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1. Einleitung

1 Einleitung

1.1 Epidemiologie und Risikofaktoren des Hepatozelluldaren Adenoms

Das Hepatozelluldre Adenom ist eine benigne Lasion der Leber, welche vor allem bei Frauen
im reproduktionsfahigen Alter auftritt. Mit einer Pravalenz von 1-1,3 pro 1 000 000 ohne bzw.
30-40 pro 1 000 000 mit jahrelanger Einnahme Oraler Kontrazeptiva (OK), ist das HCA ein
eher selten vorkommender Lebertumor [1,2]. Meistens werden Leberadenome als solitére
Ldasion der Leber gefunden. In Ausnahmeféllen kénnen jedoch auch Lasionen mit mehr als 10
Tumoren in der Leber entdeckt werden. In diesem Fall spricht man von einer Leberadenomatose
[3].

Die Verteilung zwischen Frauen und Mannern betragt 8 zu 1 [4]. Bereits 1973 berichteten
Baum et al. Uber sieben Patientinnen mit Leberadenomen, welche seit Jahren Orale
Kontrazeptiva einnahmen. Sie wiesen somit auf die enge Korrelation zwischen Gebrauch von
Oralen Kontrazeptiva und Entstehung von Leberadenomen hin [5].

Obwohl die Inzidenz von Leberadenomen und Fokal Noduldren Hyperplasien aufgrund der
Einfihrung neuer Generationen Oraler Kontrazeptiva mit geringeren hormonalen
Wirkspiegeln (Ostrogene) sinken sollte [6], werden benigne Lebertumoren immer haufiger
entdeckt.

Dies liegt auch an dem immer hdufiger gewordenen Einsatz hochauflésender
Bildgebungsmethoden zur abdominellen Untersuchung (Tumorscreenig, Routine-Check-up,
etc.) [7].

Bei Mannern wird die Entwicklung von Leberadenomen u.a. durch die Einnahme von
androgenen Steroiden — wie beispielsweise bei der Behandlung von der Fanconi-Anémie [8,9]
- bzw. Anabolika positiv beeinflusst [10-12].

Allgemein kann man sagen, dass die Inzidenz von Leberadenomen in westlichen Landern
groRer ist als in Ostlichen [13,14]. Ursachlich hierfir kdnnte unter anderem die im Vergleich
mit westlichen Landern geringere Einnahme Oraler Kontrazeptiva sein [15].

Trotz des wohl sinkenden Einflusses Oraler Kontrazeptiva gibt es nun neue Risikofaktoren, die
zivilisationsbedingt an Prioritdt immer weiter zunehmen: Adipositas und Alkoholkonsum [16—
18].
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Weitere Assoziationen mit verschiedenen genetischen Grunderkrankungen sind ebenfalls
bekannt. Ein Auftreten der Leberadenome bei Glykogenspeicherkrankheiten Typ | und I11 [19—
22], Klinefelter Syndrom [22], Familidre Adenomatdse Polyposis [23,24] sowie Primar
Sklerosierender Cholangitis [25] wurde in verschiedenen Verdffentlichungen beschrieben.

Es existiert ein Case Report von 2012 von Seo et al., in dem von einem HCC berichtet wird,
welches aus einem Leberadenom, auf Grundlage einer HBV induzierten Leberzirrhose, entsteht
[26].

Einen Uberaus interessanten Zusammenhang zwischen HCA und genetischen Erkrankungen
liefert vor allem die Assoziation mit Patienten, bei denen ein Maturity Onset Diabetis of the
Young (MODY) Typ 3 [27,28] bekannt ist.

1.2 Symptomatik und Komplikationen

Das HCA ist eine Leberlasion, welche sich klinisch meist inapparent zeigt. Daher werden viele
Leberadenome meist nebenbefundlich bei bildgebenden Untersuchungen des Abdomens

entdeckt [7]. Dennoch gibt es Komplikationen, auf die im Folgenden eingegangen werden sollte

1.2.1 Hamorrhagie

Die Hamorrhagie bzw. Ruptur ist mit 25% Wahrscheinlichkeit die Hauptkomplikation bei
Leberadenomen und ist, neben den Verdacht auf maligne Entartung, einer der beiden
Hauptgriinde fur chirurgische Intervention [29].

Gerade gefaRreiche Tumoren mit ausgepragten diinnwandigen Sinusoiden tendieren zu Ruptur
und Blutung in Leber oder Bauchraum. [30,31].

Interessanterweise korreliert das Risiko einer H&morrhagie/ Ruptur des HCA weder mit
Geschlecht und Alter des Patienten noch mit der Anzahl der Leberadenome. Dafir zeigten
Deneve et al., dass das Risiko einer Ruptur mit einer Tumorgré3e von mehr als 7 cm sowie mit
der Einnahme Oraler Kontrazeptiva (58 % der Patienten mit OK-Einnahme vs. 25% ohne)
signifikant steigt [32].

Gerade bei Schwangeren scheint das Risiko von Ruptur und Blutung aufgrund der veranderten
Hormonlage besonders hoch zu sein [33], obwohl bisher keine Ostrogenrezeptoren in

Leberadenomen nachgewiesen werden konnten [34,35].
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1.2.2 Maligne Entartung

HCA tendieren sich in 4,2 — 4,5% der Falle zu einem Hepatozellularen Karzinom umzuwandeln
[29]. Betroffen sind vor allem mannliche Patienten [4,36], sowie Patienten mit einer
Androgen-/ Anabolikaanamnese [37] oder einer gesicherten Dysplasie im HCA [29]. Patienten
mit Glycogenspeicherkrankheiten haben ebenfalls ein erhohtes Risiko der malignen Entartung
bei bekannten HCA [38].

Offensichtlich spielt, wie bei den Adenomen mit Rupturationsgefahr, auch hier die GroRe der
Tumoren eine Rolle. Deneve et al. beschreiben eine durchschnittliche Grofze von Tumoren mit
Malignitatspotential von 11.6 cm, wobei kein Tumor Kkleiner als 8 cm maligne Anteile zeigte
[32]. Ein Fall ist bekannt, in dem ein HCA mit malignem Anteil reseziert wurde, welches einen
Durchmesser von nur 4 cm aufwies [39]. Insgesamt zeigen sich in der Literatur nur drei Félle,

in denen ein malignes HCA Kleiner als 5 cm entdeckt wurde [29].

1.3 Charakterisierung und Pathogenese der Hepatozellularen Adenome

Aufgrund der herausragenden Arbeit der Forschungsgruppe um Zucman-Rossi ist es seit
wenigen Jahren mdoglich, die Leberadenome in vier Subtypen zu unterteilen, welche sich
aufgrund ihrer geno-und phanotypischen Eigenschaften und dem damit verbundenen Risiko
von Ruptur/ Blutung sowie maligner Transformation unterscheiden.

Allgemein gilt fur die Morphologie von Leberadenomen folgendes:

Das HCA ist eine Lasion, welche aus Bandern bzw. Strangen von morphologisch normalen,
jedoch gréRReren und teilweise mit Glykogen und Lipiden stark angereicherten Hepatozyten
besteht, die durch verschieden breite Sinusoide getrennt werden. Jene Sinusoide sind ahnlich
wie dunnwandige Kapillaren aufgebaut, welche arteriell gespeist werden. Dementsprechend ist
die Blutversorgung der HCA arterieller Natur und damit vom portalvendsen Kreislauf
entkoppelt. Aufgrund der dinnwandigen und meist relativ breiten Sinusoide (v.a. beim
inflammatorischen Subtyp) erklart sich auch die oben schon erwédhnte Tendenz zur
Héamorrhagie bei grofieren Adenomen.

Die Leberadenome sind nur fakultativ von einer Kapsel umgeben, was wiederum die
Moglichkeit einer in den Bauchraum austretenden Blutung bei Ruptur von oberflachlichen
HCA beglnstigt.
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Typisch fir HCA ist das Fehlen von Gallegangen innerhalb der L&sion, was ein wichtiges
Kriterium in Hinblick auf die Differentialdiagnostik zu der FNH darstellt. AulRerdem zeigt sich
ein Verlust in Anzahl und Funktion von Kupffer-Zellen innerhalb der Lasion [30,40,41].

Auf der Grundlage von den Kriterien: HNF1-Alpha- Mutation, Betacatenin- Mutation sowie
der Existenz von inflammatorischen Infiltrat kann man insgesamt 4 Subtypen des HCA
unterscheiden:

1.) Inflammatorischer Typ

2.) HNF1 Alpha mutierter Typ
3.) Betacateninmutierter Typ
4.) Unklassifizierbarer Typ [4]

Diese vier Subtypen kénnen mit Hilfe von Immunhistochemie (IHC) differenziert werden.

1.3.1 Der inflammatorische Subtyp (IHCA)

Mit einen Anteil von 40-55% [18] ist das IHCA der h&ufigste Subtyp. Assoziiert ist er mit
einem BMI von tber 25 kg/m? sowie h&ufiger Alkoholexposition, erhohten GGT-Werten [42]
und dem Auftreten des inflammatorischen Syndroms, was jedoch keinen obligaten Faktor
darstellt [43].

Histomorphologisch sind bei den IHCA vor allem inflammatorische Infiltrate (meistens eine
Kombination aus CD3 und CD45 positiven T-Zellen und CD20, CD79A positiven B-Zellen
sowie Lymphozyten und CD 68 positiven Histozyten) auffallig, welche sich meistens um die
vielzéhlig verdickten Arterien bzw. Arteriolen ansammeln. Die stark dilatierten Sinusoide,
Pseudoportalfelder sowie duktuldren Reaktionen, leichte bindegewebige Strénge, die sich um
die Arterien ziehen, ein unterschiedlich stark geprégtes Ausmaf} an Peliose und Hdmorrhagie
sowie eine im Vergleich zu anderen Subtypen weniger ausgepragte Steatosis, die, wenn
existent, eher makrovesikular und heterogen verteilt auftritt, komplettieren das Bild der
inflammatorischen HCA [18,42,43].
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Bild 2: IHC-Farbung eines I-HCA mittels Anti-LFABP und Anti-SAA. Hier sient man eine deutliche Grenze
zwischen Tumor und Normalgewebe. [44]

Interessanterweise hat eine Studie von Bioulac-Sage et al. gezeigt, dass ein Auftreten von
sogenannten ,,Micronodules® direkt mit der Anzahl von groReren, in der Bildgebung sichtbaren
Adenomen korreliert. Das bedeutet, dass undetektierte kleine tumordse Veranderungen vor
allem im Falle von multiplen Adenomen bzw. Leberadenomatosen auftreten kénnen [45].
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Die immunhistochemische Aufarbeitung und Diagnostik ist fur IHCA sehr charakteristisch.
Aufgrund der Uberexpression inflammatorischer Proteine, kann mit Hilfe von Serum Amyloid
A Antikorpern (Anti-SAA) und Antikdrpern gegen C-Reaktives-Protein (Anti-CRP) ein IHCA
dargestellt und diagnostiziert werden. SAA und CRP sind Uberaus stark und diffus in der Lasion
exprimiert und zeigen meist eine markante Grenze zum tumorfreien Gewebe. Diese
Eigenschaften ermdglichen es, auch die oben erwidhnten ,,Micronodules* vom
inflammatorischen Typ zu identifizieren.

Die Féarbung mit Anti-CRP zeigt sich meist intensiver ausgeprégt als die mit Anti-SAA, jedoch
ist Nutzung beider Marker vor allem bei schwer einzuordnenden HCA sinnvoll und hat ihre
Berechtigung. Fokale bzw. minimal positiv gefarbte Gewebeanteile mit Nahe zu
inflammatorischen Infiltrat sollten als negativ bewertet werden [18,46,47].

Die Expression von CD34 ist eher irreguldar und meist um Pseudoportalfelder verstarkt
angesiedelt. Keratin 7 zeigt die duktuldre Reaktion bei meist negativen Keratin 19. Alpha-
Smooth Muscle Actin farbt vor allem die verdickten Arterien und Arteriolen an und markiert
héaufig die Sternzellen der Sinusoide. LFABP wird normal im umliegenden Lebergewebe
exprimiert [47].

Alle eben genannten Marker haben jedoch nur geringen Einfluss auf die Diagnostik der IHCA
und sind hier nur aus Griinden der Vollstandigkeit mit aufgefiihrt.

Die Expression von Glutamin-Synthetase und Betacatenin ist in den meisten Fallen
unverdndert. Jedoch gibt es zwischen inflammatorischen und betacateninmutierten
Leberadenomen eine Schnittmenge. Aus diesem Grund gelten fur ca. 10 % der IHCA die
typischen Charakteristika beider Subtypen. Es sind betacateninmutierte inflammatorische HCA
[48].

1.3.2 Der HNF1- Alpha mutierte Subtyp (H-HCA)

2002 wurde von Bluteau et al. eine Loss Of Heterocygosity (LOH) am Chromosom 12q,
welches in eine biallelische somatische Mutation im HNF1A Gen fihrt, in Leberadenomen
erkannt. Diese Mutation charakterisiert den mit 30-40% zweithdufigsten Subtyp der HCA [49].
Eine Studie von Poussin et al. zeigt ein erhohtes Risiko der Entwicklung eines H-HCA bei
gleichzeitiger Keimbahnmutation von CYP1B1, einem Schlusselenzym im Abbau von

genotoxischen und hydroxylierten Metaboliten des Ostrogenstoffwechsels [50].
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HNF1-A ist ein Transkriptionsfaktor der vor allem in der Leber, aber auch in Niere, Darm,
Magen und Pankreas vorkommt [51]. Laut den Forschungsergebnissen von Odom et al.,
existieren mindestens 222 Zielgene allein in Hepatozyten, welche durch den
Transkriptionsfaktor reguliert werden. Diese Gene codieren Proteine, welche groftenteils eine
Schlisselrolle im hepatischen Metabolismus spielen.

Eine wichtige Rolle spielt die monoallelische Mutation des HNF1-A als Ursache fiir den sog.
Maturity Onset Diabetes of the Young Typ 3 (MODY3), eine autosomal dominant vererbte
Form des Nicht-Insulinabhéngigen Diabetes, der meist zu Hyperglykédmien schon vor dem 25.
Lebensjahr fuhrt [52]. Assoziationen zwischen MODY-Patienten und Leberadenomen bzw.

Leberadenomatosen wurden in verschiedenen Case Reports beschrieben [53-56].

Das H-HCA ist meist schon mit Hilfe von H&E-Férbung gut zu diagnostizieren. Aufgrund der
klassischen Erscheinung eines diffus verfetteten Tumors, wobei die Steatosis von mild bis hin
zu massiv schwanken kann, jedoch meist um die Arterien fehlt, fallt es oft leicht, diesen Subtyp
zu kategorisieren. Es gibt jedoch auch Falle, in denen keine Steatosis anzutreffen ist. Des
Weiteren zeigen sich morphologisch klare, vergrofRerte und mit Lipiden gefiillte Hepatozyten,
die durch eine Vielzahl von diinnen arteriellen und vendsen GeféRen miteinander verbunden
sind. Das Faserger(st aus Retikulin ist normal, Inflammation sowie Zell- und Kernatypien sind
nicht auffindbar. Die Grenze des Tumors ist hdufig lobuliert und nicht gekapselt. Teilweise
zeigt sich auch ein erhéhter Verfettungsgrad im normalen umliegenden tumorfreien Gewebe,

welcher jedoch wesentlich geringer ist als das Tumorgewebe selbst.
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Bild 3: Typische Morphologie eines HNF1-A mutierten Leberadenoms mit H&E-Férbung und Anti-LFABP
Féarbung. [44]

Immunhistochemisch lasst sich mit Hilfe von CD34-Féarbung die irreguldre sinusoidale
Kapillarisierung der von Arterien gepréagten Gebiete darstellen. Mit Kreatin 7- Farbung zeigen
sich die teilweise verstreuten, stammzellartig wirkenden kleinen Hepatozyten und hepatobiliére
Zellen [18,47].

