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1. Einleitung

1.1 Leber

Die Leber stellt nicht nur das grote, sondern, aufgrund ihrer auf3erordentlichen
metabolischen Kapazitdt, auch das zentrale Stoffwechselorgan des menschlichen
Korpers dar. Zusatzlich ist die Leber die grofdte exokrine Drise im Menschen, indem
sie Galle bildet, welche Uber ein spezielles Gangsystem freigesetzt wird. Die
Hepatozyten kdénnen zudem zahlreiche Substanzen synthetisieren, speichern und
freisetzen sowie exogene und endogene Substanzen im Rahmen der
Biotransformation metabolisieren und entgiften. Dabei gelangen diese Substanzen
uber die Pfortader in die Leber und verlassen das Organ uUber die Portalvenen oder
die Gallenwege. Zu den wichtigsten von der Leber synthetisierten Substanzen zahlen
dabei Plasmaproteine und Galle. Bei den Plasmaproteinen handelt es sich vor allem
um Albumin, Transportproteine, Proteine des Komplementsystems sowie
Blutgerinnungsfaktoren. Die Galle besteht u.a. aus Gallensauren und Bilirubin und
wird vom Korper Uber den Darm ausgeschieden.

Die Leber als Speicherorgan enthalt hauptsachlich Glykogen, aber auch Lipide.
Glykogen wird in der Leber sowohl aus Glucose aufgebaut als auch bei Bedarf
wieder freigesetzt. Lipide werden als Triglyceride gespeichert und kénnen zu
Lipoproteinen verstoffwechselt und ins Blut abgegeben werden. Im Rahmen der
Biotransformation wird der Kérper sowohl von kérpereigenen, wie z. B. Bilirubin und
Gallensauren, als auch von korperfremden Verbindungen, wie Alkohol und
zahlreichen Xenobiotika, entgiftet.

Aufgrund dieser vielfaltigen Funktionen ist ein differenzierter Aufbau des Organs und
seiner Zellen von Noéten. Die Gliederung der Leber und ihre Mikromorphologie
werden vom Verlauf und der Anordnung der intrahepatischen GefaRe, den Asten der
Pfortader und der A. hepatica propria sowie der Gallengange bestimmt, die stets
gemeinsam verlaufen und eine Trias bilden. Die vendsen Gefale nehmen hingegen
einen anderen Verlauf. Durch den Verlauf der Trias erfolgt die Unterteilung der Leber
in Lebersegmente. Innerhalb dieser befinden sich wiederum die Leberlappchen,
welche die funktionelle architektonische Baueinheit der Leber darstellen. In der
Lappchenmitte liegt die V. centralis, die den Anfangsteil des abflhrenden vendsen
Blutsystems bildet. Uberall dort, wo drei oder mehr Lappchen mit ihren Kanten

zusammenstolRen, befindet sich ein periportales Feld. In diesem liegen die
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zufihrenden Venae (Vv) interlobulares, Arteriae (Aa) interlobulares und die
ableitenden Gallengange (Ductus interlobulares biliferi).

Die Hepatozyten verlaufen radiar zur V. centralis, meist als ein- oder zweireihige
Leberzellbalken. Zwischen den Hepatozyten befinden sich die Sinusoide, welche das
Pfortadersystem mit dem Netz der Aste der A. hepatica verbinden und welche in die
V. centralis munden. Die Zellauskleidung der Sinusoide besteht aus zwei Zelltypen:
den gefensterten Endothelzellen und den Kupffer-Zellen, die zum mononuklearen
Phagozyten-System gehoren.

Zwischen den Leberzellen und den Sinusoiden befindet sich der Dissé-Raum. In
diesem perikapillaren Spaltraum befinden sich die hepatischen Sternzellen
(Synonyme: Ito-Zellen, Fettspeicherzellen), welche Fett speichern, eine besondere
Rolle im Vitamin-A-Stoffwechsel spielen sowie Fibroblasten ahneln. Zusatzlich wird
der Dissé-Raum von einem feinen  Geflecht von nichtfibrillaren
Basalmembrankollagenen vom Typ [V, VI und XIV so strukturiert, dass ein
Austausch von Makro- und Mikromolekllen zwischen Hepatozyten und Blut
gewabhrleistet ist (Fleig, 2004).

1.2 Das Hepatozellulare Karzinom

Neben zahlreichen unterschiedlichen Erkrankungen wie Leberzirrhose, Hepatitiden
und gutartigen Tumoren konnen auch in der Leber auch maligne Tumore entstehen.
Bei diesen muss man die auferst haufigen sekundaren Lebertumore (Metastasen
von anderen malignen Tumoren) von den primaren Lebertumoren unterscheiden.

Zu den primaren Lebertumoren zahlen das hepatozellulare Karzinom (HCC), das
cholangiozellulare Karzinom (CCC), das Hepatoblastom und das fibrolamellare HCC,
welches eine Sonderform des HCC darstellt. Das HCC stellt den haufigsten primaren

Lebertumor dar und zahlt weltweit zu den haufigsten Malignomen.

1.2.1 Epidemiologie und Atiologie

Das hepatozellulare Karzinom ist weltweit das funfthaufigste Karzinom und steht an
dritter Stelle der weltweiten Krebsmortalitat (Parkin et al., 2002). Der Tumor findet
sich haufiger in China, Japan, Stdostasien und im sldlichen Afrika, jedoch zeigt sich
auch in den Industrielandern der westlichen Welt eine zunehmende Inzidenz des
Tumors (El-Serag, 1999). Ursachlich hierfur scheint die Zunahme der chronischen

Infektion mit Hepatitis C oder Hepatitis B in der westlichen Welt zu sein, da
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insbesondere virale Hepatitiden einen Risikofaktor fur die Entstehung eines HCC
darstellen (Abb. 1). Grundsatzlich ist jede Leberzirrhose unabhangig von ihrer
Atiologie als Prakanzerose anzusehen, da 70-90% der hepatozelluldren Karzinome
in zirrhotischen Lebern entstehen. In Europa werden hepatozellulare Karzinome
haufig sekundar durch Alkoholabusus und chronische HBV- und HCV-Infektion meist

uber die Zwischenstufe der Leberzirrhose verursacht (Abb. 1 und Abb. 2).

Akute Chronische

. ———— o ——» Zirrhose ——» HCC
Hepatitis Hepatitis

HBV 5% 20-30% —
HCV >80% 20% 1-4%/Jahr

Abb. 1: Naturlicher Verlauf der Hepatitis B und C (nach ,Das Hepatozellulare Karzinom®,

Hans-Peter Allgaier)

Weitere Risikofaktoren flr die Entstehung eines HCC sind Aflatoxine, insbesondere
in asiatischen und afrikanischen Landern, Industrietoxine wie Toluen und
Dimethylnitrosamin und angeborene Stoffwechselerkrankungen wie beispielsweise
die hereditare Hamochromatose, der alpha-1-Antitrypsinmangel und der M. Wilson
(Kleber G, 2000) (Abb. 2).

Die Geschlechtsverteilung ist eindeutig zu ungunsten der Manner verschoben, mit
etwa 70% zu 30% (Parkin, 2004). Der Erkrankungsgipfel liegt in der westlichen Welt

zumeist jenseits des 6. Lebensjahrzehnts.
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HBV / HCV
Alkohol
HBV l
Chronische Stoffwechsel-
Leberschadigung erkrankungen

Aktivierung von
Wachstumsfaktoren

Umweltfaktoren

——» Regeneration

v

Genetische
Alteration

i

Hepatozellulares
Karzinom

Abb. 2: An der Pathogenese des HCC beteiligte Faktoren (aus ,Das Hepatozellulare

Karzinom®, Hans-Peter Allgaier)

1.2.2 Klinik und Diagnostik

Die Klinik des HCC ist leider sehr unspezifisch, weshalb die Diagnose haufig erst im
fortgeschrittenen Stadium gestellt wird. Da sich das HCC bei dem Uberwiegenden
Teil der Patienten auf dem Boden einer bereits bestehenden Leberzirrhose
entwickelt, welche teilweise erst zum Zeitpunkt der HCC-Diagnose erkannt wird,
imponieren nicht selten vordergrindig bei Diagnosestellung folgende Zeichen der
Leberzirrhose: rechtsseitige Oberbauchbeschwerden, Gewichtsverlust oder auch
Zeichen einer dekompensierten Zirrhose. AuRerst selten wird ein palpabler
Oberbauchtumor gefunden. Bei Verdacht auf ein HCC gehdren zur Diagnostik obligat
die Sonographie sowie die CT, fakultativ die Angiographie, MRT und PET-CT.
Zahlreiche Serumtumormarker sind in der Literatur fur das HCC beschrieben. Der
klinisch bedeutendste Tumormarker ist das alpha-Fetoprotein (AFP), umfassendere
Untersuchungen liegen auch zum Des-Gamma-Carboxyprothrombin (DCP, Synonym
PIVKA-II) vor.
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AFP ist ein Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 70 kDa und wird wahrend
der Schwangerschaft im Dottersack und wahrend der Fetalzeit im
Gastrointestinaltrakt und in der Leber synthetisiert. Pranatal dient es als Marker fur
Neuralrohrdefekte. Postnatal fallt die AFP-Plasmakonzentration innerhalb der ersten
zehn Lebensmonate auf den fir Erwachsene normalen Referenzwert von 0-10 ng/ml
ab. AFP ist nicht spezifisch fur das HCC, sondern kommt auch bei Keimzelltumoren
in hoher Konzentration vor. Bei HCC-Patienten finden sich zu 70% erhohte AFP-
Serumkonzentrationen (Johnson, 1999). Allerdings kdnnen auch erhohte AFP-Werte
bei gastrointestinalen Tumoren, in der Schwangerschaft, bei akuter oder chronischer
Hepatitis und bei der Leberzirrhose auftreten. Da Patienten mit Leberzirrhose als
Hochrisikogruppe fur die Entstehung eines HCC gelten, soll AFP als
Screeningparameter die Entstehung eines solchen bei diesen Patienten anzeigen.
Allerdings kénnen auch moderat erhdhte AFP-Serumspiegel bei Patienten mit
chronischen Lebererkrankungen ohne maligne Transformation auftreten. Deshalb
stellen moderat erhdhte Serumspiegel (<500 ng/ml) von AFP eine Grauzone
zwischen benignen und malignen Lebertumoren dar. Serum-AFP-Werte >500 ng/ml
gelten jedoch als hochverdachtig flir das Vorliegen eines HCC. Weiterhin gilt ein
AFP-Wert >400 ng/ml gemeinsam mit einem positiven radiologischen Befund
ebenfalls als gesichertes HCC, so dass auf eine Biopsie verzichtet werden kann.
AFP ist jedoch nicht bei allen HCC-Patienten erhdht. Die Sensitivitdt von AFP fur
europadische HCC-Patienten liegt lediglich zwischen 55-70%, die Spezifitat zwischen
83-92% (Trojan, 1998). Auch sind kleinere Karzinome haufig noch nicht positiv fur
AFP, wodurch die Sensitivitat unter 50% sinkt.

Des-Gamma-Carboxyprothrombin (DCP) auch als “protein induced by vitamin K
absence” oder “antagonist II” (PIVKA-Il) bezeichnet, ist der zweite wichtige
Tumormarker. Es ist ein anormales Prothrombin, das in malignen Hepatozyten
produziert wird und erhohte DCP-Werte scheinen besonders haufig bei AFP-
negativen Patienten aufzutreten. Die Sensitivitdt von DCP ist der von AFP
unterlegen, insbesondere beim kleinen HCC, jedoch scheint die Spezifitat von DCP
der des AFP Uberlegen zu sein (Weitz, 1993). Eine Korrelation zwischen AFP und
DCP besteht nicht, jedoch erhoht die kombinierte Bestimmung der beiden Marker die
Sensitivitat.

Andere Tumormarker wie a-L-Fucosidase, Hepatom-spezifische Gammaglutamyl-

transferase, CEA, Ca 19-9 haben bisher keinen Eingang in die Klinische
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Routinediagnostik fir das HCC gefunden. Ebenso wurden zahlreiche Zytokine wie
VEGF (vascular endothelial growth factor), IL-8 (interleukine 8), TGF-31
(transforming growth factor) oder IGF-II (insulin like growth factor Il) untersucht und
scheinen teilweise als Marker fur Diagnostik und Therapie sinnvoll zu sein, jedoch ist

ein Routineeinsatz auch hier noch nicht denkbar.

1.2.3 Pathologische Aspekte

Die hepatozellularen Karzinome gehdren zu den epithelialen Tumoren der Leber, da
sie von den Parenchymzellen, den Hepatozyten ausgehen. Sie manifestieren sich
entweder als groe intraparenchymale oder subkapsulare Tumore mit
Satellitenknoten oder als multiple Lasionen, deren Wachstumsmuster an eine
Leberzirrhose erinnert. Charakteristisch fur die Tumorzellen ist auch das Nachahmen
der Zytoarchitektur des normalen Lebergewebes, das in den meisten Tumoren
zumindest partiell anzutreffen ist.

Histomorphologisch finden sich unterschiedliche Wachstumsmuster, so dass man
entsprechend den Empfehlungen der WHO trabekulare, pseudoglandulare und
azinare, szirrhose, solide und fibrolamellare Karzinome unterscheidet. In bis zu 30%
der Tumore ist auch eine Galleproduktion nachweisbar.

