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1. ARBEITSHYPOTHESE UND FRAGESTELLUNG

Cholestatische Erkrankungen der Leber konnen irtralkiss und nicht-obstruktiv
unterteilt werden. Hierbei stellen Neugeborene uKihder eine besondere
Patientengruppe dar, da sich hier neben Entzindungel Gallensteinen gehauft
Stoffwechselkrankheiten mit Leberbeteiligung und gebsorene Stérungen des
Gallenflusses finden. Zu diesen zahlen Beeintrguhtien der hepatozellularen
Ausscheidung und die intra- und extrahepatischerlle@mngsatresien, deren
pathogenetischer Hintergrund umstritten ist. Prilmgpatozellulare Cholestasen zeigen
im Vergleich zu primér cholangioduktalen Cholestasein anderes Muster der
Leberveranderungen. So ist die histopathologischewg&rtung, unter anderem an der
Feinnadelbiopsie, von groRBem  klinischem Interessend u praktischer
differentialdiagnostischer Bedeutung. Neben Hineeisuf die Erkrankungsursache
erlangt man einen Eindruck Uber die Auspréagung lddyerparenchymschadigung.
Haufig erweist sich die Erkrankungseinordnung awigr von Degenerations- und
Umbauvorgange als schwierig. Da eine Therapie saifsgpch wie mdglich zu erfolgen
hat, kommt raschen und zielfihrenden diagnostisciMa3nahmen ein hoher
Stellenwert zu. In dieser Arbeit wird die Aussadpgieit histopathologischer Kriterien
zur Abgrenzung primar hepatozellular von primar lahgioduktal bedingten
Cholestasen untersucht. Es wird ein Kollektiv véL&berproben des Pathologischen
Instituts des UKE ausgewertet. Neben der deskaptlichtmikroskopischen Histologie
hilft die Immunhistochemie beim Einblick in physagische und pathophysiologische
Vorgange bei der Cholestase. So lasst sich dieh&pibliferation mit dem Mib-1-
Antikdrper und die hepatozellulare Expression voall€éhgangszytokeratin 7 als
adaptive Cholestasereaktion werten. Das Adhé&siotspr CEACAM 1 und das
Epithelantigen CD 10 konnen als Indikatoren fir &tdn des Blrstensaumes oder
Stérungen der polaren Differenzierung der Hepatrydienen. Die Anwendung des
MDR3-Antikérpers erleichtert die Diagnosestellungnee PFIC 3 (Progressive
Familiare Intrahepatische Cholestase Typ 3), dighimer Pathogenese eine primar
hepatozellular bedingte Cholestase darstellt. invddiegenden Arbeit wird untersucht,
in wieweit durch bestimmte diagnostische Merkmale &chadigungsebene bei
Stérungen des Galletransportes prazisiert und soDifferenzierung von kindlichen

cholestatischen Lebererkrankungen am Lichtmikroskigichtert werden kann.



2. EINLEITUNG

Im Alltag der pathologischen  Diagnostik  kindlicher cholestatischer
Lebererkrankungen stehen zum Zeitpunkt der Lebpsgigo nicht selten
weiterfiihrende klinische Informationen, zum Bet$@ius der Humangenetik, aus. In
diesem Fallen ist es angesichts unterschiedlicherapieoptionen von Interesse,
zugig zwischen einer primar hepatozellularen Chabes (im weiteren al®HZC
abgeklrzt) und einer primar cholangioduktalen Cétake (im weiteren alBCDC
abgekdrzt) im Sinne einer duktalen Galleabflusssigrzu unterscheiden.

Diese Arbeit befasst sich mit der Morphologie debér bei Cholestase, mit dem Ziel,
diese Differenzierung zu erleichtern.

Hierbei wurden konventionelle und immunhistocheimées®arameter semiquantitativ
untersucht. Mit konventionellen Farbemethoden &ifig eine grobe Unterscheidung
zwischen einePHZC und einePCDC mdglich. Die Immunhistochemie erganzt und
prazisiert die Abgrenzung dieser beiden grof3en €dtasegruppen, indem sie
Informationen Uber den Funktionszustand der Zelled deren Schadigungsausmald
liefert. Zusatzlich gestattet sie Einblicke in diendifferenzierung hepatozellularer
Strukturen.

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die semiquatiite Auswertung der
Lebermorphologie mit zwei Schwerpunkten.

Zunachst war es interessant zu wissen, wie siclhakalisation und Auspragung der
Cholestase auf allgemeine und immunhistochemischkiidiale auswirkt (4.1). Zum
anderen konnte schlie3lich auf die Hauptfrage ejaggen werden, mit welchen
Merkmalen die Unterscheidung zwischen eiRBIZC und einelPCDC mdglich ist
(4.2.). Der Vergleich dieser Ergebnissait sekundaren Cholestaseerkrankungen,
konnte die ausgearbeiteten Kriterien bestatigendasiBild von Mdglichkeiten und
Grenzen der Leberanpassung auf eine Cholestasedgior(.3. und 4.4.).

Bei der Abgrenzung zwischen eirf@dZC und primér duktalen Galleabflussstérungen
im Sinne einePCDC ist es von Nutzen, die Gallengangsentwicklung erstehen.
Eine Storung hierbei kann sich bei Neugeborenen Kmatlern in Form einer
Gallengangsatresie manifestieren (Abschnitte 2ntl 2.2.). Die Leberentwicklung
mit ihrem Gallengangssystem durchlauft komplexe -Auhd Umbauvorgange
(Abschnitt 2.1.). Ein Einblick in die Mechanismeneskr Ablaufe ist fir das
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Verstdndnis von Degenerations- und Anpassungsvgegarnn der cholestatisch
erkrankten Leber von Bedeutung. Denn auch hier kbmes zu einer
Epithelproliferation, zu Zytokeratinveranderungenduzu einem bindegewebigen
Umbau als adaptative Reaktion auf einen Gallestatsprechend werden neben der
konventionellen Histologie mit Hilfe der Immunhisteemie speziell die Antigene
CD10, Mib-1, CK7 und CEACAML1 untersucht (Abschriitb.). Hierbei erlaubt das
CD10 die Beurteilung der strukturellen Integrit&r djalleleitenden Wege, wahrend
die Lokalisation des CEACAM1 im Hepatozyten ein Aeiben der Zellpolarisation,
und damit einen frihen hepatozellularen Zellschadanfdecken kann. Die
Epithelproliferation wird mit dem Mib-1-Antikérpegrkannt und die hepatozellulare
Expression des Gallengangszytokeratins 7 kann déptiwe Cholestasereaktion
gewertet werden.

Das MDR3-Protein hat eine pathogenetische und dstggthe Bedeutung bei der
Progressiven Familiaren Intrahepatischen CholeStgse8 (PFIC3), einer Subgruppe
hepatozellular bedingter Cholestasen (Abschnit® Bnd 2.5.). Neben primar
cholestatischen Erkrankungen, wie der Gallengarggah und der PFIC, wurden

hierzu vergleichend sekundéare Cholestasen untargédischnitt 2.4.).

2.1. Embryologie der Intra- und Extrahepatischen Gallengange

Wahrend der vierten Schwangerschaftswoche entsthbt Leber aus dem
Leberdivertikel. Diese Zellknospe geht aus der nadebh Wand des Vorderdarms
hervor, die nahe bei der Verbindung mit dem Do#ekdiegt.

Bei dem Menschen, wie auch bei der Maus, setztdashDivertikel aus zwei Teilen
zusammen: einer Pars cranialis (Pars hepaticapiumal Pars caudalis (Pars cystica).
Aus dem Erstgenannnten gehen Lebervorlauferzekbewoh, die in das Mesenchym

des Septum transversum hineinwachsen [94, 135].

2.1.1. Das extrahepatische Gallensystems.
Der kaudale Anteil des hepatischen Divertikels érkelt sich zum extrahepatischen
Gallensystem (Gallenblase, Ductus cysticus, Dukgmaticus communignd Ductus

choledochus). Der extrahepatische GallengaB§iGG, hier. Ductus hepaticus
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communis undDuctus choledochus), eine gut abgrenzbare Strigditirder finften
Schwangerschaftswoche, verlangert und weitet siwh schlie3t sich proximal der
sich entwickelnden Leber an [116]. Es folgt einrRongsprozess (,molding“) durch
das umgebende Mesenchym [116]. Wahrend dieser deerdifferenziert das
Entoderm in die Mukosafalten des Ductus hepati@amncunis Etwa ab der elften
Schwangerschaftswoche ist de&iHGG mit der Leber durch ein bis vier Gangaste,
abhangig von Variationen des mesenchymalen Formpuonssses, verbunden. Fir
gewdhnlich sind es zwei: der rechte und der linketDs hepaticus.

Entgegen friherer Thesen gibt es keine ,solide €h§$13,74], bei der das
Ganglumen zunachst durch Entoderm verschlossenuméreine Offnung sich erst in
der weiteren Entwicklung bilden wirde [112,116,128]ie auch in der Gallenblase,
entwickeln sich ab der elften Schwangerschaftswactramurale Schleimdriisen in
der Wand de&HGG. Wie bei den intrahepatischen GallengandétGG) ist an der
Entwicklung desEHGG der Transkriptionsfaktor HNF6 (hepatocyte nuclestdr 6)
beteiligt [14].

2.1.2. Die intrahepatischen Gallengange und die Dtddplatte.

Die Pars cranialis besitzt ein T-geformtes Kopfendias durch ein starker
ausgepragtes Wachstum der lateral-wandigen Eppitodsen die friilhe Kontur des
rechten und linken Leberlappens erkennen lasse Hiteraktion von Mesoderm und
Epithel fuhrt zu einem Vorwachsen der embryonalehdrzellen in des Anlagegebiet
des Septum transversum. Hierbei handelt es sicleianunter der Herzanlage und
Uber der Leberanlage befindliches Mesenchmyzellager dem ventralen Gekrose,
das als Teil des Zwerchfells die Bauchhohle vormirtavum pleuro-pericardiacum
abtrennt [111]. Es kommt zu einem vielfaltigen Chdgngen von einsprossendem
Bindegewebe und aussprossendem Epithel. Die heglatiéren Vorlauferzellen
wachsen in kleine, Endothel-begrenzte Zwischenrauti®emit dem Kapillarplexus
der vitelline veins kommunizieren und bilden so dieindlegende Struktur des
Leberparenchyms: parenchymale Strdnge und Plattkarniaren mit den
Lebersinusoiden [22,132]. Letztere entstehen, rdmim klassischen Konzept von
Severn (1972)jn situ durch das ,Anzapfen von Dottersack- und Umbiliealen
[95]. Es gibt zwei Haupttheorien, mit denen dieviaoklung und Ausreifung der
IHGG erklart wird.



Nach der einen Theorie entwickeln sich diGG aus einwachsenden Epithelien
groRerer hilarer extrahepatischer Gangstruktur@rbfg.

Die zweite Theorie vertritt die Meinung, dass sidhs gesamte intrahepatische
Gallengang-System aus der Duktalplatte entwicleeis, der sich kleinere und gréRRere
Géange differenzieren, die sich der extrahepatisoBallengangsknospe am Hilus
anschlieBen [18,21,22,50,95,118,126]. Diese zwHiteorie wird mittlerweile nicht
mehr angezweifelt und wird durch samtliche Expentaeund Erkenntnisse der
letzten Jahre bestatigt. Sie wird im Folgenden néHautert.

In der sechsten bis neunten Schwangerschaftswdd®1P6], bzw. in der siebten
SSW nach Vijayan und Tan [128], lagern sich um giéRten Portalvenenaste
hepatozellulare Vorlauferzellen an, die fur diedkgratine CK 8, CK 18 und CK 19
immunreaktiv sind [126] (siehe 2.5.2). Diese Zdilsht, die die Portalvenenaste wie
eine  Manschette umschlie3t, wird als DuktalplatteDP)( bezeichne
[18,21,22,118,125,126]. Eine zweite Schicht noctatie-reicherer Zellen verdoppelt
die DP, die sich in den folgenden Wochen auch um dienklein, distal liegenden
Portalvenenaste ausbildet. In der Zwischenzeitieren jene Zellen, die nicht an der
Ausbildung deDP beteiligt sind, nach und nach das Zytokeratin &K db dass sie
nach zehn Wochen nur noch fir die Zytokeratine Q8 CK 18 immunreaktiv sind,
wie es auch spater bei den Leberparenchymzellefewwachsenen der Fall ist.

Etwa ab der zwdlften Schwangerschaftswoche begiem ,Umgestalten
(remodeling)* derDP, beginnend an den &ltesten Anteilen, die um di#igmren
Venenasten der Porta hepatis angelagert sind [B®[L9Die Entwicklung der
Gallengéange aus dB&P an der Porta hepatis verlauft wie folgt:

Kurze Bereiche der doppel-schichtigen Zelllage #&ewe sich und bilden tubulare,
zunehmend CK 7-positive Strukturen (siehe untén22CK 7) [116].

Es folgt eine Mesenchymproliferation, die hepathog@e Anlagen von den
vorlaufigen Gallengangen trennt, und die Ausbildwog Mesenchym-Manschetten
um jene Gallengédnge, die dazu bestimmt sind, zuniteén Gallengangen
auszureifen. Es bilden sich periluminale Drisehstmen aus, gefolgt von einer
Deletion UberflissigeDP- Elemente, die noch an die sich entwickelnden @&&ang
angeschlossen sind [116].

Die Hauptéaste der hilaren intrahepatischen Galleggdind ab der 16. Schwanger-

schaftswoche angelegt [114,128]. Das Ergebnis desmqdeling® ist ein
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Anastomosensystem von Gallengédngen, die in die mohgmale Umgebung der

Portalvenenaste eingegliedert sind.

Das Mesenchym spielt eine zentrale Rolle im Umbazgss deDP [97], was durch
die Transplantat-Experimente von Shiojiri veransiicht wurde. Hier entwickelten
sich Maus-Hepatoblasten nur dandHGG, wenn sie in subkutanes Bindegewebe der
neugeborenen Mause inplantiert wurden und nichtdémen Hoden [96]Der
mesenchymale Einfluss zeigt sich aul3erdem dariss dach Hepatoblasten in
Gallengangsepithelien umdifferenzieren, wenn siteLlber- oder Lungenmesenchym
kultiviert werden [98].

Wahrend dieser Phase des Umbaus ist die Apoptogé&ikinnerhalb der fetalen
Gallenepithelien, des umgebenen Mesenchyms undamigrenzenden Hepatozyten
deutlich erhéht [116,118Ein bestens kontrolliertes Gleichgewicht zwischetitdd
und Proliferation fuhrt dazu, dass aus dBP schliel3lich das endgultige
Gallengangsmuster des erwachsenen Menschen hemvof@@6]. Eosinophile,
neutrophile und mononukleare Zellen wurden vermehrtdiesen Umbauzonen
beobachtet [114]. Zytokine scheinen am Remodel®igiligt zu sein: Transforming
growth factoral (ein an der Organentwicklung bei Menschen undenhideteiligtes
Zytokin) fordert mesenchymale Proliferation und Ineimepitheliales Wachstum. Es
wurde imDP —Epithel nachgewiesen und zeigt eine Verlagerumty apikal wéhrend
des letzten Stadiums der Gallengangsentwicklung][Ek wird vermutet, dass diese
Verschiebung den Abschluss des Differenzierunggsses signalisiert [115,116].