Auf der molekularbiologischen Grundlage ist es nun maglich mit Hilfe von Antikérpern gegen
Liver Fatty Acid Binding Protein (L-FABP) die Leberadenome vom HNF1A-Typ
immunhistochemisch zu farben und darzustellen. Als normal bzw. L-FABP positiv wird der
Tumor angesehen, wenn sich die Farbung des Tumors und des umgebenden gesunden Gewebes
gleicht. Andererseits spricht man von L-FABP negativ, und somit HNF1A mutiert, wenn das
Tumorgewebe im Vergleich zum gesunden Gewebe an Farbung abnimmt bzw. sich gar nicht
anfarben l&sst. Es wird auch dann noch von HNF1A Mutation ausgegangen, obwohl am
Tumorrand bzw. im Tumor selbst noch wenige Hepatozyten (< 5%) L-FABP produzieren. Es
kann zu Problemen der immunhistochemischen Diagnostik bei H-HCA kommen, wenn
beispielsweise die L-FABP Farbung des tumorumgebenden gesunden Gewebes selbst recht
schwach ist und dementsprechend nur eine kleine Differenz zwischen gesunden und
Tumorgewebe zuldsst. Hier wird das Problem der IHC-Diagnostik deutlich, da es nicht méglich

ist allein mit IHC zu differenzieren, ob die Mutation im HNF1A Gen somatisch oder
10
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konstitutionell ist. Aulerdem konnen monoallelische Mutationen mit IHC nicht detektiert
werden [18,42,47,47].

In Abgrenzung zu den anderen Subtypen, ist bei H-HCA die Farbung mit Anti-CRP und Anti-
SAA negativ. Auch die Diagnostik mittels Anti-GS ist nicht zielfihrend, obwohl manche
Hepatozyten, vor allem an der Grenze zum gesunden Gewebe und um Venen im Tumor selbst,
auch Glutaminsynthethase tberexprimieren. Es wurden seltene Félle beschrieben, in denen H-
HCA zu HCC transformieren konnen, jedoch gibt es bisher keine bekannten Félle von H-HCA
mit Betacateninmutation [4,18,42].

Die molekulare Basis dieses Phénotyps lasst sich durch die aufgrund der Mutation im TCF1
Gen entstehenden Veranderungen im Stoffwechsel der Leber erkléren. Gluconeogenese wird
heruntergefahren und Glykolyse gleichzeitig aktiviert. Des Weiteren kommt es zu einer
verstarkten Funktion des Citrat-shuttles und zu einer erhéhten Produktion von Fettsduren bei
verminderter Expression von L-FABP. Dies, sowie die erh6hte Rate der Lipogenese und die
Tatsache, dass Linolsédure und Alpha-Linolsdure in der Leber akkumulieren, fihren zu dem

oben beschriebenen Phanotyp.

1.3.3 Der Betacatenin-mutierte Subtyp (B-HCA)

Der Anteil von betacateninmutierten Adenomen unter den HCA liegt lediglich bei 10-15%
[18,42], wobei vergleichsweise mehr Ménner an diesem Typ erkranken. Beruhend auf der
Tatsache, dass die Leberadenome in nur 4,2 bis 4,5 % der Falle maligne entarten [18,29],
machen die B-HCA den GroRteil aus. HCC und sog. Borderlinetumoren zwischen Adenomen
und HCC sind mit einer Steigerung der Aktivitdt von Betacatenin signifikant assoziiert.
Verschiedene Studien haben gezeigt, dass in 20 bis 24% der Falle eine betacateninaktivierende
Mutation bei HCC auftritt [4].

Aufgrund der dem Wnt/ Betacatenin- Pathway zukommenden Schlisselrolle im
hepatozellularen Metabolismus sowie der Entstehung von HCC erscheint es an dieser Stelle

sinnvoll, die Rolle von Betacatenin etwas genauer zu betrachten:

1.3.3.1 Aktivierung von Betacatenin durch den Wnt- Pathway

Betacatenin ist eine Komponente der Wnt- Signalkaskade. Im inaktivierten Zustand von Wnt
ist Betacatenin als Teil eines Multiproteinkomplexes phosphoryliert an der Zellmembran
gebunden. Einmal phosphoryliert kommt es zu einem Abbauprozess von Betacatenin tber

Ubiquitinierung sowie proteosomaler Degradation [57].

11
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Kommt es zu einer Aktivierung von Wnt und Bindung an dessen Rezeptor/ Co-Rezeptor an der
Zelloberflache, so wird der Degradationsprozess von Betacatenin aufgehoben und das Protein
geht in seine aktive Form dber, I6st sich vom Membrankomplex und transloziert in den
Zellkern, wo es als Co-Faktor des T-Zell-Faktors (TCF) bzw. des Lymphoid Enhancer Faktors

(LEF) agiert und somit die Expression von Zielgenen mit entscheidet [58].

1.3.3.2 Die Assoziation zwischen Betacatenin und HCC

De La Coste et al. zeigten sowohl in Mausmodellen als auch in menschlichen Hepatozelluléren
Karzinomen eine starke Assoziation mit Mutationen im Betacatenin-Pathway. Bei Mdausen
traten in der Studie insgesamt 50% und bei Menschen von 25% Betacateninmutation in allen
untersuchten HCC auf [59]. Verschiedene andere Studien belegen diese starke Assoziation,
welche &hnlich wie bei den HCA ohne HCC eine Mutation im Exon 3 des CTNNB1 —Gens hat
(\Vgl. siehe Review von Singh Monga et al. [60] ). Neben der CTNNB1 Mutation ist die
Mutation von AXIN1 mit 3-16% am h&ufigsten [61-63].

Wie zu erwarten, ist die Genexpression von Zielgenen wie GS, G-Protein gekoppelter Rezeptor
49 und Glutamattransporter 1 bei der CTNNB1 Mutation stark erhéht. Dies macht es dem
Pathologen moglich betacateninmutierte HCC immunhistochemisch &hnlich darzustellen, wie
B-HCA, namlich mit dem Marker Anti-GS [63]. Natirlich erschwert dies die
Differentialdiagnostik.

Interessant ist die Tatsache, dass 59% der HCC eine somatische Mutation in der Promotorregion
der Telomerase-Reverse-Transkriptase (TERT) aufweisen, die die Expression der
Transkriptase erhoht. Diese Mutation wurde auch in 25% von préneoplastischen zirrhotischen
Knoten sowie in 44% von HCA entdeckt, die sich zu HCC entwickeln [64].

Die unterschiedliche Genese von HCC auch mit verschiedenen Mutationen einhergehend.
Jedoch finden sich gerade in Bezug auf CTNNB1 mutierte HCC Gemeinsamkeiten in der
Expression von Betacatenin. So weisen beispielsweise HCC, die auf dem Boden einer Hepatitis
C entstanden sind, in 41% der Falle ein hoheres Level an Betacatenin auf [65]. Im Gegensatz
dazu zeigen HCC, welche auf der Basis einer Hepatitis B entstehen, wesentlich weniger
Betacateninaktivitat [66]. Ahnlich verhalt es sich mit HCC, die auf der Basis einer
Leberzirrhose entstehen. Auch diese weisen im Gegenzug zu denen, die aus nicht-zirrhotischen
Lebern wachsen eine deutlich geringere Betacateninexpression auf, da hier primar der p53-Weg
mutiert ist [67].
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1.3.3.3 Histomorphologische Eigenschaften von B-HCA

Histomorphologisch muss man die B-HCA nochmals unterteilen: einmal in Leberadenome,
welche sowohl betacateninmutiert sind als auch die typischen Zeichen eines IHCA aufweisen
und die andere Gruppe, in welcher keine Inflammation erkennbar ist [4,18].

Typischerweise besitzen B-HCA Zellatypien, wie Veranderung der Kern-Plasma-Relation und
eine erhdhte Anzahl an Mitosefiguren. Des Weiteren findet man h&ufig pseudoglandulére
Formationen. Eine Steatosis existiert meist nicht [4].

Immunhistochemisch stehen uns derzeit zwei Marker zur Verfligung, die eine Aussage Uber die
Aktivitdt von Betacatenin in Hepatozyten machen kodnnen. Zum einen Antikdrper gegen
Betacatenin (Anti-Betacatenin) selbst und zum anderen Antikorper gegen Glutamin-Synthetase
(Anti-GS). Wie sich herausstellte, ist die Anti-Betacatenin Farbung recht schwer zu
interpretieren und teilweise unprazise. Dies liegt daran, dass die Farbung nur in manchen
Zellkernen der Hepatozyten akkumuliert, die dann entweder in Gruppen mutierter Zellen oder
isoliert in Erscheinung treten.

Im Vergleich dazu ist die Farbung unter Nutzung von Anti-GS wesentlich einfacher zu
interpretieren, da GS in betacateninmutierten Zelle im Zytoplasma stark tiberexprimiert wird.
Dementsprechend sind die Zellen mehr oder weniger homogen im gesamten Tumor gut zu
erkennen. Allerdings farbt dieser Marker auch das gesunde Lebergewebe an, da
selbstverstandlich auch hier GS synthetisiert wird. Typisch hierfur ist eine Expression in ein-
bis zwei Zellreihen perivaskulédr [18]. Allerdings akkumuliert Anti-GS auch bei der Fokal
noduldren Hyperplasie, jedoch nicht homogen sondern eher landkartenartig (map-like pattern)

in ca. 2 bis 5 Zellreihen um die GeféaRe bzw. im Tumorgewebe selbst [68,69].
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Bild 4: Morphologie eines B-HCA in H&E Farbung sowie mit Anti-Betacatenin Férbung. Die Pfeile zeigen

betacateninmutierte Zellen mit Anreicherung des Markers im Zellkern und Cytoplasma [44].

1.3.4 Der unklassifizierbare Subtyp (u-HCA)

Der vierte Subtyp der HCA ist weder HNF1-A mutiert, noch zeigt er eine Uberexpression von
Betacatenin. Ebenso wenig besitzt er die typischen Charakteristika einer inflammatorischen
Lasion. Daher schlagt auch jeglicher Versuch der Identifikation mit den zur Verflgung
stehenden immunhistochemischen Markern fehl. Zwar werden die morphologischen Kriterien
eines HCA erfullt, jedoch lassen sich diese Tumoren in keine der bereits bekannten Kategorien
einordnen. Diese unklassifizierbaren Tumoren treten unter den HCA mit einer Haufigkeit von
weniger als 10% auf [4,18,42,48].

1.4 Fokal Nodulare Hyperplasie (FNH) als wichtigste Differentialdiagnose

1.4.1 Epidemiologische und klinische Fakten

Mit einer Prévalenz von ca. 0,6 bis 3% der Allgemeinbevolkerung (entsprechend 0,8%
Prévalenz in autopsierten Patienten) ist die FNH die weltweit zweithdufigste benigne
Leberlasion neben den Hamangiomen.

Ein direkter Zusammenhang mit der Einnahme Oraler Kontrazeptiva ist unumstritten. Diese
Tatsache erklart auch den Unterschied in der geographischen Verteilung der FNH weltweit: In
Landern, in denen der Gebrauch Oraler Kontrazeptiva haufig ist, tritt die Lasion primar bei

Frauen zwischen 30. und 40. Lebensjahr auf; wobei in den L&ndern mit geringer Einnahme
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Oraler Kontrazeptiva, wie beispielsweise China, eher adulte Manner und Kinder beider
Geschlechter betroffen sind.

In ca. 66% der Falle ist die FNH eine solitare Leberl&sion, die eher als Zufallsbefund bei
Autopsien entdeckt wird. Klinisch bleibt die FNH meist inapparent. GroRe L&sionen kdnnen
jedoch mit Oberbauchschmerz und Kompression angrenzender Organe symptomatisch werden.
Fur die FNH besteht eine Assoziation zu anderen, die Leber primér nicht betreffenden
Erkrankungen, wie Cervixhdmangiom, vaskulare Malformationen des Gehirns und Meningeom
[70].

1.4.2 Morphologische und immunhistochemische Charakteristika der FNH

Makroskopisch stellt sich die FNH als eine weilllich anmutende Ld&sion dar, welche im
Durchmesser von nur einigen Millimetern bis hin zu einer GréRe von mehreren Zentimetern
(teilweise > 10cm) schwankt. Die Lé&sion selbst ist lobuliert und gut von der gesunden
Umgebung abzugrenzen. Eine Kapsel besteht im Regelfalle nicht. Aufgrund von kleinen ca. 2-
3mm grolien Knoten, welche durch Strange von atrophen Zellen voneinander getrennt werden,
entsteht der Eindruck einer multinoduldren Lésion, welche zentral oder exzentrisch eine

sternformige Narbe/ Einziehung besitzt [70].

Mikroskopisch préasentiert sich die FNH als eine benigne L&sion bestehend aus Hepatozyten,
die aus Schichten von maximal zwei Zellen bestehen. Die 0.g. Narbe wirkt hdufig 6dematts
veréndert und enthalt meist eine oder mehrere grofRe dystrophe Gefalle, welche von vielen
kleinen Arteriolen begleitet werden. Jene groReren GefaRe besitzen eine fibros verdickte Intima
sowie eine fokal ausgediinnte Media. Die Lamina elastica interna ist nur schwach ausgebildet
und teilweise gespalten. Auffallig ist die Abwesenheit der Portalvene. Am Rand der Narbe
finden sich portalfeldartige Strukturen, die zwar eine Arterie besitzen, jedoch keine Portalvene
oder Gallengénge.

Des Weiteren ist das Auftreten von lymphozytaren bzw. gemischten inflammatorischen
Infiltrats um die fibrdsen Teile der Lasion typisch.

Zwischen den Noduli und den fibrésen Bandern konnen u.a. Cholestase mit degenerierten

Hepatozyten, Mallory-Denk-Korperchen sowie duktuldre Reaktionen auftreten [70].
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Immunhistochemisch kann man die FNH durch Férbung mittels CK7 und CK 19 (Markierung
der duktulare Reaktion) sowie mittels CK34 positiven Endothel kennzeichnen. Das
landkartenartige Muster, welches bei einer Anti- Glutaminsynthetase Farbung um die Venen
der Leber entsteht gibt den entscheidenden Hinweis auf eine FNH in der Differentialdiagnose
zum HCA [70].

1.5 Diagnostik von Hepatozelluldren Adenomen und lhre Differentialdiagnostik

1.5.1 Bildgebende Diagnostik

Obwohl die Schnittbilddiagnostik und die Immunhistochemie den derzeitigen Goldstandart flr
die Diagnose von FNH und HCA darstellen, hat die Bildgebung nicht nur in der Friihdiagnostik
benigner Leberlasionen, sondern auch im Hinblick die Subtypisierung von HCA in den letzten
Jahren an Prioritdt zugenommen. Kontrastmittelgestutzter Ultraschall, Dopplersonographie,
Computertomographie und natirlich die Magnetresonanztomographie sind die Grundpfeiler

radiologischer Diagnostik von Leberrundherden und somit auch den HCA.