Vom zytologischen Aspekt lasst sich eine hepatozytare Variante von einer
pleomorphen, einer klarzelligen, einer onkozytaren und einer sarkomatoiden Variante
unterscheiden (Drebber, 2006). Zur sicheren Differenzierung zwischen einem HCC,
CCC oder Lebermetastasen ist oftmals zusatzlich zur histomorphologischen und
zytologischen Beurteilung der Einsatz von immunhistochemischen und molekularen

Markern unerlasslich (Tab. 1).
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Tab. 1: Histologische Differentialdiagnose von hepatozelluldaren Karzinomen und von

Adenokarzinomen (primar: CCC/ sekundar: Metastasen) (nach Modern Pathology (2007),

Neoplasms of the liver, Goodman)

HCC Adenokarzinom
Stroma sehr wenig desmoplastisch
Wachstumsmuster trabekular tubular und glandular

kompakt papillar (selten)

pseudoglandular

solide

szirrhds (selten)

Schleimbildung

fehlend

oft nachweisbar

Gallebildung oft (in etwa 65%) fehlend
Kanalikuli nachweisbar fehlend
Immunhistologie
CEA (polyklonal) kanalikular diffus
) N negativ/schwach
HepPar 1 granular positiv N
positiv

Alpha-fetoprotein positiv/negativ negativ (meistens)

_ negativ/schwach -
Panzytokeratin N positiv

positiv

CK7 und CK19 positiv/negativ positiv (meistens)

CK8 und CK18

positiv (meistens)

positiv/negativ

a+-Antitrypsin

positiv/negativ

positiv/negativ

Die Klassifikation des hepatozellularen Karzinoms erfolgt nach der

Klassifikation (Tab. 2). Dabei werden neben der Grofle des Primartumors die
intrahepatische Metastasierung, die Lokalisation, die Gefallinvasion sowie
Lymphknoten- und Fernmetastasen berutcksichtigt.

Die Metastasierung erfolgt lymphogen entlang der Gefal3aste an der Leberpforte, der
Zoliakalgefalle oder peripankreatisch. Die regionaren Lymphknoten fur die
Lebertumore sind die des Leberhilus, die hepatischen (entlang der Art. hepatica
propria), die periportalen (entlang der V. portae) und diejenigen entlang der
abdominalen V. cava inferior oberhalb der Vv. renales (Wittekind, 2006). Empfohlen

wird nach UICC/AJCC die Aufarbeitung von zumindest 3 Lymphknoten.
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Multiple intrahepatale Herde (disseminiertes Wachstum) und Satellitenknoten werden
auf frihe intrahepatische Gefallinvasion und portale Streuung zurtckgefuhrt.

Das intrahepatische Rezidiv ist weit haufiger anzutreffen als extrahepatische
Absiedelungen und grundsatzlich erfolgt die Metastasierung/Rezidivierung meist
spat. Metastasen wurden in der Lunge, den Knochen, den Nebennieren sowie im
Zwerchfell und in mediastinalen Lymphknoten beschrieben (Tanaka, 2008), (Poon,
2002).

Tab. 2 TNM-6 Klassifikation des HCC nach AJCC/UICC 2002

(p)T1 Solitarer Tumor ohne Gefaldinvasion (ohne Grolienangabe)

(p)T2 Solitarer Tumor mit GefalRinvasion, mehrere Herde <5cm

(p)T3 Multipel, > 5cm oder Infiltration eines groRen Pfortader- oder

Lebervenenastes

(p)T4 Invasion benachbarter Organe (ohne Gallenblase) oder Durchbruch durch

viszerales Peritoneum

(P)NO | Keine regionaren LK Metastasen

(P)N1 Regionare LK Metastasen

(p)Nx | Regionare LK konnen nicht beurteilt werden

(p) MO | Keine Fernmetastasen

(p)M1 Fernmetastasen

(p)Mx | Fernmetastasen nicht beurteilbar

Auf der TNM-Klassifikation basierend wird das HCC wiederum nach der

»International Union against Cancer“ (UICC) in 4 Stadien eingeteilt (Tab. 3).
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Tab. 3: Stadieneinteilung nach UICC

Stadium nach UICC TNM 6-Klassifikation
I T1 NO MO

Il T2 NO MO

MA T3 NO MO

B T4 NO MO

Hc Jedes T N1 MO

v Jedes T jedes N M1

Weiterhin erfolgt ein Grading des Tumors. Bereits 1954 wurde das Grading Sytem
nach Edmondson und Steiner (Tab. 4) publiziert, das bis dato noch angewandt wird
(Edmondson und Steiner, 1954).

Tab. 4: Grading nach Edmondson-Steiner (1954)

G1 Hochdifferenzierter Tumor, der aus Tumorzellen besteht, die schwer von

denen eines hepatozellularen Adenoms zu unterscheiden sind

G2 Tumorzellen ahnlich normalen Hepatozyten, aber die Kerne sind grofer
und zeigen einen hoheren Chromatingehalt; haufig findet sich eine azinare

Anordnung

G3 Die Kerne sind gewohnlich groRer und chromatinreicher als bei G2, sie
nehmen den grolReren Teil der Zelle ein; Gallebildung selten; azinare

Anordnung seltener als G2; haufiger Tumorriesenzellen

G4 Schlecht differenzierter Tumor mit hyperchromatischen Kernen, die den
Grol3teil der Zellen einnehmen; Trabekel schwer zu differenzieren; vielfach
groRere Zellmassen mit fehlender Koharenz; Gallebildung extrem selten;

spindelzellige und kleinzellige Areale kbnnen vorkommen

Das TNM-System und die Stadieneinteilung nach UICC bertcksichtigen jedoch nur
die Tumormorphologie. Fur die Prognose spielen aber vor allem auch patienten- und
organspezifische Faktoren eine Rolle, weshalb in den letzten Jahren zahlreiche
Staging bzw. Scoring Systeme fir das HCC entwickelt wurden.

Die Basis flur alle weiteren Staging Systeme stellt der Child-Pugh/ Child-Turcotte-
Pugh-Score dar, der zur Klassifikation der Zirrhose bereits 1964 von Child und
Turcotte entwickelt und 1973 von Pugh aktualisiert wurde (Child und Turcotte, 1964)




1. Einleitung 10

(Pugh, 1973). Das erste Staging System ausschliellich fir das HCC war das Staging
nach Okuda, das 1985 von Okuda entwickelt wurde (Okuda, 1985).

In Europa wird derzeit hauptsachlich der CLIP (Cancer of the Liver italian Program)
und BCLC (Barcelona Clinic Liver Cancer) Score angewendet, wobei der BCLC
Score bislang der einzige Score ist, von dem sich unmittelbar Therapiestrategien
ableiten lassen (CLIP investigators, 1998) (Llovet, 1999).

1.2.4 Therapiemdglichkeiten

Zur Therapie des HCC stehen chirurgische und nicht-chirurgische Therapie-
maflnahmen zur Verfiugung. Zu den nicht-chirurgischen zahlen die regionalen/inter-
ventionellen Therapieverfahren sowie systemisch-medikamentdse Therapien.

Das bisher immer noch einzige gesicherte Verfahren mit Aussicht auf Heilung ist die
Resektion. Meist wird dabei eine Leberteilresektion durchgefuhrt. Von Vorteil ist
hierbei das hohe Regenerationsvermdgen der Restleber. Jedoch muss eine strenge
praoperative Risikostratifizierung aufgrund der haufig assoziierten Leberzirrhose
beim HCC vorgenommen werden. Entscheidend fur die Indikationsstellung sind
neben dem Tumorstadium und der Lokalisation vor allem die Beschaffenheit der
Restleber und vorhandene Ko-Morbiditaten. Die Risikostratifizierung erfolgt anhand
der Klassifikation nach Child-Pugh und anhand des BCLC-Scores. Hierdurch kann
eine Abschatzung der Prognose erfolgen und ein Behandlungsplan abgeleitet
werden.

Es besteht jedoch auch die Moglichkeit der vollstandigen Entfernung der Leber mit
nachfolgender Transplantation, insbesondere bei Patienten mit kleinen Karzinomen
und assoziierter Leberzirrhose. Eine orthotope Lebertransplantation ermdglicht als
einzige Therapie die potentielle Heilung sowohl der Karzinomerkrankung als auch
der meist zugrunde liegenden Zirrhose. Die Grenzwerte vieler Zentren fir die
Transplantation sind ein maximaler Tumordurchmesser von bis zu 5 cm sowie
hochstens drei Tumorknoten bis zu 3cm entsprechend den Milan Kriterien
(Mazzaferro,1996).

Regionale/interventionelle Therapieverfahren kommen als MalRnhahmen in Betracht,
wenn eine chirurgische Therapie nicht moglich ist. Dies ist z.B. der Fall bei
reduzierter Leberleistung durch die Zirrhose, zu vielen Tumorherden, schwieriger
Tumorlokalisation, schweren internistischen Begleiterkrankungen und auch als so

genannte ,bridging Therapie“ bis zur Lebertransplantation.
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Zu den regionalen/interventionellen Therapieverfahren zahlen: Kryoablation,
Radiofrequenzablation (RFA), die perkutane Ethanolinjektion (PEI) und die
transarterielle Chemoembolisation (TACE). Die TACE ist eine gut validierte
Therapieoption, die in erster Linie bei Kontraindikationen fur ein chirurgisches oder
lokal ablatives Verfahren zum Einsatz kommt. Derzeitige Indikationen sind in Tabelle
5 beschrieben (Vogl, 2008). Als absolute Kontraindikationen fur eine TACE
beschrieben Lubienski et al. einen Tumorbefall von mehr als 75% des
Leberparenchyms durch ein diffuses HCC, extrahepatische Metastasen, nicht
regionare Lymphknotenmetastasen, eine Leberzirrhose Child C, eine hepatische
Enzephalopathie, einen Karnofsky-Index <50%, eine floride Infektsituation und eine

akute, schwere kardiopulmonale Begleiterkrankung (Lubienski, 2007).

Tab. 5: Indikationen fir TACE (Vogl, 2008)

Indikationen Ziel

1. Palliative Therapie Tumorkontrolle, Uberlebensverlangerung

2. Kurative Therapie Neoadjuvantes Setting, ,Downsizing®

3. ,Bridging” Therapie Uberbriickung bis Lebertransplantation

4. Symptomatische Behandlung lokaler Kapselspannungsschmerzen,
Therapie Blutungen

5. Rezidivtherapie Nach Resektion - Tumorkontrolle

Liegt ein durch Lokaltherapie nicht mehr zu kontrollierendes HCC vor, kann unter
palliativen Gesichtspunkten eine systemisch-medikamentdse Therapie in Betracht
gezogen werden. Standard hierfur ist derzeit bei Patienten mit fortgeschrittenem
HCC, gutem Allgemeinzustand und fehlender Leberdekompensation der
Multikinaseinhibitor Sorafenib, da flr diesen in einer groRen randomisierten Studie
(SHARP) eine Verbesserung des Uberlebens nachgewiesen werden konnte (Llovet,
2008). Derzeit besteht auerhalb von Studien keine Indikation fur die Tyrosinkinase-
Inhibitoren Erlotinib und Sunitinib und den monoklonalen Antikorper Bevacizumab.

Aufgrund einer weitestgehenden Resistenz des HCC gegen Chemotherapeutika
stellt die Chemotherapie keinen Standard beim fortgeschrittenen HCC dar. Bei einem
Progress der Erkrankung unter Sorafenib sollte daher die Entscheidung fur eine
Chemotherapie kritisch Uberdacht werden. Entscheidend fur den Einsatz hierbei sind

der Performance Status (PS) und die Leberfunktion, da sich bei schlechtem PS,
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Pfortaderthrombose, signifikantem Aszites oder erhdohtem Bilirubin (>2mg/dl) die
Chancen auf ein Chemotherapieansprechen wohl weiter reduzieren (Nagahama,
1997). Eine Moglichkeit stellt beispielsweise die Kombination aus Gemcitabine und
Oxaliplatin, eine Doxorubicin-Monotherapie sowie 5-FU und Capecitabin dar.

Bei unzureichender Datenlage ist derzeit eine Hormontherapie mit Tamoxifen (CLIP
Group, 1998) oder Octreotid nicht zu empfehlen (Becker, 2007). Ebenso kann eine
Interferontherapie aufgrund des hohen Nebenwirkungspotentials und der dadurch

nicht verbesserten Uberlebensraten nicht empfohlen werden (Llovet, 2000).

1.2.5 Karzinogenese

In den letzten Jahren konnten neben den Risikofaktoren auch verschiedene
molekulare Mechanismen entdeckt werden, die zur Entstehung eines HCC fuhren.
Im Gegensatz zum Kkolorektalen Karzinom, bei dem die Karzinomsequenz
weitgehend aufgeklart ist, sind beim HCC die beteiligten Faktoren und ihre Sequenz
noch nicht hinreichend verstanden.

Bekannt ist jedoch, dass die Entwicklung von regenerativen Knoten in der Zirrhose
zu Hyperplasien und zu einem hepatozellularen Karzinom einen komplexen Prozess
darstellt, der in mehreren Schritten ablauft und in dem multiple genetische
Alterationen zu einer malignen Transformation flihren (Fausto und Webber, 1993)
(Abb. 3, Abb. 4).

Hepatozellulare Karzinome sind sehr heterogene Tumore und weisen haufig eine
Vielzahl von chromosomalen Veranderungen wie Allelverluste, Polyploidie,
Deletionen, Amplifikationen und Translokationen auf (Ozturk, 1999). Die maligne
Transformation ist meist Folge einer chronischen Leberschadigung, zu der es
typischerweise bei chronischem Alkoholkonsum, bei Stoffwechselerkrankungen und
chronischen Virushepatitiden kommt.

Durch  diese chronische  Schadigung und durch die gesteigerten
Regenerationsprozesse erhoht sich die Proliferationsrate von primaren, reifen
Hepatozyten, wodurch es wiederum vermehrt zu genetischen Alterationen wie
Aktivierung von  Onkogenen, Inaktivierung von  Tumorsuppressorgenen,
Telomeraseaktivierung (Erlitzki und Minuk,1999) und zu Defekten der DNA-
Reparaturmechanismen (Macdonald, 1998) kommen kann (Abb. 3).
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Von besonderer Bedeutung fir die maligne Transformation scheint dabei das
entstehende gestorte Verhaltnis der Aktivitat von Proto-Onkogenen zu
Tumorsuppressorgenen, wie es in regenerativen Knoten als auch in HCC Gewebe
nachgewiesen werden konnte (Livni, 1995), zu sein. So finden sich neben einer
Mutation des Tumorsuppressorgens p53 in 30% aller HCCs auch haufig Mutationen
von p16 und des Retinoblastom (RB)-Gens im HCC (Ozturk, 1999).

