tumor eine bes-
sere Prognose nachweisen als bei Mannern mit Tumoren, welche als Argpyrimidin-negativ
klassifiziert wurden (Log Rank (Mantel Cox) p = 0,031, siehe Abbildung 32). Bei Frauen war
dieser Unterschied nicht zu beobachten (Log Rank (Mantel Cox) p = 0,964) (vgl. Viergruppen-
vergleich Abbildung 53 im Anhang).

Uberlebensfunktionen

10| o Manner Argpyrimidinnachweis
A ~Tnegativ
jl‘. —Ipositiv
negativ-zensiert
= L\W —t— positiv-zensiert
g 0,8 _lH—
S “\_H Argpyrimidin-negativ
= H L Mittelwert: 25 Monate (95% Kl 18,1-31,9 Monate)
‘3 Median: 15,01 Monate (95% KI 0-30,3 Monate)
L 06 \
b Argpyrimidin-positiv
£ Mittelwert: 38,7 Monate (95% Kl 30,9-46,5 Monate)
; L Median: 24,5 Monate (95% Kl 6,6-42,4 Monate)
.
g 04 9 p =0,031
R}
9
-
2
S 0,2 ‘
L,
0,0
0 20 40 60 80 100 120

Gesamtiberleben in Monaten

Abbildung 32: Vergleich des Gesamtiiberlebens von allen Ménnern im Gesamtkollektiv in Hinblick auf das Gesamit-
liberleben in Abhéngigkeit vom Argpyrimidinnachweis. Hierbei war zu erkennen, dass Mé&nner mit Argpyrimi-
dinnachweis lénger liberlebten (Gesamtiiberleben im Median 24,5 Monate (95% KI 6,6-42,4 Monate) als jene ohne
Argpyrimidinnachweis (im Median 15,01 Monate (95% Kl 0-30,3 Monate)), Log Rank (Mantel Cox) p = 0,031. Ver-
bildlicht anhand eines Kaplan-Meier-Diagramms.

Patienten unter 65 Jahre haben bei Argpyrimidin-Positivitat ein medianes Uberleben von 39,2
Monate (95% Kl 19,2-59,1 Monate), wohingegen Patienten der gleichen Altersgruppe mit Arg-
pyrimidin-negativen Tumoren deutlich kirzer Uberlebten (Median 23,4 Monate, 95% Kl 8,2-
38,7 Monate) (Log Rank (Mantel Cox) p = 0,032, siehe Abbildung 33).
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Uberlebensfunktionen

10 'F_L Patientenalter < 65 Jahre Argpyrimidinnachweis
—Tnegativ
‘\_\1 —ITpositiv
negativ-zensiert
\1 —t— positiv-zensiert
0,8 .
j\-\ Argpyrimidin-negativ
Mittelwert: 31,1 Monate (95% Kl 19,4-42,8
0,6 Monate)
\‘1.‘ Median: 23,4 Monate (95% Kl 8,2-38,7 Monate)

Argpyrimidin-positiv
Mittelwert: 41 Monate (95% Kl 33,1-48,9

Monate)
Median: 39,2 Monate (95% Kl 19,2-59,1
Monate)

p = 0,032

0,4

0,2

Uberlebenswahrscheinlichkeit

0,0

0 50 100 150 200

Gesamtiiberleben in Monaten

Abbildung 33:Vergleich des Gesamtiiberlebens von allen Patienten, die jiinger als 65 Jahre waren, im Hinblick auf
das Gesamtiiberleben in Abhéngigkeit des Argpyrimidinnachweises, Hierbei ist zu erkennen, dass ein jiingeres
Patientenalter unter 65 Jahre bei gleichzeitigem Nachweis von Argpyrimidin im Tumor mit einem léngeren Uberle-
ben einherging (Median: 39,2 Monate (95% Kl 19,2-59,1 Monate)) als bei Patienten in der gleichen Alterskategorie
ohne Argpyrimidinnachweis (Median: 23,4 Monate (95% Kl 8,2-38,7 Monate)). Log Rank (Mantel Cox) p = 0,032.
Bildliche Darstellung anhand eines Kaplan-Meier-Diagramms.

Nach Laborparametern

Bei Patienten mit erhdhten Transaminasen (AST, ALT) schien es keinen Uberlebensvorteil bei
Argpyrimidin-Nachweis im Tumor zu geben. Lediglich bei Mannern mit erhdhtem AST (GOT)
uber 50 U/l schien die Argpyrimidin-Positivitdt des Tumors hinweisgebend auf ein langeres
Uberleben zu sein (mittleres Uberleben: 32,5 versus 19,9 Monate; medianes Uberleben: 24,5
versus 10,1 Monate; Log Rank (Mantel Cox) p = 0,071).

Patienten mit normwertigem De-Ritis-Quotienten (zwischen 0,6 und 0,8) schienen von einer
Argpyrimidin-Positivitat im Tumor zu profitieren im Vergleich zu Patienten, deren Tumor als
Argpyrimidin-negativ klassifiziert wurde (mittleres Uberleben 47,9 Monate (95% Kl 33,7-62,1
Monate), medianes Uberleben 44,8 Monate (95% Kl 8,3-81,3 Monate)). Bei Patienten mit ei-
nem De-Ritis-Quotienten aulRerhalb der Norm schien der Argpyrimidin-Status jedoch keinen
Unterschied im Hinblick auf das Uberleben zu haben. Der p-Wert (Log Rank (Mantel Cox)) lag
bei 0,074, siehe Abbildung 34).
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Uberlebensfunktionen
10 Argpyrimidinnachweis
und De-Ritis-Quotient
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("] Argpyrimidinnachweis und De-Ritis-Quotient innerhalb der Norm Argpyrimidinnachweis und
Mittelwert: 47,9 Monate (95% KI 33,7-62,1 Monate) A ¢
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Abbildung 34: Vergleich des Gesamtiiberlebens in Monaten, verbildlicht anhand eines Kaplan-Meier-Diagrammes.
Es zeigte sich, dass Patienten mit normwertigem De-Ritis-Quotienten (Normwert: 0,6-0,8) und Nachweis von Arg-
pyrimidin im Tumor am léngsten (iberlebten (mittleres Uberleben 47,9 Monate (95% KI 33,7-62,1 Monate), media-
nes Uberleben 44,8 Monate (95% Kl 8,3-81,3 Monate). Bei Patienten mit einem De-Ritis-Quotienten auRerhalb der
Norm schien der Argpyrimidin-Status jedoch keinen Unterschied im Hinblick auf das Uberleben zu haben. Der p-
Wert (Log Rank (Mantel Cox)) lag bei 0,074.

Nach Leberfarbung

Es ergab sich fiir die Patienten kein Uberlebensvorteil aus dem Argpyrimidin-Nachweis in der
den Tumor umgebenden Leber. Das mittlere Uberleben bei fehlendem Argpyrimidin-Nachweis
lag bei 37,5 Monaten (95% KI 20,7-54,2 Monate), bei Argpyrimidin-Nachweis bei 36 Monaten
(95% KI 30,5-41,5 Monate), (Log Rank (Mantel Cox) p = 0,875).
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4.3.2 Sirtuin 6

4.3.2.1 Patientenspezifische Eigenschaften

Folgender Abschnitt behandelt die Korrelation von Sirtuin 6 mit patientenspezifischen Eigen-
schaften. Das Geschlecht (p (Chi-Quadrat) = 0,895) sowie das Vorliegen eines Alkoholabusus
(p (Chi-Quadrat) = 0,556) und Diabetes mellitus (p (Chi-Quadrat) = 0,563) schienen keinen
Zusammenhang zum Nachweis von Sirtuin 6 zu haben. Exemplarisch sei das Geschlecht ge-
nannt: hier ist zu erkennen ist, dass sowohl in etwa bei der Halfte der Tumoren der Manner

(55,4%) als auch der Frauen (56,5%) ein Sirtuin 6-Nachweis zu verzeichnen war.

Hinweisgebend auf einen Zusammenhang schien jedoch das Alter zu sein. Mit einem p = 0,084
war ein Trend zu erkennen (vgl. Tabelle 30). Deutlicher wird eine Abhangigkeit zwischen dem
Nikotinabusus und dem Sirtuin 6-Nachweis, wobei insbesondere Raucher einen Nachweis von
Sirtuin 6 im Tumorgewebe aufwiesen. Der p-Wert (Chi-Quadrat) lag bei 0,026 (vgl. Tabelle 31)
Tabelle 30: Kreuztabelle SIRT6-Nachweis und Alter. Patienten unter 65 Jahren zeigten eine ausgeglichene Vertei-

lung zwischen SIRT6-positiven und -negativen Tumoren, wohingegen &ltere Patienten mit 61,7% etwas mehr
SIRT6-positive Tumoren aufwiesen (p (Chi-Quadrat) = 0,084).

Sirtuin 6-Nachweis im Tumorgewebe p-Wert (Chi-
Quadrat)
Negativn (%)  Positiv n (%) Gesamt n (%)
Alter <65Jahre 57 (50) 57 (50) 114 (100)
> 65 Jahre 44 (38,3) 71 (61,7) 115 (100)
101 (44,1) 128 (55,9) 229 (100) 0,084

Tabelle 31: Kreuztabelle SIRT6-Nachweis und Nikotinabusus. Trotz der eher geringen Fallzahl an Rauchern im
Patientenkollektiv zeigte sich bei den Patienten mit Nikotinkonsum ein Ubergewicht an SIRT6-positiven Tumoren
(p (Chi-Quadrat) = 0,026).

Sirtuin 6-Nachweis im Tumorgewebe p-Wert (Chi-
Quadrat)
Negativ n (%) Positiv n (%) gesamt n (%)
Nikotinabusus  Nein 96 (46,8) 109 (53,2) 205 (100)
ja 5(21,7) 18 (78,3) 23 (100)
101 (44,3) 127 (55,7) 228 (100) 0,026
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4.3.2.2 Tumorspezifische Parameter

Lokalisation, TumorgréRe, N- und M-Status, UICC-Stadium sowie Tumorgrading schienen in
keinem direkten Zusammenhang mit dem Sirtuin 6-Nachweis im Tumor zu stehen. Die ent-

sprechendem p-Werte (Chi-Quadrat) sind dem Anhang (vgl. Tabelle 51) zu entnehmen.

AuRerdem behandelt dieses Unterkapitel eine moégliche Korrelation zwischen dem SIRT6-
Nachweis und der Lokalisation des Primarius. Bei Betrachtung der Patienten mit extra- und
intrahepatischen Tumoren zeigte sich kein Unterschied (p (Chi-Quadrat) = 0,772). Im Hinblick
auf eine Subgruppenanalyse ergab sich jedoch der Hinweis, dass altere Patienten (= 65 Jahre)
mit intrahepatischen Tumoren haufiger SIRT6-positive Tumoren aufzuweisen als jlingere Pa-
tienten mit iCCC (p (Chi-Quadrat) = 0,053) (vgl. Tabelle 32).

Tabelle 32: Kreuztabelle SIRT6-Nachweis und Alter fiir iCCCs. Altere Patienten (= 65 Jahre) mit intrahepatischen

Tumoren schienen héufiger SIRT6-positive Tumoren zu zeigen als jiingere Patienten mit iCCC: 63,3% versus
46,8% (p (Chi-Quadrat) = 0,053)

intrahepatische Sirtuin 6-Nachweis des Tu- p-Wert (Chi-
ccc mors Quadrat)
Negativn (%) Positivn (%) Gesamtn (%)
Alter <65Jahre 41 (53,2) 36 (46,8) 77 (100)
>65Jahre 29 (36,7) 50 (63,3) 79 (100)
70 (44,9) 86 (55,1) 156 (100) 0,053

4.3.2.3 Laborparameter

In Anbetracht der Laborparameter ergab sich ein statistisch auffalliger (p (Chi-Quadrat) =
0,013) Zusammenhang zwischen dem Sirtuin 6-Nachweis und dem Albumin im Serum des
untersuchten Kollektivs (vgl. Tabelle 33) Hierbei zeigte sich, dass 70,4% der Patienten mit
normwertigen Albuminspiegeln einen Nachweis von SIRT6 im Tumor nachweisen konnten.
Bei Patienten mit reduziertem Serumalbumin (< 3,5 g/dl) war die Verteilung in etwa ausgegli-
chen (48,4 versus 51,6%). Alle weiteren erhobenen Laborparameter standen in keinem direk-
ten Zusammenhang mit Sirtuin 6 im Tumor. Eine Tabelle mit allen dokumentierten Laborpara-

metern ist dem Anhang zu entnehmen (vgl. Tabelle 52) im Anhang).
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Tabelle 33: Kreuztabelle Sirtuin6-Nachweis im Tumor und Serumalbumin. Bei Patienten mit normwertigem Serum-
albumin zeigte sich ein Ubergewicht (70,4%) von Féllen, bei denen der Tumor SIRT6-positiv war, bei Patienten mit
erniedrigtem Serumalbumin war die Verteilung an SIRT6-positiven und SIRT6-negativen Tumoren in etwa ausge-
glichen. p (Chi-Quadrat) = 0,013.

Sirtuin  6- p-Wert (Chi-
Nachweis Quadrat)
im Tumor
Negativ. n Positv n Gesamt n
(%) (%) (%)
Albumin <359/ 44 (48,4) 47 (51,6) 91 (100)
23,5 g/dl (bis 24 (29,6) 57 (70,4) 81 (100)
5,4 g/dI)
68 (39,5) 104 (60,5) 172 (100) 0,013

4.3.2.4 (iberwiegende Féarbelokalisation im Tumor (Nukleus versus Zytosol)

SIRT6 konnte sowohl im Nukleus als auch im Zytosol nachgewiesen werden. Intra- und extra-
hepatische Tumoren unterschieden sich im Hinblick auf den Uberwiegenden Ort in der Zelle,
bei dem SIRT6 nachgewiesen werden konnte. Bei extrahepatischen Karzinomen war SIRT6
vorwiegend im Zytosol, bei intrahepatischen CCC eher im Nukleus zu detektieren (p (Chi-
Quadrat) < 0,001, vgl. Abbildung 35).

Uberwiegende
Lokalisation
des SIRT6-
Nachweises

[CKern
[ zytosol

100%

80%

p < 0,001

60%

Anzahl

40%

20%

0%

intrahepatisch extrahepatisch

Lokalisation des Tumors

Abbildung 35: gestapeltes Sédulendiagramm zum vorwiegenden Nachweisort von SIRT6 (Nukleus versus Zytosol)
bei intra- und extrahepatischen Tumoren. Dieser zeigte sich signifikant unterschiedlich: SIRT6 war bei extrahepa-

tischen Tumoren vorwiegend im Zytosol, bei intrahepatischen Tumoren vorwiegend im Nukleus nachweisbar (p
(Chi-Quadrat) < 0,001).

Ebenso deutlich schien die Korrelation zwischen fortgeschrittenem UICC-Stadium und zytoso-
lischem Sirtuin 6-Nachweis (p (Chi-Quadrat) < 0,001, Tabelle 34). Dazu passend gingen gro-
Rere (T3+4) sowie Lymphknoten-metastasierte Tumoren eher mit einem Sirtuin-6-Nachweis
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im Zytosol einher (p (Chi-Quadrat) = 0,013 und 0,039, siehe Tabelle 34). Fur den Fernmeta-

stasenstatus und dem Nachweis der Lokalisation von Sirtuin 6 schien es bislang nur Hinweise

zu geben (p (Chi-Quadrat) = 0,076).

Tabelle 34: Kreuztabelle Lokalisation (Kern versus Zytosol) des (iberwiegenden SIRT6-Nachweises und Tumorcha-
rakteristika. Bei extrahepatischen Karzinomen fand man SIRT6 vorwiegend im Zytosol, bei intrahepatischen CCC
eher im Nukleus (p-Wert (Chi-Quadrat) < 0,001). Die Lokalisation des SIRT6-Nachweises zeigte sich in einem
Zusammenhang zur TumorgroRe (p (Chi-Quadrat) = 0,013), dem Nachweis von Lymphknotenmetastasen (p (Chi-
Quadrat) = 0,039) und dem konsekutiv héheren UICC-Stadium (p (Chi-Quadrat) < 0,001).