1.5.1.1 Kontrastmittelunterstitzer Ultraschall (CEUS)

HCA ohne Nekrose, Hdmorrhagie oder malignen Anteilen lassen sich als homogene L&sionen
darstellen, deren Echogenitat von dem umgebenden gesunden Lebergewebe abhéangt.

Das bedeutet, dass sich HCA, die Fett bzw. hamorrhagische oder fibrotische Anteile besitzen,
eher echoreich im Vergleich zum gesunden Lebergewebe und dass HCA, die in einer
steatotischen Leber wachsen, eher echoarm darstellen [31,71].

Da die Blutzufuhr der Leberadenome primaér arteriell und nicht portalvends bedingt ist, sieht
man mit Hilfe von kontrastmittelgestiitzten Ultraschall einen zentripetal zum Adenom
hinflieBenden Blutfluss. Die meisten HCA sind im 2D-Ultraschall echoreich mit einem
hypervaskularem Enhancement und einem typischen schnellen Einfluss sowie langsamen
Abfluss aus dem Adenom (fast in-slow out). Nach der arteriellen Phase bleibt die Lasion leicht
echoreich und geht dann im Ubergang zur vendsen Phase in einen isogenen mit dem restlichen
Lebergewebe fast gleichen Zustand tber [72]. Mit Hilfe von Kontrastmittel ist es sogar moglich

einzelne Subtypen von HCA zu unterscheiden.

16



1. Einleitung

Bild 5: CEUS bei einem HCA: A zeigt die arterielle Phase mit einem schnellen Signalanstieg. B zeigt die

portalvendse Phase mit einem iso- bis leicht hyperechogenen Verhalten beziiglich dem Normalgewebe. C zeigt

das langsame Auswaschen des KM aus der Lasion (slow out). Modifiziert nach Zhu et al. [72].

Interessant wird die Frage nach der Relevanz des (kontrastmittelgestiitzten) Ultraschalls im
Hinblick auf die Differentialdiagnose FNH, Hamangiom und HCC:
Im Vergleich zum HCA imponieren die FNH im CEUS mit einer zentrifugalen Fullung, einer
peripher signalarmen Zone sowie Zentralarterien. Signifikant ist auch der Unterschied von FNH
zu HCA bezuglich der Signalstérke in der portalvendsen Phase: Bei FNH bleibt das Signal
erhalten, bei HCA nicht. Interessanterweise sind diese spezifischen Charakteristika fir FNH
vor allem in Lasionen kleiner als 35 mm zu beobachten [73].
Ahnliche Unterschiede sieht man auch, wenn man die typischen Charakteristika von
H&mangiomen und HCA im CEUS vergleicht. Hdmangiome sind homogen echoreiche
Léasionen, die in 74% der Félle eine peripher noduldre Signalanhebung aufweisen. Dies
unterscheidet vor allem H-HCA von Hamangiomen [71,74].
Von extremer Wichtigkeit ist die Differentialdiagnose HCA zum HCC. Meist haben Patienten
mit einem HCC, auch wenn es gut differenziert ist, eine Leberzirrhose. Charakteristisch fur
Patienten mit schlecht differenzierbaren HCC ist ein sog. ,,fast-in and fast-out Phdnomen bei
An/ Abflutung des Kontrastmittels, was wahrscheinlich an einer doppelten Blutzufuhr der HCC
bzw. einem arterio-vendsen shunt, liegt (Bild 6). Der Kontrast im schwach differenzierten HCC
manifestiert sich in einer im Vergleich zum HCA langsameren Anflutungszeit (arriving time,
AT) sowie dem Zeitpunkt der maximalen Anflutung (peak time, PT) und einer dafiir schnelleren
Abflutung (retrogression time, RT). Anders die gut differenzierte HCC, welche sich nur in einer
langsameren AT zu den HCA signifikant unterscheiden. Jedoch entstehen ca. 80% der HCC
auf dem Boden einer Zirrhose, welche KM-sonographisch eine eher atypische, durch
h&modynamische Veranderungen, Fibrose, intrahepatische Shunts, etc. bedingte An-und
Abflutung aufweist. Daher stellen sich manche Leberzirrhosen ebenso mit einem ,,fast-in and
slow-out™ Phanomen dar, wie die HCA, was die Differentialdiagnostik erschwert [72,75,76].
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Bild 6: Darstellung eines schlecht differenzierten HCC im CEUS. | zeigt das schnelle Anfluten des KM. Il und Il

zeigen das schnelle Auswaschen des KM in portalvendser und vendser Phase. Modifiziert nach Zhu et al. [72].

1.5.1.2 Darstellung von Hepatozellularen Adenomen im CT

Ichikawa et al. zeigten in einer im Jahr 2000 verdffentlichten Studie Gber 44 HCA in 25
Patienten die Vor- und Nachteile der Computertomographie bezuglich dieser Patientengruppe.
Auch hier lie sich, &hnlich wie bei CEUS, ein gut differenzierbarer Rand, glatte nicht-
lobulierte Oberflachenstrukturen der Leber sowie eine in 25% der Falle aufgetretene
Umkapselung der Lasion sowie eine Kalzifizierungsrate von 5% darstellen. Eine zentrale Narbe
oder fibrotische Bander, wie bei FNH typisch, wurden nicht entdeckt. Ahnlich wie bei der
Sonographie, ist auch bei der CT die Signalstérke der L&sion abhéngig von dem Gewebe des
HCA sowie dem des umliegenden gesunden Leberparenchyms. So ist es nicht verwunderlich,
dass in einer steatotischen Leber das HCA hyperdens gewertet wird. Ansonsten zeigen die
Tumoren eine nahezu homogene KM-anreicherung mit einer Tendenz zur Inhomogenitét bei
groReren Lasionen. In den sog. unkomplizierten Adenomen (keine Nekrose, Hdmorrhagie,
ubermaligem Fettanteil) fanden sich eine Signalverstarkung in der arteriellen und eine
Abschwachung bis hin zur Angleichung des Signals in portalvendser und vendser Phase. Jedoch
traf diese Reihenfolge nicht auf alle unkomplizierten Adenome zu, sodass es teilweise starke
Differenzen Uber der Signalstarke wahrend der portalvendsen sowie vendsen Phase gab. Die
Detektionsrate aller Adenome war in der arteriellen Phase mit 100% am hdchsten (Man muss
dabei jedoch erwdéhnen, dass aufgrund des retrospektiv angelegten Studiendesigns die
Radiologen die Diagnose schon im vornherein wussten.).

Interessanterweise scheint die Differentialdiagnose zum fibrolamellaren HCC auch CT-
diagnostisch gut abgrenzbar zu sein. Diese Tumoren présentieren sich als heterogene grolie,
lobulierte Lasionen mit zentraler oder exzentrischer Narbenbildung, fibrotischen Septen und
Kalzifikation [77].
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Die Differentialdiagnose zum FNH ist aufgrund der haufig auftretenden zentralen Narbe, dem
hyperdensen Erscheinungsbild in der arteriellen Phase sowie der isodensen Erscheinung in der
portalvendsen bzw. vendsen Phase in vielen Fallen eindeutig zu stellen [77-79].

Laut Ichikawa et. al scheint die Diagnose bzw. Differentialdiagnose von Lebermetastasen
mittels CT-Diagnostik tberaus kompliziert, wenn nicht sogar unmdéglich. Methode der Wahl

ware hier einer Bildgebung mittels MRT [77].

1.5.1.3 Darstellung von HCA und lhren Differentialdiagnosen mittels Magnet-Resonanz-
Tomographie (MRT)

Hepatozelluldre Adenome lassen sich aufgrund des spezifischen Weichteilkontrasts mit dem
MRT am besten darstellen. Beispielsweise ist es sogar moglich, individuelle Unterschiede der
einzelnen Subtypen zu detektieren und somit die HCA schon mittels der Bildgebung teilweise
zu charakterisieren [31,80,81].

Allgemein kann man die HCA wie folgt charakterisieren:

In der T1-Wichtung sind HCA gegenuber der gesunden Leber meist isointens bis leicht
hyperintens. Wenn man die in-phase Bilder hinzuzieht und vergleicht, so kann das Signal von
hypo-bis hyperintens wechseln und somit, in Abhéngigkeit der Gewebestruktur von gesunder
Leber und Lasion, ein heterogenes Bild entstehen.

In der T2-Wichtung préasentiert sich das HCA je nach Subtyp hyper-oder hypointens.
Wahrend KM-gestltzter MRT-Bildgebung kann man eine homogene Anflutung der L&sion in
der arteriellen Phase beobachten, wobei in der vendsen Phase das HCA wieder isointens wird.
Weder ,,waschout-Phinomen* noch eine Anhebung des Randsignals/ der Kapsel sind
detektierbar. Daher kann man sagen, dass HCA im MRT ohne weiteres nicht eindeutig zu
diagnostizieren sind, sondern aufgrund ihres spezifischen Verhaltens zur Umgebung sehr
heterogene Strukturen aufweisen kdnnen [31,82,83].

Van Aalten et al. wiesen in einer retrospektiven Studie zur Untersuchung von
adenomspezifischen MRT darauf hin, wie die drei hdufigsten Adenomtypen H-HCA, IHCA
und B-HCA herauszufiltern sind.

H-HCA. In 78% der Falle war eine Hypointensitat des Tumors in T1-gewichteten sowie einer

Hyperintensitat in T2-gewichteten Aufnahmen sichtbar, was auf die markante Steatose im
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Tumor hindeutet. Keine der anderen untersuchten L&sionen zeigte eine solch markante Steatosis
inmitten des Tumors. Dieser in T1 entstandene signal-drop ist mit einer Sensitivitat von 85%
sowie einer Spezifitat von 100% dem HCA zuzuordnen. PPV ist 100% und NPV ist 94% [84].

Bild 7: T1-gewichtetes MRT Bild eines H-HCA in Segment V/VI mit typischer Hypointensitét. Deutlich wird vor

allem die Signalminderung in der Transverse-Phase (a) im Vgl. zur opposed-phase (b) [81].

IHCA. Meist imponieren IHCA als hyperintense in T2 sowie isointens bis leicht hyperintense
Lasionen in T1-Wichtung, jedoch immer wieder mit wechselnder Intensitét [81,85].

Typisch fur IHCA ist das sog. Atoll-Zeichen, ein hyperintenses Signalband in der
Tumorperipherie und einer isointensen Prasentation des Tumorzentrums in der T2-Wichtung.
In 77% der Adenome mit Atoll-Zeichen konnten noch kleine in der T2-Wichtung hyperintense
Inseln inmitten des Tumors entdeckt werden [81,84].

Die T2-Hyperintensitat, welche mit einem verspdteten aber persistierenden Enhancement
einhergeht, ist mit einer Sensitivitit von 85,2% sowie einer Spezifitat von 87,5% als IHCA zu
werten [84].
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a. b. C.

Bild 8: MRT bei IHCA in T1- Wichtung. Die arterielle (a) und vendse Phase (b) zeigen einen hyperintensen
Tumor. In c. zeigt sich das typische Atoll-Zeichen [81].

B-HCA. Das B-HCA stellt sich sowohl in T1 als auch in T2 gewichteten Aufnahmen als
variabel und heterogen dar [84]. In den vier von van Aalten untersuchten B-HCA waren drei
mit einer zentralen Narbe und verschieden schwach begrenzten Arealen von hoher
Signalintensitat ausgestattet. Wenn man das Atoll-Zeichen nun mit dem Vorhandensein einer
zentralen Narbe kombiniert, so kann man unterscheiden, ob eine Ld&sion sowohl
inflammatorisch als auch betacateninmutiert ist, oder unter der Voraussetzung des Fehlens einer
Narbe nur inflammatorisch ist. Jedoch findet sich auch bei den FNH eine zentrale Narbe. Das
bedeutet, dass eine Narbe zwar einen Hinweis auf ein B-HCA geben kann, jedoch eher fir die
Mutation im Betacateninweg steht.

Ebenfalls konnte in 75% eine Pseudokapsel entdeckt werden. Interessanterweise ist bei einem
B-HCA wahrend der T2-Wichtung ein schwach unbegrenztes Areal von hoher Signalintensitat
typisch, was zusétzlich einen wichtigen Hinweis auf das Vorhandensein einer
Betacateniniberaktivitat liefert [81,84].
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Bild 9: T2-Wichtung bei einem B-HCA in Segment IV. Hier sieht man die zentrale Narbe sowie eine heterogene

Kontrastmittelaufnahme des Tumors [81].

U-HCA. Was den unklassifizierbaren Typ angeht, so sind bisher keine nennenswerten
Phédnomene in der MR-Bildgebung bekannt [81,84].

An dieser Stelle sollen nur die Hauptdifferentialdiagnosen zum HCA, namlich die FNH und
HCC in nicht- zirrhotischen Lebern etwas genauer vorgestellt werden.

FNHs présentieren sich in T2 gewichteten Aufnahmen als homogen isointens bzw. leicht
hyperintens sowie iso-oder hypointens in T1 gewichteten Aufnahmen. Typisch sind die
markante und homogene Fullung sowie Signalintensitéat in der arteriellen Phase das schnelle
,wash-out” in der portalen Phase sowie die Isointensitit zum gesunden Lebergewebe in der
vendsen Phase. In der hepatobilidren Phase zeigt sich die FNH als iso- bis hyperintens in T1-
Wichtung. Das Hauptunterscheidungsmerkmal von HCA und FNH ist die zentrale Narbe der
FNH, welche sich als hyper- oder hypointens in T1 bzw. T2- Wichtung und als hypointens
wahrend arterieller und portalvendser mit einer leichten Hyperintensitét in der vendsen Phase
zeigt [31,86].

Aufgrund des langen symptomfreien Intervalls werden HCC in nicht- zirrhotischen Lebern erst
sehr spéat entdeckt. Dabei sind die Tumoren schon auf eine beachtliche GroRe herangewachsen.
Aufgrund lIhrer starken hypervaskuléren Natur stellen sich diese HCC in der arteriellen Phase
als stark hyperintens sowie hypointens in portalvendser und vendser Phase dar. In Abhangigkeit

von Grofe und innerem Aufbau der L&sion kann es zu einem mosaikartigen peripheren
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Signalanstieg in der L&sion kommen. Unter Nutzung von leberspezifischen KM ist es maglich,
moderat differenzierte von schwach differenzierten HCC zu unterscheiden [87].

Die Differentialdiagnose zwischen HCC und B-HCA sowie I-HCA ist kompliziert. Beide
Adenomtypen konnen in T2 hyperintens sowie hypointens in T1 gewichteten Aufnahmen
erscheinen. Ebenfalls ist ein heterogenes Enhancement in der arteriellen Phase, wash-out

Phanomen sowie Hypointensitat wahrende der hepatobilidaren Phase moglich [87].

1.5.2 Mikroskopie und Immunhistochemische Diagnostik

Wie bereits erwahnt stehen flinf immunhistochemische Marker zur Verfligung, welche eine
représentative Aussage Uber den Subtyp von Leberadenomen machen konnen: Antikdrper
gegen LFABP, SAA, Betacatenin und Glutaminsynthethase (Tabelle 1).