Im HCC kommt es, wie bei vielen anderen malignen Tumoren auch, zu einer
unkontrollierten Expression von Wachstumsfaktoren oder von Komponenten ihrer
Signaltransduktionskaskaden.

Zu diesen Wachstumsfaktoren, die mit der HCC Entwicklung assoziiert sind, zahlen
EGF, TGFa und HGF (Daveau, 2003). Haufig kommt es auch zu einer Insulin-
growth-factor-Aktivierung durch IGF2 (insulin-like growth factor 2), zu einer IGF2R
(insulin-like growth factor 2 receptor) Mutation sowie zu einer Mutation von AXIN 1
(axis inhibition protein 1).

Es gibt jedoch auch direkte Mechanismen, die zu einer malignen Transformation der
Hepatozyten fuhren und deren Auftreten spezifisch ist im Zusammenhang mit einigen
Risikofaktoren. Derartige spezifische Mechanismen existieren bei einer Infektion mit
dem Hepatitis-B-Virus sowie bei einer Exposition mit Aflatoxinen oder Vinylchlorid.
Durch eine HBV-Infektion kann Uber drei Mechanismen eine Karzinogenese erfolgen.
Zum einen kann Uber den Einbau der Virus-DNA eine Chromosomeninstabilitat
entstehen, die in der Folge z.B. zu Deletionen, Inversionen und Duplikationen fuhrt
(Matsubara und Tokino, 1990) (Aoki, 1996). Weiterhin wird beschrieben, dass die
HBV-DNA an spezifischen Stellen in das humane Genom integriert wird, so
beispielsweise in das Exon des Retinoinsaurerezeptors 3 (RAR-B) (Brand, 1988).
RAR-B gehoért zur Gruppe der nukledaren Rezeptoren, welche die Transkription
verschiedener, in der Zelldifferenzierung involvierter Gene steuern. Diese Integration
fuhrt zu einer Uberexpression von RAR-B und zu einer Veranderung seiner
Eigenschaften. Eine weitere bekannte spezifische Integration der HBV-DNA erfolgt in
das Cyclin-A-Gen und fihrt auch hier zu einer Aktivierung des Gens (Wang, 1990).
Der dritte Mechanismus der Karzinomentstehung in Verbindung mit einer HBV-
Infektion beruht auf einer Expression von viralen Proteinen, die zu einer Veranderung
in der Zellproliferation fihren. Dies konnte vor allem fur das virale Protein HBx in
zahlreichen Studien gezeigt werden, welches auch mit dem Tumorsuppressorgen

p53 interagieren soll (Feitelson, 1998).
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Auch flir Aflatoxin und Vinylchlorid konnten spezifische Mechanismen identifiziert
werden. So fuhrt die Exposition mit Aflatoxin zu einer selektiven G zu T Mutation im
Tumorsuppressorgen p53 (Ozturk, 1999) und die Exposition mit Vinylchlorid zu einer
Mutation des K-ras-2 Gens (Weihrauch, 2001).

1.3 Augmenter of liver regeneration (ALR)

Das Protein Augmenter of Liver Regeneration (ALR) wurde aus einer
Homogenatfraktion fetalen Lebergewebes isoliert und gilt als ein wichtiger Faktor im
Prozess der Leberregeneration (Francavilla, 1994). Der spezifische molekulare
Einfluss von ALR auf den Stoffwechsel der Leberzellen ist derzeit jedoch noch nicht
abschlielend geklart.

ALR wird auch als HSS (hepatic stimulating substance) oder Hepatopoietin (HPO)
bezeichnet (Wang, 1999). LaBreque et al. isolierten 1975 aus einem Homogenat von
sich regenerierenden Rattenlebern eine Fraktion, die sie als HSS bezeichneten
(LaBreque, 1975). Im Weiteren wurde aus dieser als HSS bezeichneten Fraktion ein
Protein isoliert sowie sequenziert und dann Augmenter of liver regeneration (ALR)
genannt (Francavilla, 1994).

Im Jahr 1994 gelang es Hagiya et al. die Aminosauresequenz sowie die cDNA-
Sequenz von ALR aus Ratten zu entschlisseln (Hagiya, 1994). Kurz darauf
entschlusselten Giorda et al. die cDNA-Sequenz von humanem ALR (Giorda, 1996)
und Yang et al. zeigten, dass das humane HPO, welches aus humaner fetaler Leber
isoliert worden war, ein Homolog des humanen ALR ist (Yang, 1997).

ALR gehért zusammen mit dem Saccharomyces cerevisiae Homolog Ervip
(Lisowsky, 1992) zu einer neuen ALR/Erv1p Proteinfamilie. Die Proteine aus dieser
Familie werden in niederen Eukaryonten z.B. der Hefe Saccharomyces cerevisiae
und hoéheren Eukaryonten z.B. Mausen, Ratten und Menschen sowie auch in einigen
doppelstrangigen DNA-Viren exprimiert (Polimeno, 1999) und weisen eine hohe
Homologie auf. So ist das Protein aus der Maus und dem Menschen zu 42%
identisch mit jenem aus der Hefe Saccharomyces cerevisiae (Lisowsky, 1995).

Als einzige funktionelle Domane besitzen die Mitglieder der ALR/Erv1p Proteinfamilie
an ihrem C-Terminus ein CXXC Motiv. Dieses Motiv ist charakteristisch fur Proteine
mit einer Sulfohydryloxidase-Aktivitat (Lisowsky, 2001). In der Nachbarschaft dieser
funktionellen Domane befindet sich zusatzlich ein nicht kovalent gebundenes FAD-

Molekul, welches kennzeichnend ist fur Thioredoxin-ahnliche Proteine (Wu, 2003).
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Durch diesen Aufbau scheint es ALR moglich zu sein, sowohl das Erstellen von
Disulfidbindungen in einer Reihe von Proteinen zu regulieren (Lisowsky, 1992)
(Lisowsky, 2001) als auch eine Rolle bei der Reifung und dem Export von
zytosolischen Eisen-Schwefel-Klusterproteinen zu spielen (Lange, 2001).

Das zugehdrige Gen flir ALR befindet sich im menschlichen Genom auf dem
Chromosom 16 und es konnte gezeigt werden, dass ALR in allen Zellen des Korpers
exprimiert wird, so z.B. auch in den Nieren und im Gehirn (Lisowsky, 1995). Wahrend
in vielen Zellen des Kdrpers und in zahlreichen unterschiedlichen Gewebearten von
Ratten (Hagiya, 1994) (Klissenbauer, 2002) und Mausen (Gordia, 1996) ALR nur in
geringem Male exprimiert ist, findet man es in groRer Menge im Hoden und
besonders in der Leber (Hagiya, 1994) (Klissenbauer, 2002) (Gordia, 1996).

ALR kommt in den Geweben in unterschiedlichen Splice-Varianten vor (Francavilla,
1994) (Li Y, 2002). Das langere Protein mit 205 Aminosauren ist hauptsachlich im
Intermitochondrienraum lokalisiert und enthalt eine N-terminale Sequenz, die es dem
Protein zu ermoglichen scheint, in den intermitochondrialen Membranbereich
transportiert zu werden (Polimeno, 1999). Dort spielt es eine Rolle bei der Biogenese
der zytosolischen Fe/S Clusterproteine (Lange, 2001) und beim Import von Peptiden
ins Innere der Mitochondrien. Fur das kurzere Protein mit 125 Aminosauren konnte
gezeigt werden, dass es nach einer partiellen Hepatektomie in vivo und im Rahmen
einer Leberregeneration in der Leber vermehrt exprimiert wird (Francavilla, 1994)
(Gandhi, 1999) (Wang, 1999).

Wie bereits erwahnt, wurde ALR ursprunglich als ein hepatotropher Faktor
identifiziert, der spezifisch in vivo die Leberregeneration nach einer partiellen
Hemihepatektomie stimuliert (Francavilla, 1994). Dabei korrelieren die Serumspiegel
von ALR mit der Grdlie der Hemihepatektomie (Gandhi, 1999).

Auch bei in vitro Untersuchungen konnte durch die Gabe von rekombinantem ALR
ein proliferativer Effekt sowohl an primaren Hepatozyten als auch an Hepatomzellen
(HepG2) nachgewiesen werden (Li Y, 2001) (Thasler, 2006). Zusatzlich wird ALR
auch ein protektiver Effekt auf Hepatozyten zugeschrieben, die durch chemische
Noxen geschadigt wurden (Theocharis, 1998).

Weiterhin konnte im Gegensatz zum Normalgewebe in humanem zirrhotischen
Lebergewebe eine vermehrte ALR Expression nachgewiesen werden (Thasler,
2005). In Rattenlebern fihrt ALR zu einer Inhibition der TIMP-1-Expression sowie zu

einer verminderten Bildung von Kollagen Typ | und Ill. Dadurch scheint ALR einer
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Fibrose und deren Ubergang in eine Zirrhose entgegenzuwirken (Li Q, 2005) (Zhang,
1996). Eine erhdhte ALR-Expression wurde auch in Gewebeproben von Patienten
mit hepatozellularem und cholangiozellularem Karzinom nachgewiesen (Thasler,
2005).

Im Jahre 1999 gelang es Wang et al. erstmals einen Rezeptor fur ALR auf
Hepatozyten zu identifizieren. Da in kompetitiven Bindungsassays von ALR mit EGF,
TGF-a und Insulin ALR nicht von seinem Rezeptor verdrangt werden konnte, schloss
man daraus, dass der Rezeptor fur ALR spezifisch ist und sich von den Rezeptoren
fur EGF (epidermal growth factor), TGF-a (transformation growth factor o) und Insulin
unterscheidet (Wang, 1999). Bei der Bindung von ALR an diesen postulierten
Rezeptor wird der EGF-Rezeptor unabhangig von der EGF-Bindung und der EGF-R-
Kinase-Aktivitat phosphoryliert und damit aktiviert. Dadurch werden zusatzlich
sowohl die MAPK (mitogen activated protein kinase/ERK1/2) als auch die MEK
(MAPKK/extracellular signal-regulated kinase) als weitere Bestandteile der EGF-
Signalkaskade aktiviert (Li Y, 2000). Im Zuge der Aktivierung des EGF-Signalweges
werden zahlreiche Transkriptionsfaktoren exprimiert, welche ihrerseits zu einer
verstarkten Transkription fuhren.

In einer kurzlich erschienenen Arbeit konnte auch ein spezifischer Rezeptor fir ALR
auf Kupffer-Zellen nachgewiesen werden, welcher an das cholerasensitive G-Protein
gekoppelt ist und somit zur G-Proteinfamilie gehort (Ghandi, 2010).

Es konnte zudem durch Ghandi et al. gezeigt werden, dass Uber die Aktivierung
dieses Rezeptors die NO, TNF-a, und Interleukin-6 Synthese stimuliert wird. Von
diesen Molekilen wiederum ist bekannt, dass sie die Leberregeneration férdern
(Michalopoulos, 1997).

Im Gegensatz dazu vermittelt intrazellulares ALR sein Signal durch die Bindung und
Aktivierung von JAB-1 (jun activation domain-binding-protein), was die Aktivierung
des Transkriptionskomplexes AP-1 zur Folge hat. Die AP-1-Aktivierung ist dabei
durch eine c-Jun-Aktivierung vermittelt und unabhangig davon, ob zuvor JNK (c-Jun
N-terminale Kinase) phosphoryliert wurde (Lu, 2002).

Eine weitere interessante Fahigkeit von ALR ist die Inhibierung der lytischen Aktivitat
von leberresidenten NK-Zellen, indem es die Interferon-y-Expression supprimiert
(Vujanovic, 1995) (Tanigawa, 2000). Dies kénnte eine zusatzliche, proliferierende

Wirkung im Prozess der Leberregeneration bewirken.
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Kirzlich konnte gezeigt werden, dass ALR auch einen Einfluss auf die metabolische
Aktivitat der Leber besitzt. Dabei stellte man fest, dass mit steigenden ALR-Werten,
wie im Rahmen einer Leberregeneration und im Rahmen einiger Lebererkrankungen
beobachtet, Cytochrom-P450-Isoenzyme in ihrer Aktivitat und Expression reduziert
werden (Thasler, 2006).

Diese bisherigen Erkenntnisse zeigen, dass ALR proliferationsunterstitzende
Eigenschaften aufweist und pathophysiologisch relevante Signalwege induzieren
kann. ALR scheint weiterhin nicht nur im Rahmen der Leberregeneration von
Bedeutung zu sein, sondern auch im Prozess der Zirrhoseentstehung sowie

moglicherweise auch in der HCC-Entstehung eine wichtige Rolle zu spielen.
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1.4  Zielsetzung

Das Hepatozellulare Karzinom zahlt weltweit zu einem der am haufigsten
vorkommenden malignen Tumore. Auch in der westlichen Welt gewinnt es aufgrund
einer steigenden Inzidenz in den letzten Jahren zunehmend an Bedeutung. Wichtige
Schritte und Faktoren in der Karzinogenese des HCC sind bereits bekannt.

ALR konnte ein weiterer wichtiger Faktor in der Entwicklung eines HCC sein, da es
nicht nur - wie bereits in friheren Arbeiten gezeigt - in der gesunden Leber exprimiert

wird, sondern auch in zirrhotischem Lebergewebe und im HCC.

Ziel dieser Arbeit ist es:

1. die Expression von ALR im HCC an einer groReren Fallzahl zu untersuchen

2. die Expression von ALR im HCC mit der ALR-Expression in gesundem

Lebergewebe und in der Leberzirrhose zu vergleichen

3. die Expression von ALR im HCC mit histomorphologischen, laborchemischen,

klinischen Daten und Uberlebensdaten zu korrelieren.
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2. Material und Methoden
2.1 Gewebe und klinische Daten

2.1.1 Gewebearray: Tissue-micro-array” (TMA)

Der Gewebearray ,HCC“ wurde vom Institut fir Pathologie der Universitatsklinik
Regenburg in Zusammenarbeit mit mehreren europaischen pathologischen Instituten
erstellt. Neben Regensburg zahlte zu den Instituten Basel, Mailand und Turin.