Uberwiegende Lokalisation des SIRT6- p-Wert

Nachweises

Kern n (%)

Lokalisation Extrahepatisch 18 (28,1)
Intrahepatisch 87 (59,6)
105 (50)
TumorgroRe Tis-T2 80 (55,9)
T3-T4 26 (37,1)
106 (49,8)
TNM-N NO 70 (55,1)
N+ 28 (39,4)
98 (49,5)
TNM-M MO 93 (53,4)
M+ 5(29,4)
98 (51,3)
UICC-Stadium Low (0-2) 59 (63,4)
High (3-4) 39 (37,5)
98 (49,7)
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Zytosol n (%)

46 (71,9)
59 (40,4)
105 (50)
63 (44,1)
44 (62,9)
107 (50,2)
57 (44,9)
43 (60,6)
100 (50,5)
81 (46,6)
12 (70,6)
93 (48,7)
34 (36,6)
65 (62,5)

99 (50,3)

Gesamt
(%)

64 (100)
136 (100)
210 (100)
143 (100)
70 (100)
213 (100)
127 (100)
71 (100)
198 (100)
174 (100)
17 (100)
191 (100)
93 (100)
104 (100)

197 (100)

n

(Chi-
Quadrat)

< 0,001

0,013

0,039

0,076

< 0,001
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4.3.2.5 Sirtuin 6 in der Leber

Im Gesamtkollektiv lag bei 189 Praparaten Lebergewebe vor. Davon wurden 98 (51,9%) Sir-
tuin-6-negativ und 91 (48,1%) positiv bewertet. Wegen der anatomischen Nahe des Tumors
zur Leber wurden im Folgenden insbesondere die intrahepatischen Karzinome betrachtet: 133
(81,6%) der intrahepatischen Tumorpraparate wiesen Leberanschnitte auf. Von den 133
(100%) intrahepatischen Praparaten mit Leberanschnitt wurden 63 (47,4%) als Sirtuin-6-posi-
tiv deklariert (= IRS 4-12). Auffallig schien ein Zusammenhang zwischen Sirtuin 6 von Leber
und Tumor zu sein. Kommt es im Tumor zu einem verstarkten Auftreten von Sirtuin 6, so zeigte
sich dieser auch verstarkt in der den Tumor umgebenden Leber. Dies war fir intrahepatische
CCC statistisch relevant nachweisbar (p (Chi-Quadrat) < 0,001, Tabelle 35). 69% der Prapa-
rate mit SIRT6-Nachweis im Tumor zeigten sich auch in der Leber positiv auf Sirtuin 6. An-
dersherum waren 77,4% der SIRT6-negativen Tumorpraparate auch frei von Sirtuin 6 in der
Leber.

Eine Tendenz zum Zusammenhang zwischen dem Sirtuin 6-Nachweis in der tumorumgeben-
den Leber und dem Vorhandensein von Fernmetastasen konnte ebenfalls beobachtet werden
(p (Chi-Quadrat) = 0,103, Tabelle 54).

Tabelle 35: Kreuztabelle SIRT6-Nachweis im Tumor und in der Leber. Fiir intrahepatische Tumoren lasst sich ein
Zusammenhang zwischen dem SIRT6-Nachweis von Tumor- und umgebendem Lebergewebe feststellen: zeigt
sich der Tumor positiv auf SIRT6, so ist in 69% der Félle auch die Leber positiv. Andersherum waren 77,4% der
SIRT6-negativen Tumoren auch ohne Nachweis des immunhistochemischen Markers in der Leber (p (Chi-Quadrat)
<0,001).

intrahepatische Sirtuin 6-Nachweis der Le- p-Wert (Chi-
ccc ber Quadrat)
Negativn (%) Positivn (%) Gesamtn (%)
SIRT6-Nachweis negativ 48 (77,4) 14 (22,6) 62 (100)
des Tumors
positiv. 22 (31) 49 (69) 71 (100)
70 (52,6) 63 (47,4) 133 (100) <0,001
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4.3.2.6 Uberleben

Tabelle 36: Zusammenfassende Tabelle zu den medianen Uberlebenszeiten in verschiedenen Subgruppenanaly-

sen bezogen auf den SIRT6-Nachweis im Tumor

Mediane Uberlebens-
zeiten

Gesamtkollektiv

Geschlecht

Lokalisation

Manner

Frauen

Frauen (Viergruppen-
vergleich)

Frauen (Viergruppen-
vergleich)

Gesamtkollektiv
(Viergruppenver-
gleich)

Gesamtkollektiv
(Viergruppenver-
gleich)

Manner
Frauen
eCCC

iCCC

alle Manner
eCCC

iCCC

alle Frauen
eCCC

iCCC
normwertige
GOT
erhohte GOT
normwertige
GPT
erhohte GPT

normwertiges
Bilirubin

erhohtes Biliru-
bin

normwertiges
CA 19-9
erhohtes CA
19-9

SIRT6-ne-
gativ in Mo-
naten (95%
Kl)
22,8
31)
29,1
41,6)
17,7
24.8)
9,2
14,2)
30
40,5)
29,1
41,6)
9,2
14,7)
45
67,6)
17,7
24.8)
7,4 (0-16,9)

(14,7-
(16,5-
(10,6-

(4,3-

(19,5—

(16,5-
(3,7
(22,4-

(10,6-

19,9
28,8)
32,4
53,1)
9,7 (2-17,4)

(11-

(11,7-

17,7
29,9)
7,4 (0-17,5)

(5,5-

23,5
42,5)

(4,6-

17,4
28,1)
51,8

79,3)

(6,8-

(24,4~

7.4
13,9)

(0,8-

80

SIRT6-po-

sitiv in Mo-
naten (95%
Kl)

22,5
30,1)
20,1
27,2)
26,1
28,7)
341
48,9)
21,8
26,9)
20,1
27,2)
36,7
58,7)
17,2
27,6)
26,1
28,7)
33,1
43,9)
25,7
31,7)
27,4
29,5)
20,4
28,3)
25,5 (20-31)

(18,9-
(12,9-
(23,5-
(19,4-
(16,6-
(12,9-
(14,7-

(6,8-
(23,5-
(22,2-
(19,8-
(25,4-

(12,5-

32,4
53,7)
23,4

28,9)

(11-

(18-

24,9
44.1)
32,4
47.6)

(5,7-

(17,2-

20,4
28,9)

(11,9-

Log
Chi
Wert)

0,013
(p=0,91)
0,036
(p=0,849)
0,475
(p=0,491)
6,551
(p=0,01)
0,891
(p=0,345)
0,036
(p=0,849)
4,152
(p=0,042)
1,955
(p=0,162)
0,475
(p=0,491)
4,889
(p=0,027)
0,113
(p=0,737)

21,147
(p <0,001)

12,087
(p=0,007)

10,489
(p=0,015)

17,855
(p <0,001)

Quadrat (p-
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Nach Lokalisation des Primarius

Annlich wie bei Argpyrimidin-Nachweis wiesen Patienten mit extrahepatischen Tumoren bei

SIRT6-Positivitat ein langeres Uberleben auf: im Median berlebten Patienten mit SIRT6-po-
sitiven eCCC 34,1 Monate (95% KI 19,4-48,9) und eCCC-Patienten mit SIRT6-negativen Tu-
moren 9,2 Monate (95% Kl 4,3-14,2). Der p-Wert lag dafur bei 0,01 (Log Rank (Mantel Cox))
(siehe Abbildung 36). Im Gegensatz dazu machte der SIRT6-Status bei intrahepatischen Tu-

moren sowie im Gesamtkollektiv (abzlglich Gallenblasentumoren) keinen Unterschied ((Log
Rank (Mantel Cox) p = 0,345 und p = 0,91; vgl. Tabelle 36).

Uberlebensfunktionen

extrahepatisch

1,0
- L L
T o 1
: L
& L
E 4
-]
& 06
v
w lﬁ
-
: -
S
w 04 L
s
-]
2
[
E
a 0.2
=)
0,0

IRS fur SIRT6

Kein SIRT6-Nachweis im
Tumor

—I1SIRT6-Nachweis im Tumor
Kein SIRT6-Nachweis im
Tumor-zensiert
SIRT6-Nachweis im Tumor-
zensiert

SIRT6-negativ
Mittelwert: 19,4 Monate (95% Kl 11,7-27,1 Monate)
Median: 9,2 Monate (95% Kl 4,3-14,2 Monate)

SIRT-positiv
Mittelwert: 33,4 Monate (95% Kl 26,1-40,7 Monate)
Median: 34,1 Monate (95% Kl 19,4-48,9 Monate)

p=0,01
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80 100

Gesamtiiberleben in Monaten

Abbildung 36: Gesamtiiberleben fiir SIRT6 bei Patienten mit extrahepatischem CCC, dargestellt anhand eines Ka-
plan-Meier-Diagramms. Patienten mit SIRT6-positiven Tumoren (iberlebten im Median 34,1 Monate (95% Kl 19,4-
48,9) und Patienten mit SIRT6-negativen Tumoren im Median 9,2 Monate (95% Kl 4,3-14,2) (Log Rank (Mantel

Cox) p = 0,01).
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Nach Laborparametern

Frauen mit erhdhten Leberenzymen (GOT (AST) und GPT (ALT) jeweils > 35 U/l) wiesen im
Vergleich ein kurzeres Gesamtuberleben auf, wenn der Tumor SIRT6-negativ bewertet wurde.
In Anbetracht aller Frauen gab es keinen statistisch nachweisbaren Unterschied zwischen
normwertiger GOT (medianes Uberleben 25,5 Monate (95% Kl 21,3-29,7 Monate)) und erhéh-
ter GOT (medianes Uberleben 16,7 Monate (95% Kl 13,2-20,1 Monate)), Log Rank (Mantel
Cox) p=0,161).

Es zeigte sich bei erhéhter GOT und fehlendem SIRT6-Nachweis im Tumor ein mittleres Uber-
leben von 12,8 Monaten (95% KI 7,5-18,1 Monate) und ein medianes Uberleben von 9,7 Mo-
nate (95% Kl 2-17,4 Monate (vgl. Abbildung 37).

Uberlebensfunktionen
Frauen .
10 SIRT6-Nachweis und
' GOT
kein SIRT6-Nachweis und erhohte GOT i - i
Mittelwert: 12,8 Monate (95% Kl 7,5-18,1 Monate) ) .le(ﬁllghstlsz%{‘lachwels und
= Median: 9,7 Monate (95% KI 2-17,4 Monate) SIR'[G-Nachweis und
g o8 SIRT6-Nachweis und erhohte GOT erhohte GOT _
r= Mittelwert: 27,8 Monate (95% KI 20,4-35,3 Monate) kein SIRT6-Nachweis und
& Median: 20,4 (95% KI 12,5-28,3 Monate) normwertige GOT
= SIRT6-Nachweis und
‘T kein SIRT6-Nachweis und normwertige GOT normwertige GOT
= 06 Mittelwert: 51,1 Monate (95% Kl 20,2-82) ‘ kein SIRT6-Nachweis und
E Median: 32,4 Monate (95% KI 11,7-53,1 Monate) erhdhte GOT-zensiert
r SIRT6-Nachweis und normwertige GOT —+ ?rﬂg;:‘écohﬁe': usngrt
[ Mittelwert: 47,1 Monate (95% Kl 23-71,1 Monate) h Zensie
2 Median: 27,4 (95% KI 25,4-29,5 Monate) kein SIRTG-Nachweis und
a2 o4 normwertige GOT-zensiert
@ p < 0,001 _|_SIRT6-Nachweis und
ﬁ normwertige GOT-zensiert
-
2
3 02
0,0

0 50 100 150 200

Gesamtiberleben in Monaten

Abbildung 37: Vergleich aller weiblichen Patienten im Hinblick auf den SIRT6-Nachweis im Tumor und GOT. Es
zeigte sich, dass weibliche Patienten ohne SIRT6-Nachweis und erh6htem GOT am kiirzesten (iberlebten (mittleres
Uberleben 12,8 Monate (95% Kl 7,5-18,1 Monate), medianes Uberleben 9,7 Monate (95% Kl 2-17,4 Monate). Mit
einem p-Wert von < 0,001 hob sich diese Subgruppe der Vergleichsgruppen ab. Patientinnen mit SIRT6-positiven
Tumoren unterschieden sich hinsichtlich des Uberlebens nicht trotz unterschiedlich erhéhter GOT-Werte (Log Rank
(Mantel Cox) p=0,272). Graphische Darstellung anhand eines Kaplan-Meier-Diagramms.

Verglich man im Anschluss die weiblichen Patienten mit erhéhten GOT > 35 U/l in Hinblick auf
die SIRT6-Positivitat im Tumor, so bestatigte sich hier der Unterschied (Log Rank (Mantel Cox)
p = 0,004, medianes OS 20,4 Monate (95% Kl 12,5-28,3 Monate) bei SIRT6-Nachweis versus
9,7 Monate (95% Kl 2-17,4 Monate) bei SIRT6-Negativitat) (vgl. Abbildung 38).

Die mannliche Kohorte zeigte diesen Unterschied nicht.
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Uberlebenswahrscheinlichkeit
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SIRT6-Nachweis im
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kein SIRT6-Nachweis
—I1SIRT6-Nachweis

. kein SIRT6-Nachweis-
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—+— SIRT6-Nachweis-zensiert

SIRT6-negativ
Mittelwert: 12,8 Monate (95% K| 7,5-18,1 Monate)
Median: 9,7 Monate (95% KI 2-17,4 Monate)

SIRT6-positiv
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p = 0,004
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Abbildung 38: Vergleich der weiblichen Patienten mit erhéhter GOT in Hinblick auf die SIRT6-Positivitét. Es zeigte
sich, dass Patientinnen mit SIRT6-Nachweis im Tumor langer (iberlebten (im Mittel 28,6 Monate (95% Kl 20,9-
36,4 Monate), im Median 20,4 Monate (95% Kl 10,9-29,9 Monate)) als jene ohne SIRT6-Nachweis im Tumor (im
Mittel 12,8 Monate (95% Kl 7,5-18,1 Monate), im Median 9,7 Monate (95% KI 2-17,4 Monate)). Der p-Wert lag bei
0,004 (Log Rank (Mantel Cox)). Graphische Darstellung anhand eines Kaplan-Meier-Diagrammes.
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Bei Patientinnen mit erhdhter GPT und fehlendem SIRT6-Nachweis war ein mittleres Uberle-
ben von 13,5 Monaten (95% Kl 7,4-19,6 Monate) und ein medianes Uberleben von 7,4 Mona-
ten (95% KI 0-17,5 Monate) zu verzeichnen. Mit einem p-Wert von 0,007 (Log Rank (Mantel
Cox)) zeigte die Kombination aus SIRT6-Negativitat und erhohter GPT das kiirzeste Uberle-
ben und hob sich von den anderen Subgruppen (SIRT-Positivitat+erhdhte GPT versus SIRT6-
Positivitat+normwertige GPT versus SIRT6-Negativitat+normwertige GPT) ab (vgl. Abbildung
39).

Uberlebensfunktionen
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Abbildung 39: Vergleich aller weiblichen Patienten im Hinblick auf den SIRT6-Nachweis im Tumor und GPT. Es
zeigte sich, dass weibliche Patienten ohne SIRT6-Nachweis und erhéhter GPT am kiirzesten (berlebten (mittleres
Uberleben 13,5 Monate (95% Kl 7,4-19,6 Monate), medianes Uberleben 7,4 Monate (95% Kl 0-17,5 Monate). Mit
einem p-Wert von 0,007 (Log Rank (Mantel Cox)) hob sich diese Subgruppe der Vergleichsgruppen ab. Patientin-
nen mit SIRT6-positiven Tumoren unterschieden sich hinsichtlich des Uberlebens nicht trotz unterschiedlicher GPT-
Werte. Graphische Darstellung anhand eines Kaplan-Meier-Diagramms.
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Der Vergleich der Patientinnen mit erhdhter GPT im Hinblick auf die Sirtuin-6-Positivitat zeigte
mit einem p-Wert von 0,001 (Log Rank (Mantel Cox)) einen deutlichen Unterschied der mittle-
ren und medianen Uberlebenszeit. Das entsprechende Kaplan-Meier-Diagramme ist der un-

tenstehenden Abbildung 40 zu entnehmen.

