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1 Einleitung und Problemstellung

1.1 Allgemeines

Epidemiologie: Das Hepatozellulare Adenom (HCA) ist ein selter@mmar gutartiger,
epithelialer Tumor der Leber. Es tritt bevorzugt Beauen im gebarfahigen Alter auf, die
orale Kontrazeptiva einnehmen. Die Krankheit egisé vor Einfihrung der oralen
Antikonzeptiva kaum, vor 1954 wurden nur 2 Falleenn5000 Autopsien Uber einen
Zeitraum von 36 Jahren entdeckt (Edmondson 1958).

Weitere Risikofaktoren neben der Einnahme von ar&entrazeptiva sind die Einnahme
von Anabolika und metabolische Stérungen des Gesto$fwechsels, wie z.Bvaturity-
onsetDiabetes of the Young (MODY) Typ Ill.

Inzidenz:Insgesamt ist die Inzidenz mit weniger als 5 Fajeo 1 Million Einwohnern

sehr gering (Luka 1964). Bei Frauen, die langelié atale Antikonzeptiva nehmen, steigt
sie jedoch auf 3-4 Falle pro 100.000 EinwohnerRwoks et al. 1979). Generell gilt, dass
ein erhohter Ostrogenspiegel im Korper, der z.Bhadurch Adipositas erhoht sein kann,

ein Leberzelladenom begunstigt.

Klinkk: Das Leberzelladenom &ufRRert sich bei den meistenien®at durch
Oberbauchschmerzen, es kann allerdings auch Kirsgamm sein und nur durch Zufall,

z.B. durch erhdhte Transaminasen im Plasma enteeakien.

Differenzialdiagnosen:Die fokal nodulare Hyperplasie (FNH) und der dysp&che
Knoten sind ebenfalls gutartige Tumoren der Lelide FNH zeichnet sich vor allem
dadurch aus, dass sie ebenfalls bei jungen Fraliengrale Kontrazeptiva einnehmen,
auftritt, niemals maligne transformiert und im Gegmz zum Adenom nur in
Ausnahmeféllen blutet. Histologisch lasst sie sith vom Adenom unterscheiden. Die
Ausnahme bildet ein Subtyp, die sog. teleangieddh® FNH, der neuerdings zu den
Adenomen gezahlt wird (Bioulac-Sage et al. 2007).

Als andere Differenzialdiagnose gibt es das hemélidare Karzinom (HCC), das vor
allem im hochdifferenzierten Stadium auch histadabi oft nur schwer vom Adenom
abgrenzbar ist. Das HCC ist als weltweit sechstgéigr Tumor und als dritthaufigste
tumorbedingte Todesursache (Parkin et al. 2002) s@hr ernste Differenzialdiagnose und

sollte unbedingt ausgeschlossen werden.



AdenomatoseFindet man in einer Leber 10 oder mehr Adenomdmobezeichnet man
das Krankheitsbild als Adenomatose. Eine neuerdi&{Bioulac-Sage et al. 2009) besagt,
dass nicht die Anzahl, sondern die TumorgréRe baidend fir die Adenomtherapie und
Prognose ist. Insgesamt ist die Adenomatose seltenseund sollte an eine
Stoffwechselstorung, wie den MODY 3-Diabetes, deriessen (Bioulac-Sage et al. 2009).

Komplikationen:Als mégliche Komplikation ist zum einen das Blugsrisiko zu nennen.
Dabei kann der Tumor entweder innerhalb der Lelder aber auch durch Ruptur in das
Peritoneum bluten. Das Blutungsrisiko ist umso grofe grol3er der Tumor ist (Buell et
al. 2010). Als weitere Hauptkomplikation gilt dasamsformationsrisiko zum HCC.

Bildgebung Die meisten Adenome werden durch Ultraschall-tntehungen entdeckt,
dort sind sie meistens echoarm, ,....nicht lobulideftr oft gekapselt. Dann grenzen sie
sich scharf ab und erscheinen glatt konturiert.“e(ike 2006). Bei Vorliegen einer
Kapsel erkennt man Adenome im Doppler-UltraschatllKontrastmittel in der arteriellen
Phase gut an den subkapsularen Gefal3en, die srgpetal durchbluten (Wermke 2006).
In der portalvendsen Phase ist in der Regel keinttéstmittel mehr nachweisbar, da sich
das Adenom schnell auswascht (van den Esschértagil®).

Jedoch kénnen Adenome sehr verschieden ausseheacheArt der Veréanderungen im
Tumor: einfache Adenome sind echoarm, fetthaltigge®me erscheinen echoreich,
eingeblutete Adenome mit Nekrosen erscheinen eghoaund reich; wenn sie
Kalzifikationen haben, sind sie ebenfalls echoreiod haben einen Schallschatten (Hung
et al.2001).

Die FNH ist im Vergleich zum Adenom ebenso unteiesdlich im Ultraschall,
typischerweise ist sie echoarm und enthélt eingralenNarbe (van den Esschert et al.
2010).

In der Computertomographie (CT) sieht man ebenélis Reihe unterschiedlicher Muster
je nach Verfettung, Nekrose oder Einblutung im Amlan(van den Esschert et al. 2010).
Besser eignet sich das Kontrastmittel-CT, in ders Mldenom in der frihen arteriellen
Phase hyperdens und hyper- bis isodens in derlyemtizsen Phase wird (van den Esschert
et al. 2010). Bei groRen subkapsularen GefalRen kasnzu einer peripheren
Kontrastmittelanreicherung kommen (Grazioli et 2001). In der Spatphase wird das

Kontrastmittel ausgewaschen und der Tumor erscheymodens im Vergleich zur



normalen Leber (van den Esschert et al. 2010). 28eB0% der Tumoren gibt es eine

Pseudokapsel (Grazioli et al. 2001).

In der Magnetresonanztomographie (MRT) sieht mas Adenom als hyper- bzw.
isointens in T2 gewichteten Bildern. In T1 gewichte Bildern gibt es alle
Signalintensitaten zwischen hypo- und hyperinteman (den Esschert et al. 2010).
Allgemein eignet sich die MRT aber besser, um ddeime Mengen Fett aufzuspiren, die
in Adenomen héaufiger zu finden sind. Die Bilderdsisehr variabel je nach Verfettung,
nekrotischen Arealen und Einblutungen (Laumoniealet2008). Kontrastmittel-MRT’s

erlauben eine ebenso variable und differenziertstBiung.

Histologie Allgemeine histologische Kriterien fir Leberzeldamome sind das Fehlen von
Gallengéangen, Zentralvenen und Portalfeldern beiclgteitigem Nachweis isolierter

Arteriolen. Oft sind die Sinusoide zwischen den &epyten erweitert, was

gleichbedeutend einer Peliosis hepatis ist. DasnBuheselbst ist aus hochdifferenzierten
hepatozellularen Tumorzellen aufgebaut, die in @WBRe ungefahr den normalen
Hepatozyten entsprechen (Schirmacher et Longeri@®9)2 und in der Regel keine

zellularen Atypien aufweisen. Die FNH hat im Veigke eine bindegewebige,

sternformige, zentrale Narbe und die Tumorzellend skleiner als die normalen

Hepatozyten (Schirmacher et Longerich 2009). Dieatsgiektatische FNH hat keine
sternférmige Narbe und ist von der Genetik her &llsnmehr dem Adenom zuzuordnen,
da sie — wie das Adenom — monoklonal ist und semit Gegensatz zu den anderen FNH-
Formen neoplastischen Charakter hat (Paradis 2064}).

In den letzten Jahren wurden die Adenome histatbgisubklassifiziert anhand von

immunhistochemischen Markern. Dabei konnten viessledene Subtypen identifiziert
werden, wobei bei einem Subtyp ein héheres Risikodie maligne Transformation

postuliert wurde. Diese Subtypisierung wird in deapiteln 1.2, 1.3 und 1.4 genauer

beschrieben.

Probebiopsie Bei unklarer Bildgebung kann zur Differenzialdi@ge eine Biopsie
durchgefiuhrt werden. Bei Vorliegen eines Adenonasinkdann u.U. immunhistochemisch
eine Unterscheidung in verschiedene Subtypen erol@robleme an diesem Vorgehen

ergeben sich daraus, dass ggf. kein reprasentaiinggd biopsiert wurde (sog. sampling



error) und dass das gewonnene Gewebe zur exalgipdthologischen Beurteilung nicht
ausreichend ist.

Therapie: Da der Tumor gutartig ist, gibt es keine gener@e-Indikation. Dennoch
erfolgt die Resektion in Abwéagung der Risiken @¥®Baller Adenome (Stoot et al. 2010) ,
da ein hohes Rupturrisiko mit Blutungen in die Bahihle bei jedoch geringem Risiko
zur malignen Entartung bestehen. Die Tumoren wendeist erst ab einer Grél3e von 5cm
im Durchmesser reseziert, da kleinere Tumorenrseltgluten (Deneve et al 2009).

Die Mortalitdt bei Ruptur betragt bei Frauen bis1244% (Rooks et al. 1979), was bei
einem Rupturrisiko von bis zu 25% (Deneve et alQ@ravierend ist.

Ein weiterer Grund fur die Resektionen ist, dass ldgberzelladenom histologisch oft nur
schwer vom hochdifferenzierten HCC abzugrenzenhbist,dem eine klare Operations-
indikation besteht. Das Risiko (bei insgesamt ggnmFallzahlen), ein hochdifferenziertes
HCC zu haben, bei Verdacht auf Adenom betradgt mSiedie von Deneve et al. (2009)
4%, bei Cho et al. (2008) sind es 5%, bei ZucmaaossRet al. (2006) ebenfalls 6,5%.

Die Adenome werden durchschnittlich zwischen 2 @@dcm im Durchmesser grof3
(Bocker et al. 2004); daher kann die Resektion sehfangreich sein und erweiterte
Leberresektionen erforderlich machen. Da das geRatertungsrisiko bildmorphologisch
nicht einzuschatzen ist, ware eine histologischreeiung, bei der gewisse Merkmale mit
dem Risiko zur Entartung korrelieren, erstrebensw®o lieRen sich einerseits unnétige
Resektionen vermeiden und andererseits auch kRarin@kationen erstellen.

Ein hoheres Risiko fur Malignitat liegt bei Denesteal. (2009) nur bei gréf3eren Tumoren
> 8 cm vor. Dennoch kann nie mit Sicherheit eindigna Entartung vorhergesagt werden.
Bessere histologische Kriterien, die sich nacheafiginen Risikofaktoren wie Alter,
Gewicht, Familienanamnese, Leberzustand und spazieimmunhistochemischen
Kriterien richten, waren sehr erstrebenswert, um ®cheres Risikoprofil erstellen zu

kdnnen.

1.2 Genotyp-Phanotyp Klassifikation von Leberzadlaoinen

Zucman-Rossi et al. haben 2006 eine Studie mit @ettumoren durchgefihrt, die mit
grofRer Wahrscheinlichkeit Leberzelladenome zu selmenen (Zucman-Rossi et al. 2006).

Anhand der Genanalyse dieser Tumoren gelang ihner&gnteilung in drei Gruppen:

Gruppe 1: Adenome mit mutiertem heptocyte nuclaetolr Ii-Rezeptor



(HNFIn) (46%)
Gruppe 2: Adenome mit [3-Catenin Aktivierung (12%)
Gruppe 3: Adenome ohne Mutation

Gruppe 3a) mit inflammatorischem Infiltrat Gru@® ohne inflammatorisches Infiltrat

Nach der Genanalyse wurden die Adenome histologisafersucht und man stellte
Folgendes fest:

Die Tumoren der Gruppe 1 waren sehr steatotisciyremél die in Gruppe 2 haufig

.pseudoglandulare Formationen®, sowie ,zytologischlenormalitdten aufwiesen. Die

Gruppe 3a mit inflammatorischem Inflitrat zeigtaitdiehe Gefal3anomalien ,,...und ahnelte
der teleangiektatischen FNH".

Fur alle drei Gruppen wurden noch Assoziationendaih HCC untersucht. Von Interesse
war, ob es Anteile eines HCC im Adenom oder Ubeggiormen von Adenom zu HCC
gab:

Die HNFlo mutierten Adenome hatten nur in 7% der Falle Asgmn mit einem HCC,
wahrend die R-Catenin aktivierten Adenome in 46%Fddle mit einem HCC assoziierten
und die nicht mutierten, nicht inflammatorischerry@e 3b) immerhin in 13% der Félle
(Gruppe 3a hatte 0% Assoziation). Daraus schlugsitd die Gruppe, dass eine 3-Catenin
Mutation im Adenom mit einem hoheren Risiko derigran Transformation einhergeht.

1.2.1 Genetische Grundlagen

Fir ein besseres Verstandnis der Mutationen machtauf eine Studie von Laurent-Puig
und Zucman-Rossi aus dem Jahr 2006 verweisen, idie mit den genetischen

Veranderungen beim HCC beschatftigt haben (Lauraig-€t Zucman-Rossi 2006).

Dabei fanden sie zwei verschiedene Wege der gehetisVeranderung: zum einen die
Veranderungen, die spezifisch flr hepatozellularmdren sind, in diese Gruppe zahlt die
HNFla Mutation, zum anderen die atiologisch nicht-spseifen Veranderungen, zu

denen die R-Catenin Mutation zahilt.

HNFla selbst ist ein Transkriptionsfaktor flr die Hepaten-Differenzierung und die
Leber-spezifische Expression vieler Gene, z.B. Allsu(Baumhueter et al. 1990). Kodiert
wird HNF1a vom Transkriptionsfaktor 1 (TCF1), der bei eiartation in beiden Allelen
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zur Inaktivierung von HNFR4 fihrt. Dabei gibt es Keimbahnmutationen (die imde
Keimzellen vorliegen) und somatische Mutationere drst im differenzierten Gewebe
auftreten. Interessanterweise wurde ein Zusammenhawischen heterozygoten
Keimbahnmutationen in TCF1/HNBE1 und dem Auftreten des MODY3 entdeckt
(Yamagata et al. 1996). Dies erklart wohl den Zusamhang zwischen dem Auftreten
eines Adenoms und dieser sehr seltenen Diabet@s-f2ie meisten Mutationen bei den

HNF1a inaktivierten Adenomen sind jedoch somatisch.

Orher genetic
1 MODY3 alterations

[Gcrmllnt mutation l Well
HNF1a biallelic Liver cell differentiated
and/or /' inactivation adenoma Hepatocellular
carcinoma

I Somatic mutation

Oral
contraceptive
use

Abbildung 1: TCF1 Mutationen in der HCA Tumorgenese (Bluteau et al. 2002).

Das [-Catenin ist ein Verbindungsprotein zwischezlladhasionsproteinen mit dem
Zellzytoskelett; gleichzeitig ist es auch ein Teéds Wnt-Signalweges, bei dem es durch
Aktivierung in den Zellkern gelangt und dort alsliBnes Transkriptionsfaktors wirkt und
somit ein Protoonkogen ist. Diese Aktivierung pagdbei dominanten Mutationen im N-
Terminus des [3-Catenins (Morin et al. 1997). Besdn Mutationen verliert das [3-Catenin
seine Phosphorylierungsbindungen, wodurch es fineZytoplasma schwimmt und nicht
mehr herunterreguliert werden kann. Es wanderten dellkern und aktiviert dort die
Transkription der Wnt-Gene. Unter den Zielgenerddéinman in Abbildung 2 auch die
Glutaminsynthetase (GS), auf die in dieser Arbedimspéater eingegangen wird.
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Ubliquitin-proteasome
Degradation

Abbildung 2: Wnt-Signalweg. Im linken Bild sieht man das 3-Catenin im nichtaktivierten Zustand,
wenn es phosphoryliert im Zytoplasma gebunden ist. Im rechten Bild sieht man, wie das 3-Catenin
nach der Aktivierung in den Zellkern wandert und dort die Zielgene des Wnt-Signalweges aktiviert
(Laurent-Puig et Zucman-Rossi 2006).