Ziel dieser Kooperation ist es, eine grole Anzahl von hepatozellularen Karzinomen
fur immunhistochemische Farbungen zur Verfugung zu haben. Der Vorteil eines
Gewebearrays ist hierbei, dass sich eine groRe Anzahl von Geweben auf einem
Objekttrager befinden und somit die jeweilige Immunhistochemie an allen diesen
Geweben mit einem Farbegang durchgeflhrt werden kann.

Auf dem untersuchten Gewebearray befanden sich Proben von 233 HCCs, 163
Zirrhosen und 18 Proben von normalem Lebergewebe.

Zu den auf dem TMA befindlichen Proben wurden Daten erhoben. Bei den HCC-,
Zirrhose- und Normalgewebe-Proben sind jeweils Alter und Geschlecht, fur die
Zirrhose- und HCC-Proben ist zusatzlich die Atiologie der Erkrankung angegeben.
Weiterhin wurden fur die HCC-Proben Angaben zu TumorgroRe, Grading,

Angioinvasion und zum TNM- System gemacht.

2.1.2 HTCR-Gewebebank (Human Tissue and Cell Research)

Weiteres Probenmaterial flr die immunhistochemischen Untersuchungen konnte von
der Gewebebank der Stiftung HTCR bereitgestellt werden.

Aus der HTCR-Gewebebank wurden retrospektiv 64 Patienten ausgewahlt, die im
Zeitraum von Marz 2000 bis August 2005 an der Universitatsklinik Regensburg in der
Klinik und Poliklinik flr Chirurgie aufgrund eines Lebertumors operiert worden waren
und von denen sowohl klinische Daten als auch Gewebe vorhanden waren.

Darunter befanden sich 53 Patienten mit einem hepatozellularem Karzinom, 3
Patienten mit einer Leberzirrhose und 8 Patienten mit normalem Lebergewebe
(kolorektale Metastasenchirurgie)

Die jeweilige Diagnosestellung sowie bei den hepatozellularen Karzinomen das
Grading und die TNM-Angabe wurden vom Institut fur Pathologie der Universitat

Regensburg im Rahmen der Routinediagnostik durchgefluhrt.
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Die klinischen Daten wurden aus den Patientenakten und den den Gewebeproben
zugrunde liegenden Daten der Gewebebank zusammengestellt. Die
histopathologischen Daten der HCCs wie Grading, TNM, TumorgréfRe, Tumorart und
Ergebnisse von einer eventuell durchgefihrten immunhistochemischen
Markeranalyse wurden mit Hilfe der histopathologischen Befunde und der
Patientenakten ermittelt.

Nachdem die Daten dieser 64 Patienten, so weit vorhanden, vervollstandigt worden
waren, wurde das entsprechende Gewebe aus dem Archiv der Pathologie
ausgewahlt. Die Diagnose (Zirrhose, Normalgewebe, HCC) wurde anschlielend
nochmals von einem Pathologen bestatigt sowie ein reprasentativer Gewebeblock
ausgewahilt.

Von 16 dieser HCCs konnte zusatzlich auch den Tumor umgebendes Normalgewebe
beurteilt werden sowie von weiteren 25 HCCs den Tumor umgebendes zirrhotisches
Gewebe.

Insgesamt standen damit 53 HCCs, 28 Zirrhosen und 24 Normalgewebe zur

immunhistochemischen Analyse der ALR-Expression zur Verfugung.

2.2 Immunhistochemie

Mit Hilfe der Immunhistochemie lassen sich zellulare Antigene nachweisen. In
diesem Fall erfolgte die immunhistochemische Farbung mit der APAAP-Methode
(Alkalische Phosphatase-Anti-Alkalische Phosphatase).

Der APAAP-Komplex besteht aus monoklonalen Maus-IgG-Antikdrpern gegen
alkalische Phosphatase, welche spezifisch mit dem Enzym alkalische Phosphatase
konjugiert sind.

Bei der Durchfuhrung der APAAP-Methode (Abb. 5) wird als erstes ein
Primarantikérper (zumeist aus der Maus stammend) auf den histologischen
Gewebeschnitt gegeben, der an das entsprechende Antigen im Gewebe bindet.
AnschlieBend wird ein Bruckenantikorper (polyklonaler Kaninchen-anti-Maus-l1gG)
zugegeben, der an die Fc-Region des Primarantikorpers bindet. Nun wird der
APAAP-Komplex (monoklonaler Maus-lgG) zugegeben, der wiederum an den
Bruckenantikorper bindet.

Damit der Bruckenantikorper nicht mit beiden Fab-Regionen am Primarantikorper
bindet, wird er im Uberschuss zugegeben. So ist garantiert, dass einige Fab-

Regionen des Brickenantikorpers zur Bindung der APAAP-Komplexe frei bleiben.
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Abb. 5: Schematische Darstellung der APAAP-Methode

Um die Antikorperbindung in Form einer Farbreaktion sichtbar zu machen, wird die
alkalische Phosphatase des APAAP-Komplexes mit einem Substrat (Naphtol) und
einem Chromogen unter Bildung eines roten Farbstoffs umgesetzt. Die endogene
Alkalische-Phosphatase-Aktivitat kann dabei durch Levamisol blockiert werden.

Wird hingegen ein Primarantikbrper aus dem Kaninchen verwendet, wie bei der in
dieser Arbeit verwendeten Methode, muss ein zusatzlicher Schritt mit einem Maus-
anti-Kaninchenantikdrper eingefligt werden, damit der Briickenantikorper, der wie der

APAAP-Komplex auch aus der Maus stammt, binden kann.

2.2.1 Erstellen und Vorbereiten der Schnitte fur die immunhistochemische
Farbung

Aus jedem der ausgewahlten Paraffinblocke wurden mit dem Mikrotom mindestens 4
Schnitte mit einer Dicke von 2um angefertigt. Um eine glnstige Konsistenz fir den
Zuschnitt zu erhalten, wurden die Blocke zuvor auf einer Kalteplatte gekunhlt.

Die hergestellten Schnitte wurden anschlieBend in ein Wasserbad mit 30-35°C
uberfuhrt, um sie zu strecken, und schlieRlich auf Objekttrager (Super Frost™, G.
Menzel GmbH, Braunschweig, Deutschland) aufgezogen.

Im Folgenden wurden die Schnitte flir mindestens 20 min in einen Warmeschrank mit
65°C zum Trocknen gestellt, um ein spateres Ablosen der Schnitte wahrend des
Entparaffinierens und der immunhistochemischen Farbung zu verhindern. In diesem
Zustand konnten die Schnitte bis zur Weiterverarbeitung gelagert werden.

Der in Paraffin eingebettete Gewebearray wurde bereits vom Institut fir Pathologie

geschnitten und auf einen Objekttrager aufgezogen. Fir die Immunhistochemie
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stand jeweils ein Schnitt des Arrayblockes fur den ALR-Nachweis und fur die
Negativkontrolle zur Verfigung.

Vor dem Beginn der Immunhistochemie mussten die Schnitte zunachst
entparaffiniert werden. Dazu wurden die Schnitte fir zweimal 10 min in Xylol
gegeben, der Schnitt des Gewebearrays fur zweimal 30 min. AnschlieRend wurden
die Schnitte von den Paraffinblocken und der Arrayschnitt erneut gleich behandelt.
Zur Entfernung des Xylols musste eine absteigende Alkoholreihe von den Schnitten

durchlaufen werden (Tab. 6).

Tab. 6: Absteigende Alkoholreihe

100% Ethanol 10 min
96% Ethanol 10 min
90% Ethanol 10 min
80% Ethanol 10 min
70% Ethanol 10 min
aqua dest. 10 min

Im Anschluss an das Entparaffinieren und im Anschluss an die Alkoholreihe musste
eine Antigendemaskierung an den Gewebeschnitten durchgefuhrt werden, da es bei
der Fixierung des Gewebes, meist mit Formalin, zu einer Anderung der
Tertiarstruktur des Antigens kommen kann.

Die durch das Fixieren entstandene Konformationsanderung fuhrt entweder zu einer
chemischen Quervernetzung im Protein, zu so genannten intramolekularen cross-
links, oder aber zu Quervernetzungen zwischen verschiedenen Proteinen, so
genannten intermolekularen cross-links. Diesen Prozess bezeichnet man als
Antigenmaskierung oder besser Maskierung des Epitops, da ein Antigen aus einem
oder mehreren Epitopen besteht. Folge der Antigenmaskierung ist ein partieller oder
vollstandiger Verlust der Immunreaktion.

Die flr das Gelingen der Immunhistochemie notwendige Demaskierung kann
entweder durch Enzyme oder durch Hitzeeinwirkung erfolgen.

FUr die enzymatische Antigendemaskierung stehen dabei verschiedene Enzyme wie
Neuraminidase, Proteinase, Pronase, Pepsin und Trypsin zur Verflgung. Die
Hitzedemaskierung kann in der Mikrowelle, im Autoklaven oder im Schnellkochtopf

durchgefuhrt werden. Auch konnen beide Methoden kombiniert werden. Die
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verschiedenen Methoden sollten dabei flr jeden Antikdrper individuell getestet
werden, um die jeweils am besten geeignete Methode zu ermitteln.

Die Antigenmaskierung wurde an den Paraffinschnitten sowie am Schnitt des
Gewebearrays mit Proteinase K (Roche Diagnostics, Penzberg, Deutschland)
durchgefihrt.

Nach Umrandung der Schnitte mit Dako-Fettstift (DAKO, Hamburg, Deutschland)
wurde in 50mM Tris-Puffer (pH 7.5) 1:4 verdunnte Proteinase K auf die Schnitte
aufgebracht. AnschlieBend wurden die Schnitte fur 10 min bei Raumtemperatur
inkubiert und dann durch 5-minlitiges Waschen in aqua dest. die Aktivitat der

Proteinase K gestoppt.

2.2.2 Durchfuhrung der Immunhistochemie

Die Immunhistochemie wurde mit einem Dako Envison System (DAKO, Hamburg,
Deutschland) an den Schnitten von den Paraffinblocken und dem Schnitt des
Gewebearrays nach demselben Protokoll durchgefihrt.

Alle nun folgenden Schritte der Methode wurden in einer feuchten Kammer
durchgefuhrt. Als Primarantikorper wurde ein humaner Antikdrper gegen ALR
verwendet, der selbst hergestellt wurde.

Vor dem Auftragen des Primarantikdrpers wurde eine Blockierung mit humanem
Serum an den Schnitten vorgenommen, um die Spezifitat des ALR-Antikorpers zu
erhdhen, indem durch die im Serum vorhandenen Antikdrper Epitope blockiert
werden, die der Aminosauresequenz von ALR in Abschnitten ahnlich sind.

Nach dem Abpipettieren des Blockierserums wurde der Primarantikorper gegen ALR
aus dem Kaninchen, der mit 3% Human Serum verdunnt in PBS (3% HS/PBS) 1:600
verdinnt wurde, aufgetragen und bei 4°C Uber Nacht inkubiert.

Am nachsten Tag wurden die Schnitte einmal mit PBS fir 5 min bei Raumtemperatur
gewaschen und alle weiteren Schritte bei Raumtemperatur durchgefihrt.
AnschlieRend wurde als sekundarer Antikorper ein Maus-anti-Kaninchenantikorper
(DAKO MO0737, Hamburg, Deutschland) 1:50 in 3% HS/PBS verdunnt und auf die
Proben aufgetragen. Die Inkubationszeit betrug 1 h. Wie bereits oben erklart wurde,
ist dieser Schritt notwendig, da der Primarantikérper aus dem Kaninchen stammt.
Bevor der Bruckenantikorper aufgetragen werden konnte, musste erneut fur 5 min

mit PBS gewaschen werden. Als Briuckenantikorper wurde ein |Ig-Maus-Antikorper
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aus dem Kaninchen (DAKO Z0259, Hamburg, Deutschland) verwendet. Dieser
wurde in der Verdunnung 1:25 eingesetzt. Verdunnt wurde erneut mit 3% HS/PBS.
Nach erfolgter einstindiger Inkubation wurde wiederum fur 5 min in PBS gewaschen.
Nun konnte der APAAP-Komplex aus der Maus (DAKO D0651, Hamburg,
Deutschland) in der Verdinnung 1:100 aufpipettiert werden. Nach der 30-min(tigen
Inkubation wurde erneut einmal mit PBS fur 5 min gewaschen.

Die Farbung wurde vervollstandigt durch das Inkubieren der Schnitte fur 20 min mit
Fast Red Chromogen (Roche 11496549001, Penzberg, Deutschland), das mit 2ml
0.1M Tris-Puffer (pH 8.2) verdunnt wird und nach 1-3 min Uber einen 0,2 um Filter
gefiltert wird. In dieser Chromogenlésung ist neben Naphtol und Chromogen auch
Levamisol enthalten, das die endogene alkalische Phosphataseaktivitat des
Lebergewebes inhibiert.

Zuletzt wurden die Schnitte mit Mayer's Hamatoxylin zur Kernfarbung gegengefarbt
(Vektor H3404, Buringame, Kanada) und mit Aquatex (Merck 108562,Darmstadt,
Deutschland) eingedeckt.

2.2.3 Erstellen von Negativkontrollen

Negativkontrollen wurden sowohl an den Schnitten der Paraffinblocke als auch an
einem Arrayschnitt durchgeflihrt. Ziel hierbei war es, eine spezifische von einer
unspezifischen Farbung zu unterscheiden.

Die Schnitte fur die Negativkontrolle wurden auf dieselbe Weise wie die
Positivproben  geschnitten und  entparaffiniert.  Ebenfalls erfolgten die
Antigendemaskierung und die Blockierung analog.

In der Immunhistochemie jedoch wurde der Primarantikorper durch einen IgG-
Kaninchenantikorper (Sigma 15006, Munchen, Deutschland) ersetzt.

Alle weiteren Schritte der immunhistochemischen Farbung wurden wiederum wie

oben beschrieben durchgefihrt.