Uberlebensfunktionen
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Abbildung 40: Vergleich der weiblichen Patienten mit erh6hter GPT in Hinblick auf die SIRT6-Positivitit. Es zeigte
sich, dass Patientinnen mit SIRT6-Nachweis im Tumor langer (iberlebten (im Mittel 32,6 Monate (95% Kl 24,6-
40,7 Monate), im Median 32,4 Monate (95% Kl 11,5-53,2 Monate)) als jene ohne SIRT6-Nachweis im Tumor (im
Mittel 13,5 Monate (95% Kl 7,4-19,6 Monate), im Median 7,4 Monate (95% Kl 0-17,5 Monate)). Der p-Wert (Log
Rank (Mantel Cox)) lag bei 0,001. Graphische Darstellung anhand eines Kaplan-Meier-Diagrammes.
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Im Gesamtkollektiv lebten Patienten mit erhdhtem Bilirubin und fehlendem SIRT6-Nachweis
am kurzesten (im Mittel 18,4 Monate (95% Kl 13-23,8 Monate), im Median 17,4 Monate (95%
Kl 6,8-28,1 Monate), Log Rank (Mantel Cox) p = 0,015). Die entsprechende Kaplan-Meier-

Darstellung ist der untenstehenden Abbildung 41 zu entnehmen.
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Abbildung 41: Vergleich des Gesamtiiberlebens aller Patienten im Hinblick auf den Nachweis von SIRT6 im Tumor
und Bilirubin. Patienten mit erhéhtem Bilirubin und fehlendem SIRT6-Nachweis lebten am kiirzesten (im Mittel 18,4
Monate (95% Kl 13-23,8 Monate), im Median 17,4 Monate (95% Kl 6,8-28,1 Monate), Log Rank (Mantel Cox) p =
0,015). Graphische Darstellung anhand eines Kaplan-Meier-Diagramms.
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Selektierte man alle Patienten mit Bilirubinerhéhung und verglich diese beziiglich des Uberle-
bens in Hinblick auf den SIRT6-Nachweis, so war festzustellen, dass Patienten mit SIRT6-
Nachweis langer Uberlebten (im Mittel 31,6 Monate (95% Kl 23,5-39,7 Monate), im Median
24,9 Monate (95% Kl 5,7-44,1 Monate)). Ohne SIRT6-Nachweis im Tumor lag die mittlere
Uberlebenszeit bei 18,4 Monaten (95% Kl 13-23,8 Monate), die mediane Uberlebenszeit bei
14,4 Monaten (95% KI 6,8-28,1 Monate). Der p-Wert (Log Rank (Mantel Cox)) lag dabei bei
0,01. Eine graphische Darstellung erfolgte im folgenden Kaplan-Meier-Diagramm (siehe Ab-
bildung 42).

Uberlebensfunktionen
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Abbildung 42: Selektion aller Patienten mit Bilirubinerh6hung. Hierbei war ersichtlich, dass Patienten mit SIRT6-
Nachweis langer (iberlebten (im Mittel 31,6 Monate (95% Kl 23,5-39,7 Monate, im Median 24,9 Monate (95% Kl
5,7-44,1 Monate)). Ohne SIRT6-Nachweis im Tumor lag die mittlere Uberlebenszeit bei 18,4 Monaten (95% Ki
13-23,8 Monate), die mediane Uberlebenszeit bei 14,4 Monaten (95% Kl 6,8-28,1 Monate). Der p-Wert (Log Rank
(Mantel Cox)) lag dabei bei 0,01. Graphische Darstellung anhand eines Kaplan-Meier-Diagrammes.
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Auch hier schien SIRT6 einen Uberlebensvorteil beim weiblichen Geschlecht zu bieten: bei
Bilirubinerhdhung Uber 1,1 mg/dl Gberlebten Frauen mit SIRT6-Positivitat im Tumor langer (im
Median 25,7 Monate (95% Kl 9,8-41,7 Monate)) im Vergleich zu Frauen ohne SIRT6-Nachweis
im Tumor (im Median 11,3 Monate (95% Kl 0-28,3 Monate)), p (Log Rank (Mantel Cox) 0,002
(Chi-Quadrat 9,566, df 1 (vgl. Abbildung 43).
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Abbildung 43: Selektion aller weiblichen Patienten mit Bilirubinerhéhung in Abhéngigkeit vom Nachweis von
SIRT6 im Tumor. Es zeigt sich ein Uberlebensvorteil der Frauen mit SIRT6-Nachweis (medianes Uberleben 25,7
Monte (95% Kl 9,8-41,7 Monate) versus 11,3 Monate (95% Kl 0-23,3 Monate)), p = 0,002 (Log Rank (Mantel
Cox)).

Mannliche Patienten dieses Kollektivs zeigten diesen Unterschied nicht (p (Log Rank (Mantel
Cox) 0,144 (Chi Quadrat 2,126 (df 1)). Das entsprechende Kaplan-Meier-Diagramm ist im An-
hang zu finden (siehe Abbildung 54).

Annliche Ergebnisse konnten in Hinblick auf den CA 19-9 Spiegel beobachtet werden. Im Ge-
samtkollektiv schienen Patienten ohne SIRT6-Nachweis im Tumor und erhdhtem CA 19-9 die
kirzeste Uberlebenszeit aufzuweisen (Mittelwert: 17,8 Monate (95% Kl 8,6-27 Monate), Me-
dian: 7,4 Monate (95% Ki 0,8-13,9 Monate).
Interessant hier erscheint jedoch, dass Patienten mit Sirtuin-6-negativen Tumoren und norm-
wertigen CA 19-9-Spiegeln am langsten Uberlebten (Mittelwert: 47,5 Monate (95% Kl 28,8-
50,8 Monate), Median: 51,8 Monate (95% Kl 24,4-79,3 Monate)). Der Unterschied wurde mit
einem p-Wert (Log Rank (Mantel Cox)) von < 0,001 unterstrichen (vgl. Abbildung 44)

88



Ergebnisse

Uberlebensfunktionen
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Abbildung 44: Vergleich aller Patienten im Hinblick auf den Nachweis von SIRT6 im Tumor und dem CA 19-9-
Spiegel anhand eines Kaplan-Meier-Diagramms. Patienten ohne SIRT6-Nachweis im Tumor und erh6htem CA
19-9 wiesen die kiirzeste Uberlebenszeit auf (Mittelwert: 17,8 Monate (95% Kl 8,6-27 Monate), Median: 7,4 Mo-
nate (95% Kl 0,8-13,9 Monate). Der p-Wert (Log Rank (Mantel Cox)) lag bei <0,001. Graphische Darstellung an-
hand eines Kaplan-Meier-Diagramms.

Im Vergleich aller Patienten mit Erhéhung des CA 19-9-Spiegels im Hinblick auf den Nachweis
von SIRT6 im Tumor konnte ein langeres Gesamtuberleben von Patienten mit SIRT6-Positivi-
tat festgestellt werden (Mittelwert: 30,1 Monate (95% KI 23,1-37,1 Monate), Median: 20,4 Mo-
nate (95% Kl 11,9-28,9 Monate), Log Rank (Mantel Cox) p = 0,021, Abbildung 45). Eine Uber-

lebenszeitverlangerung sah man demnach nur bei erhdhten CA 19-9-Spiegeln
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Uberlebensfunktionen
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Abbildung 45: Selektion aller Patienten mit erhbhtem Tumormarker CA 19-9 in Abhéngigkeit zum Nachweis von
SIRT6 im Tumor. Ohne SIRT6-Nachweis im Tumor war eine mittlere Uberlebenszeit von 17,8 Monaten (95% Kl
8,6-27 Monate) und eine mediane Uberlebenszeit von 7,4 Monaten (95% Kl 0,8-13,9 Monate) zu verzeichnen.
Bei Patienten mit SIRT6-positiven Tumoren lag die mittlere Uberlebenszeit bei 30,1 Monaten (95% Kl 23,1-37,1
Monate) und die mediane Uberlebenszeit bei 20,4 Monaten (95% Kl 11,9-28,9 Monate). Der p-Werte (Log Rank
(Mantel Cox)) wurde mit 0,021 ausgegeben. Graphische Darstellung anhand eines Kaplan-Meier-Diagrammes.

Und auch hier profitierten besonders Frauen vom Nachweis von SIRT6 im Tumor: bei SIRT6-
Positivitat zeigte sich ein medianes Uberleben von 19,3 Monaten (95% Kl 13,8-24,8 Monate)
versus beim Fehlen von SIRT von 3,9 Monaten (95% Kl 0-8,5 Monate), p (Log Rank (Mantel
Cox)) < 0,001 (Chi-Quadrat 13,562) (vgl. Abbildung 46). Bei Mannern zeigte sich kein Unter-
schied (p (Log Rank (Mantel Cox) 0,312; Chi Quadrat 1,021).
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Uberlebensfunktionen
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Abbildung 46: Selektion aller weiblichen Patienten mit erhéhtem CA 19-9-Spiegel. Es ist zu erkennen, dass der
Nachweis von SIRT6 im Tumor eine protektive Rolle zu spielen scheint: medianes Uberleben 19,3 Monate (95%
Kl 13,8-24,8 Monate) versus 3,9 Monate (95% KI 0-8,5 Monate beim Fehlen von SIRTS6, p (Log Rank (Mantel
Cox)) < 0,001 (Chi-Quadrat 13,562).

Nach vorwiegendem Nachweisort von SIRT6 innerhalb der Zelle

Im Folgenden wurden alle Falle SIRT6-positiven Falle selektiert. Es erfolgte eine Kaplan-
Meier-Darstellung des Gesamtlberlebens mit dem Vergleich zwischen Uberwiegend nukle-
aren SIRT6-Nachweis und Uberwiegend zytosolischen SIRT6-Nachweis unter Ausschluss der
Falle mit 50:50-Verteilung von nuklearer und Zytosol-Farbung. Dabei ergab sich kein Anhalt
fur einen Unterschied im Gesamtuberleben (Log Rank (Mantel Cox) p = 0,447), vgl. Abbildung
55 im Anhang.

Nach Leberfarbung

In der Uberlebensanalyse nach Kaplan-Meier ergab sich kein Hinweis auf einen Zusammen-
hang des Sirtuin 6-Nachweises in Tumor und Leber in Hinblick auf das Gesamtuberleben (Log
Rank (Mantel Cox) p = 0,867).
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4.3.3 Koexpression von Argpyrimidin und Sirtuin 6

Es konnte kein Zusammenhang zwischen Argpyrimidin und SIRT6 im Tumor festgestellt wer-
den (p (Chi-Quadrat, exakter Test nach Fischer) = 0,279) (vgl. Tabelle 37).
Tabelle 37: Kreuztabelle iiber den Zusammenhang zwischen Argpyrimidin- und SIRT6-Koexpression. Es zeigte

sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Nachweis von Argpyrimidin und SIRT6 im Tumor (p (Chi-
Quadrat, exakter Test nach Fischer) = 0,279).

Argpyrimidin-Nachweis im Tumor Chi-Quadrat —
(zweiseitig)

(exakter Test
nach Fischer)

Negativ. n Positv. n Gesamt n
(%) (%) (%)

Sirtuin 6-Nach- Negativ n 36 (35,6) 65 (64,4)
weis im Tumor (%)

Positivn (%) 55 (43) 73 (57)

91(39,7)  138(60,3) 229 (100) 0,279

Auch in Subgruppenanalysen zeigte sich kein Unterschied.
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5 Diskussion
5.1 Einfuhrung

Diese Dissertation basiert auf der Analyse einer Kohorte von 245 Patientinnen und Patienten
mit cholangiozellularem Karzinom. Das Kollektiv hatte etwas mehr mannlichen Patienten
(53,1%) und mit 163 Fallen (66,5%) ein Ubergewicht an intrahepatischen Karzinomen. Insge-
samt wurden 93,1% der Patienten initial operiert, sodass es sich bei der folgenden immunhis-
tochemischen Farbung um Nativpraparate handelte. Im Gesamtkollektiv wies der Grolteil
(68,2%) der Patienten eine Tumorgrofe kleiner T3 auf, 58,8% hatten zum Diagnosezeitpunkt
keine Lymphknoten- und in 80,4% keine Fernmetastasen. Im Median Uberlebte das Patienten-
kollektiv 23,5 Monate (95% Kl 19,2-27,9 Monate).

Es erfolgte die immunhistochemische Farbung auf Argpyrimidin und Sirtuin 6. In die Auswer-
tung konnten 229 Praparate eingeschlossen werden, 16 Praparate wurden der Auswertung
aufgrund unzureichender Tumormasse oder schlechter Praparatqualitat entzogen. Dadurch
anderte sich die Zusammensetzung des Gesamtkollektivs jedoch nicht wesentlich. Anhand
eines modifizierten Immunreaktiven Sores (IRS) nach Remmele und Stegner wurden 60,3%
der Praparate als Argpyrimidin-positiv und 55,9% der Praparate als Sirtuin 6-positiv klassifi-
ziert. Zudem wurde die Farbung der beiden Marker in der den Tumor umgebenden Leber be-
stimmt. Anhand dieser Farbeergebnisse wurden Korrelationen zu Patienten- und Tumorcha-

rakteristika sowie insbesondere zum Uberleben durchgefihrt.

Hierbei lield sich Argpyrimidin bevorzugt in Praparaten alterer Patienten (= 65 Jahre) (p (Chi-
Quadrat) = 0,037, vgl. Tabelle 23) und in extrahepatischen cholangiozellularen Karzinomen (p
(Chi-Quadrat) = 0,014, vgl. Tabelle 25) nachweisen. Bei Letzteren korrelierte der Nachweis
von Argpyrimidin im Tumor mit einer kleineren TumorgréRe (< T3) (p (Chi-Quadrat) < 0,001,
vgl. Tabelle 26) und konsekutiv mit einem friihen Tumorstadium (UICC < 3) (p (Chi-Quadrat)
= 0,06, vgl. Tabelle 27) sowie auch mit einem langeren Uberleben (p (Log Rank) = 0,023, vg|.
Tabelle 29).

Far Sirtuin 6 schien es interessant, den Uberwiegenden Ort der Farbung zu betrachten. Hier
konnte festgehalten werden, dass extrahepatische Karzinome SIRT6 bevorzugt (72%) im Zy-
tosol aufwiesen, wohingegen intrahepatische Karzinome SIRT6 eher im Zellkern (60%) zeig-
ten (p (Chi-Quadrat) < 0,001, vgl. Abbildung 35). Extrahepatische Tumoren sind mit einem
langeren Uberleben einhergegangen, wenn der Tumor SIRT6-positiv war. Bei Frauen mit er-
héhten Transaminasen (GOT und GPT) schien der Nachweis protektiv zu wirken und mit ei-
nem langeren Uberleben einherzugehen (p = 0,004 und p = 0,001, vgl. Abbildung 38 und Ab-
bildung 40). Ahnliche Ergebnisse konnten im Gesamtkollektiv fiir Patienten mit Bilirubin- und
CA 19-9-Erhéhung festgehalten werden (p = 0,01 und p = 0,021, vgl. Abbildung 42 und Abbil-
dung 45).
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Bei beiden immunhistochemischen Markern war eine Farbung der Leber insbesondere dann

nachzuweisen, wenn auch der Tumor positiv bewertet wurde.

Thema dieser Dissertation war es, den Einfluss von Argpyrimidin und Sirtuin 6 in einem Kol-
lektiv von Patienten mit cholangiozellularen Karzinomen zu analysieren. Hierbei fiel insbeson-
dere in Subgruppenanalysen ein Uberlebensvorteil bei Nachweis der beiden Marker auf. Hier-
bei waren insbesondere intra- und extrahepatische Tumoren von Interesse. Welchen Einfluss
diese jedoch auf insbesondere Gallenblasentumoren haben, blieb bei der geringen Fallzahl

von 5 offen.

5.2 Argpyrimidin

Argpyrimidin hat bislang nur wenig Aufmerksamkeit in der Krebsforschung erhalten. Vorreiter
fur die Untersuchung des Auftretens von Argprimidin in verschiedenen Krebsentitaten waren
Van Heijst et al. und Chiavarina et al., die bislang jedoch sehr unterschiedliche Ergebnisse
zum Nachweis von Argpyrimidin in Tumoren festhalten konnten (103, 104). So zeigten das
Plattenepithelkarzinom des Larynx und das Adenokarzinom der Mamma einen ausgepragten
Argpyrimidinnachweis, wohingegen der Nachweis in kolorektalen Karzinomen und Leiomy-
osarkomen eher negativ bis schwach positiv ausfiel. Von Gallengangskarzinomen wurde bis-
lang nicht berichtet (Stand der Literaturrecherche August 2025). Daher gab es im Vorfeld kei-
nen Hinweis, ob es zu einem Nachweis von Argpyrimidin in Gallengangskarzinomen kommen
und wie intensiv dieser ausfallen werde. Der wissenschaftliche und hypothesengenerierende

Aspekt stand hier im Vordergrund.