1.3 Die Bordeaux Klassifikation

Bioulac-Sage et al. haben 2007 eine Folgestudiehdefthrt, in der sie fur die von
Zucman-Rossi entdeckten molekulargenetischen Sebtymmunhistochemische Marker
fanden, die eine erleichterte Subtypisierung ermbggn (Bioulac-Sage et al. 2007). Daflr
fuhrten sie zunédchst eine quantitative Reverse skrggtase Polymerase Kettenreaktion
(QRT-PCR) durch und entdeckten, dass FABP1 (liadtyfacid binding protein) in

HNF1a inaktivierten Adenomen herunterreguliert ist. Atd&en entdeckten sie, dass die
GS in R-Catenin-mutierten Adenomen Uberexprimidardwind SAA2 (Serum-Amyloid

A2) und CRP (C-reaktives Protein) im inflammatonies Adenom hochreguliert sind.
Anschliel3end validierten sie die immunhistochemescMarker und differenzierten so 4

verschiedene Subtypen:

1. Adenome, die kein liver fatty acid binding piot€LFABP) exprimieren als Adenome
mit mutiertem HNF#&-Gen. In dieser Gruppe fanden sie haufiger ,..188= ([im]

Tumor), Mikroadenome...und zusatzliche gutartigetén...” (Bioulac-Sage et al. 2009).

2. Adenome mit ,...aberrierender nukledpeCatenin-Expression...” (Bioulac-Sage et al.

2009) und vermehrt exprimierter GlutaminsynthetédBeulac-Sage et al. 2007) als

12



Adenome mit 3-Catenin Mutation. Sechs Patienten 128 entwickelten HCC...", von
diesen gehorten alle in die 3-Catenin positive BeuiBioulac-Sage et al. 2009).

3. Adenome, die ,...inflammatorische Proteine [W&AA und/oder C-reaktives Protein
(CRP) [exprimieren] als inflammatorische AdenortigBioulac-Sage et al. 2009). Ein

....Body Mass Index (BMI) groBer 25, Peliose ([imfumor) und Steatose in der
Hintergrundleber waren haufiger in inflammatoristheAdenomen.” Unter den

inflammatorischen Adenomen fanden sie einige, tientalls eine vermehrte nukleére 13-
Catenin Expression aufwiesen, diese zéhlten sien dam (3-Catenin positiven Gruppe
(Bioulac-Sage et al. 2009). 2007 fiel ihnen aufssdanflammatorische Adenome mehr

makroskopische und mikroskopische Blutungen haBeyul(ac-Sage et al. 2007).

4. Adenome ohne die 0.g. phanotypischen Marker

Anhand dieser Ergebnisse kamen sie zum gleichelug&ctvie Zucman-Rossi et al. 2006,
dass Adenome mit vermehrter [3-Catenin Aktivieruimg,diesem Fall die vermehrte
nukleére Expression, mit einem hoheren Transfoonatisiko einhergehen (Bioulac-Sage

et al. 2009).

1.4 Die Heidelberger Klassifikation

Schirmacher und Longerich haben ebenfalls im J&93dn Heidelberg eine genauere

Beschreibung der Subklassifikationen vorgenommen:

1. Typ 1 ist ,der klassische Typ“, der ,...durcimeiverminderte Expression des HNi1

abhangigen <Liver-Fatty Acid Binding Protein> LFABRuch immunhistologisch

dargestellt werden kann® (Schirmacher und Longera€©09). In diesen LFABP negativen
Adenomen fande man typischerweise eine vermehrtefetdeng, dafir ,...keine

inflammatorischen Infiltrate und kein Transformasoisiko® (Schirmacher und Longerich,
2009).

2. Typ 2 beschreiben die Heidelberger als ,atymséldenome®, ,...die durch zelluléare
Atypien und fehlende Verfettung gekennzeichne{Sthirmacher und Longerich, 2009)
seien. Dabei sei eine R-Catenin Mutation des Qfteie molekulare Grundlage, welche

immunhistochemisch durch eine nukledre R-Catenitivigkung oder eine Aktivierung der
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Glutaminsynthetase (GS) nachweisbar sei. Bei dieBgmwisse man um das hohe Risiko

der malignen Entartung, weshalb eine primare OKa&tion bestehe.

3. Typ 3 ist der sogenannte ,inflammatorische Typter durch ,...den Nachweis
Zytokeratin-(CK-)7-positiver duktulérer Strukturemfekennzeichnet ist, ,...die sonst im
Leberzelladenom in der Regel fehlen* (Schirmachet Longerich, 2009). Zytokeratin 7
wird typischerweise in Gallengangen exprimiert, di@rmalerweise im Adenom nicht
vorhanden sind. Diese Formationen werden als nd¢olduk Metaplasien bezeichnet.
Morphologisch ist dieser Subtyp zusatzlich ,durckeite, blutgefillte (peliosisartige)
sinusoidale Ektasien, inflammatorische Foci bzwtalteldartige Strukturen...” auffallig.
Dieser Typ betreffe meist Frauen mit erh6htem Bbthss-Index, weise kein erhdhtes
Transformationsrisiko auf und habe ein hdheres uBlgsrisiko. Vereinzelt gebe es
Adenome, ,...die eine Kombination des inflammatdren Subtyps und des atypischen
Subtyps  (3-Catenin-Aktivierung)  [seien] und damit ucla ein  hohes

Transformationsrisiko..." aufwiesen.

4. Als letzten Subtyp unterscheiden Schirmacher ubhdngerich noch die
»--.unklassifizierte[n] Adenome, die sich derzetiker der 3 anderen Gruppen zuordnen...”
lassen. Dieser Subtyp scheine ebenfalls kein eesdhtansformationsrisiko auf zu weisen.
Als generelle Hilfestellung zur Diagnose sehen ®&iathologen aus Heidelberg die
sogenannte ,Matrix-Diagnose®. Mit ihrer Hilfe kanman zundchst einmal das Grundrisiko
von Klinischer Seite her bestimmen, wie wahrsciahnkine bosartige Erkrankung der

Leber ist:
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Tabelle 1: Matrix-Diagnose

HCC/DN

Geschlecht: Mdnner > Frauen
Alter: 50. bis 70. Lebensjahr

Herkunft aus Endemiegebiet?
Pradisponierende Erkrankungen:
HBV, HCV, Himochromatose,

(Alkohol)

Nicht-tumorose Leber: chronische

Hepatitis, Zirrhose

LCA/FNH

Geschlecht: Frauen > Manner
Alter: 3./4. Dekade (LCA); alle
Altersstufen (FNH)
Nicht-tumordése Leber: normal
Anamnese: Steroide, keine HCC-

Risikofaktoren

HCC hepatozelluldres Karzinom, DN Dyspastischer Knoten, LCA
Leberzelladenom, FNH fokale noduldre Hyperplasie, HBV Hepatitis-B-Virus,

HCV Hepatitis-C-Virus.

(Schirmacher und Longerich, 2009)

Schirmacher und Longerich weisen darauf hin, dass unter den atypischen Adenomen

einige primare, hochdifferenzierte, hepatozellukkagzinome verbergen kdnnten, die eine

negative Matrixdiagnose haben.

Zur besseren Ubersicht (ber die histologischen uhdischen Kriterien der drei

vorgestellten Studien folgt eine Tabelle:

Tabelle 2: Histologische und klinische Kriteriermr delenomsubtypen

Studie Kriterium |HNF1alpha inaktivierte HCA |B-Catenin mutierte HCA |Inflammatorische HCA | Sonstige HCA
Pseudoglandulare
Formationen, zytologische|Deutliche
Zucman-Rossi ef al. 2006 Histologie  |Steatose im Tumor Abnormitaten Gefdlhdystrophien keine
Zucman-Rossi et al. 2006 Klinik Assoziation mit HCC 7% Assoziation mit HCC 46% |keine keine
Ctenbans i T Feliose im Tumor
v Steatose in nicht-
Mikvoadenome, zuséizliche tumordser Leber, SAA
gutartige Knotchen, LEABP | B-Catenin mldesr und CRP stark
Bioulac-Sage et al. 2007 und 2009 |Histologie  |negativ positiv im Tumor exprimiert keine
erhdhtes erhahter BMI, erhdhte
Bioulac-Sage et al 2007 und 2009 |Klinik keine Transformationsrisike Blutungsneigung keine
Peliose
Zellulare Atypien, fehlende |inflammatorische Foci,
Steatose im Tumar, keine Verfettung, nukledre 3-  |portalfeldartige
inflammatorischen Infiltrate,  [Catenin Positvtat oder  |Strukturen, CK7-positive
Schirmacher et Longerich 2008 |Histologie  |LFABP negativ 55 Aktivierung duktulgre Strukturen keine
Frauen mit erhghtem
B, erhahtes kein erhohtes
erhohtes Blutungsrisiko, kein Transformatio
Schirmacher ef Longerich 2009 |Klinik keine Transformationsrisiko Transformationsrisiko  |nsrisiko
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1.5 Fragestellung

Das Ziel dieser Arbeit ist es, anhand einer klahéstologischen Subtypisierung der
Leberzelladenomfalle des Universitatsklinikums Epjmefs aus der Zeit zwischen 1996
und 2010 eine Indikation zur chirurgischen Therajaa Leberzelladenomen zu erstellen.
Dabei dient vor allem die Bordeaux Klassifikationls a Ansatz fur die

immunhistochemischen Farbungen, d.h. es wird vatswne &hnliche Einteilung der

Adenomsubtypen vorzunehmen.

Anhand dieser Adenomsubtypen sollen folgende Fragémert werden:
1.) Sind Adenome unterschiedlich?
2.) Sofern sie unterschiedlich sind, sind anderedi&h wie z.B. die von
Bioulac-Sage 2009 nachvollziehbar?
3.) Wo befindet sich der Ubergang zum HCC?

Fur den dritten Punkt wird das Augenmerk vor alkemh den 3-Catenin mutierten Subtyp
gerichtet, der laut Bioulac-Sage 2009 mit einem 6btdn Transformationsrisiko
einhergehe. Aul3erdem sollen die Adenome genaueacdhétt werden, in denen sich
bereits HCC-Anteile finden. Anhand der Betrachtdigser [3-Catenin-mutierten Subtypen
und der Ubergangsformen zwischen HCA und HCC imamenhang mit der Klinik soll
ein genaueres Risikoprofil fur das Wiederauftreenes Tumors sowie die maligne
Transformation erstellt werden. Die Arbeitshypothésfir lautet: Ist es moglich, anhand
der immunhistochemischen Charakterisierung des @men die Indikation zur

chirurgischen Resektion zu stellen?
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2 Patienten und Methoden

2.1. Patienten

Fur diese retrospektive Analyse wurden aus dem ematikollektiv des

Universitatsklinikums Hamburg Eppendorf von 1996 heute alle Patienten mit der
Diagnose ,Leberadenom“ aus dem Archiv des Insstufiér Pathologie identifiziert.

Anamnestische und klinische Daten wie zum Beispitdr und BMI (Body-Mass-Index)

wurden auf Basis der Krankenakten erhoben. Dies¢éerDavurden statistisch in
Zusammenarbeit mit dem Institut fir Biometrie awsgeet, um mogliche Risikofaktoren
fur das Auftreten eines Adenoms zu erkennen uriaererten.

Insgesamt wurden seit 1996 46 Patienten mit einebeizelladenom am UKE behandelt.
Dabei handelte es sich um 28 Manner und 18 Frauiedem durchschnittlichen Alter
38,71 Jahre (+23,28/-1,78 Jahre). Zum Vergleichdemrauch die Daten von 3 Patienten
mit fokal nodularer Hyperplasie (FNH) und 3 Patenmmit Hepatozellularem Karzinom
(HCC) mit einem Durchschnittsalter von 44,3 Jahbew. 61,7 Jahren ausgewertet. Die
Patienten mit HCC waren alle mannlich, wahrend ElMH Patientinnen alle weiblich
waren. Zum regular stattfindenden Follow-up emsgén 24 Patienten von 46 Patienten.

2.2 Methoden

2.2.1 Histologie und Immunhistochemie

Das im Institut fir Pathologie asservierte und ara#in eingebettete Gewebe von den
Biopsien, Resektaten bzw. Explantaten der Leberdeigeschnitten und anschliel3end
entsprechend gefarbt.

Insgesamt wurden von jedem Gewebeblock zwanzigsthaitte (siehe 2.2.2) angefertigt.
Jeweils ein Leerschnitt pro Patient wurde nun nétridtoxylin-Eosin angefarbt. Die HE-
Farbung dient der guten Ubersicht (ber das Geweheé zur Beurteilung des
Verfettungsgrades der Leber.

Von den restlichen Leerschnitten wurden nun jewesigben pro Patient der
immunhistochemischen Diagnostik zugefuhrt, um adhater folgenden sieben
immunhistochemischen Reaktionen die Subklassitingdurchzufihren:

1) R-Catenin
2) LFABP
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3) SAA

4) Glypican-3

5) Mib-1

6) CK-7

7) Glutaminsynthetase

Die Aufarbeitung folgt dem Ublichen RoutineverfairBieses sei im Folgenden skizziert:

2.2.2 Gewebeeinbettung und Herstellung ungefaxthnittpraparate (sog. ,Leerschnitte)

Zunachst wird das operativ entfernte Leberresekdas der Operation oder die Leberstanze in
vierprozentigem Phosphat-gepufferten Formalin fixi&s erfolgte das Zuschneiden der grof3eren Patgpar
in entsprechende, kleinere Gewebsproben. Der Wadgeg und die Paraffineinbettung erfolgen masdhine
mittels eines Gerates, des ,Pathcenter* der Firrharo Shandon Runcom, folgendermafien: Zunachst
werden die Gewebsstiicke eine Stunde in vierpragemtiFormalin fixiert, danach folgt eine aufsteigend
Alkoholreihe mit zun&chst achtzigprozentigem Ethadas funfundvierzig Minuten einwirkt, anschlie@en
erneut achtzigprozentiges Ethanol fur eine Studdan zweimal hintereinander sechsundneunzigpragmnti
Ethanol fur jeweils eine Stunde und zum Schlussndre hintereinander hundertprozentiges Ethanol fur
jeweils eine Stunde, wobei im letzten Durchgang £k& auf anderthalb Stunden verlangert wird. Danac
folgen zweimal fur jeweils zwei Stunden Xylol, umehschlieRend viermal jeweils eine Stunde erhitztes,
flissiges Paraffin. Anschlielend werden Paraffiokddmit dem Gewebe gegossen. Diese werden auf einer
minus elf Grad Celsius kalten Kuhlplatte fiir minges zehn Minuten lang gekihlt, bevor sie gesamitt
werden kénnen. Das Schneiden geschieht am ,Mikrokdnesse ME plus* der Firma Thermo Shandon
Runcom. Zunéachst werden die Blécke mit einer Stdtéitke von fiinfzehn Mikrometer grob angeschnitten,
bis die gesamte, auf dem Block enthaltene, Flace eingebetteten Gewebes angeschnitten ist. Danach
reduziert man die Schnittdicke auf 2,5 Mikrometad schneidet die erforderlickenzahl an Schnitten vom
jeweiligen Block ab. Die fertigen Schnitte werdemne Strecken auf die Oberflache eines flinfzig Grad
Celsius heiBen Wasserbades gelegt, von wo ausisieimar Pinzette im unteren Drittel eines Supestfro
Glas-Objekttragers aufgezogen werden. Anschlieeadien die Schnitte auf dem Glas-Objekttrager bei
60°Celsius im Brutschrank angetrocknet. Die undméir, auf dem Glas-Objekttrdger angetrockneten

Schnitte werden im Folgenden als ,Leerschnitte‘diemet.