2.2.4 Rezepturen fur bendétigte Puffer und Losungen

50 mM Tris-HCI mit pH 7,5:
0,6057g/100ml Tris-HCI
pH 7,5 mit NaOH einstellen
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0,1 M Tris-HCI mit pH 8,2:
1,21149/100ml Tris-HCI
pH 8,2 mit NaOH einstellen

PBS:

8g NaCl

0,2g KCI

1,44 Na,HPO4
0,24g KH,PO4

in 800ml aqua dest. I6sen, pH auf 7,4 einstellen und dann auf 11 auffullen

3% Human Serum, verdunnt mit PBS:

Human Serum bei 56°C 30 min inaktivieren, danach in PBS verdinnen

2.2.5 Reagenzien, Materialien und Gerate

Tab. 7: Antikérper

Maus-anti-Kaninchenantikorper DAKO M0737, Hamburg, Deutschland
Ig-Maus-Antikdrper aus dem Kaninchen  DAKO Z0259, Hamburg, Deutschland
APAAP-Komplex aus der Maus DAKO D0651, Hamburg, Deutschland

IgG-Kaninchenantikorper Sigma Aldrich 15006, Minchen, Deutschland
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Tab. 8: Reagenzien

Xylol

Ethanol

Proteinase K

Fast Red Chromogen
Mayer's Hamatoxylin
Aquatex
Trishydroxyethylaminomethan
HCI

NaOH

NaCl

KCI

NayHPO4

KH2,PO4

VWR International, Darmstadt, Deutschland
J.T. Baker, Deventer, Holland

Roche Diagnostics, Penzberg, Deutschland
Roche 11496549001, Penzberg, Deutschland
Vektor H3404, Buringame, Kanada

Merck 108562,Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Tab. 9: Materialien und Gerate

Objekttrager

Dako- Fettstift
0,2 ym Filter
Deckglaser
Eppendorf Cups
Brutschrank
Mikrotom

Mikroskop /-kamera

Super Frost™, G. Menzel GmbH, Braunschweig,
Deutschland

DAKO, Hamburg, Deutschland

Nalgene Labware, Wiesbaden, Deutschland
Marienfeld, Lauda-Kdnigshofen, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Heraeus, Hanau, Deutschland

Leica, Wetzlar, Deutschland

Leica, Wetzlar, Deutschland

Paraffinstreckbad Medite Medizintechnik, Burgdorf, Deutschland
Kuhlplatte Medite Medizintechnik, Burgdorf, Deutschland
Wasserbad GFL, Burgwedel, Deutschland

2.3 Auswertung des Farbeergebnisses der Immunhistochemie

Die von der Alkalischen Phosphatase (APAAP- Komplex) katalysierte Farbreaktion

ergibt an der Position des vom Antikorper erkannten Zielantigens einen roten

Farbniederschlag. Zellkerne werden von der Hamatoxylin-Gegenfarbung blau

angefarbt.
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Die Auswertung des immunhistochemischen Farbeergebnisses der Gewebeschnitte
und des Arrays erfolgte durch einen Pathologen.

Zum Ausschluss einer unspezifischen Anfarbung wurde immer eine Negativkontrolle
mitgefuhrt. Die Farbung wurde als spezifisch angesehen, wenn die parallel
durchgefuihrte Negativkontrolle keinen roten Farbniederschlag zeigte.

Als positiv wurden die Schnitte beurteilt, wenn eine rote zytoplasmatische Farbung
der Zellen vorlag. Zum einen wurde die Intensitat der Farbung, zum anderen die
Anzahl der angefarbten Zellen quantitativ durch einen Pathologen ausgewertet.

Die Intensitat der Farbung wurde mittels eines Scores in vier Gruppen eingeteilt.
Keine rote Anfarbung entspricht dabei der Intensitat 0 bzw. negativ (-), schwache
Anfarbung der Zellen der Intensitat 1 bzw. positiv (+), maRige Farbung der Intensitat
2 bzw. stark positiv (++) und starke Anfarbung der Intensitat 3 bzw. sehr stark positiv
(+++) (Tab. 10).

Tab. 10: Score fiir die Farbeintensitat

Score Farbeintensitat

0/- keine immunhistochemische Farbung
1/+ schwache immunhistochemische Farbung
2/ ++ mafige immunhistochemische Farbung
3/ +++ starke immunhistochemische Farbung

Die Anzahl der positiven Zellen wurde von 0% bis 100 % angegeben und daraus funf
Gruppen gebildet (Tab. 11). Bei einer Anzahl von <10% der angefarbten Zellen

wurde die Anfarbung als negativ gewertet.
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Tab. 11: Score fur die Anzahl der angefarbten Zellen

Score Anzahl der angefarbten Zellen in %
0 <10%

1 10-25%

2 >25-50%

3 >50-75%

4 >75%

2.4 Statistische Methoden

Der statistische Vergleich der 3 Gruppen (HCC, Normalgewebe und Zirrhose)
erfolgte durch den ungepaarten, nichtparametrischen Mann-Whitney-Test bei
ungepaarten Gruppen, bei gepaarten Gruppen mittels dem gepaarten,
nichtparametrischen Wilcoxon-Test.

Innerhalb der Gruppe der HCCs erfolgte der Vergleich der Gruppen durch den Chi-
Quadrat-Test nach Pearson.

Die statistische Auswertung der Uberlebensdaten und des rezidivfreien Uberlebens
erfolgte mittels Kaplan-Meier-Kurven.

Alle angegebenen p-Werte sind Ergebnisse zweiseitiger Tests. Ergebnisse wurden
als statistisch signifikant bei einem p-Wert kleiner 0,05 angesehen.

Die statistischen Auswertungen erfolgten mit Hilfe der Software SPSS (SPSS

Science Chicago).
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3. Ergebnisse

3.1 Lokalisation der ALR-Expression im Lebergewebe

Zunachst erfolgte die Auswertung der parallel durchgefuhrten Negativkontrollen. Alle
Negativkontrollen zeigten keine rote Anfarbung (Abb. 6), womit die rote Anfarbung
als spezifisch fur die ALR-Expression angesehen werden konnte (Abb. 7) und somit

alle Schnitte ausgewertet werden konnten.

Abb. 6: Immunhistochemie mit einem Abb. 7: Immunhistochemie mit einem
humanen IgG-Kaninchenantikdrper als Antikorper gegen ALR als Primaranti-
Primarantikorper als Negativkontrolle im korper in der Zirrhose

HCC

In den Gewebeproben, in denen ALR exprimiert war, konnte ALR durch die
Immunhistochemie im Zytoplasma von Hepatozyten im Normalgewebe, Zirrhose und
den Zellen des HCC in Form roter Granula nachgewiesen werden (Abb. 8, Abb. 9).
Positiv fur ALR zeigten sich auch Gallengangszellen in den Portalfeldern (Abb. 9).
Keine Farbung und damit kein Nachweis von ALR fand sich in nichtparenchymalen
Leberzellen (Kupffer-Zellen, Stern*sche Zellen).
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Abb. 8: ALR Expression in normalem und zirrhotischem Lebergewebe und im HCC: es zeigt
sich eine schwache Farbung der Hepatozyten im normalem Lebergewebe (A) und eine
starke Farbung der Hepatozyten in den regenerativen Knoten in zirrhotischem Lebergewebe
(B) sowie der Zellen im HCC (C), ALR-Expression findet sich in Form roter Granula im
Zytoplasma von Hepatozyten (B) und Zellen des HCC (C), jedoch in zirrhotischem

Lebergewebe auch in den Cholangiozyten des Periportalfeldes (B).
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Abb. 9: ALR-Immunfarbung in Cholangiozyten des Periportalfeldes in zirrhotischem

Lebergewebe.

3.2 Immunhistochemische Untersuchung der ALR-Expression im

Lebergewebe

Tissue micro array (TMA):

Bei der Auswertung des Gewebearrays (TMA) zeigte sich, dass sehr viele
Gewebeproben bezuglich der ALR-Expression nicht bewertet werden konnten, da
entweder kein Leberparenchym vorhanden war oder dieses nicht vital war. So
konnten von den 233 HCC des Arrays nur 139 (60%), von den 163 Zirrhosen nur 65
(40%) beurteilt werden. Die 18 Normalgewebeproben konnten alle beurteilt werden.
Im Weiteren zeigte sich auch, dass sehr viele der auswertbaren Gewebeproben
keine Anfarbung zeigten, also negativ waren. Von den verbliebenen 139 HCCs
waren 70 (50%), von den 65 Zirrhosen 50 (77%) und von den 18 normalen
Leberproben 16 (89%) negativ.

In einer Studie mit geringeren Fallzahlen waren jedoch die Zirrhosen und HCCs
immer positiv gewesen, so dass sich der Verdacht aufdrangte, dass die Ergebnisse
falsch negativ sein konnten. Deshalb und vor allem auch wegen der
Unvollstandigkeit der klinischen Daten erfolgte keine weitere Auswertung des Arrays,
da nachfolgende Korrelationsstudien nicht hatten durchgeflhrt werden kénnen.
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HTCR-Gewebebank:

Die Gewebeschnitte aus der HTCR-Gewebebank konnten alle ausgewertet werden.
Die im Folgenden dargestellten Ergebnisse stammen daher aus der Auswertung
dieser Gewebeschnitte und der dazu vorliegenden histomorphologischen,

laborschemischen und klinischen Daten.

3.2.1 Deskriptive Auswertung

Normalgewebe:
Das mittlere Alter der Patienten, von denen Normalgewebe untersucht wurde, betrug
66,4 Jahre, der alteste Patient war 79, der jingste Patient 35 Jahre alt. Von den 28

Normalgewebeproben stammten 18 von Mannern und 6 von Frauen.

Zirrhose:

Das mittlere Alter der Patienten mit einer Leberzirrhose betrug 64 Jahre. Der alteste
Patient war 79, der jungste Patient war 35 Jahre alt. Die Leberzirrhosen stammten
von 26 mannlichen und 2 weiblichen Patienten.

Bezlglich der Atiologie der Zirrhose zeigte sich, dass von den 28 Patienten drei eine
chronische Hepatitis-B-Infektion hatten. Ein Patient litt unter einer Hepatitis-C-
Infektion und bei 11 Patienten lag ein erhdhter Alkoholkonsum (>60 g Ethanol pro

Tag) vor.

HCC:

Das mittlere Alter bei den HCC-Patienten betrug 61,4 Jahre. Der alteste Patient war
79 und der jungste 35 Jahre alt. 21 Patienten waren junger als 60 Jahre, 32
Patienten 60 oder alter als 60 Jahre.

Bei der Geschlechtsverteilung ergab sich ein Verhaltnis von 46 Mannern zu 7
Frauen.

Eine Hepatitis-B-Infektion bestand bei 7 Patienten, eine Hepatitis-C-Infektion bei 3
und ein chronischer Alkoholabusus bei 17 Patienten.

Bei der histomorphologischen Tumorcharakterisierung ergab sich, dass 5 der
Tumore im Stadium T1, 12 im Stadium T2, 16 im Stadium T3 und 1 im Stadium T4
waren. Bei den Ubrigen 19 Tumoren gab es keine Angabe zum Tumorstadium.

Bei weiteren 19 Tumoren lag eine Angioinvasion vor, bei 21 fehlte eine Angabe

hierzu. Bei den ubrigen 13 Tumoren lag keine Gefaldinvasion durch den Tumor vor.
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Die Auswertung beziglich des Gradings ergab: 11 Tumore mit G1, 26 mit G2, 8 mit
G3 und kein Tumor mit dem Grading G4. Bei 8 HCCs gab es keine Angabe zum
Grading.

Die Tumorgréfle wurde mit <6cm und =25cm angegeben, so dass 19 der HCCs <5¢cm
waren und 20 HCCs =5cm.

Die Angaben zum N- und M-Status sowie zur Lymphangiosis waren zu unvollstandig,
so dass keine Auswertung vorgenommen werden konnte.

Bei 22 HCCs zeigte sich eine Ki-67-Expression <5%, bei 19 HCCs lag eine
Expression >5% vor und bei 12 HCCs fehlte eine Angabe der Ki-67-Expression.

5 HCCs zeigten eine histologische Leberzellverfettung, 47 zeigten keine
histologische Leberzellverfettung und bei 1 HCC fehlte eine Angabe hierzu.

Von 43 der 53 HCC Patienten konnten Uberlebensdaten (Beobachtungszeitraum 60
Monate nach Tumorresektion) ermittelt werden. 26 dieser 43 Patienten verstarben
innerhalb von 5 Jahren nach Tumorresektion, 17 Patienten lebten mehr als 60
Monate nach Tumorresektion. 16 dieser Patienten verstarben am HCC, bei 10
Patienten lag eine andere Todesursache vor.

Von 41 der 53 Patienten konnte zudem das rezidivfreie Uberleben
(Beobachtungszeitraum 60 Monate nach Tumorresektion) ermittelt werden. 27
Patienten entwickelten ein Tumorrezidiv innerhalb 60 Monate nach Tumorresektion,
lediglich 14 Patienten zeigten ein rezidivfreies Uberleben.