Die Differenzierung der intra- und extrahepatisckBallengange aus Vorlauferzellen
wird mit hoher Wahrscheinlichkeit durch den Tramskonsfaktor HNF6, der den
HNFla-Promotor aktiviert, kontrolliert [14].

Es scheint drei Differenzierungswege flr Hepatdblaszu geben. Zum Einen
existieren Hepatoblasten, die sich nur zu Galleggapithelien entwickeln, zum
Anderen solche, die sich nur zu Hepatozyten diffeleren und schlie3lich auch eine
Zelllinie, die sich in beide entwickeln kann [99].

Mittlerweile ist es gelungen, in Kollagengelkultarenit Hilfe des hHGF (human
hepatocyte growth factor) menschliche Gallengangseen anzuzichten, was zur
Erforschung der atypischen Gallengangsentwicklungrewichtigen Beitrag leisten
konnte [43]Zum Zeitpunkt der Geburt [126,13@ind bis zu zehn Tage danach [14])
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sind an peripher gelegenen Portalvenenaste nockergtinreiche Zellschichten im
Duktalplattenmuster beschrieben worden. Das delatetuf hin, dass bei der Geburt

das intrahepatische Gallengangssystem noch usteif i

2.1.3. Die Porta hepatis.

Zum Zeitpunkt der tubularen Ausdifferenzierung deEBIGG, in der sechsten
Schwangerschaftswoche, gibt es noch keine diffezetlen intrahepatischen
Gallengange an der Porta hepatis. [BeIGG ist statt dessen direkt mit d&P
verbunden [80,81,113]. Erst nach der achten Entumgswoche kann ein
kontinuierlicher Lumeniubergang zwischeR undEHGG beobachtet werden [113].
Bei Beginn des Duktalplattenumbaus an der Portatiel1.SSW) behalten das
Lumen desEHGG und die sich entwickelndetHGG eine Kontinuitat bei. Der
Ursprung des distalen (extrahepatischen) Anteils deehten und linken Ductus
hepaticus entstammt deBHGG, wahrend die proximalen (intrahepatischen) Anteile
aus deDP hervorgehen [114Der Ausléser des Remodeling- Prozesses ist zur Zeit
noch ungeklart und mag vielleicht durch d8AGG induziert sein. Der Beginn der
Gallenexkretion ab der zwdlften Entwicklungswochess womoglich auch ein Rolle
[116].

2.2. Theorien zur Entstehung von Gallengangsatresien

Im Hinblick auf die Entstehung von Gallengangsaéresverden mehrere Theorien
diskutiert. Vermutlich handelt es sich bei diesemankheitsbild um das Ergebnis
einer Fehlentwicklung. Diese fuhrt zu dem histadoben Bild einer primar
cholangioduktalen Cholestase. Im Folgenden werdémgee Gedanken zur

Pathogenese aufgefiihrt.

2.2.1. Der Duktalplattenumbau.

Der so genannten ,Duktalplattenmalformation’ wirde dgrof3te Bedeutung als
morphologische Schadigung zugeschrieben, die auhtlishen Ebenen des
Gallenbaumes zu variablen Gallengangsfehlbilduntigmen kann [22]. Bei der
Entwicklung intrahepatischer Gallengange aus ded&platte ist der Notch-Ligand
erforderlich, der im Falle des Alagille-Syndrom eldfist [58].
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2.2.2. GefalRanomalien.

Hypertrophierte und hyperplastische Leberarteriem der Leberpforte bei
extrahepatischer bilidrer Atresie wurden zum ersMal von Stowens [105]
beschrieben. Wenige Jahre spater,1969, wurde desbachtungen noch einmal
bestatigt [7].

Basierend auf Ergebnissen histologischer und ghakestitzter Untersuchungen
stellte man 1993 morphologisch verdnderte Leberartein Verbindung mit
entzindlich-degenerativen und fibrotischen Veramdgen des Gallengangssystems
bei Kindern mit biliarer Atresie fest [39pie Arterien waren in ihrer Zahl vermehrt,
gewunden, dilatiert und wiesen eine Hypertrophie d@anica media mit einer
Verdickung der gesamten GefalRwand auf. Ob dies@&f¥8efanderungen durch einen
abnormalen Blutfluss und Blutdruck an der Pathegender Gallengangsatresien
beteiligt sind, bleibt offen [39].

Es wurde zudem veroffentlicht, dass ~25-50% derieR@n mit Atresien der
Gallengdnge unter assoziierten angeborenen Felnligeh leiden, darunter
GefalRanomalien mit Fehlen der Vena cava inferimerepraduodenalen Vena porta
und Anomalien des Ursprungs der Arteria hepati@. [Rine Untersuchung an 114
unter bilidren Atresien leidenden Patienten zeiggss bei diesen nur 45,6% der Falle
eine aus der A.hepatica entspringende A.cysticaiasén, im Gegensatz zu 73% bis
95% bei dem Gesunden [13].

Es wurde die Hypothese entwickelt, das diese Bdubagen auf einen allgemeinen
teratogenen Faktor wahrend der fetalen Entwicklumgweisen, der zu der
Kombination einer Gallengangsatresie mit einer Apgthie und/oder anormalem
GefalRursprung der Leberarterien fuhrt [39].

Einer anderen Theorie zu Folge ist die Zerstorumdy kibrose des Gallengangbaumes
Folge einer intrauterinen Entzindungsreaktion, dan einem Gefaldverschluss
herrihrt [6]. Die Leberarterien versorgen unter exath die Epithelien der
Gallengéange, und eine Unterbrechung der Blutvetswyduhrt zu einem Fortbestehen
des fetalen Architekturmusters der extrahepatiscl®allengdnge, die einer
tierexperimentellen Gallengangsatresie ahneln $J. hat man bei Tierféten eine
intra- und extrahepatische Atresie der Gallengéd@hgeh Unterbindung der arteriellen
Gallengangs-Blutversorgung provozieren kénnen [G]6,Bie These einer vaskuléren

Genese von Gallengangsatresien wird auch in einerdfiéntlichung von
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DiSant'/Agnese und Blanc diskutiert, wo der Fall esn Kindes mit
Koagulationsnekrose der Wand des Hauptgallengamgeh einer explorativen
Laparotomie beschrieben wird [26].

Ein vergréRerter Ductus venosus Arantii  konnte ener Obliteration von
Gallengangen im Vorsorgungsgebiet von Endarterieteiligt sein, die aus den
Hauptgallengang beliefernden NachbargefalRen entgpri[56]. Eine UbergréRe der
pranatalen Kreislaufverbindung zwischen Nabelvergder unteren Hohlvene wirde
den portalen Blutfluss stark reduzieren und so isé#uzu einer Mangelversorgung,
vor allem an Sauerstoff, in den daftr pradispoaretteberarealen fihren. Es wurde
auch ein anderer Zusammenhang in der EntwicklumgGrefal3en und Gallengangen
aufgezeigt. Der Transkriptionsfaktor HNér{siehe 2.2.3.) fuhrt in inaktivierter Form
bei Mausen neben Gallengangsfehlbildungen zu ekadnten von Interlobulararterien
[16].

2.2.3. HNF Tn.

Versuche zeigten, dass ein Mangel an intrahepatis@allengangen, Fehler in der
Gallengangsstruktur und das Fehlen von Interlobui@rien an eine gestorte Funktion
des Transkriptionsfaktors HNF (hepatocyte nucleatdr) In gekoppelt ist [16].
Dieser wurde in Gallengangsepithelien und, in gighwacherer Expression, in den
periportalen Hepatozyten lokalisert [15]. Der Vetluon HNFI aul3ert sich in einer
Wachstumsretardierung mit lkterus bei starker Albmahder Anzahl von kleinen
Gallengéngen und einem Fortbestehen der Duktap]a@]. Neben der essentiellen
Bedeutung bei der Gallengangsentwicklung ist HN& 1auch an etlichen
Stoffwechselfunktionen der Leber beteiligt [53]. iRe Menschen existiert eine
autosomal-dominante Mutation des HNF1Genes im Zusammenhang mit einem
speziellen Typ Il Diabetes, der mit MODY 5 (matyrinset diabetes of the young typ
5) bezeichnet wird [41]. Zumindest in einigen FaNeurden Leberfunktionsstérungen
beschrieben [65]. Ob diese Leberdysfunktion anrei@allengangsdefekt gekoppelt

ist, wie er bei Mausen beobachtet wurde, bleibelkahnt.

2.2.4. Anormale Wechselwirkung zwischen Galle und &lengangsepithelien.
In einzelnen Fallen entwickeln unter Gallengangsaiatien leidende Kinder nicht

direkt nach der Geburt einen lkterus. Das lasshuégn, dass die Fahigkeit der Leber,
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mit gestauter Galle zurechtzukommen, mit einem omenden Leberwachstum erst
allmahlich tUberfordert wird. Die Folge ist eine hagbiliare Stérung mit Cholestase,
die sich erst in den der Geburt folgenden Wochenifestiert [57]. Das Fortschreiten

einer Cholangiopathie in eine Duktulopenie wirdnbé\lagille-Syndrom (verursacht

durch eine Mutation des JAGGED1-Gens, Abschnitt®)deobachtet [23,78].

2.2.5. Extrahepatische bilidre Atresie (EBA).

Damit wird eine partiell oder komplett ausbleibenéi@ision des extra- und
intrahepatischen Gallengangssystems mit der Koesegeines zunehmenden Ikterus
und Leberversagens bezeichnet. In 20% der Falledist EBA mit anderen
kongenitalen Anomalien assoziiert, was den Verdathér pranatalen Schadigung
nahe legt [42,72]. Die Rolle des Reovirus 3 in Bathogenese bleibt umstritten
[8,75]. In Anbetracht der Mdglichkeit einer embraben Ursache der bilidren Atresie
wurde die normale intrauterine Entwicklung des &@dtlaumes in Embryonen und
Feten untersucht (siehe oben: Abschnitt 2.1.). Nebmem fehlerhaften Treffen
zwischen extra- und intrahepatischen Gallengangerje eine vulnerable Phase der
Gangentwicklung (zwischen der 11. und 13. SSW) ralthestimmend fur die
Fehlbildung in Erwagung gezogen [112,114]. Ein Mitslg des Umbaus der
Duktalplatte durch einen gestorten Selektion-/Detet Prozess und eine
unzureichende gangumschlieBende Mesenchym-Mansdtimthte zu Gallengédngen
mit Rupturneigung fuhren. Ab dem Beginn des Gallessles in der 12. bis 13. SSW
waére so ein Galleaustritt mit sekundarer Entzindurgrose und Obstruktion/
Obliteration der extrahepatischen Gallengangssirakt vorstellbar [112].
Ruckwirkende Umbauvorgange wiirden die Beobachtukgren, dass schon bei drei
Tage alten neonatalen Kindern mit biliarer Atresienormale intrahepatische
Gallengange gefunden wurden [34]. Zusammenfasserdl die Entwicklung einer
biliaren Atresie auf einen intrinsischen Entwickisfehler zurickgefuhrt, der
wahrscheinlich von einer gestorter Epithel/Mesodértaraktion in  der

Embryogenese herrihrt [93].

2.2.6. Beeintrachtigung der kanalikularen Motilitat [85].
Die Gallensekretion wird vor allem von den Hepatemyin der Zone 1 der

Leberarchitektur bewerkstelligt [49]. Hier ist auckine Kontraktion der
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Gallenkanalchen bei der Rattenlebervivo besonders regelmafdig zu beobachteten
[130]. An der Leberoberflache wurden keine Konti@ktn beobachtet [130]. In der
Zirkumferenz der Gallenkanélchen liegt ein Band Milgofilamenten, das sowolai-
Aktinin und Tropomyosin (Kontraktionskontrollprobe in Muskelzellen) als auch
Aktin, Myosin Il und Zytokeratin enthélt [120]. EiDefekt der die Gallenkanalchen
umschlieBenden Mikrofilamente und der damit beaefttigten Motilitdt kdnnte

somit eine intrahepatische Cholestase auslosenvedsérken [130].

2.3. Progressive Familiare Intrahepatische Cholestase (PFIC)

Hierunter wird eine heterogene, autosomal-rezessiverbte Gruppe primar
hepatozellularer Cholestasei?’HZC) zusammengefasst. Sie wird schon in der
neonatalen Periode oder im ersten Lebensjahr syngitech. Unbehandelt fuhrt die
PFIC spatestens in der Aldoleszens zu einem Letsagen [131].
Molekularbiologische und genetische Studien haben ldentifizierung von drei
Subtypen der PFIC gefuhrt. Es wurde gezeigt, dase &enmutation des
hepatozellularen Transportsystems zu einer Stédeng@sallebildung fihrt [45].

Die PFIC1 wurde zuerst bei den Verwandten der Familie Byemtiachtet und erhielt
aus diesem Grund den Namen Bylerkrankheit (Bylsease). Als Ursache wird das
Gen FIC1 verantwortlich gemacht, das fur eine Adertdphosphatase vom P-Typ
kodiert [10]. Dies scheint zu einem Defekt im eabsmpatischen Kreislauf der
Gallensalze zu fuhren [46].

Der zweite Typ, didPFIC2, wird durch Mutation im BSEP (bile salt export pom
Gen hervorgerufen [48]. Es sind ungefahr 50 Mutetiodes BSEP-Gens (ABCB11)
bei Patienten mit einer PFIC2 bekannt [40]. Die geolder reduzierten
Gallesalzexkretion ist ein Akkumulation dieser alm den Hepatozyten mit einer
starken Zellschadigung [1]. Bis vor kurzem wurde BFIC2 als Byler-Syndrom
bezeichnet, da sich, obwohl sie der Bylerkrankkigitisch &hnelt, bei den Patienten
keine Verwandtschaft zur Bylerfamilie feststell@fl [46]. Trotz Cholestase weisen
Patienten mit PFIC1 und PFIC2 eine normale Serumtlt der y-
Glytamyltransferase (GGT) auf [131]. In der Lebstbiogie zeigen sich
charakteristischerweise wenig neoduktuldre Praliter obwohl meist eine stark

ausgepragte hepatozellulare Cholestase mit bizaforynten, dysplastischen und zum
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Teil mehrkernigen Hepatozyten vorliegt [1].

Der dritte Typ,PFIC3 genannt, lasst sich von den anderen beiden Subiyyexhn
eine erhdhte Serumaktivitdt der GGT abgrenzen.okdigisch zeigt sich schon im
Frihstadium eine duktulare Proliferation mit Entiingsinfiltraten trotz intakten
intra- und extrahepatischen Gallengéngen [17]. Wisache der Schadigung ist ein
defekter Phospholipidtransporter MDR P-Glykoprotdar Klasse Il (MDR3 beim
Menschen, MDR2 bei Mausen) an der kanalikularenattegytenmembran ausfindig
gemacht worden [17,40]. In einer Studie konntedisem Drittel der Patienten mit
einem PFIC3-Phanotyp eine Genmutation in den esthenden Allelen

nachgewiesen werden [46].

2.4. Sonstige Lebererkrankungen mit Cholestase und

Leberkrankungen ohne Cholestase

Im Folgenden werden weitere Lebererkrankungen beddn, die in die
Untersuchungsgruppe dieser Arbeit mit aufgenommend@n. Zum grof3ten Teil
handelt es sich um obstruktive und nicht obstrukdingte Cholestasen. Aber auch
andere zu einer Cholestase fihrenden Erkrankungedew untersucht, um eine
grof3e Bandbreite zwischen dem Ausmald der Gallenaogdeder Parenchymreaktion
beobachten zu kénnen.