2.2.3 Angewandte Verfahren

Im folgenden Teil werden haufiger die ,auf- und teliende Alkoholreihe* vorkommen, weshalb an dieser
Stelle kurz darauf eingegangen werden soll: Diestaigende Alkoholreihe dient dazu, Uberschissiges

Wasser aus dem Schnitt zu entziehen, wohingegealditeigende Alkoholreihe dazu dient, den Schnitt z

entparaffinieren und in ein wassriges Milieu zurfileren
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Aufsteigende Alkoholreihe Der Schnitt wird zweimal fiir jeweils 30 Sekundan 80%-iges Athanol
getaucht, anschlieRend zweimal fiir jeweils 30 Se&anin 96%-iges Athanol, dann dreimal fir jeweits 3

Sekunden in 100%-iges Athanol und zum Schluss @degine Minute in Xylol.

Absteigende Alkoholreihe Der Schnitt wird fiir dreimal jeweils funf Minutein ein Bad mit Xylol
eingetaucht, dann zweimdlir jeweils zwei Minuten in 100%-iges AthanodnschlieBend zweimal fiir
jeweils zwei Minuten in 96%-iges Athanol und zuegutetzt zweimal fiir jeweils zwei Minuten in 80%eig
Athanol.

2.2.4 Hamatoxylin-Eosin (HE)-Férbung:

Ein fertiger Leerschnitt wird der absteigenden Al&bieihe (siehe 2.2.3) zugefuhrt. Darauf wird ehrze

Minuten lang in ein GefaR mit Hamatoxylin eingetatucAnschlieBend wird er zehn Minuten lang unter
laufenden Leitungswasser gespilt (sog. ,Einblayenth danach zehn Minuten in Eosin inkubiert zu
werden. Der Leerschnitt wird nun abgespilt und aefsteigenden Alkoholreihe (siehe 2.2.3) zugefiihrt,

wonach er zum Schluss mit Eukit und einem Deckelglagedeckt wird.

2.2.5 Immunhistochemie:

Das Prinzip der Immunhistochemie funktioniert faidermalRen: Zunachst wird das
untersuchte Antigen demaskiert, d.h. dass mit esperiellen Vorbehandlung (z.B. einem
Puffer oder einer Hitzebehandlung) Epitope des gams aus dem Paraffin herausgelost
werden, die vorher durch die Paraffineinbettung fes fixierten Gewebe hafteten. Als
nachstes wird ein spezifischer Primarantikorperzigegeben, der sich gegen das
Antigenepitop richtet. Anschliel3end wird ein zweitekundarantikorper hinzugegeben,
der sich gegen den Primarantikdrper richtet. DegitenSekundarantikorper ist mit einem
Enzym gekoppelt, meist der Peroxidase, dass diérBahg verstarkt. Da die Peroxidase
auch im umliegenden Gewebe vorkommt, wird in einetzten Schritt noch die endogene
Peroxidase gehemmt, um eine spezifische Anfarburegzelen.

Fir die Immunhistochemie im Rahmen dieser Studiel@rezwei unterschiedliche Gerate
und sieben verschiedene Antikérper angewandt. Dea@ sind zum einen der
halbautomatische Autostainer der Firma ,Dako“ ummsnzanderen der vollautomatische
Bond der Firma ,Leica“. Fur die verschiedenen Adtper werden jeweils
unterschiedliche Verdinnungen verwendet, die alieDako Antibody Diluent S 2022
hergestellt werden.

Die [-Catenin und SAA Farbungen werden mit dem gtaioer durchgefiihrt. Die
Leerschnitte wurden vor der Inkubation mindesteddviznuten im Brutschrank bei 60°C
getrocknet. Dadurch wird ein ,Abschwimmen® der Stienbei den spéteren Inkubationen

vermieden.
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Danach durchlaufen alle Leerschnitte die absteigemdkoholreihe (siehe 2.2.3)
AnschlieRend durchlaufen die entparaffinierten &keknitte je nach Antikorper

unterschiedliche Verfahren:

2.2.5.1 Farbungen mit dem Autostainer:

Zuerst wird die Schnittzahl und die Anzahl der ehisdenen Antikdrper sortiert in das
Autoprogramm des Autostainers eingegeben. Die Rébwde erfolgt nach dem
jeweiligen Farbekit der Firma. Nachdem die Leergthrfur 3-Catenin und SAA eine
Nacht im Brutschrank getrocknet sind und entparedft wurden, erhalten sie nun eine
unterschiedliche Vorbehandlung mit verschiedenem&kierungspuffern.

Fur die R-Catenin Anfarbung wird fir die Vorbehamdj ein Tris-EDTA-Citrat (TEC)
Puffer angesetzt: Zunachst werden zur Herstellungr &Stammlosung 5 Gramm Trizma
base der Firma Sigma T 1503 mit 10 Gramm EDTA den& Merck 1.08418 und mit 6,4
Gramm Tri-Natrium-Citrat der Firma Sigma C 09209mischt. AnschlieRend wird das
fertige Gemisch 1:20 verdiinnt, indem man 50 Mi#iliStammlésung in einen Liter Aqua
dest. gibt.

Die Leerschnitte werden mit dem Puffer 25 Minuten 38°C im Dampfgarer vorgewarmt
und anschlieend 20 Minuten gekocht. Die erhitzBahnitte kihlen 20 Minuten ab,
werden danach in Leitungswasser und TBS-Puffem@&iDako 23006 1:10 mit Aqua
dest.) gespuilt.

Fur die zum SAA-Nachweis bestimmten Leerschnittefalgende Vorbehandlung nétig:
Enzym Proteinase K der Firma ,Dako“ S2019 wird ierfinnungspuffer S2032 der
Firma ,Dako“ 1:40 verdinnt. Das Gemisch wird auk dieerschnitte gegeben. Die

Vorbehandlung findet im Autostainer statt.

Anschlieend werden die Gerate mit Antikorperrobrchund Funktionsrohrchen
(Blocking Envision, Proteinase-K und DAB-Rohrchebgladen und mit bis zu 48
Leerschnitten bestickt. Bei den verwendeten Fun&tihrchen handelt es sich um
folgende Produkte: Blocking-Peroxidase Solution K@&52023), Proteinase-K (Dako
S2022 1:40 mit Dako 2023),

Envision (Dako Kit K5007 Flaschchen A), DAB (Dakat K007, 1 Teil Flaschchen A+50
Teile Flaschchen B).
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Die weitere Verarbeitung erfolgt nun automatisient dem Autostainer. Anschlie3end
findet die manuelle Kernfarbung statt: Eine MinutdHamalaun farben, danach 5 Minuten
bei laufendem Leitungswasser blauen. Das Hamatdwgin Gemisch aus Hamatoxylin der
Firma ,Dako” S2020, das 1:5 mit destilliertem Waggeua dest) vermischt wurde.

Die fertig gefarbten Schnitte werden mit der audgteden Alkoholreihe (siehe 2.2.3) in
Ethanol entwassert. Zum Schluss werden sie mit Belieneindecker eingedeckt. Die

Schnitte trocknen ca. 10min unter laufendem Abzug.

2.2.5.2 Farbungen mit dem BOND-Automaten:
Die Leerschnitte fur den Nachweis von Glutaminsgtithse, FABP, Glypican, CK-7 und

MIB-1 koénnen direkt nach der Entparaffinierung iasdvollautomatische Gerat gegeben
werden, da sie dort wie im Brutschrank ,gebackeetden. Im gestarteten BOND-Geréat
erfahren die Leerschnitte nun je nach Antikdrpereeunterschiedliche Vorbehandlung:
Glutaminsynthetase, FABP und Glypican-3 erfahren ne ei hitzeinduzierte
Antigendemaskierung bei ph 6, wahrend MIB-1 bei9pAntigen demaskiert wird. CK-7
erfahrt eine Enzymandauung mit Proteinase-K (Dak@18 1:40 in Diluent Dako S2032)
als Vorbehandlung.

Je nach Schnittzahl ist das Geréat nach zwei bisStenden fertig. Die Behandlung der
Schnitte erfolgt inklusive Kernfarbung; danach kémrdie Schnitte nach aufsteigender
Alkoholreihe (2.2.3) entwassert werden. Die Eindeakerfolgt wie beim Autostainer mit
dem Folieneindecker. Zum Schluss trocknen diedgentiSchnitte fir ca. 10 Minuten unter

laufendem Abzug.

Zur besseren Ubersicht tiber die verwendeten Amqtikodient nachfolgende Tabelle:

Tabelle 3: Ubersicht Uiber die Antikbrper

Antikorper| Klon BezugsquelleTemperatur SpeziesVorbehandlungVerdinnung
Beta- CAT- |Zymed 18- |4°C Maus | TEC 1+1000
Catenin  |5H10 |0226

Glutamin | GS-6 Millipore -20°C Maus | Bond ER1 1+1000
Synthetase MAB302
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MIB-1 MIB1 Dako M7240| 4°-20°C Maus | Bond ER2 1+400
SAA mcl Dako M07594°C Maus | Enzym 1+50
Glypican- [1GI2 DCS G1829|4°C Maus | Bond ER1 1+200
3 COS

CK7 OV- Dako M7018 4°C Maus | Bond Enzym | 1+50

TL12/30
FABP 2G4 Abcam 4°C Maus | Bond ER1 1+100
ab82157-10(

Erlauterung: Bond ER1=pH 6; Bond ER2=pH 9

2.2.6 Befund-Erhebung:

Nach den immunhistochemischen Farbungen wurde igenttiche Befundung am Zeiss
Axioskop durchgefiihrt. Die Befundung erfolgte unt@nleitung eines erfahrenen
hepatobilidren Pathologen. Es erfolgten insgesamt 3inabhangige
Untersuchungsdurchgange. Jede Gewebeprobe wurdéolgehde Gesichtspunkte hin

untersucht:

1.) HE-Farbung mit exakter histologischer Diagrosti
2.) Immunhistochemische Farbungen

a) LFABP

b) SAA

c) Glutaminsynthetase

d) R-Catenin

e) Glypican

f) Mib-1

g) CK-7

1.) HE-Farbung: Die HE-Farbung dient als Ubersiatén Tumor und das normale
Lebergewebe zu beurteilen. Zunachst wurde der éfatyim Tumor bestimmt, um das
Adenom in fettreich bzw. fettarm einordnen zu kdnmn&nschliel3end wurde der Fettgehalt
im umgebenden, normalen Lebergewebe bestimmt, engelierelle Steatosis der Leber
einschatzen zu kénnen. Daraufhin wurde der Peliasegowie das Vorhandensein von
Einblutungen, inflammatorischen Infiltraten und|Zsipien beurteilt.
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2.a) LFABP: Die LFABP Farbung dient der Einteiluing die HNFXI-inaktivierten
Adenome. Bei hohem Fettgehalt und gleichzeitigemmdrevon LFABP kann man diesen
Subtyp differenzieren. Dabei wurde zwischen diffnsl fokal, sowie zwischen Anféarbung

im Tumor und Anfarbung im umgebenden, normalen tgghgebe unterschieden.

b) SAA : Die immunhistochemische Darstellung vonASist fur die Einteilung in den
inflammatorischen Subtyp entscheidend. Auch hierdeuwzwischen einer diffusen und
lokalen Anfarbung, sowie einer starkeren Expression die GefalRe unterschieden, da
SAA auch im Blut zirkuliert.

c) Glutaminsynthetase: Die Anfarbung von Glutamimbgtase dient zur Einschatzung des
Transformationsrisikos, da sie ein Zielgen von Re@a und somit ein Bestandteil des
Wnt-3-Catenin Signaling Weges ist. Da sie in demraben Hepatozyten perivends stark
exprimiert wird, unterscheiden wir eine Anfarbung Gefalie und eine diffuse Anfarbung,

sowie die Anfarbung im Tumor und im normalen Lelesvgbe.

d) B-Catenin: Als wichtigster Prognosemarker fis @aansformationsrisiko wurde die 3-
Catenin Anfarbung im normalen Gewebe, sowie im Tunm Zytoplasma und im

Zellkern genau Uberpruft.

e) Glypican-3: Glypican dient zur Differenzialdiaxge zum HCC, da es dort meistens eine
stark positive Anfarbung zeigt. Analog zu den arddvlarkern wurde es im Tumor, sowie

im normalen Lebergewebe Uberprift.

f) Ki67-Antigen (=Mib-1): Dieser Marker dient der iriSchatzung der Mitoserate.
Normales Lebergewebe zeigt in weniger bis maximdalddler Zellen eine Zellteilung. Bei
malignen Tumoren ist die Mitoserate signifikant @) sodass die Adenome auf

potenzielle Malignitat hin Uberprtft wurden.

g) CK-7: Das CK-7 fungiert primar zur Diagnosesitiiey des Adenoms, da es
normalerweise nur in Gallengangen exprimiert wimt tAdenome keine Gallengange
haben. Dabei eignet es sich ebenfalls gut zur iffealdiagnose hinsichtlich einer FNH,
da diese im Gegensatz zum HCA Gallengange aufwsisge Adenome haben allerdings
cholangioduktulare Metaplasien, die ebenfalls dutas CK-7 sichtbar gemacht werden
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und laut Schirmacher und Longerich 2009 fiur denammatorischen Adenomsubtyp

sprechen.

2.3 Statistik

Anschliel3end wurde anhand der regularen Patientimadus dem Archiv, in denen der
pra- und postoperative Verlauf erfasst wurde, dieospektive Krankengeschichte erfasst
und entsprechend statistisch ausgewertet. Aufgderdgeringen Fallzahl wurden rein

deskriptive Verfahren angewendet.

3 Ergebnisse

3.1 Histologie Anhand der histologischen Betrachtung wurdenAdienome in insgesamt

sechs Gruppen eingeteilt:

1.) genetisch fettreiche Adenome
2.) sekundar fettreiche Adenome
3.) inflammatorische Adenome
4.) [3-Catenin positive Adenome
5.) sonstige Adenome

6.) Adenom/Karzinom
Die im Methodenteil genannten Marker wurden fle @&réaparate bestimmt, jedoch sind
hier nur die Ergebnisse fur die jeweils relevanidarker aufgefiihrt. Die Bewertung

erfolgte jeweils zwischen negativ (= keine Anfarguond +++ (= sehr starke Anfarbung).