Bezuglich der weiteren deskriptiv ausgewerteten Parameter siehe Tabelle 12 und 13.
Von 16 HCC-Patienten konnte die ALR-Expression im Vergleich zu umgebendem
Normalgewebe beurteilt werden, bei weiteren 28 Patienten mit hepatozellularem
Karzinom stand den Tumor umgebendes zirrhotisches Gewebe zur Auswertung zur

Verfligung.
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Tab. 12: Deskriptive Auswertung klinischer Daten

Anzahl
ASA Normaler, gesunder Patient 5
Patient mit leichter Allgemeinerkrankung 28
Patient mit schwerer Allgemeinerkrankung 19

Patient mit lebensbedrohlicher Allgemeinerkr. 1

Gesamt 53
Body Mass Index < 25 Normalgewicht 16
> 25 - 30 Ubergewicht 26
> 30 Adipositas 10
Gesamt 52
Nikotinkonsum ja 14
nein 32
Gesamt 46
Diabetes mellitus ja 16
nein 32
Gesamt 48
Hypercholesterinamie ja 6
nein 41
Gesamt 47
Hypertonus ja 19
nein 29

Gesamt 48
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Tab. 13: Deskriptive Auswertung der Laborparameter

Anzahl
Alkalische Phosphatase <124 U/l 22
=124 U/l 19
Gesamt 41
Bilirubin <1 mg/dl 30
=1 mg/dl 16
Gesamt 46
GOT <50 U/l 27
=50 U/l 17
Gesamt 44
GPT <50 U/I 28
> 50 U/l 18
Gesamt 46
GGT <70 U/l 10
=70 U/l 23
Gesamt 33
Cholinesterase < 4,5 kUl 15
> 4,5 kU/I 22
Gesamt 37
Quick <70 % 6
270 % 39
Gesamt 45
PTT < 36 sec 30
2 36 sec 15
Gesamt 45
AFP <10 ng/ml 17
> 10 — 500 ng/mi 16
= 500 ng/ml 7
Gesamt 40
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3.2.2 Auswertung der ALR-Expression in normalem Lebergewebe, in der
Leberzirrhose und im HCC

In jedem der 53 untersuchten HCC konnte eine spezifische Anfarbung und damit
ALR-Expression nachgewiesen werden.

16 (30,2%) der 53 HCCs waren positiv (Intensitat 1/+), 15 (28,3%) stark positiv
(Intensitat 2/++) und 33 (62,3%) sehr stark positiv (Intensitat 3/+++) (Abb. 10).

Abb. 10: Unterschiedliche Intensitat der Farbung im HCC: positiv (Intensitat 1/+) (A), stark

positiv (Intensitat 2/++) (B) und sehr stark positiv (Intensitat 3/+++) (C).

Bezlglich der Anzahl positiver Zellen in % ergab sich folgende Verteilung bei den
untersuchten HCCs (Tab. 14).
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Tab. 14: Verteilung der Anzahl ALR-positiver Zellen in % im HCC

Anzahl der angefarbten Score Anzahl der HCCs
Zellen in %:

<10% 0 0

10-25% 1 5

>25-50% 2 18

>50-75% 3 16

>75% 4 14

In jeder der 28 zirrhotischen Lebergewebeproben, die untersucht wurden, konnte
eine spezifische Anfarbung und damit ALR nachgewiesen werden.

15 der Zirrhoseproben waren positiv (Intensitat 1/+), 10 stark positiv (Intensitat 2/++)
und 3 sehr stark positiv (Intensitat 3/+++) fur ALR.

Bezlglich der Anzahl positiver Zellen in % ergab sich folgende Verteilung bei den

untersuchten zirrhotischen Leberproben (Tab. 15).

Tab. 15: Verteilung der Anzahl ALR-positiver Zellen in % bei den zirrhotischen Leberproben

Anzahl der angefarbten Score Anzahl der zirrhotischen
Zellen in %: Leberproben

<10% 0 0

10-25% 1 2

>25-50% 2 9

>50-75% 3 4

>75% 4 13

Von den 24 untersuchten normalen Lebergewebeproben waren hingegen 10 (41,7%)
negativ (Intensitat 0), 11 (45,8%) positiv (Intensitat 1/+) und 3 (12,5%) stark positiv
(Intensitat 2/++). Kein untersuchtes Normalgewebe zeigte eine sehr starke
Anfarbung (Intensitat 3/+++).

Bezuglich der Anzahl positiver Zellen in % ergab sich folgende Verteilung bei den

untersuchten Normalgewebeproben (Tab. 16).
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Tab. 16: Verteilung der Anzahl positiver Zellen in % bei den Normalgewebeproben

Anzahl der angefarbten Score Anzahl der normalen
Zellen in %: Leberproben

<10% 0 10

10-25% 1 3

>25-50% 2 4

>50-75% 3 0

>75% 4 7

Die statistische Auswertung unter Anwendung des Mann-Whitney-Tests
(ungepaarter Vergleich) ergab, dass die Intensitat der Anfarbung von ALR und damit
dessen Expression im HCC signifikant (p<0,0001) héher ist als im Normalgewebe.
Weiterhin zeigte sich, dass auch die Intensitat der Anfarbung von ALR und dessen
Expression in den zirrhotischen Gewebeproben signifikant (p<0,0001) hdher ist als in
den normalen Lebergewebeproben.

Zwischen der Intensitat der Anfarbung von ALR in HCC und zirrhotischem Gewebe
zeigte sich ebenfalls ein signifikanter Unterschied (p<0,008).

Bezuglich der Anzahl der positiven Zellen ergab sich bei der weiteren statistischen
Auswertung unter Anwendung des Mann-Whitney-Tests, dass in den HCCs
(p<0,008) und in den zirrhotischen Lebergeweben (p<0,003) signifikant mehr Zellen
ALR exprimieren als im Normalgewebe.

Zwischen der Anzahl der positiven Zellen im HCC und in den Zirrhoseproben ergab
sich kein signifikanter Unterschied.

Bei der Auswertung ausschliel3lich der gepaarten Proben konnten diese Ergebnisse
teilweise bestatigt werden.

Hierbei ergab sich nach der statistischen Auswertung mit dem Wilcoxon-Test, dass
die Intensitdt der Anfarbung von ALR im HCC signifikant hoher ist als im
umgebenden Normalgewebe (p=0,001) und in dem umgebenden zirrhotischen
Gewebe (p=0,003).

Zwischen der Anzahl positiver Zellen im HCC und im umgebenden Normalgewebe
bzw. zirrhotischem Gewebe ergab sich kein Unterschied.

Im Folgenden wurde am Beispiel eines Scoring-Systems aus einer Veroffentlichung

von Nan et al. 2005 ein Gewebe-Label-Index als Scoring-System erstellt, das die




3. Ergebnisse 40

Intensitat der Anfarbung und die Anzahl der angefarbten Zellen mit ALR
gleichermal3en berucksichtigt.

Die bisherige Einteilung fur Intensitdt und Anzahl der angefarbten Zellen wurde
beibehalten. Anschlieend wurden die jeweiligen Werte miteinander multipliziert,
wobei sich Werte zwischen 0 und 12 ergaben. Diese wurden erneut klassifiziert, da
ansonsten die Subgruppen fur eine weitere statistische Auswertung zu Kklein
gewesen waren. Hierbei ergaben sich 3 Gruppen: 0: negativ, 1-5: positiv, 6-12 stark
positiv (Tab. 17).

Tab. 17: Gewebe-Label-Index

Score (Anzahl der angefarbte Zellen in Intensitat
%)
0 1 2 3
0
1 1 3
2 2
3 3
4 4

Nach Anwendung des Gewebe-Label-Index ergab sich fiur die hepatozellularen
Karzinome, Zirrhoseproben und Proben von normalem Lebergewebe folgende
Verteilung (Tab. 18).

Tab. 18: Verteilung von HCC, Zirrhose und Normalgewebe im Gewebe-Label-Index

Gewebe-Label-Index > p-Wert
negativ positiv  stark positiv
HCC 0 23 30 53 p <0,0001*
Zirrhose 0 18 10 28 p <0,0001*
Normalgewebe 10 12 2 24

* verschieden von Normalgewebe

In der statistischen Auswertung ergab sich unter Anwendung des Mann-Whitney-
Test, dass signifikant (p<0,0001) mehr ALR im HCC vorhanden ist als im

Normalgewebe. Weiterhin zeigte sich, dass auch in den zirrhotischen Gewebeproben
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signifikant  (p<0,0001) mehr ALR zu finden st als in den normalen
Lebergewebeproben (Tab. 18). Kein Unterschied in der Exprimierung von ALR fand
sich in den HCCs und den zirrhotischen Gewebeproben (p=0,76) (Tab. 18).

Bei der Auswertung ausschlieldlich der gepaarten Proben konnten diese Ergebnisse

mittels des Wilcoxon-Tests bestatigt werden.

3.2.3 Auswertung der ALR-Expression im HCC und Korrelation zu
histopathologischen Daten

FUr die weitere statistische Auswertung der HCC-Daten wurde ausschlieBlich der
Gewebe-Label-Index verwendet (Tab. 17).

Berechnet wurde mittels Kreuztabellen die Korrelation der ALR-Expression im HCC
zur histologischen Angioinvasion (Tab. 19), zum Grading (Tab. 20), zum (p)T-Status
(Tab. 21), zur Tumorgrofde in cm (Tab. 22), zur Expression von Ki-67 (Tab. 23) und
zur histologischen Leberverfettung (Tab. 24).

Bei der statistischen Auswertung der Angioinvasion zeigte sich, dass die ALR-
Expression in jenen hepatozellularen Karzinomen, bei denen eine Angioinvasion
vorhanden ist, signifikant (p<0,001) niedriger war als in jenen Tumoren, die nicht

gefalinvasiv waren (Tab. 19).

Tab. 19: Auswertung der ALR-Expression im HCC und Korrelation zur Angioinvasion

Histologische Gewebe-Label-Index Gesamt p-Wert

Angioinvasion

negativ positiv stark positiv
nein 0 2 11 13
ja 0 14 5 19 p <0,001*
Gesamt 0 16 16 32

* nein verschieden zu ja

Bei der statistischen Auswertung des Tumorgradings zeigte sich, dass mit
zunehmender Entdifferenzierung des Tumors, d.h. mit steigendem Grading

signifikant (p=0,013) weniger ALR in den Tumorzellen nachweisbar war (Tab. 20).
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Tab. 20: Auswertung der ALR-Expression im HCC und Korrelation zum Grading

Grading Gewebe-Label-Index Gesamt  p-Wert
negativ positiv stark positiv

1 0 2 9 11

2 0 14 12 26

3 0 6 2 8 p=0,013

Gesamt 0 22 23 45

Bei der Auswertung des (p)T-Status (Tab. 21) und der Tumorgrofie in cm (Tab. 22)

ergab sich kein signifikanter Unterschied in der ALR-Expression.

Tab. 21: Auswertung der ALR-Expression im HCC und Korrelation zum (p)T-Status

(p)T-Status Gewebe-Label-Index Gesamt  p-Wert
negativ positiv stark positiv

(p)T1 0 1 4 5

(p)T2 0 9 3 12

(p)T3 0 4 12 16

(p)T4 0 1 0 1 p = 0,744

Gesamt 0 15 19 34

Tab. 22: Auswertung der ALR-Expression im HCC und Korrelation zur Tumorgrofie

TumorgrofRe in cm Gewebe-Label-Index Gesamt  p-Wert
negativ positiv stark positiv

< 5cm 0 11 8 19

> 5cm 0 8 12 20 p = 0,882

Gesamt 0 19 20 39

Weiterhin erfolgte eine Auswertung bezlglich der ALR-Expression und der
Expression des histopathologischen Proliferationsmarkers Ki67 im HCC. Hierbei
ergab sich ebenfalls kein signifikanter (p=0,904) Unterschied (Tab. 23).
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Tab. 23: Auswertung der ALR-Expression im HCC und Korrelation zur Expression von Ki67

Ki 67 Gewebe-Label-Index Gesamt  p-Wert
negativ positiv stark positiv

<5% 0 10 12 22

25% 0 9 10 19 p = 0,904

Gesamt 0 19 22 41

Kein signifikantes (p=0,256) Ergebnis ergab sich hinsichtlich der histologischen
Leberverfettung und der Hohe der ALR-Expression (Tab. 24).

Tab. 24: Auswertung der ALR-Expression im HCC und Korrelation zur histologischen

Leberverfettung
Histologische Gewebe-Label-Index Gesamt  p-Wert
Leberverfettung

negativ positiv stark positiv
ja 0 1 4 5
nein 0 22 25 47 p = 0,256
Gesamt 0 23 29 52

3.2.4 Auswertung der ALR-Expression im HCC und Korrelation mit

laborchemischen und klinischen Parametern

Bei der Auswertung der laborchemischen und klinischen Daten zeigte sich, dass bei
HCC-Patienten mit Diabetes mellitus signifikant mehr ALR exprimiert war, als bei
HCC-Patienten ohne Diabetes mellitus (Tab. 25). Weiterhin zeigten sich eine
signifikant erhohte ALR-Expression bei HCC-Patienten mit einem schlechten
praoperativen ASA-Wert (Tab. 25). Bei der Auswertung von zahlreichen weiteren
laborchemischen und klinischen Daten ergaben sich keine statistisch signifikanten

Ergebnisse. Die Daten wurden in den Tabellen 25 und 26 zusammengefasst.
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Tab. 25: Auswertung der ALR-Expression im HCC und Korrelation mit klinischen Parametern

Gewebe-Label-Index Gesamt  p-Wert
negativ  positiv stark
positiv

Alter < 60 Jahre 0 10 11 21

> 60 Jahre 0 13 19 32 p=0,619
Gesamt 0 23 30 53
Geschlecht mannlich 0 19 27 46

weiblich 0 4 3 7 p = 0,451
Gesamt 0 23 30 53
Alkohol- ja 0 7 10 17
konsum nein 0 15 14 29 p = 0,494
Gesamt 22 24 46
Hepatitis- keine Hepatitis 0 19 21 40
serologie Hepatitis A 0 2 0 2

Hepatitis B 0 1

Hepatitis C 0 1 2 3

Hepatitis E 0 0 p = 0,140
Gesamt 0 23 30 53
ASA Normaler, 0 4 1 5

gesunder

Patient

Patient mit 0 14 14 28

leichter

Allg.erkr.

Patient mit 0 4 15 19

schwerer

Allg.erkr.

Patient mit 0 1 0 1 p = 0,040

lebensbedrohl.