Als Kontrollgruppe bei der vergleichenden Histolgind Immunhistochemie diente
sowohl das Lebergewebe eines Oxalose-Patienteauals das Lebergewebe aus der

Umgebung einer Sigmakarzinommetastase (siehe Alis8t3).

Crigler-Najjar-Syndrom.

Dieser seltene autosomal-rezessiv vererbte Defeds @ilirubinstoffwechsels
manifestiert sich im frihen Neugeborenenalter. Miawerscheidet den Typ 1 mit
schwerem Ikterus mit einem hohen Bilirubinlevelnveinem Typ 2, bei dem ein
milderer Verlauf und seltener intellektuelle Folgesden beobachtet werden [69].
Die Patienten des Typ 1 zeigen einen Defekt dasymszUridindiphosphat-
Glukuronyltransferase und sind folglich nicht inr deage, Bilirubin zu konjugieren
[110]. Der Gendefekt liegt auf dem Chromosom 2 iendExons 1-5 [44].
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Histopathologisch zeigt sich beim Crigler-Najjar pTyl eine intrahepatische
Cholestase, wobei die Leber ansonsten normal enschkann [69].

Die Vererbung des Crigler-Najjar-Syndroms Typ 2 esch autosomal-dominant zu
erfolgen, es wird aber auch gelegentlich von aut@daezessiv verererbten Fallen
berichtet [36,69]. Die Leber verfugt beim Typ 2 der Bilirubinkonjugation nur tber

eine verminderte Aktivitat des Enzyms UridindiphloapGlukuronyltransferase [69].

Priméar Sklerosierende Cholangitis (PSC).

Diese chronische cholestatische Erkrankung entsteiith eine unspezifische
entzindliche Fibrose in der Wand des GallenbaumiésStanosen und Ektasien .
Befallen sind in der Regel die extrahepatischen died grof3en intrahepatischen
Gallengéange, aber auch die kleinen Gallengange dfinahitbeteiligt und in seltenen
Fallen ausschliel3lich betroffen [68,69].

Ein familiares Auftreten und die Assoziation mit Alntigenen, wie zum Beispiel -
B8, -DR3, -DR2 und DR52, spricht fur eine genetesEmadisposition der Erkrankung
[69]. Ein im DR-Molekul enthaltener Leucin-Restlsmhgeblich den Patienten fir die
Entwicklung einer PSC empfanglich machen [31]. Désifige Einhergehen einer
PSC mit einer chronisch entziindlichen Darmerkragkléisst einen gemeinsamen
atiopathologischen Faktor vermuten [69].

Neben humoralen Abnormalitaten zeigen sich auchansdgrungen auf zellularer
Ebene [69]. Hierzu gehdren unter anderem die lymptdoe Sensibilisierung auf
biliare Antigene [71] und ein Uberwiegen von T-Lynmzyten im Infiltrat des

Gallebaumes [101]. Obwohl einige dieser Verandezangur sekundéar sein modgen,
scheint ein Immunmechanismus fur das Fortwahren @allengangschadigung
verantwortlich zu sein [69].

Die charakteristische zwiebelschalenartige perigdéké Fibrose der grol3eren
Gallengange, Narben und die verminderte Anzahl riottelarer Géange sind

histologische Hinweise fur diese Erkrankung in Bemnadelbiopsie [69]. Trotzdem
erweist sich die Abgrenzung zu anderen cholestaisc degenerativen und
entzindlichen Lebererkrankungen an diesen feinenmveBGsstanzen héaufig als

schwierig und erfordert eine ERCP [69].
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Alagille-Syndrom.

Diese auch unter arteriohepatische Dysplasie be&arehlbildungsstérung ist eine
syndromale Gallengangsmangelerkrankung. Auf demoi@bsom 20 wurden
autosomal-dominante Mutationen entdeckt, die dentciNRezeptor-Liganden
JAGGED 1, oder den Notch-2-Rezeptror selbst betnef69,70]. Diesen wird eine
Stoérung der Entwicklung intrahepatischer Gallengdnggeschrieben [67]. Zusatzlich
beobachtet man bei den haufig mental und Wachstoetsrdierten Kindern neben
einem abnormen Gallenbaum komplexe Herzfehler, Bun#tlarterienstenose,
typische Gesichtszige, Augenfehlbildungen, Wirhedd Nierenfehlbildungen [29].
Was die Gallengangsfehlbildungen betrifft, so kaman eine Hypoplasie der
extrahepatischen Gallengdnge, eine Gallenblaseplagie und Gallensteine
beobachten. Die ERCP zeigt sowohl Verengungenuals §tenosen intrahepatischer
Gange und eine verminderte Gallenbaumaufzweigur@j. [®ie Leberzirrhose
schreitet selten fort [121].

Histopathologisch zeigt sich als Hauptmerkmal emmehmende Reduktion von
Gallengangen in den Portalfeldern. Der Verlust v@allengangen ist vom
Kleinkindes- bis Kindesalter progredient.

Das Ausmald der Cholestase ist in seiner Inteng#éabel und in den ersten 12
Monaten besonders deutlich ausgepragt [69]. Digbdung von Riesenzellen, eine
pseudoxanthomatose Hepatozytentransformation und ne ei vermehrte
Kupferspeicherung in den periportalen Hepatozytemden beschrieben [83]. Eine
portale Entziindungszellinfiltration und eine neddlére Proliferation werden, wenn
Uberhaupt vorhanden, vor allem im Kleinkindesah@obachtet [53].

Ultrastrukturelle Studien zeigten eine vermehrtellédpigmentsretention in den
Lysosomen und im Golgi-Apparat, was vermuten ladss bei der arteriohepatischen

Dysplasie eine Stérung der Gallensekretion vorljggt].

Morbus Wilson.

Hier liegt ein autosomal-rezessiver vererbter Diefeknes ATPase-abhangigen
Kupfertransporter vom P-Typ auf dem Chromosom 13 Bee Abgabe von Kupfer in
die Galle oder Uber Coeruloplasmin in das Blusiatk beeintrachtigt. Die Symptome

der erkrankten Patienten lassen sich auf eine Kiilpéeladung vor allem in Gehirn,
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Kornea, Leber und Niere, zurlckfihren [69]. Einehvgere kupfervermittelte
mitochondriale Schadigung durch freie Radikale nddationsschaden scheinen in
der Pathogenese dieser Organschaden eine entsutei@elle zu spielen [35].
Typischerweise manifestiert sich der M. Wilson irdofeszenzalter mit den Zeichen
eines Leberleidens [88].

In der Leberbiopsie sieht man klassischerweise hyesitenen Leberepithelien,
Apoptose, spéarliche lymphozytéare Infiltrate undeefdholestase. Im prazirrhotischen
Stadium lasst sich auch eine Leberzellverfetturggstellen. Glykogenierte Nuklei,
eine vermehrte Kupferablagerung und Lipofuszinpigiassen sich in der Regel in
den periportalen Hepatozyten beobachten. Bei fortstender Erkrankung kommt es
zu einer periportalen cholangiolaren Proliferatiéirose und einer Zirrhose, die
meist makronodular ist [69].

Die Veréanderungen sind haufig schwer von einer miBolhen Hepatitis anderer
Genese zu unterscheiden.

Eine Anfarbung des Kupfers und der kupferassoeireRroteine in der Leber erfolgt
am Besten mit der p-Dimethyl-Aminobenzylidin-RhooteNethode. Eine fehlende
Anfarbung schliel3t einen M. Wilson aber nicht ads, im frihen Stadium der
Erkrankung das zytosolische Kupfer sehr |6sliclured das kupferbindende Protein in
den Lysosomen zu diesem Zeitpunkt noch nicht vatbarsein kann. Hinzu kommt,

dass die Kupferverteilung in den zirrhotischen Khén stark variiert [69].

Budd-Chiari-Syndrom.

Hierunter wird das weite klinische Spektrum zusamgeéasst, das mit einer
Thrombose der Lebervene einhergeht. Ursachen kodmmeHyperkoagulopathie,

Stase, Gefallverletzungen oder im Zusammenhang nktaren Mechanismen

gefunden werden. Klassischerweise prasentieren Réigenten eine Klinik mit

Hepatomegalie, Aszites, abdominelle Schmerzen ondinterschiedlichen Ausmal}
eine Leberdysfunktion [69].

Die Thromben scheinen zu Beginn nur in den Sinwsoidder in den terminalen
Lebervenolen vorzuliegen. Erst im weiteren Verleoiinmt es zu einem Fortschreiten
der Thrombosierung in die grél3eren Lebervenen [69].

Nach einem akuten Lebervenenverschluss kommt e&chanzu einer Dilatation mit

Blutstau in den vorgeschalteten Venen und SinusoiBei Progression des Leidens
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fibrosieren die Sinusoide mit der Folge, dass Ledénelien atrophisch werden oder
verloren gehen. Die sich entwickelnde Fibrose sipanvesentlichen die Portalfelder
aus und ist in der Regel verstarkt um die Zengradw herum angesiedelt [69].

Die Leber formt sich entsprechend dem Gefal3befall Die Areale mit einem guten
vendsen Abfluss hypertrophieren kompensatoriscii][11

Besonders an kleinen Biopsien kann die histologisbiagnose schwierig sein, da
Blutstau und die Umbauvorgange haufig nur fokal 2zehen sind. Eine
Lebervenenthrombose sollte aber in Betracht gezegeden, wenn eine fibrotische
bzw. zirrhotische Leber mit einer auffalligen Erteeung der Sinusoide oder Gefalien
zu sehen ist. Auch eine Hamosiderose kann auffrésonders im Zusammenhang
mit der paroxysmalen nachtlichen Hamoglobinurig.[69

Viele Chirurgen nutzen die Leberbiopsie als Hilfei her Therapieentscheidung:
Nekrosen legen eine Shunt-OP nahe, wahrend beiwaieausgedehnte Fibrose eher

eine Lebertransplantation in Frage kommt [69].

Tyrosindmie Typ 1 (hereditare Tyrosinamie).

Diese Erkrankung gehort zu den Stérungen des Araurestoffwechsels. Sie ist
durch einen fortschreitenden Leberschaden mit AszitHepatosplenomegalie,
Odeme, Hypoglykamie, einer tubularer Nierenschauigwnd einer schweren
Koagulopathie = gekennzeichnet. Leberfunktionskrisermanifestieren  sich

typischerweise in den ersten zwei Jahren des Lebedswerden haufig durch
Infektionen beschleunigt. Auch neurologische Pnolle mit Paralysen und
Parasthesien konnen im Rahmen der Erkrankung bletatacerden [69].

Uber 80 % der Patienten weisen eine tubuldare Nsetgidigung mit interstitieller

Nephritis, Fibrose oder Glomerulosklerose auf. Begatozellulare Karzinom tritt in

10-20% der Félle auf [47].

Der Tyrosindmie Typ 1 liegt ein Mangel an Fumargtaacetathydrolase (FAH), dem
letzten Enzym im Tyrosinabbau, zugrunde. Toxisctedf8echselprodukte sammeln
sich an und schadigen vor allem die Leber und aeee, da FAH in diesen Organen
ansassig ist. Ein hoher Succinylacetonlevel im dremt als diagnostisches Mittel. Es
wurden etliche Mutationen im FAH-Gen auf dem Chreom 15 beschrieben. Bei
der Autopsie findet sich eine mafig vergroRertdbegefeste und knotige Leber.

Histologische Charakteristika sind Steatose, nendisle Proliferate mit Cholestase,
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Zirrhose und eventuell Leberzelldysplasien [69].

Athyltoxische Leberzirrhose.

Wie bei den cholestatischen Lebererkrankungen sinch die alkoholbedingten
Schaden an der Leber vielfaltig. Beide ahneln siabh in einigen Aspekten. Die
alkoholassoziierte Zirrhose ist meist mikronodulBreite Bindegewebsbander mit
neuen Gefal3formationen umschlieBen die RegenetatkndSteatose und eine
Begleithepatitis ist meistens zu beobachten, begssndenn der Alkoholkonsum
fortgesetzt wird. Neben dem Entztundungsinfiltraghsi man besonders in der
Peripherie der Pseudolobuli Leberzellnekrosen [Qich eine CK 7 und CK19 -
positive Gallengangsproliferation kann bei dem htdmduziertem Leberleiden
gesehen werden [127].

Schwere Cholestasen im Zusammenhang mit der Alkodrdkheit treten vor allem in
Verbindung mit Leberverfettung, ‘'schaumiger’ Lebédegeneration, Hepatitis,
dekompensierter Leberzirrhose und dem Zieve-Syndraui [69]. Die Fibrosierung
der Portalfelder scheint mit einer vermehrten Eimseaung von Makrophagen
zusammenzuhéangen, deren freigegebene zytotoxisdhediatoren wohl einen
wesentlichen Beitrag zur Leberzellschadigung liefdb4]. Eine Siderose, die
Manifestation der Porphyria cutanea tarda und nimhietzt das hepatozellulare

Karzinom sind weitere Beispiele alkoholgekoppélielberkomplikationen [69].

Kurzdarmsyndrom.

Unter Kurzdarmsyndrom versteht man die grol3e Anzaimn metabolischen und

nutritiven Folgen, die oft nach einer Resektionesibiinndarmsegments auftritt. Sie
sind abhangig von der entnommen Lange des spdmfis&egmentes, der Integritat
der lleocaecalklappe, einer eventuellen zusatalidbiekdarmentfernung, sowie vom

Grad der Anpassung und der Resterkrankung im ubdriden Darmabschnitt [5].

Oxalose.

Die primare Oxalose ist eine seltene vererbbarév&tohselstdérung. Eine gesteigerte
Oxalsaureproduktion, die wohl von mindestens zweisehieden Enzymdefekten
herrthrt, fuhrt zur Hyperoxalamie und zur Ablageywmon Kalziumoxalatkristallen in

den Geweben. Sehr problematisch ist der BefallNleren, der in der Regel zum
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Tode vor dem 20. Lebensjahr fuhrt. Arthritis undi&ehritis sind Komplikationen in
den spateren Jahren der Krankheit. Die sekundaato€xist weiter verbreitet als die
primare Storung. Sie ist Teil der vielen Stoffweslerungen, die im Endstadium
von Nierenerkrankungen stehen.

Bei der primaren Erkrankung fuhrt die Lebertrapgption zu einer signifikanten
Verminderung der Kiristalldepots [5]. Trotz des inerdLeber wirksamen
Enzymdefektes mit Rickwirkung auf den allgemeinesal€iurestoffwechsel sind die
Histologie und die sonstige Funktion der Leber abermal, so dass das hierbei
explantierte Lebergewebe als 'Normalkontrolle' lgéizhi der Cholestaseerkrankungen

verwendet wurde.

2.5. Die mittels Immunhistochemie untersuchten hepatozellularen
Antigene

Um einen Einblick in die Funktion, Schadigung unehdifferenzierung der Leber bei
Cholestase zu erlangen, bietet die Immunhistochemenltzliches Hilfsmittel um
die konventionelle Histologie zu ergéanzen.

Die einzelnen Stationen des Galletransportes simghatdzyt, Gallenkanélchen,
Gallengdnge. Schaden auf diesen Stufen konnen imstanhemisch mit
ausgewahlten  Markern nachgewiesen werden, auf imliediesem Abschnitt
eingegangen wird.