3.1.1: Genetisch fettreiche Adenome

Die genetisch fettreichen Adenome werden durchrelm@hen Fettgehalt und das Fehlen
von LFABP charakterisiert. Sie entsprechen den rizmidleaux klassifizierten HNFd--
inaktivierten Adenomen. Wahrend das LFABP im féttien Tumor keine Anfarbung
zeigte, ist es umso starker positiv in den fete@armiepatozyten aul3erhalb des Tumors.
Auffallig bei diesem Subtyp ist die zytoplasmatiecAnfarbung von [-Catenin, die

teilweise bis 2+ geht und stark mit CK7, d.h. depnduktularen Metaplasien korreliert.
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Tabelle 4: Genetisch fettreiche Adenome

Patienten- | | LFABPTu
Nr FettTu | Fettinsg |
11 ++ nb. nega v + :
; ++ negativ negatiy ++ negativ

| negativ

negativ neatw _

negatiy negativ
s ++ negativ negativ + |
2 negativ negativ negativ

LegendePatienten-Nr= Patienten-NummeFett Tu= Fettgehalt im Tumoikett insg-
Fett in der normalen LebdrtFABP Tu dis LFABP im Tumor disseminiert, FABP nLg
dis=s LFABP im normalen Lebergewebe dissemini8A&A Tu diss SAA im Tumor
disseminiertGS Tu dif=Glutaminsynthetase im Tumor diffu$;Cat Tu zr 3-Catenin im
Tumor zytoplasmatisctGK7= CK7 Gehalt im Tumom.b.= nicht beurteilbar

Beispielfoto LFABP Farbung am Ubergang des normhkrergewebes zum
Hepatozellularen Adenom
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Abbildung 3: E03-07218 Patient Nr. 28, LFABP 2,5fad/ergréf3erung

3.1.2: Sekundér fettreiche Adenome

Bei den sekundar fettreichen Adenomen wurde eirehékettgehalt im Tumor bei einem
gleichzeitig hohen LFABP- Gehalt gesehen. Die Bdraming als sekundar erfolgte, weil
hier keine Mutation des HNFd-Gens vermutet wurde. Sollte diese vorliegen, wére

bekanntlich eine niedrige LFABP-Expression zu eterar Auffallig bei diesem Subtyp
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war, dass das LFABP im normalen, fettarmen Lebeeppenebenfalls sehr hoch exprimiert
war. Aul3erdem gab es noch eine teilweise sehrestaxfpression der Glutaminsynthetase.

Tabelle 5: Sekundér fettreiche Adenome

Patienten- LFABP Tu | LFABP nlg

FettTu | Fettinsg dis dis RCatTuzn| CK7

negativ +4 4 negativ negativ

negativ ++ +t negatiy

negativ negativ negativ

negativ +H

negativ + ++ +

negativ ++ +4 negatw negativ 4 ++

LegendePatienten-Nr= Patienten-NummeFett Tu= Fettgehalt im Tumoifett insg= Fett in der normalen
Leber,LFABP Tu dis LFABP im Tumor disseminiert, FABP nLg dis=LFABP im normalen Lebergewebe
disseminiert SAA Tu diss SAA im Tumor disseminierGS Tu dif=Glutaminsynthetase im Tumor diffus,
GS Tu perivenés&lutaminsynthetase im Tumor perivenBsCat Tu za [3-Catenin im Tumor
zytoplasmatischCK7= CK7 Gehalt im Tumor

3.1.3: Inflammatorische Adenome

Die inflammatorischen Adenome zeichnen sich duink starke SAA-Anfarbung aus. Im

Hamburger Kollektiv korreliert das SAA haufig miermh LFABP, was in der Bordeaux

Klassifikation nicht angegeben ist. Die Glutamirtbyatase ist teilweise ebenfalls sehr
hoch und das 3-Catenin ist zytoplasmatisch lolatisAuffallig ist Patient Nr. 3, bei dem

SAA, LFABP, GS und das Glypican sehr stark exprimiurden. Dieser Patient

entwickelte ein Jahr spater ein HCC und verstarardaDie 3-Catenin Farbung war bei
ihm zytoplasmatisch und nuklear negativ.

Tabelle 6: Inflammatorische Adenome

CK? | Glypican

negativ negativ

SAA Tu diss|SAA nLg dis

negativ negativ
13 negativ 44 negativ
20 negativ - - [y
30 negativ - negativ
BN negativ - negativ s
0 regitv |+ [N _ _f 2
49 negativ +4 negativ nega negativ negativ
16 negativ negaty | negativ negatv | negativ

LegendePatienten-Nr= Patienten-NummeFett Tu= Fettgehalt im Tumol,FABP Tu dis LFABP im
Tumor disseminiertSAA Tu diss SAA im Tumor disseminierGAA nLg diss SAA im normalen
Lebergewebe disseminigdS Tu dif=Glutaminsynthetase im Tumor diffusS Tu perivends=
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Glutaminsynthetase im Tumor perivenBsgat Tu zr 3-Catenin im Tumor zytoplasmatis@K7= CK7
Gehalt im TumorGlypicare Glypicananfarbung im Tumon,b.= nicht beurteilbar

3.1.4: R-Catenin positive Adenome

Diese Gruppe der 3-Catenin positiven Adenome urmfasseine Patientin, bei der eine
nukleare Positivitat in vereinzelten Tumorzellerchngewiesen werden konnte. Bei allen
anderen wurden nur zytoplasmatische Anfarbungen wuaterschiedlicher Intensitat
gesehen. Bei dieser Patientin bestand gleichzeitig starke SAA Positivitat, d.h. es
handelt sich hier um einen Mischtyp aus inflammattrem und 3-Catenin positivem
Adenom.

Tabelle 7: R-Catenin positive Adenome

Patienten- LFABP Tu [8-Cat Tu RCat Tu
fr. Fett Tu dis SAATudis | GSTudf |FR-cat Tuzn |nuk chol [RLatnlgzn| CK7
b negativ + negatv  [[RRE +4 T *

LegendePatienten-Nr= Patienten-NummeFett Tu= Fettgehalt im Tumold,FABP Tu dis LFABP im
Tumor disseminiertSAA Tu diss SAA im Tumor disseminierGS Tu dif=Glutaminsynthetase im Tumor
diffus, B-cat Tu za 3-Catenin im Tumor zytoplasmatis@Cat Tu nuk=3-Catenin im Tumor nukleai-
Cat Tu chol=R-Catenin im Tumor cholangioduktul@K7= CK7 Gehalt im Tumor

Darstellung der nukleéren 3-Catenin Positivitat:

.

nukledre B-Catenin Anfarbung

Abbildung 4: E97-22994 Patient Nr. 6 [3-Catenin bBah10-fache Vergrolierung
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3.1.5: Sonstige Adenome
Die sonstigen Adenome zeichnen sich durch keineifsgeh erhohten Marker auf, sondern

haben recht unterschiedliche Anfarbungen der enereMarker.

Tabelle 8: Sonstige Adenome

Patienten- | | | LFABPTu |LFABP ' E M= e
N | FettTu | Fettinsg | dis v |RCat Tuzn| CKT | Glypican
i) ~+ + + ~ +H H negativ
56 n.b. 44 n.b. 44 negatv  [R0 n.b. negativ
2 negativ +4 negativ
4 negatv | negativ -- 44 negativ
[k negativ ++ ++ #+ | o+ | ++ negativ |  negativ
I_ . o [ negatv | negativ + [
R negativ + +* ++ negativ + negativ negativ
40 negativ negativ + + [ +4 +4 negatv [ negativ
48 negativ negativ 44 nb. negativ negativ negativ negativ negativ
55 negativ ++ ++ +4 +4 ++ | negatv [ # +4 negativ
8 negatv | negatv [ ++ negativ
- negativ | negativ
18 negativ | negativ e e | negatv | negativ
negatv | negativ [ negativ | i +

LegendePatienten-Nr= Patienten-Nummefett Tu= Fettgehalt im Tumoifett insg= Fett in der normalen
Leber,LFABP Tu dis LFABP im Tumor disseminiert,FABP nLg dis=LFABP im normalen Lebergewebe
disseminiert SAA Tu diss SAA im Tumor disseminierSAA nLg diss SAA im normalen Lebergewebe
disseminiertGS Tu dif=Glutaminsynthetase im Tumor diffusS Tu periv=Glutaminsynthetase im Tumor
perivendsf3-Cat Tu zr B-Catenin im Tumor zytoplasmatis€K7= CK7 Gehalt im TumorGlypican=
Glypicananfarbung im Tumon.b.= nicht beurteilbar

3.1.6: Adenom/Karzinom

In dieser Gruppe finden sich Falle, die sowohl Amtaen als auch Karzinom-Anteile
enthalten. Daher gibt es bei den Patienten Nrd5445, 51 und 65 in der angefiihrten
Tabelle jeweils zwei Zeilen, da sich die Karzinamd Adenomanteile teils stark in den
Anfarbungen unterscheiden.

Tabelle 9: Adenom/Karzinom

G4 HCA | negativ

64 Ca negativ

54 | negativ

. . Lot ol B B ron
4 HCA | negativ e : i | negativ negativ
41C€a | negativ -
45HCA | negativ | negatv | 4+ | negatv [ negativ |
45Ca | negati
E1HCA | negativ T | ++ T =
51Ca negativ R o
G5HCA | negativ S+ D egatv R negativ |
85Ca | negaty

9 | negati negativ negativ - negativ negativ
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LegendePatienten-Nr= Patienten-NummeFett Tu= Fettgehalt im Tumoi,FABP Tu dis LFABP im
Tumor disseminiertSAA Tu diss SAA im Tumor disseminierGS Tu dif=Glutaminsynthetase im Tumor
diffus, B-Cat Tu zm 3-Catenin im Tumor zytoplasmatis€@K7= CK7 Gehalt im Tumonvib>5%= Der
Mib-Gehalt im Tumor ist gro3er als 5%)ypican= Glypicangehalt im Tumor

3.2 Statistik

Da die Fallzahl zu gering war, wurde nach Rickdpramit den Biomathematikern nur
begrenzt von statistischen Untersuchungen Gebrayerhacht, sodass die Statistik
tendenziell deskriptiven Charakter hat und keinesgagen zur statistischen Signifikanz

madglich sind.

3.2.1 Geschlechterverteilung

Nach der histologischen Einteilung der unterscitbéh Diagnosen erfolgt hier nun eine
Aufschlisselung der Anzahl der unterschiedlichemgDosen mit der dazugehérigen
Geschlechtsaufteilung:

Geschlechterverteilung

"+

12

10

Anzahl

|Frau
B Mann

Genetisch fettreiches  Sekundar fettreiches Inflammatorisches  Beta-Catenin positives Sonstige HCA HCA=HCC
HCA HCA HCA HCA

Adenomsubtyp

Abbildung 5: Geschlechterverteilung nach Adenomgubt

Frauen sind von allen Adenom Subtypen — abgesgbanden sekundar fettreichen-
haufiger betroffen. Betrachtet man die HCA>HCC Geyprallt auf, dass der Manneranteil
nun deutlich steigt. Dies spiegelt die ,Matrix-Dragge” aus Kapitel 1 wider, in der beim

mannlichem Geschlecht das Grundrisiko fur Maligrti@her ist.
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3.2.2 Alter:

Beim Alter wurde ein deutlicher Unterschied zwisth&auen und Mannern gesehen, wie
es bereits die ,Matrix-Diagnose” beschreibt: Frawgnd im Schnitt 36,93 Jahre alt,
wahrend Manner 62,0 Jahre alt sind. Im folgendeg@mm ist der Mittelwert des Alters
genauer nach Diagnosen aufgegliedert. Dort sieht deutlich, dass die letzte Gruppe
-HCA>HCC" mehr Manner enthalt, da der Altersschuith mehr als 25 Jahre angestiegen

ist.

Altersverteilung nach Adenomsubtyp

13,50066136

O Mittelwert Alter
13 5tandardabweichung

Genetisch Sekundar fettreiches  Inflammatorisches Beta-Catenin Sonstige HCA HCA=HCC (n=8)
fettreiches HCA HCA (n=6) HCA (n=12) positives HCA (n=1) (n=13)
(n=6)

Abbildung 6: Altersverteilung nach Adenomsubtyp

3.2.3 BMt
Der Body-Mass-Index liegt im Durchschnitt bei 27,8&. im Bereich der Pra-Adipositas.
Nachfolgende Abbildung zeigt uns den BMI nach Dizggn aufgegliedert:
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BMI nach Adenomsubtyp

35

Ubergewichtsgrenze

30

20

O Mittelwert BMI

15 O Standardabweichung

10

Genetisch Sekundar fettreiches  Inflammatorisches Beta-Catenin Sonstige HCA HCA=HCC (n=8)
fettreiches HCA HCA (n=6) HCA (n=12) positives HCA (n=1) (n=13)
(n=6}

Abbildung 7: BMI nach Adenomsubtyp

Auffallig ist hier, dass der BMI in der letzten Gpe ,HCA>HCC" mit 23,79 im
Normalbereich liegt. Dartber hinaus sind Patientait inflammatorischem HCA

tendenziell am schwersten, was jedoch statistigttt signifikant ist.

3.2.4 Einnahme oraler Kontrazeptiva

Nur bei 16 von 28 Patientinnen geht aus den Aktervdr, dass sie Antikonzeptiva
genommen haben. Bei 9 von ihnen gibt es genauenDate Dauer der Einnahme: im
Durchschnitt 15,1 Jahre. Es ist allerdings davaszagehen, dass unter den 9 Patientinnen,
von denen es keine Angaben gibt, noch einige dalmel, bei denen ebenfalls eine
mehrjahrige Einnahme vorliegt.
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Einnahmer oraler Antikonzeptiva

O keine Angabe
B Antikonzeptiva nein
o Antikonzeptiva ja

Anzahl
= o

2 .
1

Genetisch Sekundar fettreiches  Inflammatorisches Beta-Catenin Sonstiges HCA HCA=HCC

fettreiches HCA HCA HCA positives HCA
Adenomsubtyp

Abbildung 8: Einnahme oraler Antikonzeptiva nacheAdmsubtyp

3.2.5 Diagnosestellung

Bei der Diagnosestellung fallt auf, dass 39 % dele#ome durch eine Sonographie
entdeckt wurden, die aufgrund symptomatischer Besdlen, d.h. unklarer

Oberbauchschmerzen, gemacht wurde. Am zweithaafigstt das Adenom jedoch ein
reiner Zufallsbefund, dem keine spezielle Symptdmairausgeht.

Bei den Patienten Uber 65 Jahren, die sich in dapgg ,HCA>HCC" befinden (siehe

3.2.2), kommen noch die Routineuntersuchungen dadieuaufgrund des Alters und der

Zusatzerkrankungen haufiger erfolgen.
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Abbildung 9: Initiale Griinde fir die Diagnosestatiunach Adenomsubtyp

3.2.6 Adenomaqrofde
Die Adenomgrdl3e liefert aufgrund der Heterogeritit Gruppen keine aufschlussreichen

Daten. Die GrofRe der Adenome reichte von 1,6 cm 26s cm. Bei fast allen
Adenomsubtypen (auf3er in der Gruppe der genetistineithen und der R-Catenin
positiven Adenome) wurden auch Tumoren beobachtetien, die zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung kleiner als 5cm waren. In der @euger genetisch fettreichen Adenome
fehlen bei drei Patienten genaue Angaben zur TurdBegund in der Gruppe der [3-
Catenin positiven Adenome gibt es nur eine Patentveshalb die Angabe zur
TumorsgréRe nicht reprasentativ sein muss. Beilttergangstypen ,HCA>HCC* waren

drei von acht Tumoren kleiner als fiinf Zentimeter.
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Genetisch fattreiches Sekundar fettreiches  Inflammatansches HCA  Beta-Catenin positives Sonstige HCA HCA=HCC
HCA HCA HCA

[m<5cmast0emm> 10em okA |

Abbildung 10: Tumorgréf3e nach Adenomsubtyp

3.2.7 Adenomanzahl
Bei 34 von 46 Patienten (das entspricht 74%) lagsangulares Adenom vor. Bei den

restlichen 12 Patienten lagen mindestens 2 (vas 2)PAdenome vor.