Die Auswertung erfolgte auf Basis eines modifizierten immunreaktiven Scores nach Rem-
mele und Stegner, wobei die Berechnung in Percent Points (PP) vorgenommen wurde. Der
Schwellenwert zur Unterscheidung zwischen negativem und positivem Nachweis wurde bei 2
1 PP festgelegt, was eine Abweichung vom originalen Bewertungsschema darstellt. Die Ana-
lyse zeigte, dass der uberwiegende Anteil der untersuchten Proben entweder negativ oder nur
schwach positiv gefarbt war, wahrend lediglich ein geringer Anteil hohe Percent Points auf-
wies. Insgesamt waren 39,7 % der Praparate als negativ und 60,3 % als positiv zu bewerten.
In allen drei untersuchten Lokalisationen Uberwog der Anteil positiv bewerteter Proben, wobei
insbesondere beim intrahepatischen cholangiozellularen Karzinom (eCCC) ein deutlich positi-

ver Befund vorherrschte (69,1 % positiv, 30,9 % negativ).

Chiavarina et al. sowie Van Heijst et al. nutzten ebenfalls einen Maus-Antikérper, jedoch in
einer Verdinnung von 1:6.000 bzw. 1:10.000 (zum Vergleich im Rahmen dieser Dissertations-

arbeit: 1:1.000). Bei einem Verdinnungsverhaltnis, das um den Faktor 6 bzw. 10 abweicht,
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sind die Ergebnisse also nicht vollstandig miteinander zu vergleichen. Ebenfalls wurden nicht

dieselben Bewertungsscores genutzt.

Hier schien die Nachweisauspragung von Argpyrimidin im cholangiozellularen Karzinom eher
der im kolorektalem Karzinom der Van Heijst-Studie zu &hneln. Bisher (Stand August 2025)
wurde Argpyrimidin im hepatozellularen Karzinom nicht erforscht, welches wegen seiner ana-
tomischen Nahe am ehestens Vergleichspunkte hatte aufweisen kénnen. Der Nachweis von
Advanced Glycation End Products (AGEs) und Methylglyoxal (MG), einem wichtigen Baustein
von Argyprimidin, sowie die abbauenden Enzymen (GLO-I und GLO-Il) im Zusammenhang mit
dem HCC wurden jedoch intensiver beleuchtet. Es zeigte sich, dass im Rahmen des Warburg-
Effekts mit gesteigerter Glykolyse im Tumorgewebe mehr Methylglyoxal anfallt. Um schadliche
MG-Spiegel im Gewebe zu vermindern, greift das Detoxifizierungssystem der beiden Glyo-
xalase-Enzyme, indem ihre Expression hochreguliert wird (1). Eine Verminderung des Argpy-
rimidinvorkommens durch verstarktes Wirken von GLO-I und -Il und damit dem Abbau des
Bausteins Methyglyoxal ist nur anzunehmen, bisher jedoch noch nicht bewiesen. Im Kontrast
dazu steht, dass das HCC eine Erkrankung des mittleren bis hohen Alters ist (Durchschnitts-
alter bei Diagnose: 62 Jahre) (144). Alter und Alterserkrankungen kénnen, wie bereits be-

schrieben, mit dem vermehrten Auftreten von AGEs einher gehen (siehe Literaturdiskussion).

Ein erhohter Anteil Argpyrimidin-positiver Praparate fand sich insbesondere bei Patienten im
Alter von = 65 Jahren (66,1 % vs. 33,9 %, (p (Chi-Quadrat) = 0,08, Tabelle 23), wobei dieser
Befund bei Patienten mit extrahepatischen Tumoren besonders ausgepragt war (81,8 % vs.
18,2 %, (p (Chi-Quadrat) = 0,037, Tabelle 23). Argpyrimidin ist als sogenanntes Advanced
Glycation Endproduct (AGE) ein Biomarker fir altersassoziierte Prozesse (70), sodass der
vermehrte Nachweis bei alteren Patientinnen nicht zu Gberraschen schien. Ahmed et al. spra-
chen davon, dass die Entgiftung von Methylglyoxal im Alter abnehme (145). Dadurch erscheint
es auch naheliegend, dass mehr Argpyrimidin entstehen kann. Wie bereits aus friiheren Ar-
beiten zu erwarten war (145), konnte bei alteren Patienten (=65 Jahren) in dieser Arbeit ten-
denziell haufiger ein Argpyrimidinnachweis im Tumor festgestellt werden als bei jingeren (< 65
Jahren), wobei dieser Zusammenhang im dieser Arbeit knapp statistisch nicht signifikant war
(p (Chi-Quadrat-Test) = 0,08, vgl. Tabelle 23). In der Literatur wird Argpyrimidin gelegentlich
antioxidatives Potenzial zugeschrieben. So beschreiben Sreejayan et al. (146) entsprechende
Effekte im Kontext von AGE-Akkumulation. Gleichzeitig betiteln Hayes et al. die Rolle von An-
tioxidatien auf die ,Progression und die metastatischen Stadien der Tumorentwicklung nach

wie vor [als] ratselhaft® (147).

Auffallig war zudem, dass kleinere Tumoren (< T3) signifikant haufiger Argpyrimidin-positiv

waren (p (Chi-Quadrat) = 0,014, vgl. Tabelle 25). Dieser Zusammenhang war bei den extra-
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hepatischen Tumoren noch deutlicher (p (Chi-Quadrat) < 0,001, vgl. Tabelle 26). In der analy-
sierten Kohorte korrelierten kleinere Tumoren zudem mit einem gunstigeren histopathologi-
schen Grading (vgl. Tabelle 56 im Anhang; p (Chi-Quadrat) = 0,048). Interessanterweise zeigte
sich jedoch kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Differenzierungsgrad des Tu-
mors und dem Nachweis von Argpyrimidin (p (Chi-Quadrat-Test) = 0,748, vgl. Tabelle 49). Es
kann daher lediglich spekuliert werden, ob bei gering differenzierten Tumoren — maoglicher-
weise infolge veranderter metabolischer Eigenschaften und gestérter Glukoseverwertung — die
Fahigkeit zur Bildung bzw. Akkumulation von Argpyrimidin verloren geht. Bislang existieren
keine Studien, die den Zusammenhang zwischen Argpyrimidinnachweis, Tumorgrofe oder

Differenzierungsgrad systematisch untersucht haben.

Van Heist et al. wiesen Argpyrimidin sowohl im Zytosol als auch ,reichlich im Nukleus® (104)
nach, wohingegen es in den Praparaten des hier beschriebenen Kollektivs nur zytosolisch zu
finden war. Zudem dokumentierte die o. g. Studie in tUber der Halfte der Falle eine ,maRig bis
stark ausgepragte” Farbung. Im vorliegenden Kollektiv fiel das Farbeergebnis eher schwach
aus und die Anzahl an Praparaten mit niedriger Anzahl an Percent Points Gberwog. Hierbei ist
jedoch erneut auf die geringe Fallzahl der van Heijst-Studie (n = 20, davon je funf Plat-
tenepithelkarzinome des Kehlkopfs, fiinf Adenokarzinome der Brust, finf Adenokarzinome des

Dickdarms, funf Leiomyosarkome) hinzuweisen.

In dieser Arbeit wurde zudem der quantitative Nachweis von Argpyrimidin in der den Tumor
umgebenden Leber aufgefihrt. Im Gesamtkollektiv sowie nach Tumorlokalisation differen-
zZiert, zeigte sich in der Mehrzahl der Leberpraparate eine mafige Farbeintensitat (Score 2 auf
einer Skala von 0 bis 3). Da in diesem Bereich ausschliellich eine quantitative Auswertung
erfolgte, wurde kein immunreaktiver Score (IRS) fir die Leberproben berechnet. Bislang wur-

den keine Studien zum Nachweis von Argpyrimidin in der Leber veréffentlicht.

Hinsichtlich des Uberlebens schien der Nachweis von Argpyrimidin im Tumor bei extrahepa-
tischen Tumoren (p (Log Rank) = 0,023, vgl. Abbildung 31) und bei mannlichen Patienten im
Gesamtkollektiv (p (Log Rank) = 0,031, vgl. Abbildung 32) mit einem langeren Uberleben ein-
herzugehen. Patienten mit extrahepatischen Tumoren und Argpyrimidinnachweis zeigten eine
Uberlebenszeit von 29,5 Monaten im Median (95% Kl 17,3-41,8 Monate), wohingegen die me-
diane Uberlebenszeit bei fehlendem Nachweis bei 9,0 Monaten (95% Kl 0-19,2) lag. Mannliche
Patienten, deren Tumoren als positiv klassifiziert wurden, tiberlebten im Median 24,5 Monate
(95% Kl 6,6-42,4 Monate), wohingegen jene ohne Argpyrimidinnachweis eine mediane Uber-
lebenszeit von 15 Monaten (95% KI 0-30,3 Monate) aufwiesen. Interessanterweise zeigten
Frauen diesen Unterschied nicht. Ein Zusammenhang fiir ein langeres Uberleben bei Mannern

mit Argpyrimidinnachweis, nicht jedoch bei Frauen, blieb bislang unklar. Hinsichtlich des Nach-

96



Diskussion

weises von Argpyrimidin im Tumor zeigten Manner und Frauen in etwa die gleiche Nachweis-
haufigkeit im Tumor. Auch die Verteilung der Farbeintensitat und Flache des Argpyrimi-
dinnachweises, angezeigt durch die Percent Points, unterschied sich nicht signifikant zwischen
den Geschlechtern. Zwar konnten verschiedene Studien einen geschlechtsspezifischen Un-
terschied im Nachweis von Advanced Glycation End Products (AGE) zeigen (148) (149), doch
bisher hat sich keine Forschungsgruppe mit geschlechtsspezifischen Unterschieden in der
Uberlebenszeit beschaftigt — insbesondere im Zusammenhang mit Argpyrimidin und Krebser-
krankungen. Interessanterweise war im Gesamtkollektiv das Uberleben bei Patientinnen unter
65 Jahren signifikant verlangert, wenn ein Argpyrimidinnachweis im Tumor vorlag: Die medi-
ane Uberlebenszeit betrug in dieser Gruppe 39,2 Monate (95 % KI: 19,2-59,1 Monate) im Ver-
gleich zu 23,4 Monaten (95 % KI: 8,2-38,7 Monate) bei Argpyrimidin-negativen Tumoren (p
(Log Rank) = 0,032, vgl. Abbildung 33).

Ein mdglicher Erklarungsansatz firr eine Uberlebenszeitverlangerung kann einerseits in der
Apoptosewirkung gesucht werden. In mehreren Studien konnte ein Zusammenhang zwischen
Argpyrimidin-Akkumulation und gesteigerter Apoptoseaktivitat gezeigt werden (150) (151). So
demonstrierten Kim et al. (150), dass die Ansammlung von Argpyrimidin in den Linsen diabe-
tischer Mause sowohl in vitro als auch in vivo mit einer erhdhten Apoptoserate assoziiert war.
Dieser Effekt wurde durch eine Argpyrimidin-induzierte Aktivierung des Transkriptionsfaktors
NF-kB vermittelt, welcher wiederum die Expression apoptoseférdernder Gene reguliert. Er-
ganzend konnte in einer Studie von Kang et al. gezeigt werden, dass endogenes Methylglyo-
xal, dem Hauptbaustein fir Argpyrimidin, in Leukamiezellen durch die Bildung von MG-DNA-
Addukten ein Zellzyklusarrest in der G1-Phase sowie Apoptose induzierte (62). Ebenso fiihrte
die experimentelle Inhibition von GLO-I in einer Arbeit von Thornalley et al. zur Akkumulation
von Methylglyoxal und konsekutiv zur Induktion apoptotischer Signalwege (152). Zu ahnlichen
Ergebnissen kam das Studienteam um Jeong insbesondere hinsichtlich eins vermehrten Auf-
tretens von Zellen in der G1-Phase. Zudem berichteten sie von einer Aktivierung von NF-kB,
welches zufolge weiterer Studien die Expression pro-apoptotischer Gene bewirkt (151) (153).
Auch andere Studien belegen die Apoptose-induzierende Wirkung von Methylglyoxal. Seo et
al. (154) zeigten in Hepatozyten, dass MG durch eine Erhéhung reaktiver Sauerstoffspezies
und gleichzeitige Reduktion intrazelluldarer Glutathionkonzentrationen Apoptose auslésen
kann. Darlber hinaus kam es zu strukturellen Schadigungen der Mitochondrien (insbesondere
eine gesteigerte Permeabilitat), was zusatzlich zur Aktivierung des Zelltods beitrug. Der An-
stieg von Methylglyoxal ging interessanterweise in dieser Studie mit erhdhten Leberenzym-
werten (GOT/AST und GPT/ALT) einher. In dieser Dissertationsarbeit konnte kein Zusammen-
hang zwischen Argpyrimidinnachweis und Transaminasenerhohung hergestellt werden und

Methylglyoxal war nicht Bestandteil dieser Forschung.
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Andererseits soll hier auch nochmal auf die zellularen und Zellstoffwechsel-abhangigen Pro-
zesse hingewiesen werden. Argpyrimidin entsteht durch die nicht-enzymatische Reaktion von
Methylglyoxal (MG) mit Argininresten in Proteinen. Im Kontext der Tumorbiologie riickten da-
her auch die Enzyme der Methylglyoxal-Detoxifikation, Glyoxalase 1 und 2 (GLO-I und GLO-
II), in den Fokus wissenschaftlicher Untersuchungen. Eine Studie von Kreycy et al. zeigte,
dass Patientlnnen mit oropharyngealen Plattenepithelkarzinomen, insbesondere bei nuklearer
Expression von GLO-I, ein signifikant verkirztes Uberleben aufwiesen (155). Die Autoren fihr-
ten dies sowohl auf die Beteiligung von GLO-I an Tumorentstehung und -progression als auch
auf dessen mogliche Rolle bei der Férderung invasiven Wachstums und der Metastasierung
zurlck. Auch im Prostatakarzinom wurde GLO-I mit der Tumorprogression in Verbindung ge-
bracht (156). Bair et al. (140) zeigten, dass die pharmakologische Hemmung von GLO-I in
malignen Melanomzellen zu einer Akkumulation von Methylglyoxal fiihrte, was wiederum einen
Anstieg reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) und damit oxidativen Stress mit zytotoxischer Wir-
kung ausloste. Vermehrt anfallendes Methylglyoxal ging insbesondere mit Argypyrimidinbil-
dung im Heat-Shock-Protein 27 (HSP27) einher, was zu einer schlechteren Prognose (157)
und Therapieresistenz gegentiber Chemotherapeutika (158) flhrte. Dies konnte auf die ver-
starkte anti-apoptotische Wirkung von HSP27 nach Modifikation durch Methylglyoxal zurlck-
gefuhrt werden (159). Sakamoto et al. zeigten, dass Wildtyp-HSP27 in verschiedenen Tumor-
zelllinien (Lungen-, Nieren- und Prostatakarzinom sowie Leukadmiezellen) Komplexe in einer
GroRe zwischen 50 und 650 kDa bildet, wahrend methylglyoxalmodifiziertes HSP27 Uberwie-
gend als grof3e Oligomere von bis zu 800 kDa vorlag (100). Das Auftreten von Gberwiegend
groRen oligomeren Strukturen behinderte die Cytochrom-c-induzierte Caspase-Aktivierung
und hemmte so die Apoptose (100) (160). Interessanterweise resultierte die gezielte Hem-
mung der MG-bedingten HSP27-Modifikation in einer gesteigerten Sensitivitat gegenuber To-

poisomerase-Inhibitoren (in diesem Fall Etoposid und Camptothecin) (100).

Zusammengefasst gibt es wenig Studienmaterial hinsichtlich der direkten Apoptosewirkung
von Argpyrimidin und die Studienlage zu Methylglyoxal und seinen abbauenden Enzymen
GLO-I und -l zeigten sich bislang uneinig. Vielmehr ist davon auszugehen, dass es durch
oxidativen Stress dosisabhangig zu einer Aktivierung von Uberlebensmechanismen sowie
Zellproliferation und bei hohen Konzentrationen zur Aktivierung von Apoptose kommt (161)
(139) (162). Zudem bedarf es noch reichlich Studien zum Thema Argpyrimidin in Tumoren, um

seine Rolle im Krebs zu verstehen.
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5.3 Sirtuin 6

Im Vergleich zu Argpyrimidin zeigte Sirtuin 6 (SIRT6) einen starkeren Farbenachweis. Der Cut-
off-Wert zur Unterscheidung zwischen negativer und positiver Farbung wurde hierbei — in glei-
cher Scoreverwendung — bei 3 gesetzt. Es erfolgte ebenfalls eine Anpassung des originalen

Immunreaktiven Scores nach Remmele und Stegner, die ihren Cut-off bei 2 setzten.