Das CD10 kann als unspezifischer Indikator fur theegritdt der galleleitenden
Strukturen, von den Kanalikuli bis zu den groRetiggangen, genutzt werden. Das
CK7 als gallengangstypisches Zytokeratin kann, ep&iozyten ausgepragt, eine
cholangiozellulare Umdifferenzierung der Hepatoayémzeigen. Erganzend dazu ist
das CEACAML1 als Zeichen fir die Aufrechterhalturey dolaren Differenzierung des
Hepatozyten einsetzbar. Mit Hilfe des Proliferatmarker Mib-1 wird die
Regenerationsdynamik und eine erhaltene Zellfunktidasst.

Dem gegenuber ist der kanalikulare Marker MDR3salektive Marker fur die PFIC-

Erkrankungsgruppe anwendbar.
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2.5.1. CD10 (Cluster of Differentiation 10).

Dieses zunéachst als CALLA (common acut lymphobtadgukaemia antigen)
benannte Zelloberflachenmolekil wurde auf Zellesr ékuten lymphatischen
Leukadmie entdeckt. Erst spater wurde es auf detarensternationalen Workshop on
Human Leukocyte Differentiaton Antigen als CD 1@ddifiziert [3]. Codiert wird es
von den MME (Mendelian Inheritance in Man), das§ dem Chromosom 3
lokalisiert ist [11].

Obwohl sich die erstmalige Beschreibung auf unriifephatischen Blutzellen und
ihre malignen Formen beschrankt [33], stellte &iald heraus, dass das Antigen viel
weiter im normalen und neoplastischen Geweben egebrist. Dies schliel3t, neben
Melanomen [12], Nierenepithelien [87], Brust-und I#tkarzinomen [9,84] und
vielen anderen Geweben, auch die galleleitenderktsen der Leber ein [129]. Loke
et al beobachtete elektronenmikroskopisch eine Verteildag CD10-Antigens auf
den Mikrovilli der Gallenkanalchen und vermuteteesiRolle im kanalikularen
Transport [66].

Es gelang durch Klonen des CD10-spezifischen Rretaus Zelllinien einer pre-B
ALL und der menschlichen Niere, die Peptidsequeastziistellen. Sie war zu 100%
identisch mit einem menschlichen membran-assomieE@azym, der Neutralen
Endopeptidase 24.11 [61,100] (Enkephalinase oder prifjigin, eine
membranassozierte Metallopeptidase [28]). Es ishmocht gelungen das Enzym in
der Leber biochemisch zu lokalisieren und zu charaeren, da die Komplexitat der
kanalikularen Region und ihr reicher Gehalt an EBmaly es erschweren, eine
spezifische Enzymaktivitat zu identifizieren [6@wain et al. veroffentlichte 1993
eine Studie, in der die Aktivitat der Plasma-Endujuase 24.11 als nutzlicher
biochemischer Marker der Cholestase, neben der listkeen Phosphatasey-

Glutamyltranspeptidase und Aminopeptidase, vorgestied [109].

2.5.2. CK7 (Cytokeratin 7).

Die Markierung von Zytokeratinen ist zur IdentiBrung zellularer Phanotypen von
besonderem Nutzen. Zytokeratine sind die IntermmBldignente des charakteristischen
Zytoskelettes epithelialer Zellen. Neunzehn veesdbne Zytokeratin-Polypeptide

wurden identifiziert und von Mokt al. katalogisiert [73]. Die Parenchymzellen in der

Leber des erwachsenen Menschen bilden nur die &satke 8 und 18 aus,
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wohingegen sich die Epithelien der intrahepatisch@allengange IHGG) die
Zytokeratine 7 und 19 enthalten.

In ihrem frihen Entwicklungsstadium setzt sich ehebryonale Leber aus epithelialen
Vorlauferzellen zusammen, in denen die Zytokerafite 8, CK 18 und CK 19
nachweisbar sind [20,103]. Nach der zehnten Scheranbgaftswoche verlieren die
nicht an der Duktalplattenbildung beteiligten Zelldnr Zytokeratin CK 19 (siehe
oben: 2.1.2. Die intrahepatischen Gallengédnge um®dktalplatte).

Etwa ab der zwanzigsten Schwangerschaftswochenbillie aus der Duktalplatte
hervorgegangenen Gangstrukturen zunehmend das GKurad dies zuerst in den
Epithelien der hilusnahen gré3eren GallengédngeuBgefahr einen Monat nach der

Geburt steigt die Expressionsstarke fur CK7 nachnach an [20,126].

2.5.3. MDR 3 (Multidrug-Resistant Protein 3).

Dieses Glykoprotein gehort in eine Gruppe von haghéiren Transportsystemen, die
die Aufnahme und Abgabe von Gallesalzen, organisch@onen (z.B. Bilirubin),
organischen Kationen (z.B. Medikamente) und Lipi¢eB. Cholesterol) vermitteln.
Zu der letzteren Transportergruppe gehort das MDR@as vor allem an der
Ausscheidung von Phospholipiden (Phosphatidylchatirdie Galle beteiligt ist und
Uber 80% der kanalikularen MDR-Proteine stellt [82ine Mutation in den fur den
Transporter kodierenden Genen kann zu einer Austgid/on defekten Transportern
fuhren. Im Falle eines in seiner Funktion eingedSckten MDR 3 wurde ein
Zusammenhang mit der PFIC3 (progressive familitdahlrepatic cholestasis Typ 3)
nachgewiesen [24]. Bestimmte Mutationen (z.B.S34d&% MDR3 bei PFIC3-
Patienten gehen mit einer normalen immunhistochereis kanalikularen MDR3-
Loaklisation einher [55]. Mutationen im MDR3-Gen hstmen auch ein

Entstehungsfaktor bei der Bildung von Cholestetliegateinen zu sein [90]

2.5.4. CEACAM 1 (Carcinoembryonic Antigen Cell Adheion Molecule 1).

Zum ersten Mal wurde dieses auch unter CD66a bée&artelladhasions-
Glykoprotein in der menschlichen Galle identifizigd08]. Spater wurde es in
Lymphozyten, Naturlichen Killerzellen, Granulozytem Epithelzellen und in
erhohter Form im Serum von Patienten mit LeberaHuaagen nachgewiesen.

Obwohl beim Menschen nur ein einziges CEACAM1-Geisteert, konnen mehr als
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elf verschiedene mRNA-Isoformen durch Splicing gemewerden [27]. CEACAML1
ist an der Signaltransduktion beteiligt und hatflass auf die Zellproliferation,
Apoptose, Angiogenese, Tumorwachstum und die Hgehpolarisation [107]. Zwei
Hauptisoformen mit unterschiedlich langen zytoplasschen Doméanen sind hierbei
von Bedeutung: CEACAM1-L (long), das an der latemalund apikalen, und
CEACAML1-S (short), welches nur an der apikalen @&eine von Epithelzellen
anzutreffen ist. In der Zelle ist das Adh&sionsgrot direkt mit den
Zytoskelettproteinen Aktin und Tropomyosin verbumd®2]. Man vermutet eine
Beteiligung von CEACAM1 an der Regulation der Mikitbmotilitat intestinaler
Epithelzellen und an der Aufrechterhaltung dertegialen polaren Differenzierung
[107].
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3. ARBEITSMATERIAL UND METHODEN

3.1. Gewebeproben

Die untersuchten Lebergewebeproben wurden 19922033 im Rahmen der
pathologischen Routinediagnostik im Pathologischestitut der Universitatsklinik
Hamburg-Eppendorf asserviert. Sie wurden, wenn tnafders angegeben, in
Formalin  fixiert und in Paraffinwachs eingebettetNeben diesen
Parrafinwachsblocken, standen uns zur Auswertung loiereits angefertigten
Farbungen Hamatoxilin-Eosin (HE), Masson-GoldnasridRisaure-Schiff-Reagenz
(PAS) und Berliner-Blau-Reagenz (Fe-Farbung) zufiygring.

3.2. Fixierung

Im Folgenden wird auf die Fixierungen eingegangeéi®, an den untersuchten
Geweben angewendet wurden. Dazu gehdren:

- die Formalinfixierung

- die Kryostatpréaparation

- die HOPE-Fixierung

- die Zink-Fixation

Fur die Formalinfixation wurden kleine Gewebsblocke (10 x 10 x 3 mm) fur
maximal 24 Stunden in gepuffertem Formalin (100mlornkalin; 4g
Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat; 6,5 g wasses di-
Natriumhydrogenphosphat; auf 1 Liter destillierteNvasser) gelagert und

routinemaRig bis zur Paraffineinbettung verarbeite

Bei derKryostatpraparation wurden kleine unfixierte, native Gewebeblocke (B x
x 3 mm) in flussigen Stickstoff schockgefroren urain Kryostat 4-8 pum dinne
Schnitte hergestellt. Die Praparate wurden auf -Rdlysin beschichtete
Objekttrager aufgebracht und Uber Nacht bei Rauméeatur getrocknet. Die
Fixierung erfolgte in Aceton (Raumtemperatur, 7 en). Nach dem Trocknen
standen die Praparate sofort fur die Immunhisistdge Farbung zur Verfligung

oder wurden gefroren und zwischengelagert.
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Zur HOPE-Fixierung wurde Gewebe ( 8 x 8 x 3 mm) in Réhrchen mit eiskal
HOPE- LOsung | (0-4°C) eingebracht und 16 bis 6h8én im Kihlschrank (0-4°C)
inkubiert. Die Flissigkeit wurde abgegossen undcldus ml einer vorbereiteten
eiskalten Acetonlésung (100 ml reines Aceton gentiedt 100l HOPE-LAsung Il)

ersetzt und fur 2 Stunden bei 0-2°C belassen. Machmaligem Abgiel3en wurde
reines Aceton (0-2°C) zugesetzt und 2 Stundenialsitkungszeit angesetzt. Dieser
Vorgang wird zwei Mal mit einer Inkubationsdauernvgeweils zwei Stunden
wiederholt. Daraufhin wurden die Roéhrchen entleartyerziiglich vorgewarmtes
Paraffin dazugegeben und Uber Nacht bei 54-55°@m Brutschrank gestellt. Die
Gewebsstucke wurden unter Zugabe von frischem firaraingebettet, auf Eis

gekuhlt und bis zum Schneiden im Kihlschrank audiet

Die Zink-Fixierung ist eine Alternative zur routineméRigen Formaliri€iung bei

Geweben, die fur die Einbettung in Paraffin bestinsind. Hierzu wurden frische
Gewebsstlicke (nicht dicker als 3 mm) in I.H.C. Zsxative (Katalog- Nr.: 550523,
BD Biosciences, Europe) fur 24-48 Stunden in Raumpgratur belassen und

daraufhin der standardisierten Paraffineinbetturggfiihrt.

3.3. Patientenauswabhl

Far die Arbeit wurden Félle untersucht, bei dené@mdir unter einer cholestatischen
Lebererkrankung litten. Unter Einbezug von Erkramen im Sinne einePHZC
und PCDC , sowie sekundarer Cholestasen, ergab sich eilel{im aus insgesamt
38 Fallen (siehe Tabellen im Abschnitt 8.Anhang).

In einerersten Gruppe wurden exemplarisch fur einreHZC Lebergewebeproben
unterschiedlicher Subgruppen von diagnostisch gedien Progressiven Familidaren
Intrahepatischen Cholestasen (PFIC) einbezogenbeélidandelt es sich um eine
Galletransportstorung aufgrund eines Defektes dakaken Zellmembran der
Leberepithelien.

Vierzehn Jungen und Madchen im Alter von drei Menabis sieben Jahren bilden
die zweite Gruppe der PCDC , die Extra- und/oder Intrahepatischen

Gallengangsatresien beinhaltete. Hier liegt einke@ansportstérung aufgrund eines
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Defektes im abfihrenden Gallesystem vor. Bei viatiddten wurden mittels der
Kasai-Operation ein Versuch der Cholestasenminderdarchgefiihrt. In diese
Untergruppe der Gallengangsatresien gehort auchAdsslle-Syndrom, welches
durch einen Fall vertreten ist.

Eine dritte Gruppe (17 Patienten) beinhaltet Patienten mhiolestatischen und
cholestasefreien Leber- und Systemerkrankungengie nicht einerPHZC oder
einer PCDC zuzuordnen warenHierzu zahlt auch der M. Wilson, reprasentiert
durch zwei Jungen und zwei Madchen im Alter vohaiebis sechzehn Jahren. Dreli
Félle gelten als diagnostisch gesichert sind, memi Fall gilt die Diagnose als sehr
wahrscheinlich.

Dieser Gruppe wurden aul3erdem zugeordnet:

Hypertyrosindmie (n=1; ein MadchemAlter von sechs Jahren)

Crigler-Najjar Syndrom (n=1; ein thehn-jahriger Junge)

Chronisch Sklerosierende Cholanditis1; Junge im Alter von vierzehn

Jahren)
Budd-Chiari Syndrom bei bestehendelyéythamia vera (n=1; ein zehn

Jahre altes Madchen)
- Kurzdarmsyndrom (n=1; ein zehn Morates Madchen, das aufgrund
einer nekrotisierenden Enterokobigeriert wurde)

- Athyltoxische Leberzirrhose (n=1; k@iem 31 Jahre alten Mann) .

Zusatzlich wurden der dritten Gruppe sieben jungieRten mit zirrhotischen und
cholestatischen Leberbefunden ohne definitive Ati@ zugeordnet. Sie beinhaltet
folgende pathologischen Befunde:
- Akute Leberdystrophien (n=2; JungemAlter von 6 Monaten und
einem Jahr)
- Unklare Leberzirrhosen (n=2; bei en&5 Jahre alten und einem
einjahrigen Jungen
- neonatale Hepatitis (n=1; bei eiremei Jahre alten Jungen
- schwere, eitrige und vernarbende @mgitis der grof3en Gallengange
(n=1; bei einem funf Monate altemddien)
- Ein Explantat eines Lebertransplaganit ausgedehnten, unterschiedlich

alten arteriellen Infarkten (n=4ei einem acht Monate alten Madchen).

29



Als Referenzdiente die Leberprobe eines Jungen im Alter voin takren mit einer

Oxalose-Erkrankung, in der lichtmikroskopisch kpathologischen Befund erhoben
wurde. Bei den Versuchen der MDR3- Darstellungatas Referenz Lebergewebe
aus der Umgebung von zwei operierten Karzinommetast (E-21126/02: in

Formaldehyd fixiert und in Paraffin eingebettet;1#511/03: kryostatprapariert,
HOPE-, und zinkfixiert) zur Verfigung.

Auch die Tyrosindmie und das Budd-Chiari-Syndrons der Gruppe der nicht-

cholestatische Leber-/und Systemerkrankungen édi@ruppe, siehe oben) als

vergleichende Histologien hilfreich.

3.4. Farbungen

In der Histologie mittels konventioneller Farbenoaeten ist eine erste
morphologische Einschatzung beziiglich der Atiolagieer Cholestase moglich. Die
Immunhistochemie erganzt und prézisiert die in kienventionellen Histologie
erworbenen Informationen. Mit ihr kann die Paremsfynktion mittels Mib-1 und

die hepatozellulare Umdifferenzierung durch CK7 asst werden. Ein
cholestasebedingter Schaden des Gallepols wird hdwimen CD10-Mangel

aufgedeckt und eine hepatozellulare ZellschadigumgAllgemeinen durch eine

CEACAM 1-Akkumulation im Zytoplasma erkannt.