Genetisch fettreiches  Sekundér fettreiches  Inflammatorisches HCA BetaCatenin positives Sonstige HCA HEA>HCC
HCA HCA HCA

Abbildung 11: Adenomanzahl nach Adenomsubtyp
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3.2.8 Operationen und Tumorlokalisation

Von den 46 Adenompatienten wurden vier nicht operiBei diesen erfolgte die
sonographisch, bzw. CT-gesteuerte Biopsie. Die wmieht operierten Patienten hatten
singulare Lasionen, die keine Atypien, Nekroserr @deblutungen zeigten. Die restlichen
42 Adenompatienten wurden operiert. Im Durchschretirug die Operationszeit um die
200 Minuten. Es wurden siebenmal Hemihepatektonmechts (das entspricht den
Lebersegmenten V-VIII nach Couinaud), neunmal liaesale Resektionen (entspricht
den Segmenten Il und Ill), zwdlfmal atypische Réisglen und 28 typische
Segmentresektionen durchgefiihrt. Bei den Opemti@rfolgte auf individueller Basis
bei 22 von 42 Patienten eine Cholezystektomie.

Abbildung 12 gibt einen Uberblick Uber die resezirrAreale nach Adenomsubtyp.

Tumorlokalisation

60 -

40

mHCA>HCC

m Sonstige HCA

— B Beia-Catenin positives HCA
Olnflammatonsches HCA

0 Sekundar feftreiches HCA
| Genetisch felireiches HCA

Anzahl
L
[ =

20

=
Lo  HH ,-E

Segl Seg il und Sag IV Seg V. VLWV Seqg VIl
resezlene Segments

Abbildung 12: Tumorlokalisation nach Lebersegmenten

Hier fallt auf, dass zum einen die linkslateral@gi®ente 1l und I, sowie die im rechten
Leberlappen lokalisierten Segmente V, VI und VIl Baufigsten entfernt wurden. Dabei
war die rechte Leber die haufigste Lokalisation dsnoms in dieser Studie. Zur
besseren Ubersicht dient die untere Abbildung My die die Lebersegmente nach
Couinaud zeigt und in der ersichtlich wird, dassdiLebersegmente Teil der rechten
Leber sind. Couinaud erforschte 1954 in seinebentlichung ,Lobes et segments

hepatiques: notes sur I'architecture anatomiquhietirgicale de foie* die intrahepatische
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Leberanatomie zunachst anhand der Gallengange siedd&r Arteria hepatica, um
anschliel3end die Grenzen der typischen, d.h. amstben Lebersegmente, anhand des
Verlaufes der Endéste der Vena portae zu studi@emnaud erkannte die Wichtigkeit
der Vena portae, bei deren Verschluss es zu Nakiosgen Lebersegmenten kommt. Fir
die heute Leberchirurgie haben diese Lebersegnmestiean Bedeutung verloren, da sie
vor allem bei malignen Tumoren den Vorteil bietéass sich der Tumor analog der

Zuflisse der portalen Strukturen und Gallengangbraitet.

Abbildung 13: Anatomische Lebersegmente nach Caoudivan URL:
http://www.radiologyassistant.nl/en/4375bb8dc241&.05.2012 14:06 Uhr]

3.2.9 OP-Komplikationen
Die Komplikationen bei den Resektionen wurden nat Glavien-Dindo Klassifikation

erfasst (Clavien et al. 2009). Insgesamt kam es36&1% der Patienten (13 von 42) zu
Komplikationen postoperativ. Acht Patienten erittcomplikationen vonirad Clavien |
bzw. I, das entspricht der Gabe von Medikamenten wie Aralgetika oder Antiemetika
oder Bluttransfusionen oder dem Offnen von Wunditidmen am KrankenbetClavien
Grad Ill bezeichnet chirurgische, endoskopische oder mgigthe Intervention|lla)
ohne Vollnarkose]llb) mit Vollnarkose. Insgesamt kam es bei zwei Patiertu einer
Komplikation des GradeHBla) oderllib). Bei 2 Patienten wurden Komplikationen des
Grades IVa)behandelt, das entspricht einer lebensbedrohlisloenplikation wie z.B. die
Dialysebehandlung bei einem akuten Nierenversageiese Patienten hatten eine

operationsbedurftige Blutung sowie einen Re-Myokdedkt. Ein Patient verstarb an
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einem Multiorganversagen nach einer Transplantationd anschlielender Re-
Transplantation bei primarem Transplantatversa@éavienKomplikationGrad V).

OP-Komplikationen nach Clavien-Dindo

100% -

30% -

80% -

T0% -

B0 mHCA=HCC
-
B Sonstige HCA
50% O Beta-Catenin positives HCA
-

O Inflammatorisches HCA
B Sekundar fettreiches HCA
O Genetisch fettreiches HCA

Prozentzahl

40% A

30% —

20% ——

10% +——

0%

Clav!(n=6) Clavll (n=2) Clav llla) Clav lllb) Clav [Va) ClavIWb) ClavV (n=1) kA (n=4)
(n=2) (n=0} (n=2) (n=0}

Clavien-Gradeinteilung

Abbildung 14: OP-Komplikationen nach Adenomsubtypen

3.2.10 Comorbiditdten

An erster Stelle steht hier die Adipositas mit 2&#&, ab einem BMI von 30 diagnostiziert

wird. Direkt darauf folgten zusétzliche Erkrankunges Herzkreislaufsystems, von denen
jeder vierte Adenompatient betroffen ist, wobeieaeller Hypertonus hier die gréfite

Gruppe bildet. Diabetes folgt mit 17%, welcher dieéas des metabolischen Syndroms
komplettiert. Hier muss allerdings angemerkt werdkass im Gegensatz zu Bioulac-Sage
et al. 2009 nicht ein MODY-Diabetes gemeint istpdrn der haufige Diabetes mellitus

Typ Il. Schilddrisenerkrankungen zeigten 20% deieRten.
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Comorbiditaten

100% -

80%

80%

- -
60%

50%

Prozent

40%

0%

Ok A

B Asthma
mEpilepsie
mTumor
OFNH

O Diabates

B Schilddrise
mHerz

20%

10%

0% T
Genetisch fettreiches Sekundar fettreiches  Inflammatonaches
HCA HCA HCA

=

Beta-Catenin Sonstige HCA HCA=HCC
positives HCA

Adenomsubtyp

Abbildung 15: Comorbiditaten nach Adenomsubtyp

Comorbiditaten Il
100%
B0% +—— —
60% +— OkA
E O Cholezystilis
E m Refluxosophagitis
o mFolgen des Leberschadens
0% —— - | mAdipositas
20% +—
0% T T
Genetisch Sekundar Inflammatonsches Beta-Catenin Sonshige HCA HCA>HCC
fettreiches HCA  fettreiches HCA HCA, positves HCA
Adenomsubtypen

Abbildung 16: Comorbiditaten Il nach Adenomsubtyp

3.2.11 Labor

Bei den Labordaten wurden praoperativ bzw. vor sterographischen Stanzbiopsie die

leberspezifischen Transaminasen, CRP als Entzisdua$ger, Hamoglobin, Gerinnung

und die Tumormarker bestimmt. Die Tumormarker ssggharat unter dem Unterpunkt

3.2.12 aufgefuhrt.
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Die Transaminasen ASAT und ALAT waren bei der Hglfler Patienten aul3erhalb der
Norm, die GGT war bei 30 von 46 Patienten (daspeitist 65%) auf durchschnittlich
153,3 U/L erhdht (Normwert < 38 U/L). INR und PTTrfdie Gerinnung waren
unauffallig. Auf das CRP sollte noch ein Augenmggtegt werden, da es bei 72% der
Patienten erhoht war, beim inflammatorischen Sublige HCA bei 10 von 12 Patienten,
das entspricht 83%. Dies deckt sich mit dem Benatt Sa Cunha et al. aus dem Jahr
2007, die von einem sog. ,inflammatorischen Syndrdrai einem inflammatorischen
HCA berichteten, das u.a. mit einem erhéhten CRPABmMg/L einherging.

Beim Hamoglobin sieht man bei der Halfte der Pa#iererniedrigte Werte, wobei diese
meist sehr nah an den Grenzwerten lagen und nureipem einzigen Patienten im
transfusionsbedurftigen Bereich mit 7,1 g/dl. Dettéwert des Hamoglobins lag jedoch

bei keinem Subtyp unterhalb der Norm.

3.2.12 Tumormarker

Als Tumormarker wurden CA19-9 sowie AFP praopera@stimmt. Dabei waren beide
Marker jeweils dreimal erhéht und alle vier Paten{bei zwei von ihnen war jeweils nur

ein Marker erh6ht) stammen aus der Gruppe ,HCA>HCC*

3.2.13 Follow-Up und Tumorrekurrenzen:

Wie bereits im Patienten- und Methodenteil untéretwahnt, erschienen lediglich 24 von
46 Patienten zum Follow-Up. Unter diesen Patiemtarden insgesamt bei vier Patienten
eine Rekurrenz des Tumors gefunden, darunter befarsich zwei Adenome und 2
Hepatozellulare Karzinome. Die Adenomrekurrenzefardmen sich in der Gruppe der
sekundar fettreichen und der sonstigen AdenomeGégensatz dazu fand man die HCC
Rekurrenzen unter den sonstigen Adenomen und demgaihgsfallen ,HCA>HCC". In
der 3-Catenin positiven Gruppe fand man kein Rezallerdings enthélt diese Gruppe nur
einen Patienten. Erwahnenswert sind zum Schlussh ndie primar gedul3erten
Verdachtsdiagnosen bei diesem Patientenkollektiei iBsgesamt 8 Patienten war die
initial geduBerte Verdachtsdiagnose HCC oder HQ#cka Zur besseren Ubersicht dient
nachfolgende Tabelle.
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Definitive |6 6 1B- 12 13 8
Histologie | genetisch |sekundar | Catenin |inflammatorischesonstige |Adenome
fettreiche | fettreiche |postives | Adenome Adenome |im
Adenome | Adenome | Adenom Ubergang

zum HCC

Geschlechtso 19 |39 33 (19 8% 43199 43 |22 63

Klinisch |29 (Pat. |14 (Pat. |O 19 (Pat. 13) 3 (Pat. 20

\;Ieé(g:achtlg 24,25) 36) 32,55,58) (Pat.54,64
54 (Pat. 9,
41, 45,
51,65)

Kinisch 39,13 [39,23 |19 7% 4D 199,13 144 (Pat.

verdachtig 26)

HCA

Definitive |0 0 0 13 (Pat. 3) 0 * 20

:lcs:tglogle bestétigt | bestatigt (Pat.54,64
63 (Pat.
9,26,41,
45, 51,65)

Rekurrenz | O 19 (Pat. |0 O 19 (Pat. |O

HCA 10) 27)

Rekurrenz | O O O O 13 (Pat. |12 (Pat.

HCC 7) 54)

Legende?= Frau J4=Mann 0= keine

Mischanteil von HCC und HCA in der Histologie

Tabelle 10: Ubersichtstabelle der Ergebnisse

*= pei diesen Patienten gab es einen
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4 Diskussion

Ziel der Arbeit war es, die Indikation zur chirlsghen Resektion von Leberzelladenomen
anhand einer immunhistochemischen SubtypisierumgBioulac-Sage aus dem Jahr 2009
aus Bordeaux zu uberprufen. Dafur wurden die Geprelben von 46 Patienten, die von
1996 bis 2010 am Universitatsklinikkum Hamburg-Eppmh mit der Diagnose
.Leberzelladenom” entweder mittels einer Stanzhpdiagnostiziert, oder mittels der
chirurgischen Resektion primar therapiert wurdenmunhistochemisch mit verschiedenen
Antikorpern gefarbt. Die verwendeten Antikdrperhtieten sich gegen LFABP, SAA, GS,
3-Catenin, CK7, Mib-3 und Glypican. Aus den untbkisdlichen Farbeeigenschaften
wurden analog der Klassifikation aus Bordeaux Sudny identifiziert und mittels
Datenerhebung aus den klinischen Akten und Follgsdtersuchungen Risikoprofile fur
das Auftreten von Rezidiven und maligner Entartengfellt. Dabei war vor allem von
Bedeutung, ob anhand der Subtypisierung eine whiedliche Therapie resultiert, da z.B.
der B3-Catenin positive Subtyp nach der Studie viomlBc-Sage (2009) ein hoheres Risiko
fur eine maligne Entartung trage und somit die Kation zur priméar chirurgischen
Therapie bestehe im Vergleich zum HNé&Imutierter Subtyp, der nach der Studie aus
Bordeaux kein erhohtes Risiko fur eine maligne Euotey trage und somit bei geringer

GroR3e und Beschwerdefreiheit des Patienten nicm&preseziert werden muisse.

4.1 Histologie
4.1.1 Morphologie der Subtypen:

a) HNF1a mutierter Subtyp (genetisch fettreicher Subtyp):

Dieser Subtyp wurde durch eine fehlende Anfarbuag LZFABP in einem fettreichen
HCA charakterisiert. Die fettarme, das Adenom unegele Leber zeigte eine normale
Anfarbung von LFABP. Zusatzlich zeigte sich eine rie¢tation zwischen der
zytoplasmatischen Anfarbung von [3-Catenin mit defafdbung von CK7, die sich bei

neoduktuldren Metaplasien positiv anfarben lasst.

b) Sekundér fettreicher Subtyp:

Dieser Subtyp wurde neu im Hamburger Patientenkidliedentifiziert. Er manifestierte
sich durch einen hohen Fettgehalt im Adenom, saleiegleichzeitig starken Anfarbung
von LFABP im Adenom und war als Entitdt nicht inrdstudie von Bioulac-Sage
beschrieben worden. Das LFABP zeigte bei diesemtyBuBowohl im fettreichen

41



Adenom, als auch im fettarmen, gesunden Lebergeveshe vermehrte Anfarbung.
Zusatzlich wurde die GS im Adenom teilweise stat@rgmiert. Die starke Anfarbung des
LFABP bei gleichzeitig hohem Fettgehalt wurde aieesekundare, d.h. nicht genetische

Mutation interpretiert.

c¢) Inflammatorischer Subtyp:

Dieser Subtyp wurde durch eine starke SAA Anfarbahgrakterisiert. Zusatzlich wurde
bei den Hamburger Patienten im Gegensatz zu Boxdeiae Korrelation mit der LFABP

Anfarbung gesehen.

d) B-Catenin mutierter Subtyp:

In dieser Studie wurde nur eine Patientin mit die§&ubtyp identifiziert. Die Leberbiopsie
zeigte eine nukledre und zytoplasmatische Anfarbdeg R-Catenin Antikérpers im
fettarmen Adenom. Zusétzlich zeigte sich noch etseke SAA Anfarbung im Tumor

sowie eine LFABP Anfarbung im Tumor.

e) Sonstige Adenome:

Dieser Subtyp wurde durch keine spezifische Anfidgouausgezeichnet. Die
Gewebeproben dieser Studie zeigten meist eine mifisgbe LFABP-Anfarbung, sowohl

des Adenoms, als auch des normalen Lebergewebes.

f) Adenom/Karzinom:

Bei diesem Subtyp zeigten sich sowohl Anteile eibesmignen Adenoms, als auch
Ubergange zum HCC. Die Anfarbungen der einzelnerk&tavaren recht unterschiedlich.
Die Karzinomanteile waren erwartungsgemalf im Gegerms den Adenomen durch eine
Positivitdt von Glypican-3 charakterisiert. Aul3erdezeigte sich eine durchgehende

Fettarmut dieser Tumoren.