Im Hinblick auf potenzielle Risikofaktoren wie Alter und Nikotinkonsum zeigte sich, dass
61,7 % der Patienten im Alter von =65 Jahren einen positiven Tumor aufwiesen (p (Chi-Quad-
rat) = 0,084, vgl. Tabelle 30), ebenso wie 78,3 % der Raucher (p (Chi-Quadrat) = 0,026, vgl.
Tabelle 31). Letzterer Befund war statistisch signifikant. Bei isolierter Betrachtung intrahepati-
scher Cholangiokarzinome verstarkte sich der Verdacht auf einen altersassoziierten Zusam-
menhang mit der Sirtuin 6-Expression (p (Chi-Quadrat) = 0,053, vgl. Tabelle 32). Sirtuin 6 ist
ein bekanntes Regulatorprotein im Kontext der zellularen Seneszenz (113). Ob altere Patien-
ten unabhangig vom Tumorwachstum eine erhdhte Expression von Sirtuin 6 im Gallen-
gangsepithel aufweisen, konnte im Rahmen dieser Untersuchung nicht abschlielend geklart
werden, da keine gesunde Referenzproben hinsichtlich des Alters bewertet wurden.
Mehrere Studien zeigten im Gegensatz zu dieser Hypothese eine abnehmende Sirtuin-6-Ex-
pression mit steigendem Alter (163), (164), (165).

Bezuglich des Tumorstadiums und der Differenzierung ergab sich kein signifikanter Zusam-
menhang mit dem Alter der Patient. Dies galt sowohl im Gesamtkollektiv als auch bei alleiniger

Betrachtung intrahepatischer Karzinome.

Ein auffalliges Merkmal der Sirtuin 6-Immunhistochemie war die variable zelluldre Lokalisa-
tion des Proteins: Wahrend einige Praparate eine primar nukleare Farbung zeigten, war in
anderen Uberwiegend eine zytoplasmatische Verteilung erkennbar. Teilweise zeigte sich auch
eine intraindividuelle Inhomogenitat innerhalb des Tumorgewebes. Fur die quantitative Bewer-
tung wurde daher jeweils die Uberwiegende Farbelokalisation bericksichtigt. Beispielhaft
wurde bei einem Anteil von 15 % Zytoplasmafarbung und 60 % Kernfarbung ausschlief3lich der
dominante Kernfarbungsanteil (60 %) zur Berechnung des IRS herangezogen. Auf die Lokali-
sation des Sirtuin 6-Nachweises wird im Folgenden noch eingegangen.
Hinsichtlich des Sirtuin 6-Nachweises im Tumor zeigt die bisherige Forschung Folgendes:
Jing et al. fassten in einer Metaanalyse zusammen, dass die Expression von Sirtuin 6 im nicht-
tumordsen Gewebe héher war als im Tumorgewebe; dies galt fur kolorektale und nicht-klein-
zellige Lungenkarziome (166). In einer Studie von Huang et al. zum Osophaguskarzinom sah
man eine Uberexpression von Sirtuin 6 im Tumorgewebe im Vergleich zum Normalgewebe
und diese Uberexpression korrelierte mit Geschlecht, der Tumorpathologie, dem Lympkkno-

tenstatus und der Zelldifferenzierung (167). Kugel et al. zeigten, dass die Inaktivierung von
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Sirtuin 6 im Pankreaskarzinom mit einem beschleunigten Metastasierungsverhalten einher-
ging (168), anders als im HCC: hier zeigte sich die Uberexpression im engen Zusammenhang
mit dem Differenzierungsgrad, der Tumorgréfe, der GefaRinvasion und einer kiirzeren Uber-
lebenszeit (134). In der vorliegenden Studie korrelierte der Nachweis von Sirtuin 6 im Tumor
nicht mit dem TNM-Stadium oder dem UICC-Stadium sowie dem histopathologischen Grading
(p (Chi-Quadrat) 0,469; 0,771; 1; 0,261 0,524, vgl. Tabelle 51).

Es konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Serumalbuminspiegel und Sirtuin-
6 im Tumor festgestellt werden: 70,4 % der Patientinnen mit normwertigem Albumin wiesen
einen Sirtuin-6-positiven Tumor auf (p (Chi-Quadrat) = 0,013, vgl. Tabelle 33). Ob dieser Be-
fund auf eine erhaltene hepatische Syntheseleistung und damit indirekt auf eine bessere Le-
berfunktion zurlickzufihren ist — etwa infolge des Fehlens von Komorbiditaten wie Steatosis
hepatis, Leberfibrose oder Lebermetastasen — bleibt spekulativ. Eine histologische Bewertung
des Leberparenchyms hinsichtlich lebereigener Erkrankungen (wie z. B. Fibrose, Zirrhose,
Steatosis hepatis) erfolgte im Rahmen dieser Arbeit nur eingeschrankt, stellt jedoch einen re-
levanten Ansatzpunkt fir zukinftige Untersuchungen dar. Studien wiesen darauf hin, dass
Sirtuin 6 regelhaft im gesunden Lebergewebe zu finden ist und dort sogar vor der Entwicklung
einer Leberfibrose schutzen kann (169) (4). Ebenso sprachen Marquart et al. davon, dass der
Verlust von Sirtuin 6 zur Entwicklung von hepatozellularen Karzinomen fuhren kénne (4). Da-
gegen hielten Song et al. mit der Annahme, dass die Hemmung von Sirtuin 6 im HCC zu einer

Verminderung der Malignitat fuhre (170).

In den Lebergewebeanteilen der untersuchten Praparate wurde Sirtuin 6 in etwa der Halfte der
Falle nachgewiesen: 51,9 % der Leberproben wurden als Sirtuin 6-negativ, 48,1 % als positiv
klassifiziert. Diese Verteilung blieb auch bei Unterteilung nach Tumorlokalisation (z. B. intra-
vs. extrahepatisch) weitgehend konstant. Der Sirtuin 6-Nachweis im Tumor korrelierte statis-
tisch signifikant mit dem Nachweis in angrenzendem Lebergewebe (Chi-Quadrat-Test,
p <0,001). Beauharnois et al. beschrieben die Leber als ein zentrales Organ fur die Expression
von Sirtuin 6 (171). Dass in der vorliegenden Untersuchung dennoch Uber die Halfte der Le-
berpraparate als negativ bewertet wurden, kénnte auf methodische Limitationen zurlickzufih-
ren sein — insbesondere auf den Umstand, dass haufig nur kleine Leberanteile erfasst wurden.
Es bleibt offen, ob in weiter vom Tumor entfernten Leberarealen ein Nachweis haufiger gelun-
gen ware oder ob das Tumorwachstum Einfluss auf den fehlenden Nachweis von SIRT6 in
der Leber hatte. Im analysierten Kollektiv lieR sich jedoch kein signifikanter Zusammenhang
zwischen dem Nachweis (bzw. dem Fehlen) von SIRTG6 in der Leber und dem Tumorstadium,
TNM-Stadium oder dem Differenzierungsgrad des Tumors feststellen. Der Nachweis von
SIRT6 im angrenzenden Lebergewebe zeigte ebenfalls keinen altersabhangigen Unterschied
(p (Chi-Quadrat) = 1, vgl. Tabelle 57).

Sirtuin 6 wurde in verschiedenen Studien als ein zentraler Schutzfaktor gegentber Steatosis
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hepatis und Leberfibrose identifiziert (172) (169) (173). Die potenziellen Auswirkungen solcher
Lebererkrankungen auf die Entstehung und Prognose von Gallengangskarzinomen stellen ei-
nen interessanten Ansatzpunkt fir zuklnftige Untersuchungen dar, waren jedoch nicht Ge-

genstand der vorliegenden Arbeit.

Wie auch bei Argpyrimidin nutzte jede Studie andere Antikdrperkonzentrationen, was eine
Vergleichbarkeit, ebenso wie die Verwendung anderer Scores, deutlich erschwert. Azuma et
al. nutzen beispeilsweise eine Antikdrperverdinnung von 1:200 (174), wohingegen Balestrieri

eine Antikérperverdinnung von 1:500 nutzen (175).

Bei Patienten mit extrahepatischem Cholangiokarzinom (eCCC) war ein Nachweis von Sirtuin
6 im Tumorgewebe mit einem signifikant verlangerten Gesamtiiberleben assoziiert. Das me-
diane Uberleben lag in der Sirtuin-6-positiven Gruppe bei 34,1 Monaten (95 %-Konfidenzinter-
vall (KI): 19,4-48,9 Monate) gegenuber 9,2 Monaten (95 %-KI: 4,3—14,2 Monate) bei Patienten
mit negativen Tumoren (p (Log Rank) =0,01, vgl. Abbildung 36).

Im Gesamtkollektiv hingegen lie sich kein signifikanter Uberlebensvorteil im Zusammenhang
mit dem Nachweis von Sirtuin 6 im Tumorgewebe feststellen. Dieser Befund steht im Wider-
spruch zu einer 2020 publizierten Metaanalyse von Shi et al. (176), welche bei Patientinnen
mit gastrointestinalen Tumoren (einschlieBlich kolorektalem Karzinom, Magenkarzinom, Pan-
kreaskarzinom und hepatozellularem Karzinom) eine Assoziation zwischen Sirtuin-6-Expres-
sion und verbessertem Gesamtuberleben zeigte. Gallengangskarzinome wurden in dieser Me-
taanalyse jedoch nicht berticksichtigt. Dartiber hinaus sah man dort einen Zusammenhang
zwischen Sirtuin 6 und einem niedrigeren Tumorstadium. Gleichzeitig wiesen Studien auch
auf eine stadienabhangige Wirkung von Sirtuin 6 hin. So berichten Min et al. sowie Wu et al.
uber eine differenzielle Funktion von SIRT6 in Abhangigkeit vom Tumorstadium, unter ande-
rem bei Urothelkarzinomen der Harnblase (128). Im vorliegenden Kollektiv lie3 sich jedoch
kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Sirtuin-6-Expression und klinisch-pathologi-
schen Tumorparametern wie Tumorgrof’e, Lymphknotenstatus, Fernmetastasierung oder
UICC-Stadium nachweisen (p (Chi-Quadrat) =0,469; 0,771; 1,000; 0,261).

In einer Studie von Han et al. war die Hochregulation von Sirtuin 6 im HCC mit einem schlech-
teren Gesamtiiberleben, schlechterem krankheitsfreien Uberleben sowie einer schlechteren
Metastasierungsrate verbunden (177). Ebenso identifizierten Ran et al. Sirtuin 6 als Onkogen
fir das HCC (134) und Song et al. beobachteten eine Verminderung der Malignitat im HCC,
wenn man Sirtuin 6 hemmte (170). Wu et al. beleuchteten in einer Metaanalyse die Rolle von
Sirtuin 6 in verschiedenen soliden Tumoren und fassten ihre Ergebnisse wie folgt zusammen:
,geringe SIRT6-Expression kdnnte als potenzieller Biomarker fiir verbesserte Uberlebens-
chancen bei Patienten mit einer Vielzahl solider Tumoren dienen®. Dies galt jedoch nicht fur

gastrointestinale Tumoren (Magen- und Kolonkarzinome), bei denen der Nachweis geringer
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Sirtuin-6-Expression mit einem schlechteren Gesamtuberleben korrelierte (178). Auch eine
weitere Metaanalyse bestatigte das schlechtere Gesamtiberleben bei Leberzellkarzinomen,
Osteosarkomen und nicht-kleinzelligem Lungenkrebs (166). Gallengangskarzinome waren in

beiden Metaanalysen nicht eingeschlossen.

Besonders bemerkenswert war der Befund bei weiblichen Patientinnen mit erhdhten Transa-
minasenwerten (GOT/AST und GPT/ALT >35U/l): In dieser Subgruppe war ein Sirtuin-6-
Nachweis im Tumor signifikant mit einem verlangerten Uberleben assoziiert. So zeigten
Frauen mit erhdhter GOT und positiven Tumoren ein medianes Uberleben von 20,4 Monaten
(95 %-KlI: 10,9-29,9 Monate) gegenuber 9,7 Monaten (95 %-KI: 2,0-17,4 Monate) in der ne-
gativen Gruppe (p (Log Rank) = 0,004, vgl. Abbildung 38). Ein ahnliches Ergebnis zeigte sich
bei erhéhter GPT (p (Log Rank) =0,001, Abbildung 40). Erhdhte Leberenzyme kdnnen als
Indikator fur eine eingeschrankte Leberfunktion, z. B. durch hepatische Metastasierung oder
Leberzelluntergang, interpretiert werden. Unabhangig vom Geschlecht korrelierte der Sirtuin-
6-Nachweis nicht mit dem Differenzierungsgrad des Tumors als Hinweis auf seine Aggressivi-
tat. Woher also der scheinbar protektive Charakter von Sirtuin 6 im Fall von weiblichen Pati-
entinnen mit erhéhten Transaminasen rihrt, bleibt weiterhin offen. Die bereits oben genannte
Studie von Zhao et al. im Hinblick auf den abnehmenden Sirtuin-6-Nachweis im Alter beleuch-
tete zudem die geschlechtsspezifischen Unterschiede: hier zeigte sich, dass Frauen im jungen
und mittleren Alter hdhere Sirtuin-6-Spiegel aufwiesen als Manner in derselben Altersgruppe.
Zudem schien es bei Mannern zu einem kontinuierlichen Abfall von Sirtuin 6 zu kommen, wo-
hingegen bei Frauen dieser Abfall erst im héheren Alter auftrat (165). Im Mausmodell konnte
gezeigt werden, dass Sirtuin 6 einen negativen Einfluss auf den Insulinstoffwechsel in aus-
schliel3lich weiblichen Mausen hatte und dass dieser Zusammenhang darin beruhte, dass Sir-
tuin 6 den Ostrogenrezeptor Era herunterreguliert. Nach seiner Aktivierung férdert Era die In-

sulinsynthese (179).

Auch im Zusammenhang mit dem Bilirubin- und CA 19-9-Spiegel zeigten sich relevante Un-
terschiede: Patienten mit erhdhtem Bilirubin und gleichzeitig negativem SIRT6-Status im Tu-
mor wiesen die kiirzesten Uberlebenszeiten auf. Innerhalb der Subgruppe mit erhéhter Biliru-
binkonzentration war ein Sirtuin-6-Nachweis im Tumor mit einem signifikant verlangerten
Uberleben assoziiert (p (Log Rank) =0,01; vgl. Abbildung 41, Abbildung 42, Abbildung 43). Im
Mausmodell zeigten Hao et al., dass Sirtuin 6 einen protektiven Faktor bei Cholestase (unter
anderem angezeigt durch eine Bilirubinerhéhung) darstellt (180). Gleiches galt fur Patientln-
nen mit erhéhtem CA 19-9: Auch hier war ein fehlender SIRT6-Nachweis mit einem signifikant
ungunstigeren Verlauf verbunden, wahrend Patientinnen mit Sirtuin-6-positiven Tumoren ein
signifikant Iangeres Uberleben zeigten (p (Log Rank) < 0,001, vgl. Abbildung 44, Abbildung 45,
Abbildung 46). Erhdhte Bilirubin- und CA 19-9-Spiegel sind Indikatoren fur eine Cholestase,
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die im Kontext des Gallengangskarzinoms typischerweise durch tumorbedingte Abflussbehin-
derungen verursacht wird (181). Das damit assoziierte schlechtere Uberleben von Patienten
mit erhéhten Werten erscheint plausibel, da erhéhte Cholestasemarker mit Cholestase durch

gréRere Tumorlast und fortgeschrittenem Krankheitsstadium einhergehen kénnen.