Bezlglich der Antikdrper gegen CRP existieren in der Literatur unterschiedliche Aussagen lber

Sensitivitat/ Spezifitat, sodass dieser Antikdrper hier nicht aufgefuhrt wird.

Marker Spezifitat Sensitivitat
Anti-LFABP 100% 100%
Anti-SAA 94% 94%
Anti-Betacatenin 100% 85%
Anti-GS 89% 100%

Tabelle 1: Sensitivitat und Spezifitat von IHC- Markern bei der Subtypisierung von Leberadenomen [4,18]

Nicht allein die Subtypisierung wird durch diese Marker erleichtert, sondern sind sie auch von
hochster Relevanz in Bezug auf die Differentialdiagnose zu den FNH. Diese typischen
Charakteristika wurden in mehreren Publikationen beschrieben und validiert (Vgl. Tabelle 2)
[4,18,42,44,89].
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Diagnose Anti-LFABP Anti-SAA/ Anti-GS Anti-
Anti-CRP Betacatenin
H-HCA Negativ Negativ Negativ Negativ
I-HCA Positiv Positiv Negativ Negativ
B-HCA Positiv Negativ Positiv Vereinzelt
positiv
Betacateninmutiertes | Positiv Positiv Positiv Vereinzelt
I-HCA positiv
U-HCA Positiv Negativ Negativ Negativ
FNH Positiv Negativ Positiv. (map- | Negativ
like-pattern)
tumorfreies positiv negativ Negativ Negativ
Lebergewebe

Tabelle 2: Immunhistochemische Charakteristika der HCA-Subtypen [4,18]

Interessanterweise haben Bioulac-Sage et al. herausgefunden, dass im Vergleich zu einer
direkten Biopsie von Lebergewebe auch die Feinnadelbiopsie sehr gute und spezifische
Aussagen Uber die Tumoridentitét einer Leberlasion treffen kann. In Kombination von Routine
Histologie (H&E Farbung) und IHC kénnen FNH mit einer Treffsicherheitvon 96,8 % und
HCA mit einer Treffsicherheit von 74,3% identifiziert werden [89].

Obwohl die bildgebenden Verfahren sehr solide Aussagen (ber die Identitét eines Lebertumors
geben, so ist nach wie vor die Histologie im Allgemeinen und die Immunhistochemie im
Speziellen fur HCA der Goldstandart der Diagnostik.

1.6 Strategien bei der Behandlung von Leberadenomen

In Abhéngigkeit von Anzahl, Grélie, Rupturrisiko sowie dem Risiko der Transformation in ein
HCC und den mdoglichen Begleitumstanden wie Schwangerschaft oder verschiedene
Grunderkrankungen (GSD | oder Il, MODY, etc.) gibt es verschiedene Strategien, die zur
Behandlung von Leberadenomen verfolgt werden kénnen. Bisher ist es jedoch noch nicht

gelungen, eine Leitlinie zu erstellen, an der man sich orientieren konnte.
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Bekannt ist, dass Leberadenome nach der Einstellung der Einnahme von Oralen Kontrazeptiva
und Steroide sich verkleinern und sogar vollstandig zurtickbilden kénnen [7,90].

In Abhangigkeit der Grofke der Adenome kann man verschiedene Therapiemdglichkeiten
ausmachen. Viele Autoren sind der Meinung, dass eine Resektion von Adenomen groRer als 5
cm im Hinblick auf maligne Transformation und Rupturrisiko indiziert ware [36,91-93]. Die
Indikation zur Resektion stellen auch Tumoren, bei denen, unabhéngig von ihrer GroRe, eine
Malignitat nicht sicher auszuschliel3en ist [94].

Die Mdglichkeit des klinischen follow-ups mit nach sechs-monatig erfolgender MRT-Kontrolle
obliegt eher den Tumoren die kleiner als 5¢cm sind [7].

Eine Resektion sollte, laut einem Review von van Aalten et al., auch dann erfolgen, wenn eine
junge Patientin mit Adenomen grofi3er als 5 cm und einem bereits stattgefundenen klinischen
follow-up ohne GroRenregredienz, einen Kinderwunsch hegt. Ebenso postmenopausale
Patientinnen nach 6-monatigen follow up sowie Maénnern mit HCA, welche aufgrund des
Geschlechts ein hoheres Risiko eines B-HCA tragen, sollten sich einer operativen Therapie
unterziehen [7,95].

Barthelmes & Tait beschrieben vier Griinde, warum eine Resektion eines solitaren

Leberadenoms erfolgen sollte:

1. Risiko der Malignitéat

2. Blutungs- bzw. Rupturrisiko

3. Bildgebung allein ist unzureichend, um ein HCA von einem gut differenzierten HCC zu
unterscheiden

4. Garantierte Heilung vom Tumor mit unwahrscheinlichem Rezidiv [96]

Verschiedene Studien postulieren die laparoskopische Resektion von Leberadenomen als beste
Madoglichkeit der operativen Therapie, da diese eine iberaus gute Indikation fir minimalinvasive
Chirurgie mit optimalen Outcome versprechen [97,98].

Fur kleinere (<4cm) Tumoren ist auch die Moglichkeit der Radiofrequenzablation erfolgreich
und sicher [99-101].

Das Problem von H&morrhagie und Ruptur ist gerade bei grélReren Tumoren gegeben. Die
Transarterielle Embolisation ist hierbei eine der erfolgversprechenden Methoden, wenn es um
Spontanblutung sowie intraabdominelle Ruptur geht und kann, wenn korrekt durchgefiihrt, die

akute Notwendigkeit chirurgischer Intervention zur Blutungskontrolle minimieren [102-104].
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Wenige Studien behaupten auch, dass die Transarterielle Embolisation eine

erfolgversprechende Methode zur Tumorreduktion bei groReren HCA sei [102,105].

Ein besonderes Augenmerk sollte auf die Therapie von Leberadenomen bei Schwangeren bzw.
bei jungen Frauen mit HCA und Kinderwunsch liegen. Vor allem das Rupturrisiko ist bei
Schwangeren im dritten Trimenon aufgrund des erhohten Levels an Sexualhormonen sowie der
erhdhten Vaskularisierung der Leber stark erhoht [33]. Verschiedene Studien und Case Reports
aus den 1970er und 1980er Jahren berichten Gber ein extrem erhéhtes Blutungsrisiko der HCA
einhergehend mit einer stark erhohten Mortalitat von Fetus und Mutter [106-109]. Bis et al.
beschreiben in einem Review von 1976 eine maternale Mortalitat von 59% und eine fetale von
62% [110]. Jedoch wurden bei diesen hohen Zahlen weit risikoreichere Mortalitatsursachen wie
Préaeklampsie und Lungenembolie nicht herausselektiert [106,107].

Dementsprechend gibt es verschiedene therapeutische Ansatze, die nicht zuletzt auch in
Abhéngigkeit von der Adenomgroélie individuell zu bewerten sind. So scheint es sinnvoll zu
sein, Patientinnen mit groRen Adenomen oder stark proliferierenden HCA (>5cm) primar von
einer Schwangerschaft abzuraten und zundchst die Ldsion zu beseitigen. Bei Kkleineren
Lasionen unter 5¢cm besteht die Mdglichkeit unter 6 wochiger Ultraschallkontrolle die kleinen

Adenome zu belassen und dennoch schwanger zu werden. [111-113].

Ein letzter Punkt sollte ebenfalls noch beachtet werden, wenn man sich mit der Therapie der
Leberadenome auseinander setzt: Die Therapie multipler Adenome bzw. der
Leberadenomatose. Laut Barthelmes &Tait ist die einzige Heilung die Lebertransplantation.
Wichtig ist, nach Erstdiagnose der Adenomatose und Differenzierung des Subtyps, dass die
Patienten in ein Uberwachungsprogramm integriert werden, in dem eine im Intervall
stattfindende CT- oder MRT- gestiitzte Bildgebung sowie eine Messung von AFP- Werten
enthalten sind. Patientinnen sollten die Orale Kontrazeption aufgeben sowie
Schwangerschaften vermeiden. Falls es zu Komplikationen wie einer Blutung kommt sollte der
Tumor entfernt werden bzw. bei massiver Form der Adenomatose eine Hemihepatektomie
erfolgen. Ein Progress der Erkrankung sowie multiple subkapsuldre Adenome gréRer 4 cm mit
dem Risiko der malignen Entartung sind eine feste Indikation zur multifokalen Leberresektion.
Indikation zu einer Lebertransplantation sind bei Adenomatose eine Erhéhung des AFP,
malignitatsverdachtige Lasionen in de Bildgebung, symptomatische Patienten mit markanter

Hepatomegalie und sich wiederholenden Komplikationen in der Anamnese [96].
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1.7 Ziel der Dissertation

Wissenschaftliche Arbeiten mit dem Thema ,,Hepatozellulire Adenome® nehmen seit der
Mdoglichkeit der Subtypisierung in die 0.g. Unterklassen immer weiter zu. Jedoch gibt es in
Deutschland weder klare Leitlinien noch ein Register, welches diese seltenen Leberl&sionen
erfasst. Ziel dieser Arbeit soll sein, den Pool von Patienten mit HCA der Universitatsklinik
Regensburg zu subtypisieren, katalogisieren und somit eine Basis fur weitere Studien im

Hinblick auf eine institutstibergreifende Zusammenarbeit deutschlandweit zu etablieren
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenselektion

Alle 29 Patienten, die im Zeitraum von 1997 bis 2014 an dem Universitatsklinikum Regensburg
mit Leberadenom operiert wurden, wurden in die Studie mit eingeschlossen. Hierbei handelt es
sich sowohl um solitare als auch multiple Leberadenome sowie Leberadenomatosen. VVon
diesen Patienten wurden klinische Daten wie Geschlecht, Alter, BMI, Einnahme Oraler
Kontrazeptiva sowie Anabolika/ Steroide, Stoffwechselerkrankungen und weitere
Nebendiagnosen, die im Bezug zu Leberadenomen stehen systematisch gesammelt und

ausgewertet.

2.2 Allgemeine Histologie

Alle entfernten Leberresektate wurden makroskopisch analysiert und vermessen. Zur weiteren
morphologischen Diagnostik wurden die Adenome in einer 8%igen Formaldehydlosung fixiert,
in einer aufsteigenden alkoholischen Reihe entwéssert, mit 100% Xylol gereinigt und in
Gewebebldcken mit Paraffin gebettet (Grundprinzip siehe Tabelle 3). AnschlieBend wurden die
Blocke unter Nutzung eines Schlittenmikrotoms in 2-3um diinne Préparate geschnitten. Hierzu
wurde der Paraffinblock zunéchst auf einer Kiihlplatte von -15°C gekiihlt, dann geschnitten, in
einem Wasserbad kurz gestreckt und danach auf den Objekttrager ( Superfrost plus der Firma
R. Langenbrinck) aufgezogen. Dieser wurde daraufhin kurz bei Raumtemperatur angetrocknet
und in einer Warmekammer bei 72°C eine halbe Stunde angebrannt. Folglich wurden die
Schnitte mit Hadmatoxylin-Eosin (H&E) angefarbt.

Unter dem Lichtmikroskop wurde dann eine zunéchst groborientierende Differentialdiagnostik
in Hinblick auf HCA, FNH und HCC durchgefiihrt. Folgenden morphologischen Kriterien

wurde besondere Beachtung geschenkt:
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- Présenz von Gallengangen/ Portalfeldern

- Pseudoportalfelder

- Grad der Steatosis im Lebertumor im Vergleich zum gesunden umliegenden
Lebergewebe (Tabelle 4)

- Sinusoidale Dilatation in Entfernung von Leberarteriolen

- duktulére Reaktion/ Inflammation im Zusammenhang mit friiheren Portalfeldern

- isolierte Arteriolen

- Peliose

- Hamorrhagie

- Tumorkapsel

- Fibrotische Knoten und Septen/ zentrale Narbe

- Nukledre Atypien/ Mitosefiguren

- Kern-Plasma-Relation

Schritt Reagens Dauer Temperatur Druck/ Vakuum
Fixierung 8% Formalin 1h 37°C Ja
8% Formalin 1h 37°C Ja
Entwasserung 50% Ethanol 1h 37°C Ja
70% Ethanol 1h 37°C Ja
96% Ethanol 1h 37°C Ja
96% Ethanol 1h 37°C Ja
100% Ethanol 1h 37°C Ja
100% Ethanol 1h 37°C Ja
Clearing 100% Xylol 1h 37°C Ja
100% Xylol 1h 37°C Ja
Infiltration Paraffin 45 min 60°C Ja
Paraffin 45 min 60°C Ja
Paraffin 45 min 60°C Ja
Paraffin 45 min 60°C Ja

Tabelle 3: Grundprinzip der Fixation und Einbettung zur histologischen Diagnostik [114]
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Anteil der Verfettung im Vergleich zum | Steatosis-Grad

restlichen Gewebe (%)

<5% 0
5-33% 1
34-66% 2
>66% 3

Tabelle 4: Gradierung der Steatosis in tumordsen sowie tumorfreien Gewebe

2.3  Immunhistochemie

2.3.1 Das Prinzip der Immunhistochemie

Seit Mitte der 1980er Jahre hat die Histodiagnostik eine suffiziente Methode, spezifische
Gewebeeigenschaften auf der Grundlage der Antigen-Antikdrper-Reaktion sichtbar zu machen:
die Immunhistochemie. Obwohl schon Anfang der 40er Jahre durch Coons et al. der Nachweis
von Mikroorganismen in Gewebeschnitten mittels fluoreszierenden Antikérpern [115] gelang,
bedurfte es noch eine gewisse Zeit, ehe diese Methode Einzug in die histologischen
Laboratorien hielt [114].

Immunhistochemische Farbemethoden basieren auf den Wechselwirkungen zwischen
Antigenen der Zellen und deren, mit Markern gekoppelten, Antikérpern. Reaktionspartner sind
dabei antigene Determinanten, sogenannte Epitope (meist spezifische Aminosauresequenzen),
und der spezifische primére Antikorper. Diese chemischen Bindungen sind nicht kovalent,
sondern beruhen auf Wasserstoffbriickenbindung, elektrostatischer Anziehung und van-der-
Waals Kraften.

Das grofite Anwendungsgebiet der IHC ist die Tumordiagnostik, wobei Identifikation,
Klassifizierung und Subtypisierung sowie auch die Aussagen Uber die Aggressivitat und
Therapieresistenz und damit der Prognose der Erkrankung auswirken, mdglich sind. Ein
anderes Einsatzgebiet der IHC ist der direkte Erregernachweis in Geweben, wie beispielsweise
bei der Helicobacterdiagnostik [114].
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Fur die immunhistochemische Aufarbeitung wird ebenfalls formalinfixiertes-paraffingebettetes
Material verwendet. Wichtig ist, dass vor der Durchfiihrung der Immunhistochemie das
Paraffin aus dem Schnitt wieder entfernt wird. Hierfir eignet sich wiederum das oben schon
erwéhnte Xylol. Nach Entparaffinierung erfolgt die Rehydrierung mittels einer absteigenden
alkoholischen Reihe, wobei darauf zu achten ist, dass die Schnitte nach Entparaffinierung nicht
mehr austrocknen. Als néchster Schritt erfolgt die Demaskierung der Antigene, um eine
optimale Antigen-Antikorper-Bindung zu gewahrleisten. Unterschiedliche Moglichkeiten der
Demaskierung kénnen in Abhéngigkeit der Antigene genutzt werden, wie beispielsweise die
Andauung proteolytischer Enzyme, feuchte Hitze, Druckkochtopf, Wasserbad, Mikrowelle,
Dampfgarer, Autoklav oder die Kombination aus Enzymandauung und Hitze.