4.1.2 Allgemeines zur Histologie:

Bei diesem Patientenkollektiv wurden einige Unteisde bemerkt. Allgemein
manifestierten sich die Subtypen bei Bioulac-Sagal.e2009 spezifischer, d.h. dass zum
Beispiel beim inflammatorischen Subtyp nur das SAérmehrt exprimiert wurde,
wahrend die inflammatorischen Adenome dieser Stadia Teil auch vermehrt LFABP

exprimierten.
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Als nachsten Unterschied sind die in dieser Stadisesekundar fettreich bezeichneten
Adenome zu nennen, die es in der Bordeaux-Klasgifik nicht gibt. Bei ihnen
exprimierten die fettreichen Adenome stets kein BPA wahrend es im Hamburger
Kollektiv sowohl fettreiche Adenome gab, die LFABRprimierten, als auch solche, die es
nicht taten.

Ein weiterer, klinisch sehr bedeutsamer Untersch&ddas Transformationsrisiko: Im
Gegensatz zu der Bordeaux-Population haben im Hayabollektiv der Ubergangstyp
sowie die unspezifischen Adenome (,Typ der sonstiggdenome”) ein erhoéhtes
Transformationsrisiko. Bei Bioulac-Sage et al. 2@@&b es 3-Catenin Mutationen beim
inflammatorischen und beim nichtmutierten, nicHénfmatorischen Subtyp. Dazu muss
aber gleich angefligt werden, dass es nur einergemnukledren positiven 3-Catenin Fall
gab, im Gegensatz zu den in Bordeaux genanntenrdZemt. Dafir wurden in dieser
Studie 8 von 46 Patienten gefunden, die neben Adenauch HCC- Anteile im
Tumorbereich hatten. Das entspricht 17%, im Vérgleu den bei Bordeaux genannten
5%. Bei den meisten dieser Risikofalle war- wie &@mt- eine 3-Catenin-Positivitat als
Risikoindikator nicht nachweisbar.

Das bedeutet, dass im Hamburger Patientenkollekdin deutlich hoheres
Transformationsrisiko bestand. Fast jeder funfteeRamit der Diagnose eines benignen
Leberzelladenoms hatte oder entwickelte im Verlauf bdsartiges Hepatozellulares

Karzinom. Zur besseren Ubersicht werden die Subtyyaehfolgend einzeln diskutiert.
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Vergleich Hamburg/Bordeaux
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Abbildung 17: Vergleich der Subtypen in Hamburg Butdeaux

4.2 Klinik:
4.2.1 HNFle mutierter Subtyp (genetisch fettreicher Subtyp):

Insgesamt ist dieser Subtyp in dieser Studie seltehManner sind wenig betroffen mit
nur einem von sechs Patienten. In der vorliegei@8tadie haben 13% der Patienten diesen
Subtyp im Vergleich zu den in Bordeaux genannte¥ 3Bioulac-Sage et al. 2009). Von
diesen Patienten hat Patient Nr. 11 eine berictimens Krankengeschichte. Dieser Patient
war primar nicht operiert worden. Er hatte 1999Riastata-Karzinom und im Rahmen der
Tumornachsorge hatte man im Jahr 2008 im Lebersaeigviél eine 4,6x4,1cm grol3e
Raumforderung gesehen. In der Stanzbiopsie zeigte das Adenom ohne erhdhte
Proliferationsrate und einem negativen Glypican. der nachtraglichen Farbung im
Rahmen dieser Studie wurde ein HNFHiegatives Adenom diagnostiziert. Auch das 13-
Catenin war negativ. Im April 2011 wurde er erneoitstellig bei GroRenprogredienz der
Lasion auf 7,6x7,2cm. Im Befund der externen Compomographie beschreibt der
Radiologe eine Raumforderung, die vereinbar miemirgrof3enprogredienten Biliom sei,
allerdings differentialdiagnostisch auch eine zantnekrotische Lebermetastase des
Prostatakarzinoms sein konnte. Passend zur Metastgsothese hatte er multiple
paraaortale und iliacale LymphknotenmetastasenPagent wollte sich nicht erneut einer
Probebiopsie unterziehen. Daher kann man nichtchlisBen, dass es sich bei dem
Befund lediglich um ein groRenprogredientes Ademaar ein zum HCC transformierten

Adenom handelt.
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Bei Patientin Nr. 25 bestand initial die Verdacihgdose eines HCC. Diese Patientin litt
zuvor ein Jahr lang unter einem Druckgefuhl und dggwgsabhéngigem Schmerz im
rechten Oberbauch. Im MRT fand man ein zentral otedahes HCA von 11,5cm x 8,3cm

x 9,5 cm GrolRe ohne sichere Abgrenzung zum HCC.TDimormarker waren negativ.

Nach der Resektion identifizierte man ein Adenonglcives nach der nachtréglichen
Immunhistochemie als HNIetnegatives Adenom klassifiziert wurde, obwohl kein
signifikanter Fettanteil im Tumor nachweisbar wBxafir waren alle Marker negativ,

aul3er LFABP, das im Tumor negativ, im normalendrgbwebe aber stark positiv war.
Daraus wurde erschlossen, dass dieses Adenom vdpetetik her ein HNFd-negatives

Adenom ist.

Eine Alkoholanamnese hat keiner dieser sechs RatieAnalog dazu haben Jeannot et. al
kirzlich (2011) herausgefunden, dass dieser Suntypindest bei Ratten nicht haufiger
bei Ethanolexposition auftritt, d.h. Alkohol istikeRisiko fur die HNF1la Mutation.

4.2.2 Sekundar fettreicher Subtyp:
Dieser Subtyp ist ebenfalls mit 13% der Félle (Gdpden) selten. Es waren gleich viele

Frauen wie Manner betroffen.

Patientin Nr. 10 stellte sich 2008 mit diffusen Blaschmerzen und Ubelkeit in der
Notaufnahme vor. Zuvor hatte sie im Jahr 2006 ml@tEinblutungen in der Leber, die
konservativ therapiert wurden. In der damals dueliigrten CT-Untersuchung konnte
keine exakte Diagnose gestellt werden. Es wurd&dedacht auf Himangiome geéulert.
Bei der Operation 2008 entfernte man den 8x6x6 wfien Tumor zusammen mit einem
500mL messenden, alten Hamatom. In der Immunhistoah zeigte sich ein 3-Catenin
negatives, stark LFABP positives Adenom. Der Peddifionsmarker MIB-3 war in 3 %

der Tumorzellen positiv, das Glypican negativ. Cratientin hat bis heute keine
Rekurrenz.

Bei Patient Nr. 36 bestand initial der Verdacht emf HCC. Vor seiner Operation erfolgte
zweimalig eine Leberstanzbiopsie, wobei sich keimliyhom zeigte. Bei typischer

Anamnese mit Alkoholabusus und einer allergisclistthen Zirrhose bei fraglichem Z.n.

Hepatitis bestand dennoch der hochgradige V.a.HQC. Nach der Operation mit

Resektion des 6,4x4,3cm grol3en Tumors wurde eirerzebadenom ohne Malignitét

festgestellt, das sehr fettreich war und eine st&ulkABP Positivitat zeigte. Der Patient

zeigt inzwischen eine Alkoholabstinenz und hat &dRekurrenz.
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Zu diesem Subtyp gibt es keine Vergleichsdatemielse Tumorentitat im Rahmen dieser
Studie erstmalig abgegrenzt wurde.

4.2.3 Inflammatorischer Subtyp:

In dieser Studie gehoéren 26% der Adenome dieseny®an, im Vergleich zu Bioulac-

Sage 2009 ist das sehr wenig, bei ihnen sind 480 Adlenome inflammatorisch.

Walther et Jain haben 2011 gesagt, dass dies déig$té Subtyp bei Mannern ist. Hier
sind von den 12 Patienten 4 mannlichen Geschledas, sind insgesamt 8,6% der
Hamburger Adenome und somit ebenfalls der haufigaibtyp, wenn man von der
Adenom/Karzinom Gruppe absieht.

Wie bereits im Ergebnisteil berichtet, entwickdhatient Nr. 3, der nicht operiert worden
war, ein Jahr spater ein HCC, an dem er versBigbl eberstanzbiopsie hatte man 1996
bei dem damals 47-jahrigen Patienten entnommen anstdim Rahmen dieser Studie
retrospektiv immunhistochemisch gefarbt, mit demgdbnis, dass die Glypican Farbung
deutlich positiv war. Die Transaminasen bei dies@atienten waren damals nur
geringgradig erhdht (ASAT 69 U/L, 66 U/L), Tumorrkar hatte man nicht bestimmt.
Ansonsten war der Patient bis auf eine Aortenklappseiffizienz gesund. Das 3-Catenin
in der Immunhistochemie zeigte sich negativ, ebesisodie Glutaminsynthetase. Dieser
Patient ist ein gutes Beispiel fur die Notwendigldie Indikationsstellung zur Operation
weiter auszulegen und prinzipiell Adenome frihperu resezieren. Darlber hinaus zeigt
dieses Beispiel, dass auch junge, weitgehend gesMetischen ohne Risikofaktoren ein
HCC entwickeln kdnnen.

Moglicherweise ist dies auch ein Fall des sogereamaampling errors, d.h. dass das HCC
u.U. schon zum Zeitpunkt der Leberstanzbiopsiedmeistjedoch nicht im Bereich der
Leberstanze.

Zu den anderen Patienten kann gesagt werden, assser Studie eine hohe Korrelation
zwischen der SAA Positivitdt und der LFABP Posttivibesteht. Nach den Bordeaux-
Subtypen sind die Hamburger inflammatorischen Séstyfolglich streng genommen bis
auf Patient Nr. 5 gar keine, da bei allen andererh alas LFABP erh6ht ist. Sie wurden
dennoch in die Gruppe der inflammatorischen Adenemgeordnet, da die SAA Farbung

als entscheidend betrachtet wurde.
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Patientin Nr. 5 ist weiblich, mit einem BMI von 2a$eutlich Ubergewichtig und hatte
jahrelang orale Kontrazeptiva eingenommen. Im ANen 26 entwickelte sie einen
Lebertumor, der zunachst beobachtet wurde und ihmmiea einer GréRenprogredienz auf
15x15cm 2 Jahre spéter reseziert wurde. Der Tunaworstark eingeblutet und nekrotisch.

In der nachtréaglichen Immunhistochemie zeigte @r als inflammatorisches Adenom.

4.2.4 3-Catenin mutierter Subtyp:

In dieser Studie gab es nur einen Fall von nukid&€atenin Positivitat bei Patientin Nr.
6. Dies entspricht 2% aller Adenompatienten. BeiuBic-Sage et al. 2009 sind es 12,5%
3-Catenin positive Adenome, von denen 4,7% reidiesen Subtyp gehodren und der Rest
inflammatorische Adenome mit einer (3-Catenin Pasiti waren. Wenn das ebenso
betrachtet worden ware, kdbnnte man diese Patiemgentlich ebenso in die Gruppe der
inflammatorischen Adenome einordnen, die R-Catg@asitiv ist. Zum Vergleich haben
bei Walther et Jain 2011 10% aller Adenome ein tpes (3-Catenin, bei ihnen
charakterisiert sich dieser Subtyp durch diffuse AB%&rbung, sowie nukleare 3-Catenin
Anfarbung. Zudem sei er haufiger bei Mannern untiegeft mit Pseudoazini und
Dysplasie einher (Walther et Jain 2011).

Allgemein kann gesagt werden, dass diese Studigli@igen Subtyp allein aufgrund der
geringen Anzahl keine Aussage Uber das Transfoomsisiko von R-Catenin mutierten
Tumoren treffen kann.

Bei Patientin Nr. 6 hatte man im Jahre 1997 aufgrwon haufiger Ubelkeit ohne
Erbrechen oder Durchfall eine Blutentnahme gemagbbei man erhdhte Transaminasen
feststellte. Die Tumormarker waren negativ. Daraufblgte ein Ultraschall der Leber, bei
dem sich eine 9,7x5,6x7 cm grol3e Raumforderungegntent VI darstellte. In einer
Feinnadelpunktion zeigte sich eine Peliosis derekalnd ein starker Verdacht auf ein
Leberzelladenom. Wegen der Gefahr der Blutung untrEingsrate entschied man sich
fur eine Operation, bei der sich damals in derdiligfie keine Zellatypien zeigten. Bei der
erneuten Immunhistochemie 13 Jahre spater wurdéifrezshe Zellatypien entdeckt,
aul3erdem eine starke Glypican Positivitat, 3-Catétositivitat, sowie SAA-Positivitat.
Bedauerlicherweise ist diese Patientin nicht zutiolReUp gekommen und es kann keine
Aussage uber eine Rekurrenz des Tumors getroffetiene
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4.2.5 Sonstige Adenome:

Mit 14 Patienten in dieser Gruppe entspricht d& 2ller untersuchten Adenome und ist
die gro3te Gruppe in dieser Studie. Im Vergleichudst es bei Walther et Jain 2011 die
kleinste Gruppe mit 5%, in Bordeaux sind es 4,6% [atienten (Bioulac-Sage et al.
2009). Das mag unterschiedliche Grinde haben, zumenekénnten die Hamburger
Farbungen unspezifischer sein, d.h., dass es icigllgermehrt zu einer Anfarbung kam,
die in Bordeaux negativ gewesen ware. Zweitens lemmebenso sein, dass in anderen
Studien eine z.B. bei uns 1+ Positivitat in Bordeals negativ gewertet wurde.

In dieser Gruppe gab es in dieser Studie eine Retkziund ein Rezidiv.

Patientin Nr. 27 stellte sich im Fruhjahr 2003 imiklinikum Eppendorf vor, nachdem sie
seit September 2002 unter Druckschmerzen im Obehbauit kolikartigen Blahungen litt.
Die Transaminasen waren erhgoht: ASAT 218 U/L, ALAG2 U/L, GLDH 43 U/L, GGT
36 U/L. Die Tumormarker waren negativ. Nach Resgkties 13cm grof3en Tumors zeigte
sich histologisch ein LFABP positives, nicht feittees Adenom. In der nachtraglich
durchgefuhrten Immunhistochemie zeigte sich aulerei@e starke Positivitat fir die GS
und eine Positivitat fur Glypican. In der Nachkatie zeigte ein CT vom 2008 eine 1 cm
grol3e Raumforderung im Bereich der ehemaligen Riesskone. Die Patientin wurde bis
heute nicht operativ versorgt.

Bei Patient Nr. 7a wurde 2000 im Rahmen einer Reutitersuchung beim Hausarzt ein
Tastbefund der Leber aufféllig, der sich im CT stark HCC verdachtiger, 10cm grol3e
Raumforderung der linken Leber, nur schwer abgranzbm Pankreaskorpus zeigte. Der
Patient hatte keinerlei B-Symptomatik und keinedaten Tumormarker. Zum Ausschluss
eines Primartumors erfolgten eine Osophagogasto®haskopie, sowie eine Koloskopie,
die beide keinen Hinweis auf einen eventuellen Rrins ergaben. Nach der Operation
zeigte sich in der Histologie ein 6x8cm grol3es Anen2004 stellte der Patient sich erneut
mit einer zunehmenden Oberbauchsymptomatik undnein@®llegefihl vor, in der
Sonographie und in der Angio-CT zeigten sich mehf@aumforderungen im rechten
Leberlappen mit zentraler Nekrose, passend zu Adenooder differentialdiagnostisch
auch multizentrischem HCC. Die Stanzbiopsie ergabrehepatozellularen Knoten ohne
Malignitatshinweise, vereinbar mit einem Adenomi Ben Tumormarkern zeigte sich
lediglich CA 19-9 mit 41,3 kU/L (Grenzwert: bis KU/L) erhoht. Nach der Operation
ergab die endgultige Histologie ein maximal 19,5dorchmessendes HCC pT3, G1.
Seither geht es dem Patienten gut, in der diegi@hrKontrolle zeigte sich die Leber

tumorfrei. In der nachtraglich durchgefihrten Immistochemie seines OP-Resektates aus
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dem Jahr 2000 wurde ein fettarmes, stark LFABPtpesi, stark GS positives und stark
Glypican positives Adenom gefunden. Das RR-Caterigte nur zytoplasmatisch geringe
Aktivitat. Dieser Patient ist ein gutes Beispiet flie gute Prognosefahigkeit des Markers
Glypican, da dieses bereits im Primartumor bessggregend hoch war und vier Jahre

spater das Adenom maligne transformierte.