Obwohl Sirtuin 6 nicht mit klassischen Prognoseparametern wie Tumorstadium oder Differen-
zierungsgrad korrelierte, deutet sich in bestimmten Subgruppen — insbesondere bei Patientin-
nen mit Laborparametern, die auf eine eingeschrankte Leberfunktion hinweisen — ein mdgli-
cher protektiver Einfluss von SIRT6 an. Die biologischen Mechanismen, die diesem Zusam-
menhang zugrunde liegen, sind bislang unklar und bedurfen weiterfihrender Analysen. Vor
diesem Hintergrund kdnnte die beobachtete Assoziation zwischen einer Sirtuin-6-Positivitat
und einem verléangerten Uberleben auf tumorsuppressive Eigenschaften von SIRT6 zuriick-
gefuihrt werden. Studien deuten auf einen funktionellen Zusammenhang zwischen Sirtuin-6-
Aktivitat und der Regulation der Apoptose hin (182). Besonders hervorzuheben ist die Interak-
tion zwischen Sirtuin 6 und dem Anti-Apoptose-Protein Survivin: SIRT6 unterdrickt dessen
Expression durch Deacetylierung am Promotor von BIRC5 (Survivin) sowie durch Hemmung
der NF-kB-Bindung an ebendiesen Promotor Giber Deacetylierung des Histon-3-Lysin-9-Rests
(H3K9) (127).

Darlber hinaus wurde SIRT6 in Melanomzellen positiv mit dem Tumorsuppressor Forkhead-
Box-Protein O3 (FoxO3a) korreliert, einem bekannten Regulator pro-apoptotischer Signal-
wege. FoxO3a hemmt unter anderem die aerobe Glykolyse durch Suppression glykolyseas-
soziierter Gene (183) (116), was mdglicherweise zu einer metabolischen Reprogrammierung
in Richtung Apoptose flihren kann. Marquart et al. (4) zeigten aulRerdem, dass eine erhohte
Sirtuin-6-Expression zu einer gesteigerten Sensitivitdt gegenliiber Chemotherapeutika wie
Doxorubicin und Daunorubicin flihrte — vermutlich vermittelt Gber verstarkte Apoptoseinduk-

tion.

Ein weiterer tumorsuppressiver Mechanismus von Sirtuin 6 liegt in der Inhibition des Warburg-
Effekts. Dieser Effekt beschreibt die bevorzugte Nutzung der anaeroben Glykolyse trotz aus-
reichender Sauerstoffverfligbarkeit in Tumorzellen. Sirtuin 6 hemmt diesen Prozess durch
Suppression des hypoxia-inducible factor 1-alpha (HIF-1a) (182). Es ware daher naheliegend,
dass SIRT6-positive Tumoren eine reduzierte glykolytische Aktivitdt aufweisen. Obgleich in
der vorliegenden Arbeit keine direkte Messung der Tumorstoffwechselaktivitat erfolgte, wurde
neben Sirtuin 6 mit Argpyrimidin ein Marker untersucht, der potenziell als Surrogatparameter
fur eine veranderte Glukoseverwertung im Sinne verstarkter Glykolyse dienen kann. Ein signi-
fikanter Zusammenhang zwischen der Expression von SIRT6 und Argpyrimidin konnte jedoch
nicht festgestellt werden (p (Chi-Quadrat) = 0,279, vgl. Tabelle 37).
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Im Vergleich zu den soeben beschriebenen Studien Gber die pro-apoptotische und tumorsupp-
ressive Wirkung von Sirtuin 6 zeigen immer mehr Studien jedoch, dass es zudem eine onko-
gene Funktion besitzt. Dies wurde fir mehrere Tumorentitaten bestatigt, insbesondere fir
das hepatozellulare Karzinom (HCC). Hier war der Nachweis von SIRT6 mit einem fortge-
schrittenem Tumorstadium und einer héheren Metastasierungsrate assoziiert. Han et al. fan-
den heraus, dass Sirtuin 6 die Migration, Invasion und epithelial-mesenchymale Transition
(EMT) von HCC-Zellen forderte. Dies schien in engem Zusammenhang mit der Deacetylierung
von Beclin-1, einem wichtigen Protein der Autophagie, zu stehen. Anders als die im Melanom
nachgewiesene tumorsuppressive Funktion von FoxO3a, fuhrte die Deacetylierung von
FoxO3a durch Sirtuin 6 im HCC zu einer verstarkten Expression von N-Cadherin und Vimentin.
Beides sind Proteine, die der Zellddhasion und -migration und somit auch der EMT dienen
(177). Zu ahnlichen Ergebnissen kamen Ran et al.: diese stellten jedoch das BCL2-assoziier-
tes X-Protein (Bax) als zentrales Protein heraus, dessen Promotor von SIRT6 deacetyliert wird
und so die Apoptose verhindert. Zudem erschwert die Deacetylierung des Bax-Promotors die
Zuganglichkeit des Tumorsuppressors p53 am Promotor und vermindert so seine Funktion als
Regulator der Apoptose (134). Auch Tao et al. sahen Bax als zentrales Element fur die tumo-
rigene Wirkung von SIRT im HCC. Interessanterweise stellten sie fest, dass SIRT6 auch im
Zytosol nachgewiesen werden konnte und dort mit Ku70 interagierte, einem Protein mit zent-
raler Bedeutung fiir die DNA-Reparatur im Rahmen der nicht-homologen Endverknipfungs-
weg (NHEJ). Sie vermuteten, dass ein durch Sirtuin 6 deacetyliertes Ku70-Protein an Bax
binde, welches dann seine Rolle in der Apoptose durch Blockierung der mitochondrialen
Translokation nicht mehr erfullen kdnne (184). Sirtuin 6 wurde in dieser Dissertationsarbeit
sowohl im Nukleus als auch im Zytosol nachgewiesen. Intra- und extrahepatische Tumoren
unterschieden sich im Hinblick auf den Gberwiegenden Ort in der Zelle, an dem Sirtuin 6 nach-
gewiesen werden konnte. Bei extrahepatischen Karzinomen war Sirtuin 6 vorwiegend im Zy-
tosol, bei intrahepatischen CCC eher im Nukleus zu detektieren (p (Chi-Quadrat) < 0,001, vgl.
Tabelle 21). Dazu gingen grofiere (T3+4) sowie Lymphknoten-metastasierte Tumoren mit ei-
nem vermehrten Sirtuin-6-Nachweis im Zytosol einher (p (Chi-Quadrat) = 0,013 und 0,039, vgl.
Tabelle 34). Dieses Ergebnis passt zu den Forschungen, die SIRT6 eine onkogene Rolle zu-
sprechen. Man konnte jedoch nicht feststellen, dass eine der beiden Tumorlokalisationen
(iCCC und eCCC) tendenziell schlechter differenziert war, ebenso ging der Nachweis auch
nicht mit einer schlechteren oder besseren Differenzierung einher. Daher schien die Beobach-
tung von Tao et al. interessant und ein Unterschied im Uberleben war zu erwarten. Im vorlie-
genden Kollektiv sah man jedoch keinen Uberlebensunterschied hinsichtlich des vorwiegen-
den Nachweisortes von Sirtuin 6 innerhalb der Zelle (p (Log Rank) = 0,447, vgl. Abbildung 55).

Azuma et al. konnten nachweisen, dass Patienten mit nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom und
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reichlich zytoplasmatischem und geringem nuklearen Nachweis nicht nur aggressivere Tumo-
ren zeigten, sondern auch ein kurzeres Gesamtuiberleben und ein kirzeres progressionsfreies
Uberleben aufwiesen (174).

AbschlieRend fassten Teixeira et at. die Rolle von SIRT6 passend zusammen: ,je nach Zell-
und Tumortyp fiihrt die Uberexpression oder das Ausschalten von SIRT6 zu unterschiedlichen
biologischen Reaktionen als Tumorsuppressor oder -promotor. Daher kdnnte die Hemmung
oder Aktivierung von SIRT6 je nach den biologischen Wirkmechanismen in den einzelnen Tu-
moren von therapeutischem Wert sein.” (123). Es Iasst sich im Vorfeld nicht hervorsehen, wel-
che Funktion SIRT6 in den einzelnen Tumorentitaten einnimmt. Diese Erkenntnis macht neu-

gierig auf weitere Forschungen jeder einzelnen Tumorentitat.

5.4 Kiritik

Die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen einer Dissertation angefertigt. Insgesamt ist ein Kol-
lektiv aus knapp 250 Patienten mit CCC eine recht gro3e Gruppe, die insbesondere die Aus-
sagekraft von Subgruppenanalysen ermdéglicht. Im Rahmen von gréRer angelegten Studien
mit mehr Personalkraft und Férdermitteln kdnnten dennoch in Zukunft ausgeweitete Studien
mit qualifizierten Wissenschaftlern (Pathologen, Biologen, Arzte, etc.) und anschlieRendem

Einschluss in Metaanalysen erfolgen.

Im Rahmen der immunhistochemischen Farbungen auf Argpyrimidin wurde der Leberanteil
innerhalb der Praparate nicht qualitativ bewertet. Eine solche Bewertung erscheint jedoch aus
mehreren Grunden nur eingeschrankt sinnvoll: zum einen lasst sich anhand des untersuchten
Schnittpraparats nicht zuverlassig abschatzen, in welchem Verhaltnis die dargestellte Leber-
flache zur Gesamtleber steht. Zum anderen ist unklar, ob das Lebergewebe in unmittelbarer
Tumornahe immunhistochemisch mit dem peripher gelegenen, tumorfernen Lebergewebe ver-
gleichbar ist. Eine Klarung dieser Fragestellung ware nur durch zusatzliche Biopsien gesunder
Leberabschnitte méglich — ein Vorgehen, das unter ethischen Gesichtspunkten im Rahmen
einer nicht-therapeutischen Studie kaum vertretbar ware. Gleiches gilt dementsprechend fur
die auf Sirtuin-6-gefarbten Praparate, sodass sich hieraus nur eingeschrankte Aussagen ab-

leiten lassen.

Referenzfarbungen wurden nicht im gesunden Gallengangs- und Lebergewebe angefertigt,
sondern an Praparaten aus dem Osophagus und der Mamma bzw. Osophagus und Magen.
Wie sich beide immunhistochemischen Marker also im Gallengangs- und Lebergewebe, wel-

ches nicht durch die Tumorlasion beeinflusst ist, verhalt, blieb offen.
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Bisher gibt es fiir beide Marker keine Standardisierung und Scoring zur Vergleichbarkeit von
Studien untereinander. Auch hier konnte man feststellen, dass jede Studie ihre individuellen

Farbeprotokolle nutzt und sich nicht auf dieselbe Scoringmethode bezog.

Letztlich konnten wir durch diese Studie nicht zeigen, wie sich der Nachweis von SIRT6 und
Argpyrimidin hinsichtlich der Therapie verhalt oder ob der Nachweis der Marker das Therapie-
ansprechen beeinflusst. Dem vorliegenden Kollektiv mit Erstdiagnosen aus dem Zeitraum von
1998 bis 2015 konnten keine groRe Therapieoptionen angeboten werden. Es belief sich viel-
mehr auf eine operative Resektion und/oder Chemotherapie. Dies kdnnte sich in Zukunft stark
andern. Durch die in den letzten zwei Jahren immens erweiterten personalisierten Therapie-
optionen (MSI, IDH, Her2, FGFR, uvm.) im fortgeschrittenen Stadium mit Durvalumab/Pemb-
rolizumab, Ivosidenib, Trastuzumab, Pemigatinib/Futibatinib, etc. kdnnte auch die stoffwech-
selbedingte Tumorprogression in den Vordergrund der Forschung gelangen. Der Einfluss von
insbesondere SIRT6 auf den Tumorstoffwechsel erschien besonders interessant, da die Aus-
wirkungen je nach Tumorentitat bislang sehr unterschiedlich ausgefallen sind. Hierzu lohnt
sich weitere Forschung, die den Tumormetabolismus von cholangiozellularen Karzinomen im
Hinblick auf die Rolle von SIRT6 beleuchtet.

Argpyrimidin und Sirtuin 6 kénnten sich als prognostisch interessante Marker anbieten, um
nach primarer Therapie durch eine Operation und anschlie3ender histopathologischen Aufar-
beitung des Tumors Hinweise auf die Prognose zu erlangen. Ebenso kdnnten sich in Zukunft

neue zielgerichtete Therapien mit Argpyrimidin und Sirtuin 6 als Target entwickeln.

Insgesamt bedarf es also noch weitere, ausfihrlichere Studien, um Argpyrimidin und Sirtuin 6

in Gallengangskarzinomen besser zu verstehen.
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6 Zusammenfassung

Das cholangiozellulare Karzinom (CCC) stellt nach dem hepatozellularen Karzinom (HCC) die
zweithaufigste Form primarer maligner Lebertumoren dar. Die schlechte Uberlebensrate
macht daher deutlich, dass strategische und effektive Therapien zur Behandlung entwickelt
werden mussen.

Ziel dieser Dissertation war es, 245 Tumorproben von CCC-Patienten immunhistochemisch
auf Argpyrimidin und Sirtuin 6 zu untersuchen und deren Einfluss auf patienten- oder tumor-

spezifische Merkmale sowie das Uberleben zu analysieren.

Argpyrimidin, ein Advanced Glycation Endproduct (AGE), hat in der Krebsforschung bislang
wenig Aufmerksamkeit erhalten. Es zeigte sich vermehrt bei Patienten = 65 Jahren und in
kleineren Tumoren (p (Chi-Quadrat) = 0,08 und 0,014), ohne, dass Argpyrimidin mit dem Dif-
ferenzierungsgrad korreliert. AuRerdem konnte Argpyrimidin auch in der den Tumor umgeben-
den Leber nachweisen werden.

In Subgruppen war ein positiver Nachweis mit einem verlangerten Gesamtiiberleben assozi-
iert: bei Patienten mit extrahepatischen Tumoren (p (Log Rank) = 0,023), bei mannlichen Pa-
tienten (p (Log Rank) = 0,031) und bei Patienten jlnger als 65 Jahre (p (Log Rank)=0,032).
Frihere Studien beschrieben eine proapoptotische Wirkung durch Aktivierung von NF-kB, wo-
hingegen Argpyrimidin durch Akkumulation in Heat Shock Protein 27 auch apoptosehemmend
wirken und mit einer schlechteren Prognose und Chemotherapeutikaresistenz assoziiert wer-
den kann.

Es bedarf noch reichlich Forschung zum Thema Argpyrimidin, um seine Rolle im Krebs zu

verstehen.

Bei Sirtuin 6 ist eine Deacetylasen und wurde in dieser Arbeit bevorzugt bei Rauchern (p (Chi-
Quadrat) = 0,026) und bei bei alteren Patienten (= 65 Jahre), insbesondere mit intrahepati-
schen Tumoren (p (Chi-Quadrat) = 0,053) gefunden.

Auffallig in dieser Kohorte war zudem die variable zellulare Lokalisation des Proteins: es Uber-
wog der zytosolische Nachweis bei extrahepatischen und der nukledre Nachweis bei intrahe-
patischen Karzinomen, teils mit intraindividueller Inhomogenitat.

Frihere Studien zeigten widersprichliche Ergebnisse zur Rolle von Sirtuin 6 mit sowohl pro-
als auch anti-apoptotischen Eigenschaften. In dieser Arbeit liel3 sich keine Korrelation zur Tu-
morgroRe, Lymphknoten- und Fernmetastasenstatus, UICC-Stadium oder Differenzierungs-
grad herstellen.

In bisherigen Studien wurde Sirtuin 6 eine protektive Rolle in der Entwicklung von Leberfibrose
und Steatosis hepatis zugeschrieben. In dieser Kohorte korrelierte der Nachweis von Sirtuin 6

im Tumor mit dem Nachweis im angrenzenden Lebegewebe.
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Beim extrahepatischem CCC war Sirtuin 6 mit einem verlangertem Gesamtiberleben assozi-
iert (p (Log Rank)=0,01). Und auch in bestimmten Subgruppen — z. B. bei weiblichen Patien-
tinnen mit erhéhten Transaminasen (p (Log Rank) =0,004 fir GOT und 0,001 fur GPT) oder
im Gesamtkollektiv mit erhéhtem Bilirubin- oder CA-19-9-Spiegeln (p (Log Rank) =0,01 und <
0,001) — zeigte sich ein Uberlebensvorteil bei Nachweis von Sirtuin 6.

Bisherige Daten beleuchteten sowohl als pro- aber auch als anti-apoptotischer Eigenschaften
von Sirtuin 6, was darauf hindeutet, dass Sirtuin 6 kontextabhangig untersucht und verstanden

werden muss.
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8 Anhang
8.1 Zum Kapitel 2.9.2 TNM-Klassifikation

Extrahepatische Gallenwege

Tabelle 38: TNM-Klassifikation der extrahepatischen Gallengangskarzinome

TNM

Tx Primartumor nicht beurteilbar

T0 Kein Anhalt fir Primartumor

Tis Carcinoma in situ

T Tumor auf den Gallengang beschrankt

T2 Tumor infiltriert jenseits des Gallengangs

T3 Tumor infiltriert benachbarte Organe

T4 Tumor infiltriert Truncus coeliacus oder A. mesenterica sup.