Bevor man sich dem eigentlichen Féarben zuwenden kann, muss zunédchst der Antikorpertiter
bestimmt werden. Dieser Titer entspricht der hochstmdglichen Verdinnung des Antiserums,
bei der eine optimale, spezifische Anfarbung bei geringstem Hintergrund maglich ist.

Es existieren verschiedene immunhistochemische Farbemethoden, unter denen sich die, wie
auch in dieser Studie genutzte, Polymer-Methode derzeit am stérksten durchzusetzen scheint
[114].

Als Beispiel solcher Farbemethoden dient die sog. Zwei-Schritt-Polymermethode, welche u.a.
Grundlage der automatisierten Prozesse in Farbemaschinen darstellt.

Ziel dieser Methode ist es durch ein Polymer, welches an den sekundéren Antikérper gebunden
ist, moglichst viele Marker an einen Primarantikérper zu binden. AulRerdem ist eine groRere
Anzahl von Peroxidasemolekiilen vorhanden bzw. gleich (ber mehrere Linker an den
Primarantikdrper gebunden. Hierbei kann die Sensitivitdt um ein Vielfaches gesteigert werden,
ohne einen erhohten Arbeitsaufwand wie bei den mehrstufige Methoden, zu haben. Trotz der
insgesamt verklrzten Gesamtdauer und der Unbeeinflussbarkeit durch endogenes Biotin,
besitzt diese Methode einen Nachteil: in dichten Gewebestrukturen kann es aufgrund der
schwer herausspuhlbaren Makromolekiile zu einer verstarkten Hintergrundfarbung kommen.
[114].
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2.3.2 Anwendung der Immunhistochemie auf die Leberadenome der Studie

Zunachst wurden alle Gewebebldcke auf einer Kihlplatte kurz gekihlt und mit einem
Schlittenmikrotom in 2-3 pum groRe Schnitte geschnitten und wie oben erwéhnt kurz
angetrocknet.

Wichtig bei der IHC-Férbung ist die Aufreinigung von Paraffin in einer absteigenden
Alkoholreihe (Tabelle 5) bis hin zum 70% Ethanol und darauf folgender Spihlung mit Aqua
dest.

Alle immunhistochemischen Farbungen der Leberadenome sowie auch Positiv- und
Negativkontrolle wurden mit dem Farbeautomaten BenchMark ultra der Firma Ventana nach
Protokoll des Herstellers gefarbt. Die Zufuhrung der erforderlichen Antikorper (Tabelle 7)
erfolgte manuell wéhrend der einzelnen automatisierten Schritte.

Nach der Farbung wurden die Schnitte noch mittels Leitungswasser und Spihlmittel geblaut
und in einer aufsteigenden Alkoholreihe erneut eingebettet und fixiert.

Losemittel Zeit (Minuten)
Xylol

Xylol

Propanol 100%
Propanol 100%
Ethanol 96%
Ethanol 96%

Ethanol 70%
Tabelle 5: absteigende Alkoholreihe

W W W W w o] O
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Antikorper Firma Antikorpertiter
Anti-Liver  Fatty  Acid | abcam 1:25
Binding Protein
Anti- Serum Amyloid A Dako 1:50 und 1:100
Anti- C-Reaktives Protein abcam 1:100
Anti- Betacatenin Santa Cruz Biotechnology, | 1:200
Inc.
Anti- Glutamin-Synthetase | BD Biosciences 1:700

Tabelle 6: Antikorper und Antikorpertiter

2.4 Anfertigung von Tissue Micro Arrays (TMA)

1986 entdeckten Battifora et al. die Mdglichkeit Gewebeproben mehrerer verschiedener
Préaparate in einem Paraffinblock darzustellen. Mit dieser Innovation ist es seitdem mdglich,
gerade bei groRen Patientenkollektiven einen wesentlich effektiveren Arbeitsablauf beziglich
der histologischn Diagnostik zu erreichen [116]. Es ist heute sogar moglich bis zu 1000 solcher
Proben auf einen Paraffinblock zu bringen, um sie mit einem Arbeitsschritt zu farben [117].
Ziel unserer TMAs war es, die Tumoren der grof3en Paraffinblécke immunhistochemisch mit
den Stanzen der TMAs zu vergleichen und einen Eindruck tber die diagnostische Sicherheit
der Arrays bei Leberadenomen zu erhalten.

Auf den angefertigten H&E-Farbungen der Leberadenome wurden die repréasentativen
Ausschnitte mittels Folienstift markiert und mit den Paraffinblocken abgeglichen. Nun wurde
mittels einer Stanze aus dem reprasentativen Material des Donorblocks ein Stiick
herausgestanzt und in den Rezipientenblock —ein aus Paraffin vorgefertigter Block mit
ausgestanzten Zylindern des gleichen Durchmessers, wie die des zu untersuchenden Materials-
eingelassen. Um eine optimale Bindung zwischen Paraffin des Rezepientenblocks und dem des
Préparats zu erreichen, wurden die fertigen TMA- Blocke bei 45°C fur 20 Minuten inkubiert.
Ebenfalls wurden Positiv- und Negativkontrollen sowie Kontrollen zum Normalgewebe in die
Blocke mit eingebracht.

Die Mikrotomie und Farbung der TMAs erfolgte nach gleicher Abfolge und mit gleichen IHC-
Markern wie oben beschrieben. Die Auswertung der TMA erfolgte ebenfalls
lichtmikroskopisch nach den oben genannten Kriterien.
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2.5 Mikrodissektion und Isolation von DNA aus paraffingebetteten Leberadenomen

Zunéchst wurden aus den Probeblécken 4-5um dicke Schnitte angefertigt, welche in einer
absteigenden Alkoholreihe aufgereinigt und von Paraffin sowie Formalin befreit wurden. Nach
der Aufreinigung erfolgte eine einmalige Farbung der Schnitte mit Methylenblau
(SigmaChemicals) sowie eine daraufhin folgende zweimalige Spulung mit Aqua dest.

Um beim folgenden Isolationsschritt sicher zu sein, dass nur die DNA des Tumorgewebes
isoliert wird, wurde der geblaute Schnitt mit den HE-Schnitten des Blocks, auf denen das
Tumorgewebe mittels Filzstift markiert wurde, verglichen. Zuletzt erfolgte die Ubertragung des
durch Methylenblau sichtbar gewordenen Tumorgewebes zu dem Isolationsgemisch. Nach
guter Durchmischung und kurzer Zentrifugation bei 8000 rpm erfolgte der Verdau im
Thermomixer bei 37°C und 450 rpm tber Nacht.

Das DNA- Isolationsgemisch MagNA Pure LC DNA Isolation Kit Il (Tissue) der Firma
ROCHE besteht aus 90ul Puffer (03186229001) und 25l Proteinase K, die in 1.5ml Eppendorf
Cups laut Anweisung des Herstellers zusammengemischt wurden.

Die Isolation der DNA erfolgte dann unter Nutzung des MagNA Pure LC 2.0 Systems
automatisch.

Das dadurch gewonnene Gemisch wurde dann mit Hilfe der Photospektrometrie auf den Gehalt
der DNA untersucht. Dafur wurde 1pl des Substrats auf die Nadel des Photospektrometers

(NanoDrop Spectrophotometer) gegeben und automatisch gemessen.

2.6 DNA-Amplifizierung mittels Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) und

Mutationsanalyse im Betacatenin-Gen auf Grundlage der Gen-Sequenzierung

2.6.1 Prinzip der Polymerase-Ketten-Reaktion

Die PCR ist die Methode der Wahl, welche es ermdéglicht auf einfache und schnelle Weise DNA
zu vervielfaltigen. Der typische Ablauf einer PCR besteht immer aus einer definierten Sequenz
folgender drei Schritte: einem Denaturierungsschritt, einem Annealingschritt und einem

Elongationsschritt.
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Bei der Denaturierung trennen sich bei 94°C die beiden Strdnge der Template-DNA, damit die
Tag-Polymerase an einen Strang andocken und beginnen kann, einen neuen zum Strang
passenden DNA-Strang mit Hilfe von Oligonukleotidprimern und dNTPs zu synthetisieren.
Zuvor muss jedoch die Temperatur des Reagenz auf 55°C gesenkt werden, sodass es zur
Hybridisierung der tberschissig vorhandenen Oligonukleotidprimern an die Einzelstrange der
Template- DNA kommen kann (Annealing). Anschlielend wird die Temperatur auf den fur die
Tag-Polymerase optimalen Wert von 72°C angehoben und die DNA Synthese kann starten, der
Primer kann verlangert werden (Elongation). Da die DNA- Synthese an beiden Strangen der
Template- DNA stattfindet, bekommt man am Ende des ersten Durchganges die doppelte Zahl
an Template- DNA. In den darauf folgenden Zyklen kommt es zu einer Potenzierung der
Template- DNA.

2.6.2 Anwendung der PCR in der Studie

Der photospektrometrisch bzw. elektrophoretisch bestimmte DNA- Gehalt der o0.g. Lésung
kann nun im Verhéltnis zu der Master-Mix Losung (Tabelle 8) zugesetzt werden und die PCR
kann beginnen.

Fir die Reaktion nutzten wir den Peltier Thermal Cycler PTC200 von MJ Research.

Fur die PCR des Betacatenin-Gens und Mutationsanalytik wurde folgende Basenfolge als
Primer verwendet: metabion Bcat-PCR down 5°-GCT ACT TGT TCT TGA GTG AA-3° sowie
metabion Bcat-PCR up 5°-GGA GTT GGA CAT GGC CAT GG-3°.

pl Endkonzentration Stammldsung
Millipor-Wasser 146,9
DMSO 19,5 5% 100%
Magnesiumdichlorid | 39,0 2,5uM 25uM
10x Rx Puffer mit | 39,0 1x 10x
Ammoniumtetrasulfat
dNTPs 7,8 0,2mM 10mM
Primer 3,9 0,2uM 25uM
Tag. Pol. Fermentas | 3,9 0,05U/ul 5U/ul
gesamt 260

Tabelle 7 Master-Mix fiir insgesamt 13 Reaktionen
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Ziel ist eine Gesamtmenge des PCR-ansatzes von 30l zu erhalten. Daftr werden 20ul des
Master-Mixes und 10 pl Template DNA zusammen gemischt. Was die Template DNA angeht,
so ist die Menge an DNA von Probe zu Probe unterschiedlich. Wichtig ist, dass die Template
Menge genau 100 ng entspricht. Somit werden diese unterschiedlichen Konzentrationen mit
Aqua dest. auf 10 pl verdinnt.

Dann wurde der Ansatz in den Cycler eingebracht und die PCR gestartet.

Denaturierung 94°C 3 Minuten

Denaturierung 94°C 1 Minute

Annealing 55°C 1 Minute 35 malige Wiederholung
Elongation 72°C 1 Minute

Elongation 72°C 8 Minuten

Schema 1: PCR des Betacatenin-Gens

2.7 Auftrennung von DNA-Fragmenten mit Hilfe von Agarosegelen

Nach der PCR wird mit Hilfe der Gelelektrophorese der Gehalt der DNA aus der PCR
quantifiziert.
Um ein 2,5% Agarosegel zu erhalten wurden 2.5 g Biozym LE Agarose (Scientific GmbH) in
100ml TAE-Puffer gel6st und in der Mikrowelle (BOSCH) aufgekocht bis die Losung klar war.
Danach wurden 3 pl des Loading-Puffers mit 5 pl der Probe versetzt und in die Taschen der
Gel-Kammern eingebracht. Als Standard dienten 3 pl Standartlésung fir Agarosegele von
Fernentas Gene Ruler 100bp. Daraufhin wurde eine Spannung von 110 V an die Kammern
angeschlossen und das Experiment nach 30 mindtiger Laufdauer beendet.
Nach Beendigung der Elektrophorese erfolgte die Farbung des Gels mit 0,05%iger
Ethidiumbromidlosung fir 5-10 Minuten. Nach dieser Zeit erfolgte zur Reduzierung der
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Hintergrundfluoreszenz durch freies Ethidiumbromid eine Entfarbung des Gels in Aqua dest.
Daraufhin wurde das Gel unter UV-Licht (Wellenldnge und Gerat) fotografiert. Anhand der so
entstandenen Banden konnte nun der DNA-Gehalt der Probe ermittelt werden.

2.8 DNA-Sequenzierung

Fur die Mutationsanalyse des Betacatenin-Gens wurde der Genetic Analyzer 3130 von Hitachi
benutzt. (siehe Schema 2).

Der Ablauf der Sequenzierungsreaktion ist analog zu dem der oben beschriebenen PCR, jedoch
mit anderen Reaktionstemperaturen und Reaktionszeiten.

Die Reaktionspartner sowie Primer sind gleich denen der 0.g. PCR. Der Unterschied besteht
jedoch im Verhéltnis von DNA und Master Mix. Dabei wurde der aus der Gelelektrophorese
ermittelte  DNA-Gehalt zum Mastermix ins Verhdltnis gesetzt um somit das neue

Reaktionsgemisch zu erhalten, welches nach dem unten gezeigten Schema sequenziert wurde.

Denaturierung 96°C 15 Sekunden
Annealing 60°C 15 Sekunnden 25 malige Wiederholung
Elongation 62°C 4 Minuten

Schema 2: Sequenzierungsreaktion

Die Auswertung der Sequenzierungsreaktion erfolgte durch einen Pathologen unseres Hauses.

2.9 Radiologische Daten

Die radiologischen Daten lagen retrospektiv fur 26 Patienten vor und wurden mit den Befunden

aus der IHC verglichen.
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3 Resultate

3.1 Patienten

Fur die Studie wurden insgesamt 29 Patientinnen und Patienten ausgewahlt, die im Zeitraum
von 1997 bis 2014 am Universitatsklinikum Regensburg an Leberadenomen operiert wurden.
Insgesamt wurden 56 solitdre und multiple Leberadenome sowie vier Leberadenomatosen
diagnostiziert.

Eine systematische Reevaluation beztglich Einnahme oraler Kontrazeptiva bzw. Anabolika,
Begleiterkrankungen wie Diabetes mellitus, GSD oder FAP wurde retrospektiv durchgefiihrt
(Tabelle 14).

Der Durchschnitts-BMI lag bei 29,75 kg/m2, wobei der niedrigste Wert bei 18,25 kg/m2 und
der héchste Wert bei 60,72 kg/m2 lag.

Das Durchschnittsalter zum Zeitpunkt der Operation lag bei 40,97 Jahren, wobei spezifisch fiir
die Manner ein Altersdurchschnitt von 47,97 Jahren und flr die Frauen von 39,17 Jahren vorlag.
Trotz intensiver Recherche der Patientenakten konnte nur bei 13 der 23 Patientinnen ein
Gebrauch Oraler Kontrazeptiva nachgewiesen werden, der im Mittel bei 14,25 Jahren lag. Ein
méannlicher Patient bestatigte die regelmélige Einnahme von Anabolika tber Jahre.

Vier Patienten hatten einen Diabetes mellitus (zwei einen Typ 1 zwei einen Typ 2), ein Patient
litt an Eisenmangelandmie. Ein Patient hatte zusatzlich eine Glykogenose sowie chronische
Pankreatitis und Hyperthyreose. Ein anderer Patient hatte bereits eine Operation bei Mittelohr-
Karzinoid (Tabelle 14).