Als Ausgangsmaterial dienten die Paraffinblocke déormalinfixierten
Gewebsproben reprasentativer Areale der Leber. daimus gewonnenen 4um
dicken Schnitte wurden auf Objekttrager gebrachd @ir 20 min bei 60°C
getrocknet. Zum Entparaffinieren und Rehydrierenrden sie daraufhin in die
Alkoholreihe (Xylol fur 3 Minuten, Ethanol 100% fiawei Minuten, jeweils zwei
Mal; dann Ethanol 96%, Ethanol 80%; je ein Mal#iwei Minuten) eingebracht.

Die Schnitte wurden bis zur Weiterverarbeitung iquA dest. gelagert. Nach einer
entsprechenden Vorbehandlung (siehe unten) stardlen Praparate fir die

immunhistochemischen Farbungen bereit.
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Prinzip.

Die Farbungen gegen die Epitope CD10, CK7, Mib-Irdea nach der APAAP
(Alkalische Phosphatase-anti-Alkalische Phosphatasklethode mit einem
Farbegerat (DAKO TechMate™ 500/1000)durchgefidech jedem Arbeitsschritt
wurden die bestlickten Objekttrager gespuilt und dime Minute in DAKO
ChemMate™ - Puffer (Citrat Puffer, pH 6.0; DakoGyttion, Glostrup, Danemark)
inkubiert.

Der jeweilige Primarantikdrper wurde in der geetgneVerdinnung (siehe unten)
aufgetragen und fir 30 Minuten inkubiert. Es foldgr Kaninchen-Anti-Maus
Antikdrper (35@l, 8 Tropfen, 30 Minuten). Danach wurde der APAAP-
Immunkomplex (35Ql, 8 Tropfen, 30 Minuten) aufgebracht, der an dekusdaren
Antikdrper bindet. Fir eine intensivere Farbreaktiwurde der Kaninchen-Anti-
Maus Antikorper ein zweites Mal aufgetragen, furMiduten dort belassen, gespult
und folgend der APAAP-Komplex fir 10 Minuten aufgefen. Als chromogene
Substratlosung fir alkalische Phosphatase wurdefullesin-Substrat fir 20

Minuten auf dem Objekttragern inkubiert und mit Hgaxylin gegengefarbt.

Fur die immunhistochemischen Farbungen mit dem C&AC (CD66a)- und den
MDR3- Antikorpern stand das Ventana/VIEW™ DAB DETHON KIT (Ventana
Medical Systems, Inc.Tucson/Arizona, USA) mit denexBES IHC System zur
Verfiigung. Auch einige CD10-Farbungen wurden nesdm System durchgefihrt.
Die Farbung mit dem ABC (Avidin-Biotin-Meerettichmxidase-Komplex)-
Verfahren verlief am Ventana-Geréat automatischhreacer festgelegten Prozedur:
Nach jedem Schritt werden die bestlickten Objeletragespult. Die Zeitangaben
sind an eine Temperatur von 37°C gebunden.

Die Endogene Peroxidase-Aktivitat wird durch diemitige Behandlung mit 3.0%
H,O, (0,5 mM Levamisol bei Kryo-Material) unterdrickt.abach wird der
entsprechende Antikérper (siehe unten) applizied fiir 30 Minuten (60 Minuten
bei den Kryo-Schnitten) inkubiert. Es folgt dasfthéagen von Biotin-konjugierten
Ziege-anti-Maus 1gG (<120ug/ml, 8min), das den spezifischen Antikérper
lokalisiert. Daraufhin wird Streptavidin- Peroxi@ag<250ug/ml, 8min) zugesetzt,
das an den Biotin-Arm des zweiten Antikérpers bindéasserstoffperoxid (0,04%-
0,08%) wird mit DAB (3,3'Diaminobenzidin- Tetrahymtrhlorid)- Losung (2g/l, in
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25ml) auf den Objekttragern gemischt, und fur adituten dort belassen. Kupfer-
DAB-Enhancer wird zuletzt fir 4 Minuten auf den Sitten vermischt.
Zur Gegenfarbung wurden die Schnitte mit Hamaioxylir zwei Minuten

inkubiert.

Vorbehandlungen.

Zur Darstellung bestimmter Antigene war eine Voub&tion der fixierten
Gewebsschnitte in Puffern oder Enzymen erforderlidie entparaffinierten und
rehydriertenPraparate wurden in diesen Fallen fir finf Minutengewarmt, und
dann fur 20 Minuten bei Stufe 7 in der Mikrowellendentsprechenden Puffern bzw.
der Saure zugesetzt. Auf die spater mit Citrat-KQA, TEC-Puffer, Bor-Saure und
Pronase benannten Vorbehandlungen wird im Folgekdeneingegangen.

Fur die Herstellung de€itratpuffers (10mM, pH6,0) wurden zwei Losungen (A
und B) angesetzt und vermischt. Lésung A (0,1M afiemséaure) enthélt 21,01g
Zitronensaure auf 100ml Aqua dest., Losung B (OM84Citrat) 29,41g Na-Citrat
auf 100ml Aqua dest. Fir ein Liter des gewinsch@anatpuffers wurden 18ml
Lésung A und 82ml Losung B zu 900ml Aqua dest gegeber pH-Wert wurde mit
Losung A eingestellt.

Der DAKO-Puffer (ph 6,0) ist ein kommerzieller Citrat-Puffer minem pH-Wert
von 6,0 (DakoCytomation, Glostrup, Danemark). Erdeuin einer Verdiinnung von
1:10 (far 800ml: 80 ml DAKO + 720ml Aqua bidestjgewendet.

Der TEC-Puffer setzt sich aus 5g Tris-Base (Merck 108382), 10g ADDfiplex IlI
(Merck 108418) und 6,4g Tri-Na-Citrat-dihydrat (Mkr106430) auf 1 Liter Aqua
dest. (pH 7,8) zusammen. Der Puffer wurde fir digvéndung 20fach verdunnt (fur
800ml: 40ml TEC + 760ml Aqua bidest).

Pronasewird ausStreptomyces griseus gewonnen, und ist als Enzym kommerziell
zu erwerben (Serva, Boehringer Ingelheim Bioprosiueteidelberg). Die Préaparate
wurden bei dieser Vorbehandlung fir 10 min in eindnsatz aus 0,01g Pronase-
Pulver auf 1ml Aqua dest. bzw. Puffer inkubiert. Warde Bor-Saure (Merck
KgaA, Darmstadt, Deutschland) bei der Vorbehandluey Praparate in der
Verdinnung 1:50 eingesetzt (fir 800ml: 16ml Bor84ml Aqua bidest.). Nach der
entsprechenden Vorbehandlung lieRen wir die Sehit 20min abkuhlen. Dann

wurden sie entweder mit Aqua dest. gespilt odernnwam DAKO-Gerat
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weitergearbeitet werden sollte, in TBS-Puffer (foidgfered saline: 50mmol/l Tris,
150mmol NaCl, pH 7,6) bzw. in VENTANA-Spulpufferebgeplantem Fortsetzen

an diesem Gerat, fur 5 min gewaschen.

3.5. Prozeduren und Auswertungsverfahren

Fur die mikroskopische Auswertung verwendeten viir Mikroskop der Marke

Zeiss (Standard 20, 450805-9901). Allgemeine hogisthe Merkmale und die
folgenden  immunhisotchemischen  Parameter wurden nhiilfe des

Statistikprogrammes SPSS nach Fischer's exaktemh diesgewertet und die 2-
seitige Signifikanz bestimmt. Als empirische Irrtsmvahrscheinlichkeit wurde p<
0,05 festgelegt. Die Signifikanztabellen mit deWerten finden sich im Anhang
(Kapitel 8) der Arbeit. Hier finden sich auch ergé&nde Erlauterungen zu den
Merkmalen der konventionellen Leberhistologie, dié im folgendem Abschnitt

nicht eingegangen werden wird (8.2. Legende zupdérert-Tabellen) .

Anti-CD10 (CALLA).

Fur dieses Epitop stand ein monoklonaler Maus-Amgkr der IgG2b-Klasse (Klon

BA-3, BioGenex,San Ramon, USA) zur Verfigung. Bimale Verdinnung liegt
bei 1:40. Die Vorbehandlung erfolgte mit DAKO-Puff®ie Farbung wurde am
DAKO-Gerét (siehe oben) durchgeflhrt.
Aufgrund der unterschiedlichen Zirrhosegrade ddtkéikektivs und der zum Teil
fokal unterschiedlichen Auspragung des pseudotwbanl Umbaus, wurde der
prozentuale Anteil der CD10-positiven Gallenkanélthm Préaparat geschatzt und
in folgende Grade eingeordnet:
Gallenkanalchen.
Grad I:  <25% positiv

Grad Il: >25% positiv

Fur die weiter distal folgenden Gallenabflussstodth (Hering’'sche Kanéle,

kleine/mittlere/grol3e Gallengange) wahlten wir fdigende Gradierung:
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Gallengange.
Grad I: vermindert und stark vermindert

Grad Il: unauffallig

Als 'unauffallig' galten die jeweiligen Strukturewenn sie gleichmaRig tber das
Praparat verteilt CD10-positiv. sind und keine walglig negativen
Gallengangsepithelien zu sehen waren.

Bei den Praparaten mit 'vermindert’ nachweisbar®x1@Expression sah man
negative Abschnitte der quer geschnittenen Galleggawobei aber insgesamt die
positiven Uberwogen.

Dementsprechend wahlten wir die Bewertung 'stamkmuedert’ fir Praparate mit
einer geringen Restpositivitdt der untersuchten luslsivege der Galle. Hier

Uberwogen die negativen Gallengange.

Anti- Ki-67 (Mib-1).
Monoklonaler Maus-Antikérper (50mg/l) vom Isotyp G (DAKO A/S,
Golstrup/Denmark) wurde in der Verdinnung 1:400eavendet. Er wurde mit Hilfe

des DAKO-Gerdates auf die zu untersuchenden Gewebkgeteagen. Als
Vorbehandlung wurden sie einem 20-minitigen BatER-Puffer unterzogen.

Die Auswertung von sieben Gesichtsfelder erfolgtei lkeiner 100fachen
Vergrof3erung .

Die mit dem Proliferationsmarker hervorgehobenekldiuder Hepatozyten setzten
wir in Relation zu der durchschnittichen Anzahlrd&ellkernen im 25er
Gesichtsfeld. Zur Bestimmung der proliferativen ixitét wurde der prozentuale
Anteil der in der Farbung nukledr markierten Hepgten bestimmt, wobei

durchschnittlich etwas 400 Hepatozyten evaluiendsa.

Hepatozyten.
Grad I: <5 % positiv
Grad IlI: >5%.positiv

Auch der Schwerpunkt der Proliferation in den Léggwchen bzw. Pseudolobuli

wurde registriert geripher’, 'disseminiert).
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Die proliferierenden Epithelien der Gallengange deur zweistufig bewertetet :
Gallengange.
Grad I: vereinzelt. 0% bis 25% der Epithelien pro Gallengang befinden
ictsin Proliferation.
Grad Il: vermehrt . >25% der Epithelien pro Gallengang sind in

Proliferation.

Anti- Cytokeratin 7 (CK7).

Der monoklonaler Maus-Antikorper der IgG1- Klaskerizentration 205 mg/l, Klon
OV-TL 12/30, DAKO A/S, Glostrup, Denmark) wurde @ner Verdinnung von
1:50 vor der Weiterbehandlung am DAKO-Gerat aufgggn. Vor der
Farbeprozedur wurden die Préparate in Pronase bigitu Wie bei der
vorangegangenen Farbung stand uns als Refereddalbxalose-Gewebsprobe zur
Verfigung.
Zu den gleichmalig angefarbten positiven Struktuzéhlen die Epithelien der
galleableitenden Wege (Hering’'sche Kanédle und @GgHdage). Auch hier
unterschieden wir folgende Abstufungen der CK7-Ezpion:
Gallengange.
Grad I: vermindert(d.h., es existieren negative Gallengangsepithglie
Grad Il: unauffallig (keine negativen Gallengangsepithelien im Préaparat

Zu sehen)

Zur Auswertung wurde mit einer 100-fachen VergroRgr gearbeitet. Zur
Bewertung der Hepatozyten wurden 10 Gesichtsfeldatersucht, fir die
Auswertung der Gallengangsepithelien wurden get@Rortalfelder betrachtet.

Als 'positiv' wurden jene Leberepithelien gewertdie eine Affinitat fur diesen
Antikdrper zeigten, und keine Nekrosezeichen aigere Sie wurden in Relation zur
Gesamtepithelienzahl im Gesichtfeld gestellt.

Das histologische Bild der Oxalose diente als \@cfl fur die folgende
Fallauswertung. Wir achteten zudem auf die entsy@rede Leberlappchenverteilung

(‘peripher, disseminiert, zentral’). Wir bildetemez Gradierungen:
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Hepatozyten.
Grad I <10 % positiv
Grad Il >10 % positiv

CEACAM1 (CD66a, C-CAM, BGP).
Die Forschungsgruppe Professor Dr. Lonings am Ragischen Institut des UKE

stellte den Antikorper zur Verfigung. Die Verdinguag bei 1:100 und wurde auf
rehydriertes, vorgewarmtes und mit DAKO-Puffer \ahthndeltes Gewebe
aufgetragen. Als Referenzsfall stand uns das olesarmte Oxalose-Praparat (E-
21501/96) zur Verfugung. Bei der histologischen weigung arbeiteten wir mit
einer 100fachen VergrofRerung. Als 'positiepatozyten bezeichneten wir jene
Epithelien, die eine diffuse, die ganze Zelle allsfile, granulare Anfarbung
aufweisen. Sie unterscheiden sich darin von den atdegten, die eine
akkummulierte granuldre Zeichnung an den Gallerlkhea zeigen, wie es in dem
als normale Referenz dienendem Oxalose- Prapassi®en ist.
Wir bildeten zwei Gruppen, entsprechend des Anwilspositiven Hepatozyten in
den Leberlappchen bzw. Pseudolobuli :

Grad I 0 - 25% positiv

Grad Il >25% positiv

Der Oxalose-Fall diente als Referenz fur die Wegtmormal'.
Es wurden exemplarisch 18 Falle auf CEACAML1 untehnsu

Rhodanin-Farbung (Lindquist 1969) zum Kupfer-Nachwés.

Die Schnitte wurden, nach dem Entparaffinieren Detlydrieren, bei 56°C fir drei
Stunden in Rhodanin- Lésung inkubiert. Die Stammnhds setzte sich wie folgt
zusammen: 0,3g p-Dimethylaminobenzylidene Rhoda(idrich Kat.Nr. 11,458-

8, 10g) wurden 100 ml Ethanol zugesetzt und in rein&asserbad erhitzt. Die
Gebrauchslésung bestand aus 3 ml dieser Stamml@swhgd7 ml Aqua bidest. Sie
wurde kraftig durchgeschuttelt, filtriert und auf6°® erwéarmt wurde. Die

Gegenfarbung erfolgte mit Hamatoxylin
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3.6. MDR3-Versuche

Fur den Nachweis dieses kanalikularen Transpodesms konnten wir auf zwel
Antikdrper zurlckgreifen. Ein kommerzieller monokéder Maus-Antikérper vom
lgG2b-Isotyp ( Klon P3II-26; Alexis® Biochemical®roduct No.: 801-028-C250)
und ein hauseigener Ziegen-Antikbrper, mit dem dryishnoch keine
Versuchserfahrung bestand. Der Alexis-Antikdrperdwflir Untersuchungen an
Aceton-fixierten Gewebsproben empfohlen. Die Mankigg des MDR3-Epitopes an
Formaldehyd-fixierten menschlichen Geweben ist digsem Antikbrper bisher
nicht gelungen.