Nx Regionare Lymphknoten nicht beurteilbar

NO Lymphknoten tumorfrei

N1 Metastasen in LK am Ductus cysticus, um den Choledochus und / oder am Le-
berhilus

Mx Fernmetastasen nicht beurteilbar

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen vorhanden

Modifiziert nach: (59)

Gallenblase

Tabelle 39: TNM-Klassifikation der Gallenblasenkarzinome

TNM

Tx Primartumor nicht beurteilbar

T0 Kein Anhalt fir Primartumor

Tis Carcinoma in situ

T Tumor infiltriert Lamina propria (T1a) oder Muskulatur (T1b)

T2 Tumor infiltriert perimuskulares Bindegewebe, aber keine Ausbreitung jenseits der
Serosa oder in die Leber

T3 Tumor perforiert Serosa (viszerales Peritoneum) und/oder infiltriert direkt in nur
ein Nachbarorgan (Leberinfiltration <2cm / Magen / Duodenum)

T4 Tumor infiltriert Stamm der Pfortader / A. hepatica und/oder Infiltration von zwei
und mehr Nachbarorganen (Magen, Duodenum, Kolon, Pankreas, Netz, extra-
hepatische Gallengange)

Nx Regionare Lymphknoten nicht beurteilbar
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NO Lymphknoten tumorfrei
N1 Regionale Lymphknotenmetastasen in Lymphknoten des Ductus cysticus, des

Ductus coleduchus, entlang der A. hepatica communis und der V. portae

Mx Fernmetastasen nicht beurteilbar
MO Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen vorhanden

Modifiziert nach: (59)

8.2 Zum Kapitel 2.9.3 UICC-Stadium

Perihilare Gallengangstumoren

Tabelle 40: UICC-Stadien fiir perihildre Gallenganskarzinome

UICC-Stadien — perihilare Gallengéange

Stadium 0 Tis NO MO
Stadium | T1 NO MO
Stadium Il T2a, T2b NO MO
Stadium IlIA T3 NO MO
Stadium IlIB T4 NO MO
Stadium llIC Jedes T N1 MO
Stadium IVA Jedes T N2 MO
Stadium IVB Jedes T Jedes N M1

Aus: (59), (60)

Distale extrahepatische Gallengangskarzinome

Tabelle 41: UICC-Stadien fiir distale extrahepatische Gallengangskarzinome

UICC-Stadien — distale extrahepatische Gallengédnge

Stadium 0 Tis NO MO
Stadium | T1 NO MO
Stadium IIA T1 N1 MO

T2 NO MO
Stadium IIB T2 N1 MO

T3 NO, N1 MO
Stadium IllIA T1-T3 N2 MO
Stadium IlIB T4 Jedes N MO
Stadium IV Jedes T Jedes N M1

Aus: (59), (60)
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Gallengangskarzinome

Tabelle 42: UICC-Stadien fiir Gallenblasenkarzinome

UICC-Stadien — Gallenblase

Stadium 0 Tis NO MO
Stadium IA T1a NO MO
Stadium IB T1b NO MO
MO
Stadium IIA T2a NO MO
Stadium IIB T2b NO MO
Stadium IlIA T3 NO MO
Stadium IlIB T1-T3 N1 MO
Stadium IVA T4 NO, N1 MO
Stadium IVB Jedes T N2 MO
Jedes T Jedes N M1
Aus: (59), (60)
8.3 Zum Kapitel 3.2 Lister der verwendeten Materialien
Tabelle 43: Liste der verwendeten Materialien
Material Anmerkung Quelle
Antikorper
MAGE Primarantikérper | monoklonal, 1 yl MAGE-AK | DIANOVA, Hamburg,
(1:1000), mouse + 999 ul EnVision Antibody | Deutschland,  Bestellnum-
Diluent mer: AGEO6B

SIRT-6 Primarantikorper
(1:300), rabbit

polyoklonal, 1 ul SIRT-6-AK
+ 299 ul EnVision Antibody
Diluent

Sigma Aldrich, Merck, Darm-
stadt, Deutschland, Bestell-
nummer: HPAO71776

Material fiir Immunhisto-
chemie

(K8006, DM830)

EnVision™ Wash Buffer | 1:20 in Aqua dest. verdiin- | Dako Denmark A/S,
(20x) (K8007, DM831) nen Glostrup, Danemark
EnVision™ Substrate Buffer Dako Denmark A/S,
(DM823) Glostrup, Danemark
EnVision™ FLEX Target Re- | 1:50 in Aqua dest. Verdiin- | Dako Denmark A/S,
trieval Solution (50x), low pH, | nen Glostrup, Danemark
Citratpuffer pH 6,1 (K8005,
DM829)
EnVision™ FLEX Peroxi- Dako Denmark A/S,
dase-Blocking Reagent Glostrup, Danemark
(DM821)
Dako Real™ Cytomation Pen Dako Denmark A/S,
Glostrup, Danemark
EnVision™ Antibody Diluent Dako Denmark A/S,

Glostrup, Danemark
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lin (K8018, DM826)

Tertidrreagenz: EnVision™ | Linker Dako Denmark A/S,
FLEX + Rabbit (K8019, Glostrup, Danemark
DM825)

EnVision™ FLEX + Mouse

(K8021)

Sekundarantikorper: EnVisi- Dako Denmark A/S,
on™ FLEX /HRP visualiza- Glostrup, Ddnemark

tion reagent (DM822)

Chromogen: EnVision™ Dako Denmark A/S,
FLEX DAB+ Chromogen Glostrup, Danemark
(DM827)

EnVision™ FLEX Hematoxy- | Hamatoxylin (= Hamalaun) | Dako Denmark A/S,

Glostrup, Danemark

Entellan® (1.07960)

Sigma Aldrich, Merck, Darm-
stadt, Deutschland

100% Ethanol

100% Ethanol reinst Carl Roth GmbH, Karlsruhe

96% Ethanol Entsprechende Verdinnung: | SAV  Liquid  Production
40 ml Aqua dest. + 960ml | GmbH
100% Ethanol

80% Ethanol Entsprechende Verdinnung: | SAV  Liquid  Production
200 ml Aqua dest. + 800ml | GmbH
100% Ethanol

70% Ethanol Entsprechende Verdinnung: | SAV  Liquid  Production
300 ml Aqua dest. + 700 ml | GmbH
100% Ethanol

50% Ethanol Entsprechende Verdinnung: | SAV  Liquid  Production
500 ml Aqua dest. + 500 ml | GmbH

Xylol Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Leitungswasser Stadtwerke Mainz
Aqua dest. B. Braun Melsungen AG,

Melsungen

Elektrogerate

tion Line B6/Heraeus T 6060

Lichtmikroskop BX51 Olympus
Lichtmikroskopkamera  U- Olympus

TV1X-2, U-CMAD3, Color

View Il

Mikrotom HistoCore AU- Leica

TOCUT

Farbeautomat fur Immunhis- DakoCytomation,  Agilent,
tochemie DakoCytomation Santa Clara, Kalifornien,
Autostainer Plus USA

Brutschrank Heraeus Func- Thermo Fisher Scientific

Germany BV & Co.KG,
Darmstadt, Deutschland

Kihlschrank FKS 3600

Liebherr, Kirchdorf an der IlI-
ler, Baden-Wairttemberg,
Deutschland

Dampfgarer 3216

Braun GmbH, Kronberg im
Taunus, Hessen, Deutsch-
land

Kuhlplatte Tissue Cool Plate
COP 30

Mediate = GmbH,
Deutschland

Berlin,

Weitere Utensilien
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Adhasionsobjekttrager  Su- Menzel-Glaser, Braun-
perfrost® Plus schweig, Deutschland
Deckglaser 24 x 50 mm Knittel-Glass, Nummer:
VD12450Y1A.01
Pipetten Eppendorf Refer- | 0,5— 10 pl Eppendorf SE, Hamburg,
ence® 10 — 1000 pl Deutschland
100 — 1000 pl

epT.l.P.S.®-Pipettenspitzen

Eppendorf SE, Hamburg,
Deutschland

Messzylinder 250 ml (612-
3837), 1000 ml (612-3839)

VWR International, Radnor,
Pennsylvania, USA

Glaskivette

VWR International, Radnor,
Pennsylvania, USA

Metallbugel

VWR International, Radnor,
Pennsylvania, USA

Hitzebestandige Kuvette

VWR International, Radnor,
Pennsylvania, USA

8.4 Zum Kapitel 3.4.8 Vergleichsfarbungen Mamma/Osophagus und Ma-

Abbildung 47: Nachweis von Argpyrimidin in der Mamma, links eher schwacher Nachweis und rechts eher starker

Nachweis.

Abbildung 48: Argpyrimidinnachweis in der Mamma, links mit primér zytosolischem, rechts mit zusétzlich nukledrem
Nachweis.
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.
Abbildung 49: Nachweis von Argpyrimidin im Osophagus, links kein Nachweis und rechts eher leicht bis méRige
Nachweisintensitét.

Abbildung 50: Nachweis von Sirtuin 6 im Magen, links dezenter Nachweis, rechts mittlere Nachweisintensitéat.

8.5 Zum Kapitel 4.1 Deskription

Tabelle 44: Paarweise Vergleiche der stetigen Variablen aus Tabelle 10 und Tabelle 11.

Paarweise Vergleiche p-Wert (Kruskal-Wallis)
Alter iCCC vs. eCCC 1
iCCC vs. GBT 1
eCCCvs. GBT 1
GPT iCCC vs. eCCC 0,000
iCCC vs. GBT 1
eCCC vs. GBT 0,205
GOT iCCC vs. eCCC 0,000
iCCC vs. GBT 1
eCCC vs. GBT 0,082
Albumin iCCC vs. eCCC 0,242
iCCC vs. GBT 1
eCCCvs. GBT 1
Bilirubin iCCC vs. eCCC 0,000
iCCC vs. GBT 1
eCCCvs. GBT 0,287
INR iCCC vs. eCCC 0,925
iCCC vs. GBT 0,569
eCCC vs. GBT 0,335

124



Anhang

CA 199 iCCC vs. eCCC 0,01
iCCC vs. GBT 0,305
eCCC vs. GBT 1

8.6 Zum Kapitel 4.1.3 Tumorcharakteristika

Tabelle 45: Kreuztabelle (iber den Zusammenhang zwischen Tumorgré3e und Differenzierungsgrad. Es zeigte sich,
dass kleinere Tumoren (kleiner T3) héufiger ein besseres histopathologisches Grading aufwiesen als gro3e Tumo-
ren.p-Wert (Chi-Quadrat) = 0,048.

TumorgroBe p-Wert (Chi-
Quadrat)
klein (Tis — T2) groR® (T3 —T4) Gesamtn (%)
n (%) n (%)
Differenzierung gut 127 (73) 47 (27) 174 (75)
niedrig 34 (58,6) 24 (41,4) 58 (25)
232 0,048

8.7 Zum Kapitel 4.1.4 Laborparameter

Tabelle 46: Zusammenschau der erhobenen Laborparameter im Gesamtkollektiv und aufgeteilt nach Tumorlokali-
sation. Fiir GOT, GPT und CA 19-9 sind ebenfalls die Mediane mit Interquartilabstand (IQA) aufgefiihrt.

Referenzwerte eCCCn(%) iCCCn(%) GBnN (%) Gesamt n
(%)

Gesamtanzahl 77 (31,4) 163 (66,5) 5(2) 245 (100)

GOT

g <50 mg/d 11 (20,4) 50 (67,6) 2(100) 63 (48,4)
> 50 mg/di 31(57,4) 15 (21,6) 0(0) 47 (26,2)
fehlend 12 (22,2) 8(10,8) 0(0) 20 (15,4)
gesamt 54 (100) 74 (100) 2(100) 130 (100)

GOT Median 78,5 (49- 35(28-50,5) 41 46 (32-

mg/dl (IQA) 161,5) 84,75)

Q < 35 mg/d 3(13) 37 (41,6) 1(33,3) 41 (35,7)
> 35 mg/di 18 (78,3) 35(39,3) 1(33,3) 54 (47)
fehlend 2(8,7) 17 (19,1) 1(33,3) 20 (17,4)
gesamt 23 (100) 89 (100) 3(100) 115 (100)

GOT: Median 74 (42-124)  35(28-54,75) 325 39 (29-71)

mg/dl (IQA)

GPT
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g <50 mg/d 6(11,1) 47 (63,5) 1 (50) 54 (41,5)
> 50 mg/di 36 (66,7) 19 (25,7) 1(50) 56 (43,1)
fehlend 12 (22,2) 8(10,8) 0(0) 20 (15,4)
gesamt 54 (100) 74 (100) 2(100) 130 (100)
GPT: Median in 116 (66,5- 34,5 (23- 555 52 (27,75
mg/dl (IQA) 235) 59,75) 112,25)
Q <35 4(174) 46 (51,7) 2 (66,7) 52 (45,2)
>35 17 (73,9) 26 (29,2) 0(0) 43 (37,4)
fehlend 2(8,7) 19 (19,1) 1(33,3) 20 (17,4)
gesamt 23 (100) 89 (100) 3(100) 115 (100)
GPT Median in 71 (43,5 30,5 (19,25- 31 33 (20-63)
mg/dl (IQA) 209,5) 48,75)
DeRitis-Quotient
<0,6 21(27,3) 7(4,3) 0(0) 28 (11,4)
0,6-0,8 15 (19,5) 23 (14,1) 1(20) 39 (15,9)
>0,8 27 (35,1) 107 (65,6) 3(60) 137 (56)
fehlend 14 (18,2) 26 (16) 1 (20) 41 (16,7)
gesamt 77 (100) 163 (100) 5(100) 245 (100)
Gesamtbilirubin
<1,1 mg/d 16 (20,8) 105 (64.4) 3(60) 124 (50,6)
>1,1 mg/d 47 (61) 33(20,2) 1(20) 81(33,1)
fehlend 14 (18,2) 25 (15,3) 1(20) 40 (16,3)
gesamt 77 (100) 163 (100) 5(100) 245 (100)
Serumalbumin
<3,5¢g/dL 42 (54,5) 55 (33,7) 2 (40) 99 (40,4)
3,5—5,4 mg/d| 20 (26) 63 (38,7) 2 (40) 85 (34,7)
> 5,4 mg/d| 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
fehlend 15 (19,5) 45 (27,6) 1 (20) 61 (24,9)
gesamt 77 (100) 163 (10) 5(100) 245 (100)
Quick
<70% 5(6,5) 5(@3,1) 1 (20) 11 (4,5)
270% 58 (75,3) 133 (81,6) 3(60) 194 (79,2)
fehlend 14 (18,2) 25 (15,3) 1(20) 40 (16,3)
gesamt 77 (100) 163 (100) 5(100) 245 (100)
INR

126



Anhang

CA 199

CA 199 in UMl Me-
dian (IQA)

Hb bei ED
<)

kleiner 0,85
0,85 bis 1,15
grofder 1,15
fehlend
gesamt

<37 U/ml
=37 U/ml
fehlend

gesamt

<13,5 g/l
13,56-17,5 g/
>17,59/dl
fehlend

gesamt

<12 g/l
12-16 g/di
=16 g/dl
fehlend

gesamt

1(1,3)
56 (72,7)
6(7,8)
14 (18,2)
77 (100)
14 (18,2)
40 (51,9)
23 (29,9)
77 (100)
140 (35,125-
749,85)

21(38,9)
21(38,9)
0(0)

12 (22,2)
54 (100)

9(39,1)
11 (47.,8)
1(4,3)
2(87)
23 (100)

127

1(0,6)
128 (78,5)
9(5,5)

25 (15,3)
163 (100)
42 (25,8)
44 (27)
77 (472)
163 (100)
405 (15
182,1)

21 (28,4)
44 (59,5)
1(14)
8(10,8)
74 (100)

8(9)

62 (69,7)
1(1,1)
18 (20,2)
89 (100)
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~ O =~ = =
~

AN TN N N N N N SN
~
(=)
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5 (100)
1180

2(08)
187 (76,3)
16 (6,5)
40 (16,3)
245 (100)
57 (23,3)
86 (35,1)
102 (41,4)
245 (100)
67 (214
368,9)

43 (33,1)
66 (50,8)
1(0,8)

20 (15,4)
130 (100)

18 (15,7)
74 (64,3)
2(17)

21(18,3)
115 (100)
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8.8 Zum Kapitel 4.1.6 Gesamtuiberleben (Overall Survival)

Uberlebensfunktionen Uberlebensfunktionen
eCCC und iCCC

- eCCC und iCCC GréBe des Tumors 10 Lymphknotenstatus
: t (Tis-T2 versus T3-T4) (NO versus N+)
¥ Klein: Tis, T1, 72 NO

1 \ —IN+
| I NO-zensiert
|- Né-zensiert

—groB: T3, T4
os| Y klein: Tis, T1, T2-zensiert
: N —}— groB: T3, T4-zensiert

Tis-T2 ', X Mittelwert: 42,3 Monate (959‘ KI 34,2-50,3 Monate)
1 Mittelwert: 38,5 Monate (95% KI 31-46,1 Monate) Y % Median: 32, 4 Monate (95% KI 25,1-39,7 Monate)

Median: 25,3 Monate (95% KI 19,3-31,2 Monate)

- 04 ! Mittelwert, 18.9 Monate "% ki 14,8-23, L Monate)
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17,4 Monate (95% KI 11-23,9 Monate)

4 s p < 0,001
p=0,013 |

Uberlebenswahrscheinlichkeit
-
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>
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1 t Median: 35,5 Monate (95% KI 25,8-45,1 Monate)
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\ 1 p < 0,001

Uberlebenswahrscheinlichkeit

[ 50 100 150 200
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Abbildung 51: Uberlebensfunktionen nach Kaplan-Meier fiir alle Patienten mit intra- und extrahepatischen Gallen-
gangskarzinomen in Abhangigkeit von der Tumorgréf3e (T2 und kleiner versus T3 und gréf3er), dem Lymphknoten-
status (NO versus N+) und dem UICC-Stadium (kleiner gleich 2 versus drei und héher). Bei allen Vergleichen ergab
sich eine statistische Signifikanz (p = 0,013, < 0,001 und < 0,001).