3.2  TumorgroRe, Anzahl und Lokalisation

Der durchschnittliche Durchmesser der Leberadenome lag bei 7,24 cm, wobei der kleinste
entfernte Tumor eine Gréfl3e von 1,7 cm (Fall 25) aufwies und die GroRten 19 cm (Félle 13 und
14) malen.
Von den 29 Studienpatienten hatten 17 solitdre Adenome, 8 multiple (zwischen 2 und 9) HCA
und 4 eine Adenomatose. Tabelle 8 zeigt die GroRe der Adenome in Abhangigkeit ihrer Anzahl.
Hier sieht man, dass vor allem die kleinen Adenome (kleiner 5cm) noch solitar vorkommen,
multiple Adenome jedoch vor allem im Bereich von 5 cm bis 10 cm liegen.
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Alle mannlichen Patienten hatten Tumoren mit einem Durchmesser unter 10 cm. Bei 5 von 6

mannlichen Patienten wurden solitaire Adenome gefunden. Bei Fall 15 wurden 6 HCA

diagnostiziert.

Bei 18 von 23 weiblichen Patienten fanden sich ebenfalls Tumoren kleiner

10cm. 12 Patientinnen hatten solitdre Tumoren. (Tabelle 9).

Anzahl
Durchmesser
kleiner 5cm kleiner 10cm kleiner 15cm kleiner 20cm Gesamtsumme
Adenome 1 7 1 2 17
2 2 0 0 0 2
3 0 1 0 0 1
4 0 1 0 0 1
6 2 0 0 0 2
7 0 0 0 1 1
9 0 1 0 0 1
>/=10 0 3 0 1 4
Gesamtsumme 11 13 1 4 29
Tabelle 8: Anzahl der Leberadenome in Abhéngigkeit ihres Durchmessers.
Geschlecht
weiblich mannlich Gesamtsumme
Durchmesser kleiner 5cm 8 3 11
kleiner 10cm 10 3 13
kleiner 15cm 1 0 1
kleiner 20cm 4 0 4
Gesamtsumme 23 6 29

Tabelle 9: Durchmesser der Adenome in Abhéngigkeit des Geschlechts
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3.3 Operative Therapie

Die Verdachtsdiagnose Leberadenom DD FNH/ HCC erfolgte in den meisten Fallen als
Zufallsbefund bei einer Oberbauchsonographie und wurde mittels anderer bildgebender
Verfahren wie CT und MRT spezifiziert (s.u.).

Die Indikationsstellung richtete sich primar nach Tumordurchmesser- und Anzahl sowie
differentialdiagnostisch nicht auszuschliefender Malignitét.

Bei einer Patientin (Fall 13) erfolgte eine Notoperation bei Akutem Abdomen aufgrund einer
Ruptur eines knapp 20cm grof3en Leberadenoms. .

In 69% der Falle (20/29) war eine typische oder atypische Segmentresektion eines oder
mehrerer Lebersegmente ausreichend. In jeweils 2 Féllen musste eine linkslaterale bzw.
erweiterte linkslaterale Leberresektion durchgefiihrt werden. Von den Patienten mit
Leberadenomatose wurden zwei erweitert hemihepatektomiert sowie ein Patient
hemihepatektomiert und adenomenukleiert. Bei einer Patientin (Fall 18) lagen die Adenome
primér im Segment VI, sodass eine typische Segmentresektion durchgefiihrt wurde, jedoch
unter Belassen kleinerer Leberadenome.

Aufgrund der randstdndigen Lage eines 5,5cm groBen HCAs im Segment VI konnte bei einer
Patientin (Fall 29) eine laparoskopische Subsegmentresektion durchgeftihrt werden.

Im Fall 6 wurde aufgrund der disseminierten Lage der Leberadenome eine typische
Segmentresektion von drei Segmenten sowie eine atypische Resektion von zwei

Lebersegmenten vorgenommen.
Tabellen 10 und 11 zeigen die angewendeten operativen Verfahren in Abhé&ngigkeit von

Tumoranzahl und jeweiligem Durchmesser; bei multiplen Adenomen bemessen am

Maximaldurchmesser eines Tumors.
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Operation
259
20
2157
]
M
o
|
o
10
5—.
0 T T T T T T T
atyp.Res =/=2 atyp. Res. »2 Seg.typ. Res., 1-3 Seq. links lat. Leberres. erw. Hemihep. lap. kombinierte
Seqg. Subsegmentres. Leberres.
Diagramm 1: operative Verfahren bei HCA
Anzahl
Durchmesser
<5cm < 10cm < 15cm < 20cm Gesamtsumme
Operation atyp.Res </= 2 Seg. 4 2 0 0 6
atyp. Res. >2 Seqg. 2 2 1 0 5
typ. Res., 1-3 Seg. 1 4 0 2 7
links lat. Leberres. 2 2 0 0 4
erw. Hemihep. 1 2 0 2 5
lap. Subsegmentres. 0 1 0 0 1
kombinierte Leberres. 1 0 0 0 1
Gesamtsumme 11 13 1 4 29

Tabelle 10: Operationen in Abh&ngigkeit des Tumordurchmessers.
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Anzahl
Anzahl

1-2 HCA 3-4 HCA 6-9 HCA Adenomatose | Gesamtsumme

Operation  atyp.Res </= 2 Seg. 4 2 0 0 6
atyp. Res. >2 Seg. 3 1 1 0 5

typ. Res., 1-3 Seg. 6 0 0 1 7

links lat. Leberres. 4 0 0 0 4

erw. Hemihep. 0 0 2 3 5

lap. Subsegmentres. 1 0 0 0 1

kombinierte Leberres. 0 0 1 0 1
Gesamtsumme 18 3 4 4 29

Tabelle 11: Operationen in Abhéngigkeit der Adenomanzahl.

Interessanterweise ist die Lokalisation der Tumoren vor allem in den Segmenten V bis VIII
verteilt (57%), der linke Leberlappen ist mit 27% der Tumoren infiltriert. (Tabelle 12)

Segment | 1

Segment Anteil in %

SegmentlIl 15

Segment Il 12

Segment IVa 7

Segment IVb 8

SegmentV 11

Segment VI 20

Segment VIl 14

Segment VIII 12

Tabelle 12: Lokalisation der Tumoren
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3.4 Pra- und Postoperative Komplikationen

Wie eingangs erwahnt sind die Hauptkomplikationen eines HCA die Ruptur, einhergehend mit
teilweise massiven Blutungen, sowie die maligne Entartung.

In der Studiengruppe hatten 21 von 29 Patienten (72,4%) keine relevanten Komplikationen.
Hb-wirksame Blutung traten sowohl pra- als auch postoperativ in zwei Féllen auf. Bei einer
Patientin mit Adenomatose (Fall 18) musste aufgrund der Vielzahl an Adenomen ein kleiner
Teil intrahepatisch belassen werden. Bei einer anderen Patientin verblieben aufgrund
signifikanter Steatosis hepatis ebenfalls zwei zentrale L&sionen (Fall 28).

(Tabelle 13)

Komplikation

Kumulative

Haufigkeit Prozent Glultige Prozent | Prozente

Giltig  préaoperative Ruptur/ Blutung | 2 6,9 6,9 6,9
postoperative Blutung 2 6,9 6,9 13,8
Belassen von LCA aufgrund

. 2 6,9 6,9 20,7
Inoperabilitét
keine Komplikationen 21 72,4 72,4 93,1
p.o. intrahepatischer Verhalt/
o 2 6,9 6,9 100,0
blutig tingiertes Serom
Gesamtsumme 29 100,0 100,0

Tabelle 13: Pra- und Postoperative Komplikationen.
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ID-
Nummer

Geschlecht

Operationsalter

Q)

Gebrauch
oraler

Kontrazeptiva/ relevante

BMI Anabolika

Begleiterkrankungen

durchgefihrte
Operation

Komplikationen

Anzahl der

Adenome

maximaler
Durchmesser
(cm)

atyp. Hb sig.
1 weiblich 39,7 25,15 20 Struma nodosa Typ Il Segmentresektion S Il Nachblutung 1 6,5
Diabetes mellitus Typ typ. Segmentresektion
2 mannlich 43,1 26,42 n 2 SVIl und VIII nein 1 6,5
chronische atyp.
Cholezystits, Steatosis Segmentresektion Sl
3 weiblich 32,6 39,06 7 hepatis und S VI, VII nein 3 6
Adenomexstirpation
und Leberresektion S
4 weiblich 50,7 24,24 20 keine 1/ nein 1 18,2
atyp.
Segmentresektion S
VIl und VII sowie
5 weiblich 47,9 25,61 20 keine Anteilen von IV a nein 1 4,8
Trisegmentektomie
(5/617); atyp.
unklarer Resektion S 4 und préop.
6 weiblich 40,3 33,3 Zeitraum keine S2/3 Einblutung 6 3,5
pleomorphes Adenom erweiterte Lobektomie
7 weiblich 50,3 31,25 12 der Gl. Parotidea links nein 1 9
atyp.
Segmentresektion S
unklarer VIl und Anteilen von
8 weiblich 24,4 20,9 Zeitraum keine SViund VIII nein 1 4
unklarer atypische
9 weiblich 36 22,38 Zeitraum keine Segmentresektion VI nein 1 1,4
insulinpflichtiger atyp.
Diabetes mellitus Typ Segmentresektion S
10 mannlich 54,7 34,29 n 3 VI und V nein 1 6
Linkslaterale
11 weiblich 32,1 18,25 15 Hypercholesterindmie Leberresektion nein 2 2
Linkslaterale
12 weiblich 415 25,39 n Cholezystolithiasis Leberresektion nein 1 5

Resultate
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zentrale
Leberresektion (Segm.
13 weiblich 41,2 kKA. kA keine IVB, V, VI) Ruptur 1 19
Hemihepatektomie
Diabetes mellitus Typ rechts, atypische
1, Steatosis hepatis, Resektion  Segment
14 weiblich 37,2 36,12 10 Hyperlipidamie 11, nein 7 19
Hemihepatektomie
links,
Anabolika, Subsegmentresektion inf. Galleleck
unklarer SVI(2x)und S VII und Hb sig.
15 mannlich 28,5 32,41 Zeitraum keine (1x) Nachblutung 6 4
atyp.
Segmentresektion S |1
Diabetes mellitus Typ mit RITA S V (2 x),
1, Glycogenose Typ C2-Instillation, S
16 weiblich 28,2 37,18 k.A. v VI/VII nein 4 7,5
Enukleation Adenom
17 weiblich 26,6 20,03 10 keine S I (ventral) und SVI nein 2 3,8
aufgrund
Vielzahl
unklarer typ. Segmentresektion Belassen
18 weiblich 47,3 23,26 Zeitraum Hyperthyreose S VI kleinerer HCA  Adenomatose 6,5
Hemihepatektomie re., zweizeitiges
Adenomenukleation ~ Vorgehen, kleine
19 weiblich 27 36,21 k.A. keine li. lateral an S 11/111 Leber Adenomatose 6,3
typische
Segmentresektion S
20 mannlich 66 29,26 n keine IVb und VIII nein 1 5
atyp.
latente Hyperthyreose, Segmentresektion
21 weiblich 46,5 31,71 kA Cholecystolithiasis SVIVII nein 1 2,5
erweiterte
Hemihepatektomie
rechts (S II-1V, VIII,
22 weiblich 42,9 60,72 k.A. keine Teile l,V,) nein Adenomatose 19
Hemihepatektomie
23 weiblich 31 30,44 k.A. keine rechts (S V-VIII), nein Adenomatose 6
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erweitert um Teile von
SIV.b

atyp.
Segmentresektion
24 weiblich 57,4 21,97 k.A. keine Vb, V, VI nein 1 13
p.o. blutig
atyp. tingiertees
Zn. Segmentresektion S Serom am
25 méannlich 24,9 25,51 n Mittelohrkarzinoid Vi Resektionsrand 1 1,7
atyp.
SegmentresektionS V/
VIII, S VIII, SV, SIV,
links laterale
26 weiblich 49 24,98 k.A. Schilddriisenkarzinom Leberresektion nein 1 6,7
typ. Segmentresektion
27 mannlich 70,2 26,12 n keine VIl und VIII intrahep. Verhalt 1 5,8
atypische 2 zentrale HCA
Segmentresektion S aufgr. Steatosis
28 weiblich 34,4 40,09 k.A. Hyperlipidamie ILILVEVILVILIVE,  belassen 9 5,7
lap.
Subsegmentresektion
29 weiblich 36,7 kA kA keine S VI nein 1 55

Tabelle 14: Patientendaten
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3.5 Prdoperative radiologische Befunde

Alle Patienten unterzogen sich praoperativ einer Bildgebung in Form von MRT oder CT. Trotz
intensiver Suche in unserer Datenbank, waren die Befunde von lediglich 22 Patienten noch
auffindbar.

Wie Tabelle 15 zeigt, sind viele, spater histologisch eindeutig als HCA identifizierte,
Lebertumoren als unklare Raumforderung (31,8%) bzw. als malignitatsverdachtig (22,7%)
eingestuft wurden, was wiederum die Basis fur eine schnelle operative Therapie der Patienten
darstellt.

Interessanterweise zeigte sich eine Korrelation zwischen zystischen Lasionen und den HCA. 5
der 22 Patienten (22,7%) wiesen zystische Strukturen im gesunden Lebergewebe auf (Fall
5,9,11,21,27)

Kumulative
Haufigkeit Prozent Gultige Prozent | Prozente

Glltig  HCA 4 18,2 18,2 18,2

Malignitat moglich 5 22,7 22,7 40,9

HCC 4 18,2 18,2 59,1

Metastase 2 9,1 9,1 68,2

Unklar 7 31,8 31,8 100,0

Gesamtsumme 22 100,0 100,0

Tabelle 15 : Darstellung der praoperativen radiologischen Befunde der HCA
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3.6  Subtypisierung der Leberadenome

Wir lehnten unsere Studie den aktuellen Ergebnissen der Bordeaux-Gruppe um Bioulac-Sage
und Zucman-Rossi an. Somit subtypisierten wir die Leberadenome nach dem eingangs

erwahnten Schema.

Die histologische Einteilung erfolgte in

- Inflammatorische HCA

- HNF1- Alpha mutierte HCA
- Betacateninmutierte HCA

- Unklassifizierbare HCA

Die Untergruppe der inflammatorischen betacateninmutierten HCA wurde in unserer
Studienpopulation nicht detektiert.
Wichtig dabei ist, dass auch bei multiplen Adenomen bzw. Adenomatosen pro Patient immer

nur ein Subtyp auftrat.

Zunéchst erfolgte eine systematische Befundung der Morphologie der Préparate mittels H&E
Farbung. Hier kristallisierten sich bereits erste Hinweise auf den Subtyp heraus, welche wir
dann versuchten mittels IHC zu bestétigen.

Tabelle 16 und Diagramm 2 zeigen die endgultige Subtypisierung.