Als Untersuchungsmaterial diente uns, neben demo®edall (S&F 8656), das
Lebergewebe aus der Umgebung einer operierten iarenetastase (E-21126/02,
S&F 13457, E-12511/03, SaF 13535). Dieses Gewepeteitss in Form von
Paraffinschnitte nach Formalin- oder HOPE-, odenk#tixierung, teils als
Kryostatschnitte von nativ eingefrorenem Gewebe vor

Die Farbungen wurden mit Hilfe des VENTANA-Geratelsirchlaufen. Die
angewandte Verdinnung des kommerziellen Maus-Argédlag bei 1:20 und 1:50,
die des Ziegen-Antikorpers bei 1:10, 1:100 und Q010

Als Arbeitsanweisung fur die MDR3-Detektion dientes eine Veroffentlichung im
'‘Cancer Research’, in der Uber die Lokalisation El&Slycoproteins an Aceton-
fixierten Geweben berichtet wurde [91].

Nach der Inkubation mit dem jeweiligen Primar-Aiitiger (30 min) folgte das
Auftragen von Peroxidase- gekoppelten Kaninchen-Ratte Immunglobulin
(1:200; Code No. P0450, Lot 080, DAKO Corporatittalifornien, USA), bzw.
Maus-Anti-Ziege IgG (1:200; Code No. 205-005-108t 46662, Jackson Immuno-
Research, Dianova GmbH, Hamburg), das bei einemiationsdauer von 16 min an
den Primarantikorper bindet. Es folgte fur 10 Mewteine Inkubation mit FITC-
gebundenem Tyramin [Herstellung: 25ul 150 mM Tyramin (Aldrich) in
Dimethylsulphoxide gemischt in 5@ 150-160 mM N-Hydroxysuccinimide-Ester
des Fluorochromes (Boehringer Mannheim)jder Verdiinnung 1:1000 (in 0,2 M
Tris-HCl. 10 mM Imidazol, 0.01% H202, pH 8.8)]. EirlRP(horseradish
peroxidase)-gekoppelter Fluorescin- Antikdrper QD,1DAKO Rabbit F(ab’) Anti-
FITC/HRP, Code No.: P 5100, Lot 052; DAKO Corparati Kalifornien, USA)
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wurde hinzugegeben und mit Amino-Ethyl-Carbazolé€¥dZntwickelt [91].
Es wurde mit Hamatoxylin (2 min) gegengefarbt uadath mit Bluing-Reagent (2
min) inkubert.

Im Einzelnen wurden folgende Versuche angesetzt:

Versuch 1.

Es wurde untersucht, ob der hauseigene MDR3-Argi&oohne Vorbehandlung an
den Epitopen von formalinfixierten und in Parafi@ngebetteten Lebergeweben
bindet. Hierzu wurde der hauseigene MDR3- Ziegekarger an dem Oxalose-
Praparat ausgetestet. Als Kontrolle wurde eine ENtArbung (1:700, Epithelial

Membrane Antigen, Seralab, Ziegen-Antikorper, pladglal) an dem Fall SaF 12840
durchgefuhrt.

Versuch 2.

Da ohne Vorbehandlung keine spezifische Farbungderh hauseigenen Marker
erzielt wurde, wurden das formalinfixierte Lebergd® aus der Umgebung einer
Lebermetastase ((E-21126/02, S&F 13457) Prozedwmterzogen, die zur
Demaskierung des MDR3-Epitopes beitragen sollteras Dformalinfixierte
Lebergewebe wurde somit einer Vorbehandlung milC-Huffer, Bor-Saure, Citrat-
Puffer und Pronasel unterzogen, bevor die Inkubatiot den beiden MDRS3-

Markern durchgefuhrt wurde.

Versuch 3.

Hier wandten wir uns dem kommerziellen MDR3-Markar An dem angrenzenden
Lebergewebe einer operierten Lebermetastase (EL11@5, S&F13535) sollte das
MDR3-Protein nachgewiesen werden. Die angewand&mliinungen waren 1:20
und 1:50. Das operativ entnommene Gewebe wurde ziegi Kryostatpraparation,
HOPE- und Zinkfixation zugefuhrt. Eine Vorbehandjuand nicht statt.

Versuch 4.

An dem HOPE- fixierten Gewebe des Falles E- 1253 1/5&F13535,
Sigmakarzinommetastase, siehe Versuch 3 und 5)eramdVENTANA- Gerat nach
der APAAP-Methode der kommerzielle MDR3- AntikOrperusgetestet. Im
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Gegensatz zum vorangegangenen Versuch 3 wurdersdhritte zusatzlich der
Vorbehandlung mit TEC-Puffer, DAKO-Puffer und Bo@tBe unterzogen.

Versuch 5.

Die Expression des MDR3-Transporterproteins beiereigesicherten PFIC3-
Erkrankung (E-15490/03, S&F 13615) sollte bei dredéersuchslauf untersucht
werden. Die aus der Resektatleber entnommene Gprodles wurde
kryostatprapariert. Jeweils ein Schnitt wurde méimdkommerziellen bzw. dem
hauseigenen Ziegen- MDR3- Marker inkubiert. Zusétzivurde an einem weiteren
Schnitt die CD10-Expression mit einer entsprechenBérbung untersucht. Als
Kontrolle diente ebenfalls kryostatprapariertesdrglewebe aus der Umgebung einer
operierten Sigmakarzinommetastase (siehe Versuchmd34: E-12511/03, SaF
13535).

Versuch 6.

Vergleichend zum vorangegangenen Versuch 5 wuieleesl Mal eine Farbung
nach der ABC-Methode mit dem kommerziellen Mausi&irper gegen MDR3
durchgefuhrt. Die untersuchten Schnitte wurden Beoben entnommen, die im
Versuch 5 als Untersuchungsgewebe dienten. Um digetgrundfarbung zu
beurteilen, wurde jeweils ein Schnitt ohne den eerstAntikdrper inkubiert.

Angewandte Verdinnungen des 1. Antikorpers: 1:r&D 11 50.

Versuch 7.

Auch hier erfolgte die Farbung mit dem kommerziell®IDR3-Antikbrper am
DAKO-Gerat an den Leberproben der PFIC3-Erkrank{irxd5490/03, SaF 13615)
und aus der Umgebung der Sigmakarzinommetastad@3EL/03, SaF 13535). Im
Unterschied zu Versuch 6 wurde die APAAP-Methodgearendet um eventuelle
Qualitatsunterschiede der Farbung festzustelleghAuer durchliefen zwei Schnitte
die Farbeprozedur ohne die Inkubation mit dem mrstetikbrper, um die
unspezifische Hintergrundsfarbung bewerten zu knAegewandte Verdinnungen
des 1. Antikorpers: 1: 20 und 1: 50.
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4. ERGEBNISSE

Die histologischen und immunhistochemischen Bediagfen der cholestatischen
Lebererkrankungen wurden in themenbezogenen Kortbiga in Kreuztabellen
zusammengetragen. Hieraus wurde mit Hilfe des shitgirogrammes SPSS nach
Fischers exaktem Test die 2-seitige Signifikanzstimemt. Als empirische
Irrtumswahrscheinlichkeit wurde p< 0,05 festgeldtg. wurden Zusammenhange der
mit einer Cholestase einhergehenden entzindlichbmdegewebigen und
parenchymattsen Prozessen untersucht (4.1.).

In einem zweiten Schritt wurden Merkmalsunterschiedr Differenzierung zwischen
dem cholangioduktalen und dem hepatozellularen Tger Cholestase
herausgearbeitet, und am Ende mit anderen chosestah Lebererkrankungen

verglichen (4.2.).

In der Histologie ist mittels konventioneller Famethoden eine erste morphologische
Einschatzung bezuglich der Diagnosestellung mdogliEhe Immunhistochemie
erganzt und prazisiert die in der konventionellenistdlogie erworbenen
Informationen. Mit ihr kann die Parenchymfunktionittels Mib-1 und die
hepatozellulare Umdifferenzierung durch CK7 erfasstrden. Die Intaktheit des
Burstensaumes kann mit dem CD10-Nachweis dargestitien. Die Beurteilung der

epithelialen polaren Differenzierung ist mit der AEAM1-Farbung madglich.

4.1. Die Cholestase und Gewebsveranderungen im Allgemeinen.

In diese Auswertung konnten 38 Falle einflieBen.nfFi{p-Wert-Tabellen mit

unterschiedlichen Schwerpunkten veranschaulichenEdgebnisse. Signifikante und
interessante Ergebnisse der einzelnen Tabelleneweid folgenden benannt und
erlautert. Die vollstandigen p-Wert-Tabellen sinoh iAnhangsteil (Kapitel 8)

beigefugt.

Es zeigt sich, dass eine vermehrte Mib-1-Aktivitét neoduktuldren Strukturen nicht

zwingend an eine Vermehrung der Gallengangsepitihajekoppelt ist, obwohl der
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Zusammenhang zwischen einer Cholestase in derei@ielen Strukturen und der
Bildung neoduktuléarer Gange deutlich wurde.

Die Cholestase zieht eine CD10- Reduktion in detrobfenen galleleitenden
Strukturen nach sich. Aber auch in nicht cholesthtibetroffenen Arealen zeigt sich
eine Reduktion des CD10.

Des weiteren geht der Gallestau mit einer erhohweb-1-Aktivitdt und CK7-
Expression in den Leberepithelien einher. Beide Kdiarverhalten sich in ihrer
Auspragung ahnlich, lassen aber keinen deutlichiégck$thluss auf einen an ihrem
Expressionsort vorliegenden Gallestau zu. Das GK@ber deutlicher als Mib-1 an
cholestatische Hepatozyten gekoppelt.

Hepatozellulare Riesenzellen und geschwollene Elpgth treten vor allem in
kleinknotigen und einem stark degenerativ veraedereberparenchym auf.

Mit zunehmender Cholestase gesellen sich vermehtziBdungszellinfiltration,

Epithelschwellung und ein Parenchymschwund denologischen Bild hinzu.

4.1.1. Histologie mittels konventioneller Methoden.

Die Pseudolobuli.

Die Bildung von Pseudolobuli geht mit einer Epidatiwellung einher. Dies wird vor
allem bei mikronodularem L&ppchenumbau deutlichb(Tal, p=0,009. I, p=0,006,

siehe Abb.1). Allerdings sind geschwollene Epitelnicht nur hier zu beobachten
(Tab.1, II).

geschwollene Tabelle 1, I.
Epithelien In Praparaten ohne
Pseudolobuli zeigen sich

in nur drei von 27 Fallen
nein ja Gesamt | geschwollene Epithelien.
ja 5 24 29
Pseudolobuli
nein 6 3 9
Gesamt 11 27 38
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geschwollene Tabelle 1, II.
E ith Ilen In allen Fallen mit kleinen

Pseudolobuli finden
sich geschwollene
nein ja Gesamt | Epithelien (13 von 13
kleine nein 11 14 25| Falle).
[Pseudolobu siehe Abb.1.
| ja 0 13 13
Gesamt 11 27 38

Abbildung 1:Zellschwellung und hepatozellulare Riesenzelleki@émen
Pseudolobuli. Hier PACein drei Jahre alter Junge. HE,
Vergr. 200fach.

Die hepatozellularen Riesenzellen.

Mit Zunahme der Pseudolobuligrofle nimmt die Walesdlthkeit ab, in diesen
Leberarealen Riesenzellen vorzufinden (Tab.l, g#0,028). Diese werden auch
vermehrt dann angetroffen, wenn die Leber lichtogkopisch einen ausgepragten
Parenchymschwund erkennen lasst (Tab.1, IV, p=0,034
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Riesenzellen Tabelle 1, IlI.
vorhanden Riesenzellen sind in
acht von 13 Féllen in

kleinen Pseudolobuli
nein ja Gesamt | zu finden.In dem Grol3-
kleine nein 20 5 25| teil der Falle fanden
Pseudolobuli sich weder Riesenzellen
ja 5 8 13| noch kleine Pseudolobuli
Gesamt 25 13 38| (20 von 38 Félle).
Riesenzellen Tabelle 1, IV.
vorhanden Riesenzellen finden sich

in Praparaten, in denen

ein ausgepragter Par-
nein ja Gesamt | enchymschwund
mittel-erhebl. nein 8 0 30| wvorliegt (13 von 13 Falle).
Parenchym-
schwund ja 17 13 8
Gesamt 25 13 38

Die Cholestase und andere morphologische Merkmale.

Eine Zunahme der Cholestase geht mit einer Entzigehellzunahme einher (Tab. 1,
V, p=0,028).

Wenn eine Zellballonierung der Hepatozyten verzagthwurde, dann lag zudem
meist eine mafige oder schwere Cholestase vorl(;Tdh.p=0,047).

Es gibt kaum einen starkeren Parenchymschwundnm wigersuchten Fallkollektiv,
der nicht mit einem vermehrten Anteil an Leberzsthosen (Tab.1, VI, p=0,005)
oder geschwollenen Epithelien (Tab.1, VII, p=0,08ibhergeht.

mittel bis schwere Tabelle 1, V.
Entzlindungsreaktion Eine schwere Chole-
stase korreliert mit einer

ausgepragten Ent-
nein ja Gesamt | zindungsreaktion
maRige bis nein 8 3 111 (19 von 22 Falle).
schwere
Cholestase ja 8 19 27
Gesamt 16 22 38
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geschwollene Tabelle 1, VI.
Epithelien Eine mafdige bis schwere
Cholestase geht mit
in der Regel mit einer
nein ja Gesamt | Schwellung des Leber-
maRige bis nein 6 5 11| parenchyms einher.
schwere (22 von 27 Falle).
Cholestase ja 5 22 27
Gesamt 11 27 38
geschwollene Tabelle 1, VII.
Leberepithelien Geschwollene Epithelien
finden sich auch bei
einem ausgepragten
nein ja Gesamt | Parenchymschwund.
mittel-erhebl. nein 5 3 8| (24 von 27 Falle).
Parenchym-
schwund ja 6 24 30
Gesamt 11 27 38
vermehrte Tabelle 1, VIIL.
bis ausgiebige Eine gro3e Anzahl von
Leberzellnekrosen Leberzellnekrosen war
quasi gleichbedeutend
nein ja Gesamt | mit einem mittleren bis
mittel-erhebl. nein 8 0 8| erheblichen Parenchym-
Parenchym- schwund.
schwund ja 13 17 30| (17 von 17 Falle).
Gesamt 21 17 38

4.1.2. Immunhistochemische Parameter.

Neoduktulare Proliferation, die Gallengange und Mib1.

Bei einer geringen Teilungsaktivitat neoduktulaEgithelien zeigt sich auch eine
verminderte Mib-1-Aktivitat der kleinen Gallengan@e=0,002, Tab.2, I, orange).