8.9 Zum Kapitel 4.2.1.1 Argpyrimidin im Tumor

Tabelle 47: Mann-Whitney-U-Test zum Vergleich von Ménnern und Frauen hinsichtlich der Verteilung der Percent
Points des IRS fiir Argpyrimidin. Mit einer asypmtomatischen Signifikanz von 0,431 zeigte sich kein statistisch sig-
nifikanter Unterschied zwischen den Geschlechtern.

. . asypmt. Signifi-

Percent Points des IRS fiir Argpy- K ™
anz ann-

Whitney-U-

Test)

rimidin n= mittlerer Rang Rangsumme

Manner 121 112,24 13.581
Frauen 108 118,09 12.754 0,431
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8.10 Zum Kapitel 4.3.1.1 Argpyrimidin — Patientenspezifische Eigenschaf-
ten
Tabelle 48: Kreuztabellen zur Korrelation zwischen Argpyrimidinnachweis im Tumor und Geschlecht, Alkohol- und

Nikotinabusus sowie Nachweis eines Diabetes mellitus Typ 2. Bei keinem der patientenspezifischen Parameter
zeigte sich ein statistisch signifikanter Zusammenhang (p = 0,499, 1, 0,828 und 0,695)

p-Wert
Argpyrimidin- Nachweis im Tu- (Chi-
morgewebe Quad-
rat)
Negativ n (%) Positiv n (%) Gesamt n (%)
Geschlecht mannlich 51 (42,1) 70 (57,9) 121 (100)
weiblich 40 (37) 68 (63) 108 (100)
229 (100) 0,499
Alkoholabu-
nein 86 (39,8) 130 (60,2) 216 (100)
sus
ja 5(41,7) 7 (58,3) 12 (100)
228 (100) 1
Nikotinabu-
nein 81 (39,5) 124 (60,5) 205 (100)
sus
ja 10 (43,5) 13 (56,5) 23 (100)
228 (100) 0,823
Diabetes mel-
) nein 80 (40,6) 117 (59,4) 197 (100)
litus
ja 11 (35,5) 20 (64,5) 31 (100)
228 (100) 0,695
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8.11 Zum Kapitel 4.3.1.2 Argpyrimidin — Tumorspezifische Eigenschaften

Tabelle 49: Kreuztabellen zur Korrelation zwischen Argpyrimidinnachweis im Tumor und Lymphknoten- sowie Fern-
metastasenstatus, UICC-Stadium und Tumorgrading. Bei keinem der tumorspezifischen Parameter zeigte sich ein
statistisch signifikanter Zusammenhang (p = 0,31, 0,225, 0,213 und 0,748).

Lymphknotenstatus

Fernmetastasensta-

tus

UICC-Stadium

Tumorgrading

NO
N+

MO

M+

gut

niedrig

Argpyrimidin- Nachweis im

Tumorgewebe

Negativ n (%)

61(44,9)
28 (36,8)

78 (42,2)

5(26,3)

37(37)
51 (45,5)

62 (37,8)
22 (40,7)
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Positiv n (%)

75 (55,1)
48 (63,2)

107 (57,8)

14 (73,7)

63 (63)
61 (54,5)

102 (62,2)
32 (59,3)

Gesamt
(%)

136 (100)
76 (100)

212 (100)

185 (100)
19 (100)
204 (100)

100 (100)
112 (100)

212 (100)

164 (100)
54 (100)

218 (100)

n

p-
Wert
(Chi-
Quad-
rat)

0,31

0,225

0,213

0,748
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8.12 Zum Kapitel 4.3.1.3 Argpyrimidin — Laborparameter

Tabelle 50: Kreuztabellen Argpyrimidinnachweis im Tumor und Laborparameter. Hierbei ergab sich fiir keinen der
erhobenen Laborparameter ein statistisch signifikanter Zusammenhang.

CA 199

DeRitis-Quotient

Serumbilirubin

Albumin

Quick

INR

<37kUl
237 kU/I

AulRerhalb

Normbereichs

des

Normbereich

Normwert (< 1,1
mg/dl)

erhohtes  Bilirubin
(1,1 mg/dl)

Unterhalb

Normwerts

des

Normwert

Unterhalb

Normwerts

des

Normbereich

Norm

Argpyrimidin- Nachweis im Tu-

morgewebe
Negativ n Positiv n
(%) (%)
23 (46) 27 (54)
28 (34,1) 54 (65,9)
60 (39,2) 93 (60,8)
14 (36,8) 24 (63,3)
45375) 75(62,5)
29(40,3) 43(59,7)
36 (39,6) 55(604)
31

50 (61,7)
(38,3)
1(12,5) 7(87,5)

111
73 (39,7)

(60,3)

111
68 (38)

(62%)
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Gesamt n
(%)

132 (100)

191 (100)

192 (100)

172 (100)

192 (100)

p-Wert
Quadrat)

(Chi-

0,2

0,854

0,76

0,877

0,155
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Oberhalb des
Normbereichs

192 (100) 0,568

8.13 Zum Kabpitel 4.3.1.5 Argpyrimidin — Uberleben
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Abbildung 52: Viergruppenvergleich von Argpyrimidinnachweis und Lokalisation des Primarius. Argpyrimidinnega-
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Abbildung 53: Viergruppenvergleich iiber das Uberleben von Frauen und Ménnern mit bzw. ohne Argpyrimidinnach-
weis im Tumor, dargestellt anhand eines Kaplan-Meier-Diagramms. Zu erkennen ist ein signifikanter Unterschied
im Uberleben im Vergleich zwischen M&nnern mit und ohne Argpyriminnachweis, wohingegen der Argpyrimidinsta-
tus bei Frauen keinen statistisch bedeutsamen Unterschied im Uberleben erbrachte.
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8.14 Zum Kapitel 4.3.2.2 Sirtuin 6 — Tumorspezifische Parameter

Tabelle 51: Kreuztabelle fiir den Sirtuin 6 Nachweis im Tumor und tumorspezifischer Charakteristika. Hier liel3 sich
keine statistisch signifikante Korrelation erheben.

p-Wert
Sirtuin 6- Nachweis im Tu-
(Chi-Quad-
morgewebe
rat)
Negativn (%) Positivn (%) Gesamtn (%)
Lokalisation extrahepatisch 29 (42,6) 39 (57,4) 68 (100)
intrahepatisch 70 (44,9) 86 (55,1) 156 (100) 0,772
TumorgroBe  Tis-T2 70 (45,8) 83 (54,2) 153 (100)
T3-T4 28 (40) 42 (60) 70 (100) 0,469
N-Status NO 59 (44,4) 74 (55,6) 133 (100)
N+ 31(41,9) 43 (58,1) 74 (100) 0,771
M-Status MO 77 (42,3) 105 (57,7) 182 (100)
M+ 7 (38,9) 11(61,1) 18 (100) 1
UICC-Stadium 0-2 47 (47,5) 52 (52,5) 99 (100)
34 42 (38,9) 66 (61,1) 108 (100) 0,261
Tumorgrading gut 74 (46) 87 (54) 161 (100)
schlecht 21(40,4) 31 (59,6) 52 (100) 0,524
8.15 Zum Kapitel 4.3.2.3 Sirtuin 6 — Laborparameter
Tabelle 52: Kreuztabellen Sirtuin 6-Nachweis im Tumor und erhobene Laborparameter.
Sirtuin 6-Nachweis des p-Wert
Tumors (Chi-
Quadrat)
CA 199 Negativ n Positvn. n Gesamt n
(%) (%) (%)
< 37 kU/l 18 (36) 32 (64)
> 37 kU/I 32 (39) 50 (61)
50 (37,9) 82 (62,1) 132 (100) 0,853
DeRitis-Quoti-
ent

AuRerhalb des 64 (41,8) 89 (58,2)
Normbereichs

Innerhalb des 15 (39,5) 23 (60,5)
Normbereichs
79 (41,4) 112 (58,6) 191 (100) 0,855
Gesamtbiliru-
bin
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<1,1 mg/dl 49 (40,8)
>1,1 mg/dl 31 (43,1)
80 (41,7)
Albumin
<3,5 g/dl 44 (48,4)
23,5 g/dl (bis 24 (29,6)
5,4 g/dl)
68 (39,5)
Quick
Unterhalb des 3 (37,5)
Normbereichs
Im  Normbe- 77 (41,8)
reich
80 (41,7)
INR
Norm 72 (40,2)
erhoht 8 (61,5)
80 (41,7)

71 (59,2)
41 (56,9)

112 (58,3)

47 (51,6)

57 (70,4)

104 (60,5)
5 (62,5)

107 (58,2)
112 (58,3)
107 (59,8)

5 (38,5)
112 (58,3)

192 (100) 0,765

172 (100) 0,013

192 (100) 1

192 (100) 0,153

8.16 Zum Kapitel 4.3.2.5 Sirtuin 6 — Sirtuin 6 in der Leber

Tabelle 53: Kreuztabelle zwischen SIRT6-Nachweis in der den Tumor umgebenden Leber und der Tumorgréie.
Es zeigte sich kein Zusammenhang zwischen der Tumorgré3e und dem Nachweis von SIRT6 in der den Tumor

umgebenden Leber (p-Wert (Chi-Quadrat) = 0,641).

Sirtuin 6-Nachweis der Leber p-Wert (Chi-
Quadrat)
Negativn (%) Positivn (%) gesamtn (%)
TumorgroBe Klein (bis T2) 65 (67) 64 (70,3) 129 (68,6)
gro (T3-T4)  32(33) 27 (29,7) 59 (31,4)
188 (100) 0,641

Tabelle 54: Kreuztabelle zwischen SIRT6-Nachweis in der den Tumor umgebenden Leber und dem Alter. Es zeigte
sich kein Zusammenhang zwischen dem Alter und dem Nachweis von SIRT6 in der den Tumor umgebenden Leber

(p-Wert (Chi-Quadrat) = 1).

SIRT6-Nachweis in der Leber p-Wert (Chi-
Quadrat)
negativ n (%) positivn (%) gesamtn (%)
Alter < 65 Jahre 47 (48) 44 (48,4) 91 (48,1)
> 65 Jahre 51 (52) 47 (51,6) 98 (51,9)
189 (100) 1
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Tabelle 55: Kreuztabelle zwischen SIRT6-Nachweis in der den Tumor umgebenden Leber und dem Fernmetasta-
senstatus. Es zeigte sich nur eine Tendenz eines Zusammenhangs zwischen Fernmetastasenstatus und dem
Nachweis von SIRT6 in der den Tumor umgebenden Leber (p-Wert (Chi-Quadrat) = 0,103)

SIRT6-Nachweis in der Leber p-Wert (Chi-
Quadrat)
negativn (%)  positivn (%) gesamt n
(%)
Fernmetastasen MO 74 (87,1) 11 (12,9)
M+ 78 (95,1) 4 (4,9) 167 (100)

0,103

8.17 Zum Kapitel 4.3.2.6 Sirtuin 6 — Uberleben

Uberlebensfunktionen

Ménner mit Bilirubinerh6huna SIRT6-Nachweis im

Tumor

Manner ohne SIRT6-
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[ Nachweis im Tumor-
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|
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0,6
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Mittelwert: 22 Monate (95% Kl 14,6-29,4 Monate)
0.4 Median: 20,8 Monate (95% Kl 2,4-39,2 Monate)

Manner mit SIRT6-Nachweis im Tumor
Mittelwert: 29,4 Monate (95% K| 19,6-40,3 Monate)
Median: 17,2 Monate (95% KI 0-41,5 Monate)

p = 0,144

Uberlebenswahrscheinlichkeit
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Abbildung 54: Selektion aller Mdnner mit Bilirubinerhéhung. Es zeigt sich, dass - im Gegensatz zu den weiblichen
Patienten - kein Uberlebensvorteil durch den Nachweis von SIRT6 im Tumor bietet. Mediane Uberlebenszeit ohne
SIRT6-Nachweis 20,8 Monate (95% Kl 2,4-39,2 Monate) versus 17,2 Monate (95% Kl 0-41,5 Monate) mit SIRT6-
Nachweis, p (Log Rank) (Mantel Cox) 0,144 (Chi-Quadrat 2,136 (df 1)).
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Uberlebensfunktionen

. Gesamtkollektiv Uberwiegende
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Abbildung 55: Vergleich der Uberlebenszeit anhand eines Kaplan-Meier-Diagramms hinsichtlich dem iiberwiegen-
den Nachweisort von SIRT6 im Tumor. Bei Tumoren mit (iberwiegendem nukldrem Nachweis zeigte sich eine mitt-
lere Uberlebenszeit von 36,2 Monaten (95% Kl 29,8-42,5 Monate), im Median betrug sie 29,5 Monate (95% Kl 21,4-
37,6 Monate). Dahingegen war die mittlere Uberlebenszeit bei vorwiegend zytosolischem Nachweis 35 Monate
(95% Kl 27,1-42,8 Monate), im Median 22,6 Monate (95% Kl 17,3-28 Monate). p (Lok Rank) = 0,447. Die Gruppe
der Préparate mit 50:50-Verteilung hob sich deutlich von den beiden anderen Gruppen ab, wurde jedoch aufgrund
der kleinen Fallzahl von n = 15 und der Ungenauigkeit einer menschlichen Bewertung aus dem Vergleich heraus-
genommen.
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8.18 Zum Kapitel 5.2 — Argpyrimidin

Tabelle 56: Kreuztabelle (iber den Zusammenhang zwischen Tumorgré3e und Differenzierungsgrad. Es zeigte sich,
dass kleinere Tumoren (kleiner T3) héufiger ein besseres histopathologisches Grading aufwiesen als gro3e Tumo-
ren.p-wert (Chi-Quadrat) = 0,048.

TumorgroBe p-Wert (Chi-
Quadrat)
klein (Tis — T2) groR® (T3 —T4) Gesamtn (%)
n (%) n (%)
Differenzierung gut 127 (73) 47 (27) 174 (75)
niedrig 34 (58,6) 24 (41,4) 58 (25)

232 0,048
8.19 Zum Kapitel 5.3 — Sirtuin 6

Tabelle 57: Kreuztabelle zwischen SIRT6-Nachweis in der den Tumor umgebenden Leber und dem Alter. Es zeigte
sich kein Zusammenhang zwischen dem Alter und dem Nachweis von SIRT6 in der den Tumor umgebenden Leber
(p-Wert (Chi-Quadrat) = 1).

SIRT6-Nachweis in der Leber p-Wert (Chi-
Quadrat)
negativn (%) positivn (%) gesamtn (%)
Alter < 65 Jahre 47 (48) 44 (48,4) 91 (48,1)
> 65 Jahre 51 (52) 47 (51,6) 98 (51,9)
189 (100) 1
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