4.2.6 Adenom/Karzinom:

In dieser Gruppe gibt es 8 Patienten, das entgptic¥ und ist somit eine sehr hohe Zahl
im Vergleich zu den genannten 4,2% bei Stoot €G10. Die meisten der Patienten waren
Manner mit einer Verteilung von zwei Drittel zu em Drittel Frauen. In dieser Gruppe
gab es ein Rezidiv des HCC’s und einen Todesfall.

Patientin Nr. 54 bekam im November 2007 im Rahmieesegastrointestinalen Infekts
eine Oberbauch-Sonographie. Dabei entdeckte mam dinmor im rechten Oberbauch,
der, wegen der Grol3e von 26cm und des massiv tem@&FP von 1161 kU/L, sofort
operativ mittels einer erweiterten Hemihepatektonsiehts reseziert wurde. Dabei ergab
sich histologisch ein multifokales bilobuldares HG2, pT3, RO, von 26cm Durchmesser
in einem Adenom. Im Juni 2008 zeigte sich in deci¥antrolle ein HCC Rezidiv durch
erhohte Laborparameter und im CT Abdomen. Somitekrdie Patientin im Juni 2008
eine Splitlebertransplantation und lebt seitherdiefzei.

Patient Nr. 45 wurde 2008 bei bekannter athyltdwesc Zirrhose fur eine
Lebertransplantation evaluiert. Im November 200%lgte die Transplantation. Bei
primarer Non-Funktion erfolgte am Folgetag die RanBplantation. Er verstarb kurz nach
der Operation an einer unstillbaren Massenblutimder Explantat-Leber zeigte sich dann
das Adenom.

Auffallig an dieser Gruppe ist die durchgehendetdfetut der Tumoren. Ebenfalls
auffallig sind die Unterschiede beim Mib und Glgriczwischen den Karzinomanteilen
und den Adenomanteilen. Dort sieht man bereitssefevierig eine exakte Zuordnung der
Tumoren ist, die nur in bereits mutierten Areal@meeerhthte Positivitat fur Mib oder
Glypican zeigten. Bei nicht resezierten Tumorennkdie Stanze folglich einen benignen

Befund anzeigen, wenn an dem mutierten Areal vaybsianzt wird.
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4.3 Statistische Auswertung

Aufgrund des kleinen Patientenkollektivs wurde eimein deskriptive Statistik
durchgeflhrt.

4.3.1 Geschlechterverteilung und Alter:

Die Patienten dieser Studie waren zu 61% weiblicheschlechts und zu 39% mannlichen
Geschlechts. Dies ist im Vergleich zu anderen $tudiie z.B. Leese et al. 1988 mit 83%
weiblichen und 17% mannlichen Patienten, oder vaiteA et al. 2010 mit 97%
weiblichen und 3% mannlichen Patienten eher untigs Verteilung. Das mag
verschiedene Grinde haben, wie zum Beispiel eilek&ms-Bias, so dass vermehrt
Manner mit unklaren Lebertumoren in dem tertiarabdrzentrum des UKE vorgestellt
wurden, wahrend bei Frauen eher die typische Degrides HCA gestellt wurde, die
entsprechend ambulant auswaértig weiter betreut evifddem mogen auch verschiedene

Ernahrungsgewohnheiten eine Rolle spielen.

Ein weiterer Grund mag das Gesundheitssystem innkFegh sein. Beim

Altersdurchschnitt wurde festgestellt, dass die Miinim Schnitt bereits 62,0 Jahre alt
waren. In Deutschland geht man in diesem Alter igéufzum Arzt, da es einige
Praventionsuntersuchungen gibt, genauso wie delicjgédn Check-up beim Hausarzt, bei
dem routinemaRig die Transaminasen mitbestimmt everdn Frankreich nimmt der
Allgemeinarzt kein Blut ab und fuhrt keine Diagnkswie z.B. Ultraschall durch, sodass
der Patient immer zu Spezialisten Uberwiesen wemdeiss (Butters 2002). Dadurch
werden madglicherweise Patienten (bersehen, die ieutddhland bei den

Routineuntersuchungen auffallen.

4.3.2 BMI:

Beim Body-Mass-Index wurde gesehen, dass alle @mupm Ubergewichtigen Bereich
liegen aul3er der 3-Catenin Patientin und der GruppedCA und HCC. Die 3-Catenin
Patientin ist als Einzelperson nicht reprasentaBei den Ubergangsfallen ist das
niedrigere Korpergewicht erklarbar durch das uctaeslliche Patientenkollektiv mit
alteren, mannlichen und multimorbiden Patienten.defm kann die maligne
Transformation ebenfalls zu einer Gewichtsabnahiieeh. Ein vermindertes Gewicht

scheint mit der malignen Transformation zu korrelie
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4.3.3 Einnahme oraler Kontrazeptiva:

Bei 57% der Patientinnen ist die Pilleneinnahme abek, bei 11% gab es keine
Pilleneinnahme und bei den restlichen 32% fehlem Daten. Beim Blick auf die
Gruppenverteilung fallt auf, dass Frauen in allenugpen orale Kontrazeptiva
eingenommen haben aufRer in der Ubergangsform. Scheint die Pille kein Risikofaktor
fur einen spezifischen Adenomsubtyp zu sein, sondar ein genereller Risikofaktor fir
ein Adenom. Im Ubergangssubtyp fehlen Daten, dsh.iseé unklar, ob und wieviele

Patientinnen orale Kontrazeptiva eingenommen haben.

4.3.4 Diagnosestellung:

Bei der Diagnosestellung wurde gesehen, dass disteaneAdenome nur bei jungen
Patienten mit einem Durchschnittsalter von 36,98rela bei Symptomen mittels eines
Ultraschalls oder durch Zufall entdeckt wurden. Ben &lteren Patienten im Alter von
62,0 Jahren wurden mehr Félle gesehen, bei densnAdanom im Rahmen einer
Routineuntersuchung festgestellt wurde. Dies ldest Schluss zu, dass, wenn jlngere
Menschen haufiger eine Generaluntersuchung hatteam sicherlich mehr Adenome

entdecken wirde.

4.3.5 AdenomagroRe:

Die GroéRRe der Tumore zeigte sich in allen Gruppemiéh verteilt, 10 Tumoren waren

kleiner als 5cm, 14 Tumoren zwischen 5 und 10cmQiidimoren gréf3er als 10cm. Drei
der acht Tumoren aus der Gruppe ,HCA>HCC" wareinkleals 5 cm. Die Grol3e eines
Tumors lasst also keine Schlisse auf seine Digratéit Dies widerspricht den

Operationskriterien von Bioulac-Sage et al. 2008, adst ab einer Tumorgrol3e von 5cm
Durchmesser eine Operationsindikation sehen. Hmrterscheidet sich diese Studie von
anderen, wie z.B. Stoot et al. 2010, die bei 163tenomfallen nur drei Félle einer
malignen Transformation gesehen haben, die klateb cm waren (bei ihnen entsprach

das 4,4% aller Falle einer malignen Transformatider 0,18% aller Falle).

4.3.6 Tumoranzahl:

Die meisten Tumoren waren singular. Das machtsigliraschall schwierig zu
entdecken, vor allem wenn sie kleiner als 5 cm gin@. Das sind in dieser Studie 16%
der Tumoren. Dies lasst die Annahme zu, dass Vieheoren tibersehen werden kénnten

und bei der Stanzbiopsie vielleicht eine Biopsie emem gutartigen Knoten genommen
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wird, wahrend der bosartige Knoten mit dem Adenontbergangsstadium verborgen
bleibt. Generell ist auch die Durchfiihrung einebésstanzbiopsie umso schwieriger, je
kleiner der Tumorknoten ist. Wie bereits in derl&tung erwahnt, ist die Erkennung des
Adenoms im Ultraschall schwierig, da sie durch imdividuellen Eigenschaften (wie z.B.
Fettgehalt oder Einblutungen) sehr unterschiedlicksehen (van den Esschert et al. 2010).
Auch im CT grenzen sie sich nicht zu hundert Progem HCC ab, Hoffmann et al.

geben an, ,dass CT gesteuerte Biopsien [eines helmgs] eine Treffsicherheit von tGber
90 Prozent haben und eine Sensitivitat von 91%iner Spezifitdt von 100% besitzen*.
Auch fur das MRT ergeben sich sehr unterschiedl&iger von hyper- bis zu isointens in
T2- gewichteten Bildern (van den Esschert et &l020

4.3.7 Tumorlokalisation:

Auffallig war, dass vor allem in der rechten Lebmier in der linkslateralen Leber
Tumorgewebe reseziert wurde. Dies mag vor allerardéegen, dass man bevorzugt an
Stellen reseziert, wo man einen guten Zugriff hatl wiederum Tumoren, die z.B. in

Segment | liegen, vermehrt beobachtet werdenjalsrenar zu resezieren.

4.3.8 Labor:

Das Labor war mit Ausnahme des CRP nicht aussaijgkiBei Verdacht auf ein Adenom
lasst ein stark erhéhtes CRP an den inflammataisétdenomsubtyp denken, was jedoch
nicht spezifisch ist. Ohne den spezifischen Vertadhi ein Adenom ist ein erhfhtes CRP
mit erhdhten Transaminasen bei einer Oberbauchsyngiik noch unspezifischer, da es
sich z.B. auch um eine Cholezystolithiasis, eingdiitis oder eine Pankreatitis handeln
konnte. Beim einem erniedrigten Hamoglobin-Werltedberticksichtigt werden, dass es
mehr Frauen in der Studie gab und viele Frauenemiém erniedrigten Hamoglobin

beschwerdefrei leben bzw. es natirliche Schwankund#® durch die Menstruation gibt.

4.3.9 Tumormarker

Die Tumormarker waren bei keinem einzigen reinenerfain erhoht, nur bei den
Ubergangsformen vereinzelt. Dies entspricht den aBomgen, da Tumormarker bei
gutartigen Lasionen nicht erhdht sein sollten, @seauch Assy et al. 2009 berichten: ,No

tumor markers were detected in patients with belggions.”
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4.3.10 Operationen:

Die Resektionsrate im UKE betrug 91,3% und deckh snit den Literaturangaben von
Stoot et. al 2010. Letztlich ist aber unklar, wiech die Resektionsrate in der
Gesamtbevolkerung tatsachlich anzusetzen ist. Eglason auszugehen, dass einige

typische Adenome nicht zur chirurgischen Evaluatiorgestellt werden.

4.3.11 Komplikationen:
Terkivatan et al. 2001 geben 27% fur die Morbiditgd 3 % fur die Mortalitat als

Komplikationen nach Adenomresektion an. In Hamlgabg es 30,9% Morbiditat (13 von

42 operierten Patienten) und 2,3% Mortalitat (In 42 operierten Patienten) zum
Vergleich. Ein direkter Vergleich ist generell scébrg, da im Schrifttum die
Komplikationen nicht einheitlich klassifiziert wesd. Die Komplikationen dieser Studie
wurden nach Clavien-Dindo bewertet, und dabei namgsihnt werden, dass von den 13
Patienten 8 Patienten lediglich Komplikationen den?2. Grades erlitten. Es ergibt sich
dann ein Anteil von 11,92% (5 von 42) schweremiglikationen.

Folgende Tabelle ergibt eine Ubersicht iiber dievechn Komplikationen:

Patienten-NummeiKomplikationseinteilungGenaue Komplikation
nach Clavien

9 IVa Operationsbedurftige Blutung,
Pneumozystis carinii Pneumonie, akutes
dialysepflichtiges Nierenversagen,
beidseitige punktionswirdige Pleuraergusse,
Critical lllness Polyneuropathie, Anlage
einer Tracheotomie, Galleleck an der
Anastomose.

45 \ Transplantation bei Athyltoxischer
Leberzirrhose mit HCC (in der Histologie
Adenom Anteile), mit initialem
Transplantaversagen, Retransplantation und
Multiorganversagen.

49 IVa Re-Myokardinfarkt bei vorbestehender
koronarer Herzkrankheit.

15 lla Postoperatives Galleleck, ERCP mit
Stenteinlage.

31 lla Postoperativer Pneumothorax links,

Pleuraerguss rechts.

Tabelle 11: Ubersicht tiber schwere Komplikationen
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4.3.12 Rekurrenzen/Rezidive:

Insgesamt gab es 4 Rekurrenzen in dieser Stude,edtspricht 8,7% und davon 2
Rezidive, die maligne transformiert waren, wobe? @-Catenin positive Patientin kein
Rezidiv bekam. Vielleicht liegt es daran, dassBeobachtungszeitraum nicht lang genug
war, dennoch kann die Hypothese aufgestellt werdass die anderen Adenomsubtypen
ebenfalls gefahrlich sind, da sie ebenfalls zu reimalignen Transformation fihren
konnen.

52,2% der Patienten nahmen eine Follow-Up Untersughwahr, warum kann letztlich
nur spekuliert werden. Eine allgemeine Tumornadesdiir alle Leberadenompatienten
erscheint aber prinzipiell erstrebenswert, dies haum Hinblick auf die nicht
auszuschlieBende Disposition als Prakanzerose.

Auf der anderen Seite fallt auch eine hohe Anzahfehldiagnosen auf, Patienten wurden
mit der Verdachtsdiagnose HCC oder mit der Verdatihgnose HCA beim Ubergangstyp
eingeliefert. Das sind insgesamt 8 Falle, bei 4fteRen hatte man sich folglich bei jedem
Sechsten getauscht und diese Fehldiagnose wardawgh eine Operation mit der

nachfolgenden, griindlichen histologischen Aufarbrgjtdes Gewebes sicher zu beheben.

Im Vergleich dazu war die Diagnose bei Hilal et 2011 bei 11 von 46 Patienten
praoperativ unklar, bei einer Person von diesentéllie sich nach der OP ein HCC in der
Histologie heraus. Wie in der Einleitung erwéahrggl das Risiko, sich im Vorhinein zu
tauschen, d.h. bei Verdacht auf HCA ein hochdifferertes HCC zu haben in Studien von
Deneve et al. 2009, Cho et al. 2008 und ZucmaniRetsgl. 2006 um die 5%. Im
Hamburger Kollektiv sind es mit 8 von 46 Patieni€n67% Risiko einer Fehldiagnose.

Mit einer einfachen Stanzbiopsie kann man eine diaphose nicht sicher ausschliel3en,
sondern auch das Gegenteil bewirken: eine Diagwese.B. Adenom sichern, obwohl am

atypischen Gewebe vorbeigestanzt wurde. Nicht dirdaa MRT kann an dieser Stelle

weiterhelfen, da es winzige Ubergangsherde niclsipgiwen kann.