Eine starke neoduktulare Proliferation ist abehnrur ausschliel3lich an eine starke

Proliferation der kleinen Gallengange gekoppel)(p82, Tab.2, Il, orange).
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Mib-1 Tabelle 2, I.
Gallengangsproliferate: In 22 Fallen mit einer
0-25% der Epithelien geringen neoduktuléren
Epithelproliferation
nein ja Gesamt | ist nur bei einem Fall
Mib-1 K. Galle- nein 8 1 9] eine gesteigerte
gange: 0-25% Proliferation der
der Epithelein ja 8 21 29| kleinen Gallegange
Gesamt 16 22 38| zu sehen.
Mib-1 Tabelle 2, II.
Gallengangsproliferate: In 16 Fallen mit einer
> 25% der Epithelien ausgepragten neoduktul-
aren Proliferationsrate
nein ja Gesamt | zeigt sich nurin der
Mib-1 kl. Galle- nein 21 8 29 | Halfte der Falle eine ge-
gange: > 25% steigerte Proliferation
der Epithelein ja 1 8 9] der kleinen Gallengange.
Gesamt 22 16 38

Schadigung des Gallepols: CD10 und die Gallengéange.

Bei einer Cholestase in den grol3en Gallengangest Isish ausnahmslos eine
Verminderung der CD10-Expression in diesen Gallegga feststellen
(p=0,014,Tab.2, Ill, orange). Allerdings kdnnen lawholestasefreie Gallegdnge eine
verminderte CD10- Expression aufweisen (Tab.2pldp).

Cholestase in den Tabelle 2, 1lI.
groRen Gallegangen Unter neun Fallen mit
Cholestase in den
groRen Gallegédngen
nein ja Gesamt | istkeiner mitun-
CD 10 in den nein 15 9 24 | auffalliger CD10-
Gallegangen Expression (orange).
unauffallig ja 14 0 14| Die CD10-Reduktion ist
Gesamt 29 9 38| aber nichtcholestase-

spezifisch (blau).

Die Lokalisation der Cholestase und Mib-1.

Alle untersuchten Falle mit einer betont l&ppcheipberen Cholestase wiesen
schwerpunktmaRig in der selben Lappchenregion emeh Mib-1 signalisierte

Hepatozytenproliferation auf (p=0,003,Tab.3, | ukab. 2a+b). Allerdings lasst sich
ein Umkehrschluss nicht zwingend ableiten. Das theilde leberlappchenperiphere

Mib-1- Betonung ist nicht unbedingt an eine hisgigah sichtbare lappchenperiphere
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Cholestase gekoppelt
Eine verstreute Mib-1- Verteilung im Leberlappchen nicht gleichbedeutend mit

einer diffusen Cholestase (p=0,05, Tab.3, II), ob@ne Tendenz zu dieser Aussage

zu erkennen ist.

Tabelle 3, I.
ung in Leber Von sieben Féllen mit
n peripher einer klaren lappchen-
peripheren Mib-1-
nein ja Gesamt | Betonung weisen alle
nein 20 11 31| eine lappchenperiphere
Cholestase auf.
ja 0 7 7| (siehe Abb. 2a+b)
20 18 38
Tabelle 3, II.
In 12 von 18 Fallen
geht eine diffuslobulare
Cholestase mit einer
nein ja Gesamt | disseminierten Mib-1-
Choles nein 14 6 20 | Expression einher.
s
. ja 6 19 18
20 18 38

Abbildung 2a:16 Monate altes Madchen mit Gallengangsatresie.

Mib-1: lappchenperiphere BetonungMe-1-Expression bei lappchen-
peripherer Cholestase (Tab.3.1). Vet§Ofach.
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Abbildung 2b:Fall entsprechend Abb. 2a. Komplette feinknotigehdse.
Peripher betonte Cholestase. Glatte Abgrenzun@skemdolobuli
durch eine ringférmige perilobulaibrbse. Masson-Goldner.
Vergr. 100fach.

Die Lokalisation der Cholestase und CK?7.

In Bezug auf die Cholestaselokalisation verhalh sias Cytokeratin 7 (CK7) wie
Mib-1. Auch zeigten hier alle untersuchten Falle emner I[appchenperipher betonten
Cholestase ein vermehrtes Auftreten von CK7 in ldggpchenperipherie (Tab.3,l1I
p=0,009.). Eine lappchenperiphere Betonung diesestBrproteins ist, wie Mib-1,
aber nicht ausschlief3lich an eine Cholestase sediRegion gebunden.

Im Gegensatz zu Mib-1 ist ein Zusammenhang zwiselrgar diffusen Verteilung von
CK7 und einer disseminierten Cholestase im Lebpdéen zu erkennen (Tab.3, IV
p=0,006).
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CK7 Tabelle 3, Il

Betonung in Leber- In allen sieben Féllen
lappchenperipher mit lappchenperipherem
Akzent der Cholestase
nein ja Gesamt | zeigt sich auch eine dort
Cholestase nein 18 13 31| lokalisierte CK7-
lappchen- Betonung.Diese findet
peripher ja 0 7 7| sich aber auch in 13 von
Gesamt 18 20 38| 20 Fallen bei diffuser
Cholestase (blau). Anm.:zentral war der Gallestau nie betont.

CK 7 Tabelle 3, IV.
disseminiert im Leber- Eine disseminierte
lappchen CK7-Verteilung in den
Leberléappchen ging in
nein ja Gesamt | 11 won 14 Fallen mit
Cholestase nein 17 3 20| einer diffusen Cholestase
diffuslobuléar einher.
ja 7 11 18
Gesamt 24 14 38

Die Lokalisation von CK7 und Mib-1.

Wie man schon aus den vorangegangen Beobachturggdrea konnte, verhalten sich
CK7 und Mib-1 in der Lappchenverteilung bei chaisthen Lebererkrankungen
ahnlich. Dies lasst sich auch an der in Tab.3,¥/q®04) dargestellten Verteilung der

lappchenperipheren Zellstrukturen erkennen (sidbie Ba+b).

CK7 Tabelle 3, V.
Betonung im Leber- CK7 und Mib-1 zeigen
lappchen peripher in ihrer Lappchen-
verteilung ein &hnliches
nein ja Gesamt | Verhalten.

Mib-1 Betonung nein 14 6 20| (siehe Abb. 3a+b)

lappchen-

peripher ja 4 14 18

Gesamt 18 20 38
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Abbildungen 3 atb: CK7 wund Mib-1 verhalten sich bezuglich der
Lappchenverteilung &hnlich (Tab.3.V). Hier Betonymegipher im Leberlappchen.

Abbildung 3 aGallengangsatresie. Ein Madchen im Alter von eidaimr.
Lappchenperiphere Betonung der Mib-1-Expressiom-MiVergr. 100fach.

Abbildung 3 b:Fall siehe Abb. 3a. Lappchenperiphere Betonung der
hepatozelllularen CK-7-Expression. CK7, Vergr. H0f.
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Die Cholestase in den Gallengangen und die neodulidine Proliferation.
Eine Cholestase in den kleinen und grol3en Gallegegéigeht mit einer vermehrten
neoduktularen Proliferation einher (Tab.4, | .p£0,0ll p=0,001).

Cholestase in den Tabelle 4, I.
kleinen Eine Cholestase
Gallengangen in den kleinen Galle-
gangen geht in der Regel
nein ja Gesamt | mit einer ausgepragten
neoduktul. Prolif- nein 16 2 18 | neoduktuléren
eration:vermehrt Proliferation einher \
/stark vermehrt ja 5 15 20| (15 von 17 Féllen).
Gesamt 21 17 38
Cholestase in den Tabelle 4, II.
grof3en In allen Praparaten des
Gallengéangen Kollektivs mit einer
Cholestase in den
nein ja Gesamt | groRRen Gallengangen
neoduktul. Prolif- nein 18 0 18 | war eine ausgepragte
eration:vermehrt neoduktuléare
/stark vermehrt ja 11 9 20| Proliferation zu
Gesamt 29 9 38| erkennen (9 von 9 Fallen).

Die Cholestase in den Gallekanalchen und die neodiuutare Proliferation.

Wenn eine Cholestase in den Gallenkanélchen betdtachirde, dann konnte man
auch eine vermehrte neoduktulére Proliferation en dPraparaten feststellen.
Umgekehrt konnte man auch bei einem Groldteil ddte Fait einer deutlich
ausgepragten neoduktularen Proliferation eine Ghade in den Gallenkanalchen
sehen (Tab.5, I, p=0,011).

Cholestase Tabelle 5, I.
in den Unter 20 Fallen mit einer
Gallekanalchen vermehrten neoduktul-
aren Proliferation sind
nein ja Gesamt | 18 Falle mit cholestat-
neoduktul. Prolif- nein 9 9 18| ischen Gallekanalchen.
eration:vermehrt Umgekehrt finden sich
/stark vermehrt ja 2 18 20 | wvon 27 Fallen mit einer
Gesamt 11 27 38| Cholestase in den Galle-

kanalchen nur neun mit einer geringen neoduktuléren Proliferation.
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4.2. Die priméar cholangioduktale und die primar

hepatozellulare Cholestase.

Im Folgenden werden histologische Merkmale der @richolangioduktalen und der
primar hepatozellularen Cholestase verglichen.

Diese zwei Eckfeiler cholestatischer Defektebenemden auf Merkmalsmuster hin
untersucht. Danach wurden diese mit den restlicbkalestatischen Fallen im
Kollektiv verglichen, und erortert, ob und mit weén Merkmalen eine
Lokalisationsbestimmung des Gallentransportdefektgglich ware.

Zur Ausarbeitung differentialdiagnostischer Paraneturden 47 morphologische
bzw. immunhistochemische Merkmale untersucht.

Dabei zeigten sich einzeln genommen nicht sicherotinierende Parameter, die in
ihrer Gesamtheit als Stitze fiir differentialdiagisahie Uberlegungen zur
Defektebenenbestimmung des Gallentransportes diek@men. So sprechen
entweder unvollstdndige oder sehr kleinlobulareuBslbuli und eine intralobulare
Septenbildung genauso fur ei®HZC, wie eine starke Mib-1-Proliferation bei
kleinen CD10-positiven, entzindungsfreien GalleggdnAuch disseminierte, fur
CK7 und CEACAM1 positive, diffus im Leberlappchererteilte cholestatische
Hepatozyten weisen neben Riesenzellen, geschwaolldfgithelien und einem
vergleichsweise geringen Parenchymschwund aufRH2C hin.

Auf der anderen Seite stehen perilobulare Bindegemanschetten, sklerosierende,
entzindete, cholestatische, fir CD10 negative umdihrer Anzahl reduzierte
Gallengange fir einen weiter distal im Gallenflgetegenen Defekt im Sinne einer
primar cholangioduktalen Cholesta®CDC).

Cholestatische Gallegange in entzindlich verandeH#&i und eine neoduktulare
Proliferation sind ebenso unsichere Zeichen fir eeiRCDC wie eine
lappchenperiphere Betonung der CK7- und CEACAML1+Egpion. Diese Merkmale

sind insgesamt jedoch vermehrt bei BE&DC zu sehen.
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Tabelle 6. Bindegewebige, portale und inflammatosiche Veranderungen primér
hepatozellularer und primar cholangioduktaler Cholestasen

abcdefghjk Imnopagrs tww X
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0, | | | | | [ | |
Bl Hepatozellular [ cholangioduktal [l Oxalose

a Zustand nach Kasai-OP n vendse Proliferation: keine bis vereinzelt
b Pseudolobuli komplett o] vendse Proliferation: vermehrt bis stark apsggt
[« Pseudolobuli inkomplett p Zentralvenenfibrose
d portoportale Septen q Zentralvenen: Entziindung
e intralobuléare Fibrose r keine bis leichte Cholangitis
f ringférmige perilobulére Fibrose s mittelmafig bis starke Cholangitis
g keine Ausbildung von Pseudolobuli t @angitis mit periduktulérer Fibrose
h kleine Pseudolobuli u Parenchymschwund: fehlend bis leichtgradig
i groRe Pseudolobuli Y Parenchymschwund: méaRig bis schwer
j Entziindung rundzellig w Parenchymverfettung < 25%
k Entziindung eitrig X Parenchymverfettung > 25%
| keine bis leichte Entziindung
m mittel bis schwere Entziindung

4.2.1. Histologie mittels konventioneller Methoden.

Bindegewebige Veranderungen.

Eine vollstandige Ausbildung von Pseudolobuli wurllei der PCDC haufig
beobachtet (Tab.6b). Nur selten waren lediglichnidd?arenchymbrticken zu sehen,
die die Leberlappcheninseln untereinander verbafifizn.6¢).

Bei derPHZC war dieses Ubergewicht an kompletter Pseudolamélaeing nicht zu
sehen. Wenn sie aber ausgebildet waren, dannisitédusfiger kleinknotig (Tab.6h,i).
Eine portoportale Septenbildung kommt haufig indeei Erkrankungsgruppen vor
(Tab.6d). Eine intralobulére, feine Bindegewebswsrung ist bei delPHZC im
Vergleich zu defPCDC haufiger festzustellen (Tab.6e).

Obwohl die intrazellulare Cholestase in beidendfabft vorkommt (Tab.7k), scheint
die Neigung zur intralobularen BindegewebsbilduegderPHZC groRer zu sein als
bei einer sekundéren Hepatozytenschadigung miteStasde bei dd?CDC (Tab.6e).
Die Zentralvenenfibrose zeigt keine auffallige Hgkéitsverteilung (Tab.6p), wurde

aber anteilsmaRig haufiger bei deRZC gesehen. Fibrosen der Gallengangswéande
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wurden hier nicht gesehen (Tab.6t), und hangen seakinlich mit der Entziindung
der Gangwéande bei Cholestase aufgrund von Gallgsgaesien zusammen
(Tab.70,p).

Eine ringférmige perilobulare Fibrose, welche dse®olobuli zu den Portalfeldern
regelrecht abkapselten, konnten bei einem Teil REEDC gesehen werden. In der
Gruppe der primaren hepatozellularen Cholestasendieser Fibrosetyp nicht auf
(Tab.6f).

Die Vermehrung von vendsen GefaRen und 6dematédeockerungen in den

Potalfeldern zeigen keine Gruppenspezifitat (Tatm)ppn

Entztndung.

Die Unterschiede in der Starke der Entzindung umd den beteiligten
Entzindungszelltypen sind in den verglichenen Edknagsgruppen minimal (Tab.6j-
m). Ein Unterschied zeigt sich jedoch bei der Ladaion. So ist eine vermehrte bis
starke Entziindungsreaktion, die sich auf die Ggdege konzentriert, in der Gruppe
der PCDC, nicht aber bei defPHZC zu sehen (Tab.6r,s,t). Der Entziindungsreiz
scheint die Galle zu sein, die sich bei einer Aerater Gallengefal3e im Falle der
PCDC vermehrt zuriickstaut (Tab.70,p).

Intralobuléare Veranderungen.

Die Reduktion des Lappchenparenchyms der Lebemrlatidn zum Bindegewebe ist
in den untersuchten Fallen zumeist maRig bis staggebildet. Die Unterschiede der
verglichenen Krankheitsgruppen sind minimal. Died&eion ist bei denPCDC
etwas starker ausgepragt (Tab.6v), wahrend in deupge der PHZC der
Parenchymschwund héaufig geringer als in der Gragp®CDC ausfallt (Tab.6u).

Die Verfettung in den Leberepithelien ist in denisten Praparaten gar nicht zu
sehen, oder nur minimal ausgepragt. Eine Unterdclawischen den beiden
untersuchten Gruppen gibt es nicht (Tab.6w,Xx).