Subtyp
Kumulative
Haufigkeit Prozent Glltige Prozent | Prozente
Gultig  inflammatorisch 19 65,5 65,5 65,5
HNF1A 7 24,1 24,1 89,7
unklassifiziert 1 3,4 3,4 93,1
Betacatenin 2 6,9 6,9 100,0
Gesamtsumme 29 100,0 100,0

Tabelle 16: Subtypen der HCA
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Subtyp

60

40

Prozent

207

inflammatorisch HMF1A

unklassifiziert Betacatenin

Diagramm 2: Darstellung der einzelnen Subtypen
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3.6.1 Der Inflammatorische Subtyp

Mit 65,5% (19Félle) stellt der inflammatorische Subtyp den Hauptteil der Studienpopulation
dar. Wie allein schon der H&E Schnitt zeigt, finden sich hier stark erweiterte Sinusoide,
inflammatorisches Infiltrat sowie, jedoch nicht in allen IHCA aufzufinden, teilweise starke
hamorrhagische Infarzierungen bzw. Peliosis.

Bei diesem Subtyp zeigte sich auch in unserer Studiengruppe eine starke Anreicherung in der
immunhistochemischen Untersuchung mittels Anti-CRP und Anti-SAA. Anti- Betacatenin und
Anti- GS waren beide negativ, Anti- LFABP wie erwartet positiv.

Fall 7 zeigt recht eindricklich die starke sinusoidale Dilatation und H&morrhagie bei
inflammatorischen HCA. (Bild 10 und 11).

Bild 10: Morphologie eines IHCA (H&E- Farbung, Fall 7)
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phae ¥ -5 = Y R
Bild 11: Anti-CRP Férbung eines IHCA (Fall 7)

Einen Sonderfall unter inflammatorischen HCA stellt Fall Nummer 22 dar.

Interessant ist, dass trotz BMI von 60,72 kg/m? das Adenom im Vergleich zum normalen
Lebergewebe mit ca. 70% Verfettung (Bild 12) keinen Anhalt auf Steatosis bot und daher
nicht, wie aus den klinischen Daten erwartet HNF1A mutiert war.

Bild 13 zeigt einen Ausschnitt aus einem mit H&E gefarbten IHCA (Fall 22).
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Bild 13: Morphologie eines IHCA (H&E Farbung des Falls 22)

Um die These eines IHCA zu beweisen, farbten wir das Gewebe zum einen mit Anti- CRP und
zum anderen mit Anti-SAA (siehe Bild 14 und 15). Interessanterweise reicherten sich diese

Marker auch im Normalgewebe an, jedoch nicht so stark, wie in der Lasion selbst. Als
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Gegenbeweis wurde das Gewebe noch mit Anti-LFABP gefarbt, wobei sich hier eine

flachendeckende Anreicherung im Tumor, wie auch Normalgewebe prasentierte (Bild 16).

Bild 15: Farbung mit Anti-SAA (Fall 22)
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~at 1

Bild 16: Farbung mit Anti-LFABP (Fall 22)

3.6.2 Der HNF1-Alpha mutierte Subtyp

In unserer Studienpopulation macht der HNF1-Alpha mutierte Subtyp mit 24,1% (7 Félle) die
zweithdufigste Subgruppe von Leberadenomen aus. Typisch fur das H-HCA ist, wie eingangs
schon erwahnt, die markante Steatosis im Vergleich zum restlichen tumorfreien Lebergewebe
sowie das Fehlen von Inflammation und Kernatypien. Beweisend ist eine negative Farbung mit
Anti-LFABP.

Fall 9 zeigt als sehr anschauliches Beispiel sowohl die Morphologie dieses Subtyps im H&E
Schnitt, wie auch das beeindruckende immunhistochemische Farbeverhalten (Bild 17-21).
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Bild 18: VergréRerung des Ubergangs von Normalgewebe zu Tumorgewebe. Es zeigt sich eine markante Steatosis
im Tumorgewebe, welches eine relative scharfe Randbegrenzung zum Normalgewebe aufzeigt (Fall 9).
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Bild 19: VergréRerung in das Randgebiet des Tumors zum Normalgewebe (Fall 9)

Bild 20: Anti-LFABP Farbung eines H-HCA (Fall 9)
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Bild 21: VergroBerung in das Randgeblet des Tumors ( Fall 9)

3.6.3 Der Betacateninmutierte Subtyp

Der betacateninmutierte Subtyp ist in unserer Studie mit 2 Fallen (Fallnummer 10 und 15), also
6,9% vertreten.

Dieser morphologisch meist durch eine gewisse Kernunruhe (Bild 22) auffallende Tumor ist
der einzige Subtyp bei den HCA, aus dem sich ein HCC entwickeln kann. Aus diesem Grund
sollte die Farbung mit Anti-GS, welche flachendeckend den gesamten Tumor einfarbt, zu
Beginn einer jeden immunhistochemischen Diagnostik stehen. Hier kdnnen, aufgrund der
unterschiedlichen Farbeeigenschaften zur FNH und anderen Lebertumoren bereits zu Beginn
verschiedene Differentialdiagnosen herausgefiltert werden.

Die Farbung mit Anti- Betacatenin gestaltete sich in unserer Studienpopulation schwierig. Dies
liegt daran, dass beim B-HCA nicht alle, sondern nur sehr wenige Zellen betacateninmutiert
sind und demnach die Féarbung in nur wenigen Zellkernen bzw. spater im Zellplasma
akkumuliert. Fall 15 stellt ein anschauliches Beispiel fur ein B-HCA dar. Der Patient nahm seit
Jahren Anabolika ein und entwickelte hierauf multiple Leberlasionen, die sich spater als
betacateninmutiert darstellten. Die H&E-Féarbung im Bild 22 zeigt eine gewisse Kernunruhe
mit Kernatypien. Aufféllige Mitosefiguren waren dagegen nicht erkennbar. Bei der Farbung
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mit Anti-GS zeigt sich der typisch flachendeckende Charakter der Farbung bei dieser Ldsion.

Auch die Anfarbung mittels Anti-Betacatenin war im Fall 15 vereinzelt positiv.

Bild 22: H&E Farbung eines B- HCA. Es fallen verschiedene Kernatypien sowie eine veranderte Kern-Plasma-

Relation und pseudoglandulére Strukturen auf (Fall15).

Bild 23: Farbung mit Anti-GS eines B-HCA. Es féllt die typische flaichendeckende Akkumulation auf (Fall 15).
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Bild 24: Farbung mit Anti-GS eines B-HCA. An der Randzone des Tumors sieht man den scharfen Ubergang zum
normalen Lebergewebe (Fall 15).
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Bild 25: Anti-Betacateninfarbung eines B-HCA (Fall 15). Hier sient man die Akkumulation des Antikdrpers
sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma (Pfeile).
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Im Fall 15 war durchgefiihrte Gensequenzierung beziglich der Betacatenin, welche primar zur
Validisierung des immunhistochemischen Befundes dienen sollte, positiv; in dem anderen,
immunhistochemisch eindeutig als betacateninmutiert befundeten, Fall (Nr. 10) jedoch nicht.
Dies liegt hochstwahrscheinlich an der noch zu geringen Mutationsdichte der Hepatozyten bzw.

ist dem Verdiinnungseffekt zuzuschreiben.

3.6.4 Besonderheiten bei der Studienpopulation

Gerade in Bezug auf die Anti-GS Farbung sind bei insgesamt 3 Féllen, welche rein
morphologisch definitiv Adenome sind, Farbemuster aufgetreten, welche sonst nur bei FNH
auftreten. Das typische ,,map-like-pattern®, was normalerweise differentialdiagnostisch den
FNH zugehorig ist, zeigt sich nun in dahnlicher Weise in Adeomen. Im gesunden Gewebe
akkumuliert Anti-GS in zwei bis drei Zellreihen um die Gefalle. In FNH ist die perivasale
Akkumulation wesentlich stérker, was das landkartenartige Muster ausmacht. In B-HCA
akkumuliert Anti-GS, wie oben gezeigt, flachenhaft. In den Féllen 5, 12 und 25 erscheint eben
dieses landkartenartige Muster. (Bild 26-28)

Eine Nachfarbung mittels Cytokeratin 7 war ebenfalls erfolglos.

Da Fall 5 und 12 eindeutig CRP positiv waren und die molekulardiagnostische Analyse
beziiglich Betacateninmutation dem Wildtyp entsprach, wurde entschlossen, diese Adenome
als IHCA einzustufen. Fall 25 war in allen anderen IHC-Féarbungen unauffallig, sodass nach
mutationsanalytischen Ausschluss einer Betacateninmutation, entschieden wurde, diesen Fall

als unklassifizierbar einzustufen.
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Bild 27: Anti-GS Farbung von Fall 12 (IHCA). Auch hier sieht man eine scharfe Begrenzung zum Tumor. Die

Akkumulation von Anti-GS erfolgt zwar perivaskulér, jedoch in einem wesentlich gréReren AusmaR als im

Normalgewebe.
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Bild 28: Anti-GS Farbung von Fall 25 (UHCA). Man sieht eine deutliche Abgrenzung des Tumors zum
Normalgewebe.

3.7 Korrelationen zwischen Subtyp und klinischen Bild

3.7.1 Die AdenomgroRe und Anzahl in Abhangigkeit des Subtyps

Tabelle 17 zeigt die GrolRen der Adenome in Abhdngigkeit des Subtyps. Aufféllig ist, dass vor
allem die inflammatorischen HCA in einer GrofRenordnung von 1 bis 10 cm anzusiedeln sind.
In nur 2 Féllen (Fall 4 und 22) erreichen die IHCA der Population eine GroRe zwischen 15 und
20 cm. Erstaunlicherweise sind die HNF1- Alpha mutierten HCA von ihrer GroRenverteilung

her eher gleichmaRig verteilt. Betacateninmutierte HCA waren alle unter 10 cm.
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Subtyp
Inflammatorisch | HNF1A unklassifiziert Betacatenin Gesamtsumme
Durchmesser kleiner 5cm 7 2 1 1 11
kleiner 10cm 10 2 0 1 13
kleiner 15cm 0 1 0 0 1
kleiner 20cm 2 2 0 0 4
Gesamtsumme 19 7 1 2 29

Tabelle 17: Durchmesser in Abhéngigkeit des Subtyps

Auch bezlglich der Anzahl zeigen sich aufgrund der Verteilung die meisten solitaren HCA als

inflammatorisch. Interessanterweise treten multiple inflammatorische Leberadenome in nur 5

Féllen auf, wohingegen alle vier detektierten Adenomatosen als inflammatorisch charakterisiert

wurden. Diagramm 3 spezifiziert diese Aussagen.

107

Anzahl

1-2HCA

3-4 HCA

G-2 HCA

Adenome

Diagramm 3: Adenomanzahl in Abhangigkeit des Subtyps

Adenomatose

Subtyp

M inflammataorisch

I HMF1 A

Clunklassifiziert

B Bctacatenin
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3.7.2 Subtypen in Bezug auf Geschlecht, Patientenalter, BMI und Einnahme von

Kontrazeptiva

Geschlechterbezogen zeigt sich aufgrund des Mehranteils von Frauen in der Population auch
ein erhohtes Vorkommen von inflammatorischen Adenomen bei Frauen. Ebenso waren alle
Patienten mit Adenomatose weiblich.

Interessanterweise waren aber beide Patienten mit B- HCA ménnlich.

Anzahl
Geschlecht
weiblich mannlich Gesamtsumme
Subtyp  Inflammatorisch 17 2 19
HNF1A 6 1 7
unklassifiziert 0 1 1
Betacatenin 0 2 2
Gesamtsumme 23 6 29

Tabelle 18: geschlechterspezifische Aufteilung des Subtyps

Tabelle 19 zeigt den Subtyp in Abhangigkeit des Alters. Hier sieht man, dass vor allem
Menschen unter 50 Jahren von Leberadenomen betroffen sind. Es ist also auch in der

Studienpopulation des UKR von einem Tumor des mittleren Alters auszugehen.

Anzahl
Subtyp
inflammatorisch | HNF1A unklassifiziert Betacatenin Gesamtsumme
Alter 20-30 Jahre 4 0 1 1 6
30-40 Jahre 5 3 0 0 8
40-50 Jahre 7 2 0 0 9
50-60 Jahre 2 1 0 1 4
60-70 Jahre 1 0 0 0 1
tiber 70 Jahre 0 1 0 0 1
Gesamtsumme 19 7 1 2 29

Tabelle 19: Subtyp in Abhéngigkeit des Alters
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In Bezug auf den BMI sieht man, dass die meisten Tumoren ab einem BMI von 25 kg/m?

auftreten. Was jeden Subtyp fur sich angeht, so kann man auch aufgrund der PopulationsgroRRe

schlecht auf eine Tendenz schliel}en, da die Verteilung ausgeglichen ist.

Anzahl
Subtyp
inflammatorisch [ HNF1A unklassifiziert Betacatenin Gesamtsumme
BMI [kg/m?]  kleiner 20 1 1 0 0 2
zwischen 20,1 und 25 3 3 0 0 6
zwischen 25,1 und 30 5 1 1 0 7
groRer 30,1 7 1 0 2 10
grolRer 40 2 0 0 0 2
Gesamtsumme 18 6 1 2 27

Tabelle 20: Subtyp in Abhéngigkeit des BMI

Diagramm 4 zeigt die Abh&ngigkeit des Subtyps von der Einnahme Oraler Kontrazeptiva bzw.

Anabolika. Da von 7 Patienten keine Angaben gemacht wurden bzw. die Analyse der Daten

nicht aufschlussreich war, sind diese Daten unter VVorbehalt zu betrachten. Was aufféllt ist, wie

auch eingangig in der Literatur beschrieben, die Korrelation der Leberadenome mit der

Einnahme Oraler Kontrazeptiva. Finf Patienten (Méanner) nahmen keine Oralen Kontrazeptiva

bzw. Anabolika ein. Ein Patient nahm Uber mehrere Jahre Anabolika ein (Fall 15) und
entwickelte daraufhin ein B-HCA.
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Subtyp

Wl inflammataorisch
I HNF A

O unklassifiziert
Bl Getacatenin

Anzahl

Lkl |

keine Angaben ja, Zeitraum =/=10J 10-204 =/= 204 Keine Einnahme
unklar Craler
Kortrazeptiva

Einnahme Oraler Kontrazeptiva

Diagramm 4: Subtyp in Abhé&ngigkeit der Einnahme Oraler Kontrazeptiva/ Anabolika

3.8 Vergleich der Morphologie von Leberadenompréparaten mit Préparaten auf Tissue
Micro Arrays (TMA)

Von einer Subpopulation der Studienpatienten wurden Tissue Micro Arrays der Adenome
angefertigt (Beispiele siehe Bild 29 und 30) und in gleicher, oben erlduterter, Weise gefarbt.
Ziel war es herauszufinden, ob die Mdéglichkeit besteht, eine groRere Studienpopulation schnell
und effektiv auswerten zu kdnnen, ohne eine GroRRzahl an Schnitten zu untersuchen.