Allg.erkr.
Gesamt 0 23 30 53
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Gewebe-Label-Index Gesamt  p-Wert
negativ  positiv stark
positiv

Body Mass <25Normal- 0 6 10 16
Index gewicht

>25-30 0 13 13 26

Ubergewicht

> 30 0 3 7 10 p = 0,854

Adipositas
Gesamt 0 22 30 52
Nikotinkonsum ja 0 8 6 14

nein 0 14 18 32 p =0,408
Gesamt 0 22 24 46
Diabetes ja 0 4 12 16
mellitus

nein 19 13 32 p =0,026
Gesamt 23 25 48
Hyperchol- ja 3 3 6
esterindmie

nein 0 19 22 41 p =0,868
Gesamt 0 22 25 47
Hypertonus ja 0 7 12 19

nein 0 16 13 29 p=0,219
Gesamt 23 25 48
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Tab. 26: Auswertung der ALR-Expression im HCC und Korrelation mit laborchemischen
Parametern
Gewebe-Label-Index Gesamt  p-Wert
negativ  positiv stark
positiv

Alkalische <124 U/l 0 12 10 22
Phosphatase =124 U/l 0 9 10 19 p = 0,651
Gesamt 0 21 20 41
Bilirubin <1 mg/dl 0 14 16 30

> 1 mg /dl 0 7 9 16 p = 0,852
Gesamt 0 21 25 46
GOT <50 U/I 0 12 15 27

> 50 U/l 0 7 10 17 p = 0,833
Gesamt 0 19 25 44
GPT <50 U/I 0 13 15 28

=50 U/l 0 8 10 18 p = 0,896
Gesamt 0 21 25 45
GGT <70 U/l 0 6 4 10

=70 U/ 0 11 12 23 p = 0,527
Gesamt 0 17 16 33
Cholinesterase < 4,5 kU/I 0 8 7 15

>4.5 kU/I 0 13 9 22 p=0,732
Gesamt 0 21 16 37
Quick <70 % 0 4 2 6

=270 % 0 18 21 39 p = 0,355
Gesamt 0 22 23 45
PTT < 36 sec 0 17 13 30

= 36 sec 0 5 10 15 p=0,144
Gesamt 0 22 23 45
AFP <10 ng/ml 0 8 17

> 10-500 0 10 16

ng/mi

= 500 ng/ml 0 3 4 7 p=0,915
Gesamt 21 19 40
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3.2.5 Auswertung der ALR-Expression im HCC und Korrelation mit den

Uberlebensdaten

Ausgewertet wurden hierbei nur jene 43 von 53 Patienten, von denen tatsachlich
bekannt war, ob sie lebten oder verstorben waren. Als Beobachtungszeitraum
wurden 60 Monate nach Tumorresektion gewahlt

Zunachst wurde das ,overall survival® betrachtet, d.h. auch jene Patienten waren in
die Auswertung eingeschlossen, die innerhalb des Beobachtungszeitraums von 60
Monaten nach Tumorresektion an einer anderen Erkrankung als am HCC verstorben
waren (Tab. 27).

Von 43 Patienten waren 26 Patienten nach 60 Monaten nach Tumorresektion
verstorben.

Ein statistisch signifikanter Unterschied ergab sich bei der Korrelation des ,overall

survival® mit der ALR-Expression nicht (Abb. 11).

Tab. 27: Auswertung der ALR-Expression im HCC und Korrelation mit dem ,overall

survival® im Beobachtungszeitraum von 60 Monaten nach Tumorresektion

woverall survival® Gewebe-Label-Index Gesamt
negativ positiv stark positiv

tot 0 11 15 26

lebend 0 9 8 17

Gesamt 0 20 23 43
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Abb. 11: Kaplan-Meier-Kurve zum ,overall survival® in Monaten in Abhangigkeit von der ALR-

Expression

Im Anschluss wurde das Tumoruberleben ausgewertet. Hierzu erfolgte eine
Auswertung der Uberlebensdaten unter Ausschluss jener Patienten, die nicht am
HCC verstorben waren (Tab. 28).

16 Patienten waren innerhalb des Beobachtungszeitraums am HCC verstorben, bei
10 Patienten lag eine andere Todesursache vor.

Auch hierbei zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied bei Korrelation des
Uberlebens mit der ALR-Expression (Abb. 12).
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Tab. 28: Auswertung der ALR-Expression im HCC und Korrelation mit dem Tumortberleben

im Beobachtungszeitraum von 60 Monaten nach Tumorresektion

Tumoruberleben Gewebe-Label-Index Gesamt
negativ positiv stark positiv
tot 0 7 9 16
lebend 0 9 8 17
Gesamt 0 16 17 33
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Abb. 12: Kaplan-Meier-Kurve zum Tumorleben in Monaten in Abhangigkeit von der ALR-

Expression
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Zuletzt erfolgte eine Auswertung der Daten beziiglich des rezidivfreien Uberlebens
(Tab. 29). Von 41 Patienten konnte das rezidivfreie Uberleben im
Beobachtungszeitraum von 60 Monaten ermittelt werden.

27 Patienten entwickelten ein Tumorrezidiv innerhalb 60 Monate nach
Tumorresektion, lediglich 14 Patienten zeigten ein rezidivfreies Uberleben.

Auch beim rezidivfreien Uberleben ergab sich bei der Korrelation mit der ALR-
Expression kein statistisch signifikanter Unterschied (Abb. 13).

Tab. 29: Auswertung der ALR-Expression im HCC und Korrelation mit dem rezidivfreien

Uberleben im Beobachtungszeitraum von 60 Monaten nach Tumorresektion

Rezidiv/ Gewebe-Label-Index Gesamt

Tumorprogression

negativ positiv stark positiv
ja 0 11 16 27
nein 0 7 7 14

Gesamt 0 18 23 41
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4. Diskussion

Das Hepatozellulare Karzinom zahlt weltweit zu den am haufigsten vorkommenden
Tumoren und weist eine steigende Inzidenz in der westlichen Welt auf. Die
Entwicklung eines HCC ist ein komplexer Prozess, der in mehreren Schritten ablauft
(Fausto und Weber, 1993) und noch nicht vollstandig aufgeklart ist.

In der Mehrzahl der Falle entwickelt sich ein HCC auf dem Boden einer chronischen
Leberschadigung. Diese fuhrt zu einer Zirrhose, auf deren Boden es zunachst zu
hyperplastischen und anschlieend zu dysplastischen Knoten und schliellich zum
HCC kommt. Die maligne Transformation kann dabei unabhangig von der
auslosenden Ursache als Folge einer chronischen Leberschadigung ablaufen. Durch
die chronische Leberschadigung und die erhdhte Regeneration kommt es zu einer
gesteigerten Proliferation der Hepatozyten, so dass es zu genetischen Alterationen
wie Aktivierung von Onkogenen, Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen,
Telomeraseaktivierung (Erlitzki und Minuk, 1999) und zu Defekten der DNA-
Reparaturmechanismen (Mcdonald, 1998) kommen kann. Zudem kommt es wie bei
vielen anderen Tumoren auch im HCC zur unkontrollierten Expression von
Wachstumsfaktoren oder Komponenten ihrer Signaltransduktionskaskaden sowie

von angiogenetischen Faktoren.

4.1 Nachweis von ALR in normalem Lebergewebe, in der Leberzirrhose und
im HCC

Zu den mit einer moglichen Karzinogenese assoziierten Faktoren zahlt auch das
Protein ALR, da eine vorangegangene Untersuchung zeigen konnte, dass ALR nicht
nur in der gesunden Leber vorhanden ist, sondern auch erhdhte ALR-mRNA-Spiegel
in zirrhotischem Lebergewebe und im Hepatozellularen Karzinom nachweisbar sind
(Thasler, 2005). In dieser Arbeit sollte die immunhistologische Expression von ALR in
normalem Lebergewebe, in der Zirrhose und im HCC an einer hoheren Anzahl
untersucht werden.

Als problematisch erwies sich die Auswertung der immunhistochemischen Analyse
der ALR-Expression im verwendeten Gewebearray, da sich ALR in sehr vielen
Proben des Arrays nicht nachweisen lief3, obwohl ALR als mRNA in vorangegangen
Studien in allen HCCs und Leberzirrhosen exprimiert war (Thasler, 2005).

Aufgrund dieser Vordaten und der spater gemachten Beobachtungen drangte sich

der Verdacht auf, dass die Ergebnisse falsch negativ sein kdnnten. Daher wurde die
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immunhistochemische  Analyse der ALR-Expression in paraffinfixierten
Gewebeblocken wie auch in der vorhergehenden Arbeit durchgefuhrt.

Hierbei zeigte sich erneut, dass ALR in allen HCCs und Leberzirrhosen exprimiert
war. Es zeigte sich bei der histologischen Auswertung der Gewebeschnitte auch,
dass ALR eine inhomogene Immunreaktivitat aufwies.

Dieser Befund konnte eine Erklarung dafur sein, dass sich in 50% der HCCs und in
77% der Zirrhosen des Arrays kein ALR immunhistochemisch nachweisen lie3, da
die einzelnen auf den Array aufgebrachten Gewebeproben zufallig aus einem
Paraffinblock ausgestanzt wurden und einen sehr kleinen Probenquerschnitt
darstellten. Durch die vielen negativen Gewebeproben verkleinerte sich die Fallzahl
des Gewebearrays enorm. Zudem waren auch die klinischen Korrelationsparameter
aulerst unvollstandig erhoben worden, so dass sich die Anzahl der auswertbaren
Proben nochmals minimierte.

Daher wurden in der vorliegenden Arbeit ausschliel3lich Gewebeschnitte von ganzen
Paraffinblocken, die Uber die HTCR-Datenbank ermittelt wurden und von denen
ausreichend Korrelationsdaten vorhanden waren, in die statistische Auswertung und
in die Korrelationsstudien mit klinischen Parametern und Patientendaten
aufgenommen.

An diesen Gewebeproben konnte bestatigt werden, dass ALR in der gesunden
Leber, in der Zirrhose und im Hepatozellularen Karzinom nachweisbar ist. ALR
konnte bereits 1994 durch Francavilla et al. in ihrem Ratten-Modell der
Leberregeneration nach Hemihepatektomie im Zytoplasma der Hepatozyten
nachgewiesen werden (Francavilla, 1994). Dies zeigt, dass ALR am Prozess der
Leberregeneration und der damit verbundenen erhohten Proliferation beteiligt ist,
welche auch eine wesentliche Rolle im Prozess der Zirrhose- und HCC-Entstehung
spielt.

Wie bereits in der vorangegangenen Arbeit mit niedriger Fallzahl (Thasler, 2005)
konnte auch in dieser Arbeit die zytosolische und granulare Expression von ALR in
Hepatozyten und Cholangiozyten in normalen Lebern, Leberzirrhosen und HCCs
immunhistochemisch gezeigt werden.

Es zeigte sich auch in dieser Arbeit erneut kein Nachweis von ALR in nicht-
parenchymalen Leberzellen oder im Zellkern der Hepatozyten. In einer Studie an

Rattenlebern hingegen wurde ALR im Zytosol von Hepatozyten als auch in
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niedrigerer Konzentration in nichtparenchymalen Leberzellen (Sternzellen,
Endothelzellen und Kupffer-Zellen) gefunden (Gandhi, 1999).

Allerdings variierte die Immunfarbung in den nicht-parenchymalen Leberzellen und
konnte in kultivierten Zellen nicht nachgewiesen werden (Gandhi, 1999).

In anderen Arbeiten wurde im Gegensatz zu diesem Ergebnis ALR nicht nur im
Zytosol sondern auch im Kern von Hepatomzelllinien und in Homogenaten aus
Lebergewebe nachgewiesen (Li Y, 2002) (Lu, 2002). In beiden Arbeiten wurde
jedoch keine Immunhistochemie durchgefuhrt. In der Arbeit von Li zeigte sich zudem
im Kern nur die 15 kDa Form von ALR, wahrend sich die 23 kDa Form von ALR im

Zytosol fand.

4.2  Korrelation der ALR-Expression in normalem Lebergewebe, in der
Leberzirrhose und im HCC und Vergleich der Ergebnisse mit anderen

Biomarkern fur das HCC

In dieser Arbeit konnte an einer gréieren Fallzahl nicht nur gezeigt werden, dass
ALR in der gesunden Leber, in der Zirrhose und im Hepatozellularen Karzinom
nachweisbar ist, sondern es konnte erstmals auch eine signifikant hohere Expression
von ALR in der Zirrhose als im normalen Lebergewebe festgestellt werden.

In der Entwicklung einer Leberzirrhose scheinen zahlreiche Zytokine wie TGF-aq,
TGF-B, HGF, EGF eine wichtige Rolle zu spielen (Andus, 1991). Diese hepatotrophe
Wirkung konnte fur die genannten Faktoren bereits gezeigt werden und es konnte
ebenso eine erhohte mRNA und auch eine erhdhte Proteinkonzentration dieser
Faktoren in zirrhotischem Lebergewebe nachgewiesen werden.

Die Ergebnisse uber die erhohte ALR-Expression in zirrhotischem Lebergewebe
gegenuber normalem Lebergewebe parallelisieren diese Berichte, da ALR
ursprunglich als ein hepatotropher Faktor identifiziert wurde, der die
Leberregeneration nach einer Hemihepatektomie stimuliert (Francavilla, 1994). Die
vorliegenden Ergebnisse weisen zudem daraufhin, dass ALR eine Rolle bei den
regulatorischen Prozessen der Zirrhose spielen kdnnte.

Weiterhin zeigte sich auch eine signifikant hohere Expression von ALR im HCC als
im Normalgewebe. Zwischen der ALR-Expression im HCC und in der Zirrhose zeigte
sich hingegen kein signifikanter Unterschied.

Eine Leberzirrhose entsteht durch eine chronische Leberschadigung und kann

ihrerseits der Ausgangspunkt flr eine HCC-Entstehung sein. Die Entwicklung von
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regenerativen Knoten in der Zirrhose zu Hyperplasien und zu einem
hepatozellularem Karzinom stellt einen sehr komplexen Prozess dar (Fausto und
Weber; 1993).

Von besonderer Bedeutung flr die maligne Transformation scheint dabei das
gestorte Verhaltnis der Aktivitat von Protoonkogenen und Tumorsuppressorgenen zu
sein, wie dies sowohl in regenerativen Knoten als auch in HCC-Gewebe
nachgewiesen werden konnte (Livni, 1995). Wie in vielen anderen Tumoren auch,
kommt es auch im HCC zu einer unkontrollierten Expression von Wachstumsfaktoren
oder von Komponenten ihrer Signaltransduktionskaskaden.