Von den 4 Rekurrenzen waren zwei Adenome und zweCld, das entspricht 4,3%

maligner Transformation im Vergleich zu 2% maligriegansformation bei Foster und

Berman 1994, 10% maligner Transformation bei Baémtlee und Tait 2005 und 4,2% bei

Stoot et al. 2010.
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Stoot et al. 2010 postulierten auch, dass die preistalignen Transformationen zeitgleich
mit dem Adenom entdeckt wurden und nicht im Verlawuftraten. Sie unterscheiden damit
also auch maligne Transformation von Rezidiv. Wetas in dieser Studie ebenso
betrachtet worden wéare, ware die komplette Grupgenam/Karzinom ebenfalls maligne

transformiert, somit gabe es in Hamburg 10 stdtalle, das entsprache 21,7% maligner

Transformation!

atypisches
Areal

Stanze
Abbildung 18: Stanzbiopsie

4.4 Schlussfolgerung und Ausblick:

Die histologische Subklassifikation von Bioulac-8agus Bordeaux war primar am
Universitatsklinkum Hamburg-Eppendorf durchfihrbdnsgesamt muss jedoch nach
dieser Studie die Kklinische Bedeutung der histeldgen Subklassifikation der

Leberzelladenome in Frage gestellt werden:

1.) Die immunhistochemischen Farbungen waren reaideutig, oftmals korrelierte das
SAA mit dem LFABP und die Einteilung in inflammaiserhen Subtyp war nicht

eindeutig.

2.) Es gab bei allen Adenomsubtypen (aul3er den tigehe fettreichen, den

inflammatorischen und dem R-Catenin positiven FRI®kurrenzen, bei den sekundar
fettreichen Adenomen eine gutartige Rekurrenz, @ih. erneutes Adenom, bei den
sonstigen Adenomen eine gutartige und eine bosaRekurrenz in Form eines HCC, und

bei den Ubergangsformen eine bésartige in FormHOQ.

3.) Der Vorteil der histologischen Subklassifikatidiegt in der Vermeidung von
gegebenenfalls nicht indizierten Operationen, fallee maligne Entartung sicher mittels

Biopsie ausgeschlossen werden koénnte. Dies giloumshr, da unter den vier Féllen, bei
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denen nur eine Stanzbiopsie erfolgte, bereits atre® dabei ist, der ein Jahr spater an
einem HCC verstarb. Bei ihm wird ein sog. samplangr vermutet, d.h. es wurde am
bereits atypisch veranderten Gewebe vorbeigest@nzihe Abbildung 19). Den Daten

dieser Studie zufolge sollte unter Abwagung derikeis eine radikale, chirurgische

Sanierung erfolgen, aus der eine reprasentativieldigge gewonnen werden kann und die
spate maligne Entartung im verbliebenen Adenom indént werden kann. In diesem

Zusammenhang muss natirlich auch an das Gegenggibchgt werden: unnétige

Operationen. Bereits im Jahr 2001 beschrieben Vaidn et al. das Dilemma, welches
zwischen dem Ubersehen eines Tumors im pramali§tadium und der Resektion eines
ungefahrlichen Adenoms besteht.

Auch andere Studien zeigen Patienten, bei denen voaneinem gutartigen Befund
ausging, der sich jedoch im Verlauf &nderte. Kogetreal 2009 berichteten von einem
Patienten, dessen CT Befund zunachst einen fetfiajtalso gutartigen Tumor zeigte, der
sich aber im Verlauf dnderte, sodass sie von eilH€I@ ausgingen. Nach der Resektion
konnte man glucklicherweise ein Adenom bestatigeiese Falle zeigen, dass ohne
Resektion nie genau bestimmt werden kann, um wéapeitat es sich handelt.

Um dem vom Terkivatan et al. 2001 beschriebenerendia wenigstens zum Teil
Rechnung zu tragen, ist es daher erforderlich, emeirgische Sanierung in jedem Fall

anzustreben.

4.) Zusammenfassend kann man festhalten, dass ld&sittkation fir den klinischen
Alltag nur sinnvoll wéare, wenn sie etwas Uber dieghose des Patienten aussagen kénnte.
Das kann in dieser Studie anhand der gewonnen Dabéh getan werden: an diesem
Kollektiv kbnnen die Ergebnisse der Bordeaux Ki@ssiion nicht nachvollzogen werden.
Hier muss allerdings auf einige Unterschiede unalis@ventuelle, methodische Fehler

hingewiesen werden:

- In Hamburg gab es ein eigenes Patientenkollekiivar haben die Hamburger Patienten
ebenso wenig Erbkrankheiten wie Glykogenose odedyMaiabetes wie bei Bioulac-Sage
et al. 2009, aber sie hatten z.B. einen hoherenidlerndhrten sich anders.

- Die molekulargenetische Untersuchung fehlt insdieStudie und ist aktuell noch

Gegenstand weiterer Untersuchungen: Gerade dertdbi@aMarker ist schwierig zu
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bestimmen und zu sehen und eine molekulare Unteusigchatte das vielleicht erleichtert.
Zusatzlich muss darauf hingewiesen werden, dassstzwdle vorhandenen Blocke

angeschaut wurden und dann die besten, (bei deaansowohl den Tumor als auch das
umliegende normale Lebergewebe gut sehen konntejliéiAnfertigung von Schnitten

und die Durchfiihrung der immunhistochemischen R&gbo ausgewahlt wurden. Somit
kann es sein, dass in einem anderen Block des Budas [3-Catenin vielleicht positiv

gewesen ware und in den Fallen, in denen es eilarriRez gab, diese vielleicht

molekulargenetisch 3-Catenin positiv gewesen wakéalleicht hatte die Studie um

Bioulac-Sage auch zuféllig ein gro3es Kollektiviaatenin mutierten Tumoren, da auch
in den USA eine Gruppe kirzlich 41 Adenome untdrsdmat und ebenfalls keinen 13-
Catenin mutierten Fall gefunden hat (Gru A et L D).

Im Gegenzug zu den 3-Catenin mutierten Tumoren evdas Augenmerk dieser Studie
auf die Ubergangstypen gerichtet, die Adenom- uatzikomanteile enthalten. Dort wird

der Schlussel fur die Zukunft der Adenomtherapienget, da an dieser Stelle im Genom
eine Adenom- Karzinom Sequenz ahnlich wie beim Kd{arzinom liegen kdnnte.

Tao postulierte bereits 1991, dass Zellatypien bBysplasien das fehlende Glied
zwischen Adenom und Karzinom sind. Zudem stelltdest , dass Leberzelladenome
nicht gefahrlich seien, da sie reversibel seieferasoman die pathogenen Agenzien, wie
z.B. die Pille weglasse. Adenome, die bereits Bglian aufwiesen, seien im Gegenzug
gefahrlicher, da diese Atypien irreversibel seiem 80 Mutationspotential zum HCC

aufwiesen. Dieser Ansatz kann aus dem Hamburgdeltnd gut nachvollzogen werden,

da die atypischen Adenome ebenfalls maligne tramséot sind.

Die Adenom-Karzinom-Sequenz gilt es in der Zukunfterforschen, um herauszufinden,
inwieweit das Adenom bei Erstdiagnose bereits mutigt. Lang et Broelsch 2007

behaupten, dass die Adenom-Karzinom-Sequenz beerkelladenomen nicht existiert

und dass analog dazu Adenome ,...bei pramenopausakuen, Ausschluss sonstiger
Risikofaktoren wie Zirrhose, Hepatitis, Stoffwecleskrankungen oder genetische[n]
Erkrankungen...keine Vorlauferlasion des HCC ddtsté (Lang et Broelsch 2007) und

somit nicht primar reseziert werden missen. Sieehen sich auf molekularbiologische
Untersuchungen von Lehmann et al. 2005, die Adeewage, FNH-Gewebe, HCC-

Gewebe und normales Lebergewebe im Vergleich auinfrschiedliche Gene hin

untersuchten und dabei feststellten, dass das zelmtenomgewebe mehr

molekulargenetische Verwandtschaft mit dem norméalebergewebe als mit dem HCC
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aufweist. Tannapfel et al. 2002 haben Adenome autbbnen im INK4a-ARF-Genlocus
untersucht, die zu Lebertumoren fuhren, da sie Rimteine der Zellzyklusregulation
kodieren. Dabei konnten sie jedoch nur uneinhéidiExonmutationen nachweisen, ein

eindeutiger Nachweis in allen Adenomen dieser \agden Gensequenz misslang.

Gerade auch die kleineren Tumoren konnen gefahskih und bereits im Ubergang zum
HCC stehen. AufRerdem hat man gesehen, dass Mane@hrdeter fur einen
Ubergangstumor sowie eine bosartige Rekurrenz Sitth daher sollte man Patienten
mannlichen Geschlechts immer operieren und einee edgchsorge anstreben. Bei
weiblichen Patientinnen unter 50 Jahren sollte rdan Tumor zun&chst Uber einen
Zeitraum von einem Jahr alle drei bis 6 Monate atgttMRT kontrollieren und bei
Grollenzunahme entfernen, bei alteren PatientinbeniD Jahren wird nach dieser Studie
eine analoge Therapie zu Patienten mannlichen etk empfohlen, d.h. primar die
Operation. Nur durch eine Operation kann ausgesséio werden, etwas zu ubersehen.
Flemming et al. 2006 sind anderer Meinung, da sbkabpten, man kénne auf eine
operative Entferung des Tumors bei sicherer moéekalthologischer Charakterisierung
aus onkologischen Grunden verzichten.

Bereits 1994 haben Foster und Berman gesagt: ,HBi@zgutartige Adenome sollten
reseziert werden, wann immer es maoglich ist.” Riatire spater kamen Nufer et al. 1999
zu dem Schluss, dass Adenome immer operiert wesalden wegen des Transformations-
und Blutungsrisiko. Sie haben dabei noch einmal @BsRisiko betont, dass bei einem
elektiven Eingriff die Letalitat 5% betrage, im @egug zur Notoperation (z.B. beim
rupturierten Adenom), bei dem die Mortalitat ber%- liege. Heutzutage werden immer
mehr Operationen laparoskopisch durchgefuhrt, ddmsagen Hilal et al. noch 2011, dass

die OP-Indikationen fir gutartige Lebertumoren nigbandert werden sollten.

Abschlie3end soll betont werden, dass das Adenoinr rals einem Funftel maligner
Transformationsrate ein nicht zu unterschatzendemdr ist, und die Indikation zur
Operation entsprechend grof3ziigig gestellt werdditesdie Subklassifikation aus
Bordeaux wird in diesem Zusammenhang als ungeelggteschtet, zumal auch durch sie
der sog.sampling error v.a. bei R-Catenin mutierten Zellen in Adenomerchni

ausgeschlossen werden kann.
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Von Bedeutung ist auch die Wertigkeit einer diffienten Hepatopathologie. Im
Hamburger Kollektiv kam es nach erneuter histogdatfischer Aufarbeitung so in 8 von
46 Fallen zu einer Anderung oder Nuancierung deagise. Dies lasst eine
Zweitbegutachtung von zumindest zweifelhaften Geapetben durch einen Referenz-

Pathologen sinnvoll erscheinen.

5 Zusammenfassung

Ziel dieser retrospektiven Untersuchung war es, minen die immunhistochemischen
Klassifikation aus Bordeaux auf ihre Praktikabtlitu Gberprifen, zum anderen anhand
dieser die Indikationen fur die chirurgische Theésapon Leberzelladenomen kritisch zu
evaluieren.

Zu diesem Zweck wurden die resezierten Operati@pspate und Stanzbiopsien der
Adenompatienten, die von 1996 bis 2010 im Univatsklinikums Hamburg-Eppendorf
behandelt worden waren, nachtraglich immunhistocbemanalysiert. Die Auswahl der
verwendeten immunhistochemischen Marker richteteh sinach der Bordeaux-
Klassifikation von Bioulac-Sage aus dem Jahr 20@8gesamt wurden 46 Patienten
untersucht, von denen 42 Patienten operiert undtiériRen biopsiert wurden. Von diesen
Patienten wurden jeweils Farbungen auf R-Cateniluta@insynthetase, Glypican-3,
LFABP, SAA, Ki67-Antigen (=Mib-1) und CK-7 durchgdfrt. Parallel dazu wurden
statistische Daten, sowohl praoperative wie Alteadl 8MI, als auch postoperative wie z.B.

Komplikationen und Verlauf mit der Frage nach Razd und Rekurrenzen erhoben.

Auffallig war der niedrige Anteil der 3-Catenin narten Tumoren (in dieser Studie nur 1
Patientin) und der hohe Anteil an maligner Transf@tion von 21,7%. In der Studie von
Bioulac-Sage et al. aus dem Jahr 2007 wurde bedtawatss die maligne Transformation
von Adenomen mit der 3-Catenin Mutation korrelidrt). dass alle Tumoren, die in dieser
Studie HCC Anteile hatten, oder spater im Verlanf dCC entwickelt haben, [3-Catenin
mutiert waren. In dieser Studie wurde nachgewiesgass auch Tumoren ohne
immunhistochemisch nachweisbarem, mutierten 3-@atealigne transformieren kénnen.
Die anderen Marker, die Bioulac-Sage fir ihre Spisigrung verwendeten, erwiesen sich
jedoch als durchaus geeignet und nachvollziehlraeifie morphologische Klassifikation

der Leberzelladenome.
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Zusammenfassend kann somit gesagt werden, dass irdiaunhistochemische
Charakterisierung zur Hilfe fur die histologischeb®/pisierung geeignet ist, jedoch keine
Hilfe fur die Erstellung einer chirurgischen Indikan ist. Dies hat zwei Grinde:
1. Selbst wenn man eine exakte Diskriminierungienen koénnte, gabe es immer
noch den sampling error.
2. Aufgrund des hohen Transformationsrisikos solt&CA generell operiert werden,

und nur bei wenigen typischen Fallen verlaufskdhér werden.

Die Biopsie kann vielleicht in Grenzfallen hilfreicsein, um bei multimorbiden Patienten
eine zusatzliche Entscheidunghilfe zu erhalten.nMuei diesen muss man sich jedoch stets
des Wissens um den sampling error bewusst seinmiibleibt bei kritischer Bewertung
der histopathologischen Aufarbeitung des Gewebed unter Berucksichtigung der
Verlaufe bei den Patienten die dringende Empfehl@agienten mit dem V.a. ein Adenom

prinzipiell zu operieren.
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6 Abkurzungsverzeichnis

a
AFP
ALAT
Aqua dest
ASAT

3

BMI

CA 19-9
CK-7
CRP

CT

d.h.
FABP1
FNH

GS
HCA
HCC
HE
HNF1a
INR

kU

Mib3
MODY
MRT
OP

PTT
QRT-PCR
SAA2
TCF1
u.U.
V.a.
Wnt

Alpha
Alpha-Feto-Protein
Alanin Transaminase
destilliertes Wasser
Aspartat Transaminase
Beta
Body-Mass-Index
Carbohydrate-Antigen 19-9
Zytokeratin 7
C-reaktives Protein
Computertomographie
das heil3t
liver fatty acid binding protein 1
Fokal nodulare Hyperplasie
Glutaminsynthetase
Hepatozellulares Adenom
Hepatozellulares Karzinom
Hamatoxylin-Eosin
Hepatozyten nuklearer Faktam 1
International Normalized Ratio
Kilo Units = Kilo Einheiten
Mindbomb Antibody 3
Maturity-onset Diabetes of the Young
Magnetresonanztomographie
Operation
Prothrombinzeit
quantitative Reverse Transkiptase - PolgseeKettenreaktion
Serum-Amyloid A2
Transkriptionsfaktor 1
unter Umsténden
Verdacht auf
Wingless type
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z.B. zum Beispiel

Z.n. Zustand nach
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