Daher wurden die Befunde der TMAs mit den der konventionellen Auswertung verglichen.
Tabelle 21 zeigt die Korrelation der Befunde aus TMA mit dem Subtyp aus der konventionellen
Diagnostik.
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Subtyp
inflammatorisch HNF1A unklassifiziert Betacatenin
Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl
TMA Inflammatorisches HCA 10 2 0 0
HNF1 Alpha mutiertes HCA 0 2 0 0
unklassifizierbares HCA 3 0 0 0
betacateninmutiertes HCA 0 0 0 2

Tabelle 21: Vergleich von Subtyp und Befund der TMA

Hier sieht man, dass bis auf 5 von 19 Féllen die Diagnose von TMA und direkter

Schnittbildanalytik Gbereinstimmt. Drei davon waren im TMA unklassifizierbar, zwei

falschlicherweise als inflammatorisch befundet wurden. Jene Félle stellten sich auch in der

konventionellen Analyse als Uberaus schwierig zu diagnostizieren dar. Hierbei handelt es sich
um Patienten Nummer 4, 5, 11, 12 und 14.
Die Patienten 4, 5 und 12 hatten inflammatorische HCA (im TMA als unklassifizierbar

eingestuft), welche schon morphologisch mittels H&E Féarbung nur schwer zu kategorisieren

waren. Auch die immunhistochemische Aufarbeitung war nicht in allen Adenomanteilen

gleichmé&Rig und eindeutig, sodass nur in Zusammenschau von H&E sowie Immunhistochemie

eine definitive Aussage zum Subtyp zu treffen war.

Bei den Patienten mit der Nummer 11 und 14 waren die Adenome HNF1 Alpha mutiert, nicht,

wie im TMA vermutet, inflammatorisch.
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Bild 30: TMA, Farbung mit Anti-CRP von 16 Leberadenomen und umgebenden Normalgewebe
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4 Diskussion

Trotz der kleinen Fallzahl von Leberadenompatienten konnte gezeigt werden, dass auf
Grundlage der immunhistochemischen Diagnostik sich die von Bioulac-Sage und Zucman-
Rossi beschriebene Verteilung der Subtypen [18,42] auch auf die Studienpopulation des
Universitatsklinikums Regensburg anwenden Iasst.

Bei den Studienpatienten war, wie auch in der Literatur eindeutig beschrieben, der
inflammatorische Subtyp mit 65,5% am meisten vertreten, gefolgt vom HNF1A mutierten
Subtyp mit 24,1%. Zwei Patienten mit betacateninmutierten HCA waren ebenfalls vertreten
(6,9%).

Ahnlich, wie auch in bereits publizierten Studien [5,10], findet sich die enge Korrelation

zwischen Einnahme Oraler Kontrazeptiva bzw. Anabolika und Leberadenomen wieder.

Leberadenome verhalten sich klinisch eher inapparent und werden dementsprechend meist als
Zufallsbefund bei bildgebenden Untersuchungen des Abdomens entdeckt. Nun stellt sich die
Frage, wie man den Patienten optimal weiter flihrt: Welche weitere Diagnostik ist am
sinnvollsten? Welche Therapie ist am besten? Aufgrund der Tatsache, dass in Deutschland
bisher keine Leitlinie fiir die Diagnostik und Therapie von Leberadenomen existiert sind diese
Fragen primar nur schwer zu beantworten.

In unserer Studie konnte gezeigt werden, wie wichtig und therapieentscheidend eine fundierte
Diagnostik ist. Zu Beginn sollte die Bildgebung als initiales Werkzeug stehen. Hierbei haben
vor allem das kontrastmittelgestiitzte MRT der Leber als auch die Kontrastmittelsonographie
den wichtigsten Stellenwert. Dabei kann schon eine erste Einschdtzung der Leberrundherde
getroffen werden. Bei allem Patienten wurde préoperativ ein CT des Abdomens angefertigt. In
manchen Fallen zusatzlich noch eine KM- MRT der Leber. In der ausgewerteten Population
konnten jedoch nur 4 von 22 Féllen (18,2%) definitiv einem Leberadenom zugeordnet werden.
11 von 22 waren félschlicherweise als malignitatssuspekt bzw. HCC oder Metastase eingestuft
worden. Hierbei sieht man die Komplexitat und Schwierigkeit der eindeutigen Darstellung von
Leberadenomen im CT/ MRT, wobei hier auch die Qualitat sowie die fehlende Standartisierung

der Bildgebung eine Rolle zu spielen scheint.
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Daher ist die histologische Untersuchung nach wie vor Goldstandart und Entscheidungsbasis
fiir die weitere Therapieplanung. Dennoch ist es fraglich, wann die erste Histologie entnommen
werden soll. Pra- oder postoperativ?

Die Adenompatienten des UKR wurden praoperativ nicht punktiert. Dies hat folgende
grundlegende Ursachen: Zum einen ist es nicht gesichert, dass bei einer Punktion der L&sion
eine reprasentative Probe entnommen werden kann, beispielsweise aufgrund der GrofRe des
Tumors oder einer zentralen Lage. AulRerdem ist bis dahin noch nicht gesichert, ob die Lasion
wirklich benigne ist. Bei einem primaren HCC oder einem HCC im Adenom hat man zusétzlich
das Problem der Schaffung eines Stichkanals und der damit einhergehenden Mdoglichkeit der
Metastasierung entlang des Kanals. Des Weiteren kann es gerade bei kleinen HCC im Adenom
zu Problemen der Aussagekraft des Biopsats kommen, wenn nur das Adenom, nicht aber das
Karzinom biopsiert wurde.

In allen Fallen wurde sich in Zusammenschau der Befunde fir eine primare Resektion der
Lasionen entschieden und die Resektate zur feingeweblichen Untersuchung weitergeleitet.
Retrospektiv erfolgte im Rahmen dieser Dissertation die Subtypisierung der Leberadenome auf
immunhistochemischer Basis nach dem Vorbild von Bioulac-Sage und Zucman-Rossi [4,18].
Jedoch zeigten sich im Rahmen der Auswertung in Einzelfallen differentialdiagnostische
Probleme:

Die typische Darstellung eines Leberadenoms bei Anti-GS Farbung war in drei Fallen nicht
eindeutig. Hier zeigte sich ein eher fiir FNH typisches Bild. Das sog. ,,map-like pattern® bei
Anti-GS Farbung in FNH dient als definitives differentialdiagnostisches Kriterium zum HCA.
Bei der Studienpopulation zeigte sich in drei Fallen ein H&E- morphologisch klares
Leberzelladenom; in der Anti-GS Farbung aber das landkartenartige Muster. Bioulac-Sage et
al. sowie Kakar et al. beschreiben ebenfalls solche untypischen Muster bei Leberadenomen
[118,119], ohne eine definitive Erklarung dieses Phanomens zu geben. Daher bedarf es ggf.
weiteren Untersuchungen bezuglich der Férbemethode in Hinblick auf ihre biochemische

Wirkweise in solchen Lebertumoren.

Ein &hnliches Phanomen bei der immunhistochemischen Analyse ist, dass bei einer kleinen
Unterzahl von definitiv als IHCA zu subtypisierenden Adenomen, die Farbung mittels Anti-
SAA nur unzureichend bzw. fokal auftritt. Die endgiltige Befundung war hier nur aufgrund
von der Morphologie bei H&E-Farbung sowie durch Anti-CRP Farbung zu erreichen. Bioulac-

Sage et al. sowie Kakar et al. beschreiben dies ebenfalls in Ihren Studien [118,119].
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Problematisch ist hierbei, dass die Spezifitdt von Anti-SAA bezuglich der Subtypisierung von
HCA hoher anzusiedeln ist, als die von Anti-CRP, da dies oft auch bei verschiedenen anderen
Tumoren wie beispielsweise FNH stark exprimiert werden kann.

Aus diesem Grund ist eine Farbung mittels H&E immens wichtig und sollte am Anfang der

feingeweblichen Untersuchung stehen.

Tissue Micro Arrays sind eine zeitsparende und effektive Methode, Leberadenome in grélieren
Studienpopulationen zu befunden. Jedoch ist in Einzelfallen eine sekundéare Farbung des
gesamten Tumors sinnvoll. Vor allem bezliglich des seltenen betacateninmutierten Typs
erscheint dies notig. Des Weiteren ist gerade bei kleinen HCA das Risiko grofier, eine nicht
reprasentative Stanze des Tumors zu erhalten. Diesbeziiglich ist eine Farbung des gesamten

Préparats notig.

Interessant ist die Frage nach Diagnostik und Therapie von Leberadenomen. Wann muss
operiert werden? Wann sollte man nach der Devise ,,watch and wait* gehandelt werden?

Es gibt Studien, die belegen, dass das Absetzen Oraler Kontrazeptiva zu einer Verkleinerung
bzw. vollstdndigen Remission von Leberadenomen fiihren kann [7,90]. Doch in welchen Fall
ist das sinnvoll?

Erste Anhaltspunkte bzw. Thesen geben die Verdffentlichungen von Balabaud et al. sowie von
van Aalten et al. [7,70].

Fuhrend sind zum einen die Klinik des Patienten sowie die Einschatzung der etwaigen
Risikofaktoren wie Blutung und maligne Transformation.

Daher sollte die Bildgebung an erster Stelle stehen. Sowohl die kontrastmittelgestiitzte

Sonographie als auch das MRT bieten hier die hdchste Sicherheit zur Diagnosefindung (s.0.).

Sollte eine sichere Diagnose im Sinne eines HCA gefunden sein, ist die Therapieentscheidung
von folgenden Punkten abhangig:
1. GroRe des Tumors
2. Personliches Risiko des Patienten (Begleiterkrankungen, Schwangerschaft oder
Kinderwunsch, Geschlecht und Alter des Patienten, Einnahme von Oralen
Kontrazeptiva/ Anabolika/ oraler Steroide, etc.)
3. Rupturrisiko und Subtyp
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Ist eine endgultige Diagnose noch nicht gefunden, so schlagen die Autoren eine Biopsie vor.
(Val. [7,70] ). Jedoch sollte hier das Risiko einer Blutung sowie die Mdoglichkeit einer doch
malignen L&sion und damit der Schaffung eines Stichkanals und somit Tumorabsiedlung genau
abgewogen werden. Aullerdem besteht bei HCC im HCA die Mdglichkeit nur das Adenom zu
punktieren, was letztendlich zu einer Fehldiagnose und somit zu einer insuffizienten weiteren
Therapieplanung fihren kann.

Nach definitiver Diagnose eines HCAs gibt es die Empfehlung, die Orale Kontrazeption zu

beenden.

Beziiglich der TumorgroRe existiert eine generelle Ubereinkunft, dass Leberlasionen groRer als
5 cm operativ entfernt werden. Van Aalten et al. empfehlen bei solitdren Leberadenomen eine
Wartezeit von ca. 6 Monaten sowie eine daraufhin folgende erneute Bildgebung. Dies erscheint
sinnvoll, da es Studien gibt, die belegen, dass HCA nach Absetzen der Oralen Kontrazeption
grolRenregredient werden konnen.

Hier sollte eine Reevaluation und ggf. konservativer Therapieversuch im mittelfristigen
Intervall mit Sonographie/ MRT-Kontrollen erfolgen.

Im Falle, dass das Wachstum des Tumors progredient ist bzw. schon von Beginn an multiple
Lasionen der Leber existieren oder ein Malignitatsverdacht besteht, so sollte eine operative
Entfernung angestrebt werden.

Es ist noch fraglich, ob alle Subtypen operativ entfernt werden missen, zumal nur der
betacateninmutierte Typ zur malignen Transformation neigt und vor allem das
inflammatorische HCA ab einer gewissen Grof3e das Risiko der Ruptur mit sich bringt. Andere
Therapieschemata wie Radiofrequenzablation oder Embolisation werden bei bestimmten
Konstellationen bereits durchgefuhrt, sind aber eher selten [100,102,105].

Eine eindeutige Empfehlung zur Therapie von Leberadenomen kann aus diesen 0.g. Griinden
nicht erfolgen. Es ist eine individualisierte Therapie in Abhangigkeit des Subtyps erforderlich.
Das folgende Schema ist als VVorschlag beziglich Diagnostik und Therapie zu sehen und stutzt
sich zusétzlich zu den aus der eigenen Untersuchung erlangten Ergebnissen auf einschlégige
Literatur bezlglich dieses Thermengebiets [7,94,111,112,120].
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Leberraumforderung

isi ?
Rislkagruppe: Andere Raumforderung

!

Benigne aber unklar == Biopsie

Resektion —— Malignitdtspotenzial ~—— CEUS/ MRT

n B ‘
»  HCA
— ; "—Stopp der OK- ™~ .
_ _——— asymptomatisch — symptomatisch

< 5cm, solitar >5cm, solitar ~ <5cm, multipel  multipel und >5 cm
“ / | _\. / \ ",
_ . Subtyp?

BHc:q HHCA IHCA unklar unklar HHCA IHCA BHCA —

— Biopsie — N
— Resektion

v L

Weiteres Wachstum im sechs-

wochigen Kontrol-MRT Weiteres Wachstum im sechswiichigen Kontroll-MRT,
Kinderwunsch/ postmenopausal und HCA nach 6 Wochen »5 cm,

Schema 3: Vorschlag zum diagnostischen und therapeutischen Vorgehen bei HCA (modifiziert und erweitert nach
Broker, Noels, van Aalten und Bioulac-Sage [7,48,81,94,111-113]).

Es bendtigt eine wesentlich hohere Fallzahl, um eine definitive Aussage tber die Verteilung
der Leberadenome in Deutschland aussagekraftig zu machen. Hierbei ist es nétig, dass ein
deutschlandweites Register fuir Leberadenome aufgebaut wird, um die Subtypen sowie deren
mogliche Komplikationen zu sammeln. Hierauf konnte somit eine Leitlinie fur Diagnostik und

Therapie aufgebaut werden.
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5 Zusammenfassung

Hepatozelluldare Adenome sind seltene benigne Lebertumoren, welche Kklinisch meist
inapparent sind und hdufig als Nebendiagnose bei abdomineller Bildgebung entdeckt werden.
Trotz Ihrer Seltenheit bergen sie, in Abh&ngigkeit ihres Suptyps, zwei nicht zu unterschatzende
Risiken: Ruptur mit Blutung und maligne Transformation.

Bisher sind bereits vier Subtypen der Leberadenome bekannt, welche auf

immunhistochemischer Basis diagnostiziert werden kénnen.

Ziel dieser Arbeit war es, den Pool von Patienten des Universitatsklinikums Regensburg mit
Leberadenomen mittels immunhistochemischen Farbemethoden zu subtypisieren und
retrospektiv die klinischen und radiologischen Daten unter diesem Hintergrund neu zu
evaluieren und zu kategorisieren. Hierbei wurden die einzelnen Therapieansédtze erneut

begutachtet und hinterfragt.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Regensburger Patientenkollektiv in Bezug auf
den Subtyp des HCA eine &hnliche Verteilung aufweist, wie in der Literatur eindeutig
beschrieben. Alle Patienten unterzogen sich einer operativen Therapie der Adenome.

Es ist weiterhin gelungen zu zeigen, dass mit Hilfe von Tissue Micro Arrays eine schnelle und
effektive Auswertung einer groReren Anzahl von Leberadenomen mit einer hohen
Treffsicherheit moglich ist.

Nach wie vor sind Diagnostik und Therapie von Hepatozellularen Adenomen in Deutschland
nicht an eine Leitlinie gekoppelt. Als Grundlage hierflr fehlt ein deutschlandweites Register
von Leberadenomen, in dem nicht nur der Subtyp sondern auch die Therapie und der
diagnostische Weg abgebildet sind. So ware es im Verlauf méglich, risikobehaftete HCA
schneller zu erkennen und eine fiir den Patienten optimale Therapie einzuleiten.

In dieser Arbeit haben wir eine modifizierte Diagnostik- und Therapiestrategie vorgeschlagen,

die jedoch weiter evaluiert werden muss.
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