Fir die Wachstumsfaktoren TGF-a und -B, EGF, FGF und HGF konnte bereits
gezeigt werden, dass sie mit der HCC-Entwicklung assoziiert sind (Daveau, 2003)
(Durr und Caselmann, 2000). Bei dieser Untersuchung fand sich eine signifikant
erhdhte Expression von ALR in HCC-Proben gegenuber Gewebeproben von
normalen und zirrhotischen Lebern.

Auch TGF-B, von welchem man weil3, dass es wesentlich an einer
Fibroseentstehung beteiligt ist und auch in der Zirrhose Uberexprimiert wird (lIto,
1990), wird im HCC vermehrt exprimiert (Montgomery, 2001) (Matsuzaki, 2000)
(Abou-Shady, 1999). Der genaue Mechanismus, inwiefern TGF-B an der
Karzinogenese beteiligt ist, ist jedoch noch unklar und wird kontrovers diskutiert
(Montgomery, 2001).

Die Datenlage zu HGF und seinem spezifischen Rezeptor c-met ist sehr
widersprichlich und noch nicht abschlieRend geklart. Beispielsweise beschreiben
Boix et al. in ihrer Studie eine Uberexpression von c-met im Vergleich zu
umgebendem normalem Lebergewebe und eine HGF-Expression, wahrend hingegen
Selden et al. sowohl eine Uber- als auch eine Unterexpression von c-met gegeniiber
umgebendem normalem Lebergewebe und keine HGF-Expression beschreiben
(Boix, 1994) (Selden, 1994).

Auch das umgebende nicht neoplastische Normalgewebe bzw. das umgebende
zirrhotische Gewebe derselben Patienten zeigte keine signifikant erhohte ALR-
Expression. Auch durch Guirouilh et al. wurde gezeigt, dass das umliegende
Gewebe keinen Unterschied in der HGF-Expression gegenuber dem HCC zeigte
(Guirouilh, 2001).

Hingegen gibt es zur Expression des EGF-Rezeptors (EGFR) im HCC und im

umgebenden normalen Lebergewebe widersprichliche Aussagen. So fanden
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Nakopoulou et al. eine geringe Expression im HCC und keine Expression im
umgebenden Lebergewebe, wahrend Yamaguchi et al. eine EGFR-Expression
sowohl im HCC als auch im umgebenden Lebergewebe fanden (Nakapoulou, 1994)
(Yamaguchi, 1995).

4.3 Korrelation der ALR-Expression im HCC mit histomorphologischen
Daten, Uberlebensdaten und laborchemischen Daten und Vergleich der

Ergebnisse mit anderen Biomarkern fur das HCC

Das HCC stellt weltweit die dritthaufigste Krebstodesursache dar und die
Leberzirrhose stellt den wichtigsten Risikofaktor fur die Entwicklung des HCC dar.
Nahezu alle HCCs scheinen auf dem Boden einer Vielzahl von sich akkumulierenden
genetischen Alterationen zu entstehen, die wiederum durch verschiedene
Risikofaktoren  entstehen, jedoch ist der genaue Mechanismus der
Hepatokarzinogenese weiterhin unklar. Das Langzeitiberleben ist schlecht,
insbesondere auch durch eine sehr hohe Rezidivrate nach kurativer Resektion des
Tumors.

Obwohl die Serum-AFP-Werte einen guten Marker fur die Detektion und das
Monitoring eines HCC darstellen, gibt es Patienten mit fortgeschrittenem HCC, die
normale Serum-AFP-Werte aufweisen. Daher wurden viele unterschiedliche Marker
fur das HCC, leider bisher mit nicht zufrieden stellendem Erfolg, untersucht, um die
Prognose des HCCs zu verbessern, um eine fruhe Diagnosestellung und eine frihe
Rezidiverkennung zu erreichen.

Zu den untersuchten immunhistochemischen Markern, die insbesondere auch bei
der Diagnosestellung eine wichtige Rolle spielen, zahlen insbesondere: HepPar1,
pCEA, GPC-3, MOC-31 und das AFP (Yim, 2010). Keiner dieser Marker ist
spezifisch genug fur die Diagnosestellung eines HCC und einige scheinen wahrend
der Tumorgenese aufzutauchen und/oder zu verschwinden, weshalb eine
Kombination von immunhistochemischen Markern benutzt wird, um eine exakte
Diagnose zu stellen (Yim, 2010).

HepPar1 ist bekannt als der sensitivste und spezifischste immunhistochemische
Marker flir das HCC und spiegelt die Differenzierung der Hepatozyten wider (Kakar,
2007). Dabei sind schlecht differenzierte HCCs meist negativ fur Hepar1. In dieser

Arbeit konnte dies auch fur ALR gezeigt werden. Die ALR Expression in HCCs mit
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guter Differenzierung (G1/G2) war signifikant héher als in HCCs mit schlechter
Differenzierung (G3/G4).

Der immunhistochemische Nachweis von pCEA ist mit 90% hoch im HCC und zeigt
ein kanalikulares Verteilungsmuster in 60% bis 90% der Falle, welches
charakteristisch ist fur das HCC und nicht gesehen wird in anderen
Adenokarzinomen (Varma, 2004) (Lau, 2002). Die Sensitivitat ist dabei auch hoch fur
gut und maRig differenzierte HCCs und schlecht fur schlecht differenzierte HCCs
(Varma, 2004).

Ahnlich der Abnahme von ALR mit steigendem Grading, zeigte sich in dieser Arbeit
auch eine signifikante Abnahme der ALR-Expression in HCCs mit Angioinvasion
gegenuber HCCs ohne Angioinvasion.

Eine wesentliche Rolle im Prozess der Angioinvasion spielen, wie mittlerweile
bekannt ist, Metalloproteinasen, da durch sie nicht nur Bindegewebsstrukturen
aufgeldst werden, sondern sich auch einzelne Zellen aus dem Zellverband I6sen
konnen, so dass diese Zellen in die Lymph- und Blutbahn gelangen kénnen. Dies
stellt wiederum einen wichtigen Schritt auf dem Weg der Metastasierung dar. Li et al.
konnten fur die Leberfibrose zeigen, dass ALR die Expression des Gewebsinhibitors
der Metalloproteinase 1 (TIMP1) vermindert und dadurch zu einer vermehrten
Aktivitat der Metalloproteinase 1 (MMP1) fuhrt (Li Q, 2005). Eine TIMP1-
Uberexpression filhrt zu einer verminderten Proliferation und Invasivitdt der
Hepatomzellen (Xia, 2006), ebenso wie im Umkehrschluss eine vermehrte
Expression von MMP1 zu einer erhéhten Invasivitat fluhrt (Ip, 2005).

Weiterhin konnte auch gezeigt werden, dass eine erhohte Invasivitat mit einer
schlechteren Prognose vergesellschaftet ist (Zhou, 2002). Aufbauend auf dem in
dieser Arbeit mittels Immunhistochemie gefundenen Ergebnis, dass die ALR-
Expression in jenen HCCs signifikant niedriger ist, die ein angioinvasives Wachstum
zeigen, erfolgten Versuche mit Hepatomzellen. Hierbei konnte bestatigt werden, dass
erhohte ALR-Spiegel zu einer erniedrigten Fahigkeit zur Migration und Invasivitat der
Hepatomzellen flhrten.

Diese Abnahme der ALR-Expression bei HCCs, die bereits invasives Wachstum
aufweisen, sowie die Abnahme mit zunehmendem Grading, d.h. steigender
Entdifferenzierung der Zellen, kdnnte somit darauf hinweisen, dass ALR ab einem

gewissen Punkt der Karzinogenese fur die Tumorzellen nicht mehr notwendig ist und
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somit die Abnahme der ALR-Expression einen Hinweis flr eine schlechtere
Prognose darstellen konnte.

Daher erfolgte in dieser Arbeit auch eine Auswertung der Uberlebensdaten und eine
anschliel’ende Korrelation dieser Daten mit der ALR-Expression im HCC. Sowohl fur
das ,overall survival® als auch das rezidivfreie Uberleben jeweils im
Beobachtungszeitraum von 60 Monaten ergab sich kein signifikanter Unterschied in
der ALR-Expression.

Bei der Korrelation der ALR-Expression mit dem Alter, dem Geschlecht, der
TumorgréRe und dem T-Stadium, mit anderen Leberparametern und mit der
Serumkonzentration von AFP ergab sich kein signifikantes Ergebnis. Auch fur AFP,
den bekanntesten Biomarker fur das HCC, konnte in einer Arbeit von Gorog et al.
keine Korrelation zwischen der Expression und Alter und Geschlecht gefunden
werden (Gorog, 2005). Jedoch fand sich in einer Arbeit von Peng et al. hdhere AFP-
Werte bei jungeren Patienten, wobei diese Patienten auch haufiger HBsAG positiv
waren, was auch mit erhdhten AFP-Werten assoziiert war (Peng, 2004).

Weiterhin zeigte sich in dieser Arbeit, dass hohere AFP-Werte mit einer schlechten
Differenzierung (G2-4), mit haufigerer Invasivitat und auch mit einem schnelleren
Tumorrezidiv korrelierten (Peng, 2004). Der AFP-Nachweis erfolgte jedoch mittels
PCR und nicht mittels Immunhistochemie.

Aufgrund der Tatsache, dass weiterhin geeignete Biomarker fur das HCC fehlen, gibt
es zahlreiche Studien, in denen die Expression von unterschiedlichsten Marker mit
unterschiedlichen  klinischen,  morphologischen, histomorphologischen  und
laborchemischen Daten korreliert werden. In einer ahnlich zu dieser Arbeit
angelegten Studie von Nan et. al., in der immunhistochemisch die Expression von
p57 im HCC und im normalen Lebergewebe untersucht wurde, konnte ebenfalls
keine Korrelation der p57 Expression mit der Serumkonzentration von AFP bzw. mit

dem Alter und der TumorgroRe gefunden werden (Nan, 2005).
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5. Zusammenfassung

Das hepatozellulare Karzinom ist der haufigste primare Leberzelltumor und zahlt zu
den weltweit am haufigsten vorkommenden malignen Tumoren mit einer weiterhin
steigenden Inzidenz in der westlichen Welt. Die Prognose gilt derzeit noch immer als
schlecht, da das einzig kurative Therapieverfahren weiterhin die Resektion darstellt.
Wichtige Faktoren und Schritte in der Karzinogenese sind bereits bekannt und meist
entwickelt sich das HCC auf dem Boden einer chronischen Leberschadigung, die
ihrerseits zu einer Leberzirrhose fuhrt.

Das Protein ALR scheint moglicherweise zu den Faktoren zu zahlen, die an der
Karzinogenese beteiligt sind, da in einer vorangegangenen Arbeit ALR nicht nur in
der gesunden Leber, sondern auch erhohte ALR-Spiegel in zirrhotischem
Lebergewebe und im HCC nachgewiesen werden konnten (Thasler, 2005). Ein Ziel
dieser Arbeit war es, die immunhistochemische Expression von ALR in normalem
Lebergewebe, in der Zirrhose und im HCC an einer hoheren Fallzahl zu untersuchen.
Es zeigte sich erneut die zytosolische und granulare Expression von ALR in
Hepatozyten und Cholangiozyten in der normalen Leber, der Leberzirrhose und im
HCC. Keine immunhistochemische Expression von ALR zeigte sich in
nichtparenchymalen Leberzellen und Zellkernen.

In allen 53 untersuchten HCCs und jeder der 28 zirrhotischen Lebergewebeproben
konnte eine ALR-Expression nachgewiesen werden. Von den untersuchten normalen
Lebergewebeproben zeigten lediglich 58,3% der untersuchten Proben eine
immunhistochemische ALR-Expression.

Zur Quantifizierung der immunhistochemischen ALR-Expression wurde ein Gewebe-
Label-Index als Scoring-System entwickelt. Bei der statistischen Auswertung ergab
sich, dass signifikant mehr ALR im HCC und in den zirrhotischen Gewebeproben
exprimiert ist als im normalen Lebergewebe. Kein Unterschied in der Exprimierung
von ALR fand sich hingegen in den HCCs im Vergleich zu den zirrhotischen
Gewebeproben.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, die immunhistochemische ALR-Expression im
HCC mit histomorphologischen, laborchemischen und klinischen Daten und mit
Uberlebensdaten zu korrelieren. Keine signifikanten Ergebnisse ergaben sich fiir die
ausgewerteten laborchemischen und klinischen Daten.

Bei der Auswertung der histomorphologischen Daten zeigte sich, dass in jenen

HCCs, die eine Angioinvasion aufwiesen, signifikant weniger ALR exprimiert war, als
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in jenen, die keine Angioinvasivitat zeigen. Weiterhin zeigte sich, dass mit
steigendem Grading und damit zunehmender Entdifferenzierung signifikant weniger
ALR in den Tumorzellen nachweisbar war. Ein Einfluss der ALR-Expression auf das
Uberleben konnte jedoch nicht gezeigt werden.

Der in dieser Arbeit immunhistochemisch gefundene Zusammenhang einer
negativen Korrelation der Angioinvasivitat und dem Grading mit der Hohe der ALR-
Expression kdnnte zum einen daraufhin weisen, dass das Protein ALR eine wichtige
Rolle im Prozess der Metastasierung beim HCC spielen kénnte, indem es die
Metastasierung verhindern und zum anderen einen Marker flir eine schlechtere
Prognose darstellen konnte.

Ein nachstes Ziel sollte es daher sein, zu versuchen den in dieser Arbeit mittels
Immunhistochemie gewonnenen inversen Zusammenhang zwischen ALR-
Expression und Angioinvasion bzw. Grading, auf DNA-Ebene und Zellebene
(Hepatomzellen) zu bestatigen. Sollten sich die in dieser Arbeit gefundenen
Ergebnisse hierbei bestatigen, konnte sich ALR zukunftig moglicherweise zu einem
wichtigen Prognosemarker beim HCC entwickeln und indem ALR eine

Metastasierung verhindert, therapeutisch genutzt werden.
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