Eine Schwellung (Ballonierung) der Leberepithelesr bei dem Grol3teil aller Falle
zu sehen. Besonders ist dies ausgepragt und regjglinéi derPHZC zu beobachten
(Tab.7a). Auch mehrkernige, hepatozellulare Riesigrz in den Leberlappchen sind
haufig in den Praperaten deHZC zu sehen. Der Anteil der histologischen Befunde

mit diesem Zellphanomen ist bei de6DC deutlich geringer (Tab.7b,c).
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Leberzellnekrosen haben vielerlei Ursachen. Ermgitgemal variiert das Auftreten
von Nekrosen in den beiden Gruppen minimal uncetiehier keine diagnostisch

verwertbare Information (Tab.7d-f).

Tabelle 7. Cholestase, Gallengédnge und Leberepitieranderungen priméar
hepatozellularer und primar cholangioduktaler Cholestasen

abcddghijk Imnopgstuvwx.y
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B Hepatozellular [ Cholangioduktal [l Oxalose

a geschwollene Epithelien n Cholestase lappchenperipher
b Riesenzellen nicht vorhanden o] Cholestase in kleinen Gallengangen
c Riesenzellen vorhanden p Cholestase in groR3en Gallengangen
d Leberzellnekrosen: keine bis vezeit q odektuléare Proliferation: fehlend bis vereinzelt
e Leberzellnekrosen: vermehrt bisgaebig r na&tllare Proliferation: vermehrt - stark vermehrt
f Einzelzellnekrosen S Reduktion mittlerer Gallengénge
g Gruppenzellenkrosen t Reduktion groRBer Gallengange
h Cholestase: fehlend bis leichtgyad u Hilusgallengang vorhanden
i Cholestase: vermehrt bis schvastigy \ tiballengang mit Cholangitis
j Cholestase in Gallekanalchen w Hilusgallengang mit Epitheldefekt
k Cholestase in Hepatozyten X Hilusgallengang mit Galle
| Cholestase zentrolobular y Hilus mit vendser Proliferation
m Cholestase diffuslobular
Cholestase.

Der Akkumulation von Galle ist ein Merkmal sowoldrdPHZC als auch dePCDC
und ihre Auspragung bestimmt auch die OP-Indikatidementsprechend ist sie in
unserem Kollektiv zumeist stark ausgepragt (TaD.7hSie betrifft in den
Leberlappchen sowohl die Hepatozyten (Tab.7k) adh aie Gallenkapillare (Tab.7j).
Die Leberparenchymzellen sind in d@rZC -Gruppe offenbar haufiger betroffen
(Tab.7k).

Die Lokalisation der Cholestase wies bei (R8DC ausgiebigere Variationen als bei
den primar hepatozellularen Erkrankungen auf. Ben letzteren konnte die

Cholestase diffus in den Leberlappchen beobachteerdem, ohne
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leberlappchenbezogene Schwerpunkte. BE®C zeigen mit einer lappchenperipher,
-diffus, in seltenen Fallen auch -zentral betont®l€stase eine buntere Verteilung
des Gallenstaus als d#1ZC (Tab.7. I,m,n).

In den Gallengangen ist nur in Einzelfallen RRIZC-Kollektiv eine Cholestase zu
sehen, im Gegensatz zu de@DC. Hier ist sie zwar nicht die Regel, aber trotzdem
sehr oft histologisch nachzuweisen. Bevorzugt istiis den kleinen Gallengangen
sichtbar (Tab.7. o,p,x).

Die Gallengéange.

Eine Reduktion von mittleren und gro3en Gallengéang prinzipiell in beiden
Gruppen mdglich. Bei deRCDC ist sie aber haufiger und ausgepragter als bei den
PHZC (Tab.7s,t). Auch die neoduktulare Proliferatiomv@allengéngen ist bei den
PCDC ein haufiges Merkmal und tritt hier im Vergleiclu zlen PHZC ofter auf
(Tab.7q,r). Ein besonderes Augenmerk war auf def3gn hilaren Gallengange zu
richten, da sie den extrahepatischen Anteil dete@aumes reprasentiert. Zu sehen
waren sie innerhalb der Gruppe &tZC in allen Fallen und bei ddPCDC bei dem
Grof3teil der untersuchten Félle. Wahrend eine CQCigilis in beiden
Erkrankungsgruppen relativ oft zu sehen ist (Tah.gnd Epitheldefekte und freie
Galle fast ausschliefilich bei d®CDC zu beobachten, wenn auch nur in der Halfte
der Falle (Tab.7.w,x). Etwa genauso haufig siehtn na dieser Gruppe eine
O0demattse Auflockerung des perihilaren Bindegewelbéseine dortige Vermehrung
von vendsen Gefalien. Auch bei &4ZC kann man diese beiden Merkmale, wenn

auch seltener, finden (Tab.7y).

4.2.2. Immunhistochemische Parameter.

Der nukledre Proliferationsmarkevliib-1 zeigt sich in seiner hepatozellularen
Auspragung in beiden untersuchten Gruppen annahgleich stark. Mit Vorsicht
kann man eine starkere hepatozellulare Proliferatendenz bei den PCDC
verzeichnen (Tab.8a,b).

Eine Differenzierung der beiden Krankheitsgruppehaad der Mib-1-Lokalisation
im Leberl&ppchen ist nicht moglich. Sie ist vorndbin disseminiert verteilt
(Tab.8c,d). Bei denPHZC =zeigt sich eine hohere Proliferationsrate der

Wandepithelien kleiner Gallengéngen als bei B&DC (Tab.8e,f). Bei den groReren
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Gallengdngen gab es in beiden Gruppen Areale nmineferter Proliferation. Die
Unterschiede in der Expressionsrate sind hier aloét so grof3 wie bei den kleinen
Gallengédngen (Tab.8g,h). Die Epithelien der neadékén Proliferate zeigen eine
hohere Mibl-Aktivitat als die der urspringlich aleggen Gallengange. Hierbei gibt
es keine Unterschiede zwischen den beiden Choéest&skrankungsgruppen
(Tab.8i,)).

Hepatozyten mit diffuser zytoplasmatischer Pogdivitir CK7 zeigten sich in vielen
Praparaten mit geschadigtem Parenchym. Eine Expredss CK7 in tber 10% der
Hepatozyten war in beiden Fallgruppen eher seltensehen (Tab.8k,). Die
Verteilung im Leberlappchen dieser CK7-Hepatozysewies sich bei deiPHZC
meistens als disseminiert, bei d&®CDC am haufigsten peripher betont. Eine
eindeutige Festlegung war schwierig, da haufig fokanterschiede innerhalb eines
Praparates zu sehen waren (Tab.8m,n).

In den Leberlappchen konnten in vielen Praparatbaoléire Anordnungen mit CK-7-
positiven Epithelien gesehen werden, die an neodkdet Proliferate erinnerten.
Besonders bei deRHZC waren sie haufig zu finden (Tab.8.®ahingegen wurden
bei den PCDC haufiger lappchenperipher betont CK7-positive kglizellen, die
kleiner als die sonstigen Hepatozyten waren, gesefiee wurden als 'oval-cells’

interpretiert (Tab.8p).

An dem Gallenpol lokalisierteSD10 lief3 sich nur in wenigen Fallen gleichmaf3ig im
Praparat nachweisen. Bei einem grof3en Teil dere Réllr es lGberhaupt nicht zu
sehen, auch nicht nach Methodenwechsel und Wiellerpaer Farbungen (Tab.8q).
Positive Gallekanalchen waren haufiger bei deHZC als bei den PCDC
nachzuweisen (Tab.8r). CD10-positive, also unalidilGallengange, waren sogar
ausschlie3lich in dePHZC-Gruppe zu sehen (Tab.8t). Bei der histologischen
Begutachtung dePCDC war die CD10- Expression der Gallengange dahingegen

stark reduziert oder vollig negativ.

Bei der Untersuchung auf d&EACAM1 -Adhasionsantigen standen uns geringere
Fallzahlen zur Verfligung, weswegen die sich datze#iehenden Ergebnisse nur

eingeschrankt aussagekraftig siltHZC: drei Falle PCDC: sechs Falle).
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Normalerweise ist CEACAM1 dicht am Gallepool angeld. Eine diffuse, dicht, den
Zellmembranenen entsprechende Anfarbung wurdeesediArbeit als auffallig und
als Zellpolarisationsstérung gewertet. Der so arsReihe fallende Hepatozytenantell
pro Leberlappchen wurde in Prozentzahlen ausgediigedhe Arbeitsmaterial und
Methoden). Diese Polarisationsstérung der Hepagozgtheint bei deRCDC in den
untersuchten Praparaten tendenziell haufiger alddsdPHZC aufzutreten (Tab.8u,v).
Die CEACAM1-auffalligen Zellen scheinen bei dé&#ZC im Gegensatz zu den
PCDC eher gleichmaRRig verteilt. Letztere zeigen einerendenz zur

Lappchenperipherie (Tab.8w,x).

Tabelle 8. Immunhistochemische Parameter primar hegtozellularer und priméar
cholangioduktaler Cholestasen

ab cde fghijkrmnopqgrstuvwxX
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Bl Hepatozellular [ Cholangioduktal [l Oxalose

Mib-1 in den Hepatozyten <5%

Mib-1 in den Hepatozyten >5%

Mib-1 Betonung in den Leberlappchen peripher
Mib-1 Betonung disseminiert in den Leberlappth
Mib-1 kleiner Gallengange <25% der Epithelien
Mib-1 kleiner Gallengénge >25% der Epithelien
Mib-1 mittlere/grol3e Gallengange <25% der Eglien
Mib-1 mittlere/gro3e Gallengénge >25% der lglien

CK-7 in Hepatozytinseminert

CK7-positive tubw@étrukturen in Pseudolobuli
‘oval-cells'-verdachtige Zall

CD10 in Gallekanalchen negativ

CD10 in Gallekanalchen figsi

CD10 in Gallegangen neghiswermindert

CD10 in Gallegangen unauffallig
CEACAM1 diffus in Hepatozyten:5¢2 de des Leberlappchen
Mib-1 Gallengangsproliferate <25% der Epitbel CEACAML diffus in Hepatozgte>25% des Leberlappchen
Mib-1 Gallengangsproliferate >25% der Epitéel CEACAM1 Betonung lappchenpkar
CK-7 in Hepatozyten Gruppen <10% x CEACAM1 Betonung disserert
CK-7 in Hepatozyten Gruppen >10%
CK-7 in Hepatozyten Betonung lappchenperipher
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4.2.3. Merkmalstabelle.

Es folgt abschlieRend eine Merkmalstabelle mit reideflistung von Kriterien, in

denen sich di®CDC von derPHZC am deutlichsten unterschied.

Tabelle 9.

Primar cholangioduktale Cholestase

Priméar hepatozellulare Cholestase

- Vollstandige Pseudolobuli

- periduktulére Fibrose

- starker Parenchymschwund

- Cholestase variabel in ihrer Lappchenlokalisatiol
- Gallengangscholestase

- Reduktion mittlerer und groRer Gallengange

- ausgepragte neoduktulare Proliferation

- Hilus mit Epitheldefekt, Galle und Entziindung
- CK-7-Betonung lappchenperipher

- CD10 in den Gallengéangen reduziert

- CEACAM1-Betonung lappchenperipher

- vermehrte/starke Gallengangs-Entziindung

- perilobul&re Fibrose

- wenn komplette Pseudolobuli, dann Neigung
zu Kleinlobuléren Knoten

- intralobulére Septenbildung

- keine Entziindung der Gallengéange

- vergleichsweise geringer Parenchymschwund

- geschwollene Epithelien

- hepatozellulare Riesenzellen

- ausgepragte Hepatozytencholestase

- intrazellulare Cholestase diffus in Leberlappchen

- Mib-1-aktive regulére kleine Gallegangen

- CK-7 disseminiert in Leberlappchen

- CK-7 positive Strukturen in Pseudolobuli

- CD10 positive Gallekanalchen

- CEACAML1 gleichmé&Rig im Leberléppchen

Abbildung 4: PFIC 2. Mannlich, Alter: Zwei Jahre und vier Monatéb-1-aktive
regulare Gallegange ohne Cholestase. Mib-1, Véfgifach.
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4.3. Differentialdiagnose Morbus Wilson vs. primare Galetransportstorung .

Vier cholestatische Félle eines Morbus Wilson zigim Vergleich zu den primar
cholestatischen ErkrankungPHZC und PCDC) einen geringen und fokal
unterschiedlich intensiven Gallenstau. Aul3erdermétten einer Leberzellverfettung
eine Diskrepanz zwischen einer ausgepragten neadduktProliferation und einer
geringen hepato- und cholangiozellularer Mib-1-&i#t bei der Abgrenzung zu den
primaren Cholestasen erkennbar. Auch die lappchighee betonte Cholestase und
Mib-1-Aktivitat grenzt diese Erkrankung von den mér cholestatischen
Erkrankungen ab.

Ansonsten zeigt sich beim Morbus Wilson ein Mistdhbizwischen den
cholestatischen Merkmalsmustern &etZC und PCDC.

So &ahneln die bindegewebigen Veranderungen, dakerFeton Riesenzellen, die
ausgepragte neoduktulare Proliferation und einpdadgnperiphere Betonung CK7-
positiver Hepatozyten den Veranderungen BEDC-Typs.

Auf  Schadigungen dedPHZC-Typs weisen eine fehlende Entzindung der
Gallengange ohne Reduktion von deren Anzahl, geringarenchymschwund,
geschwollene Epithelien, unauffallige Hilusgangegegering beeintrachtigte CD10-
Expression und eine gleichmafige Lappchenverteimy Hepatozyten mit einer
CEACAM1-Akkumulation im Zytoplasma hin.
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Tabelle10. M.Wilson: Bindegewebige, portale und itdmmatorische Verander-

ungen.
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Il M.wilson

prozentuale Haufigkeit

Zustand nach Kasai-OP
Pseudolobuli komplett
Pseudolobuli inkomplett
portoportale Septen
intralobulére Fibrose
ringférmige perilobulare Fibrose
keine Ausbildung von Pseudolobuli
kleine Pseudolobuli

mittlere bis groRe Pseudolobuli
Entziindung rundzellig
Entziindung eitrig

keine bis leichte Entzindung
mittlere bis starke Entziindung
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(1 4l

] Cholangioduktal

vendse Proliferation: keine bis vereinzelt
vendse Proliferation: vermehrt bis stark apsggt
Zentralvenen: Fibrose
Zentralvenen: Entziindung
fehlende bis leichtgradige Cholangitis
mittelgradige bis starke Cholangitis

@angitis mit periduktularer Fibrose
Parenchymschwund: fehlend bis leichtgradig
Parenchymschwund: mafig bis schwergradig
Parenchymverfettung < 25%
Parenchymverfettung > 25%

4.3.1. Histologie mittels konventioneller Methoden.

Die starke Tendenz zur Ausbildung von Pseudolodlutielt dem histologische Bild

der PCDC (Tab.10b). Die Grol3e die Parenchyminseln ist starkeabel als bei den

oben genannten cholestatischen Erkrankungen (Tdhil0Septenbildungen, intra-

und perilobulare Fibrosen sind kaum zu sehen (Dabelf). Odematdse

Auflockerungen in den Portalfeldern und vendse Getimehrungen sind vereinzelt

zu sehen und zeigen

keine

Merkmalstendenz

(Tab.10,0). n

Zentralvenenveranderungen wurden nicht beobachat 10 p,q).
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Entztndung.

Die Entzindungsreaktion in den Portalfeldern istnetmlich uncharakteristisch
gemischtzellig, malig bis stark ausgepragt undrscieidet sich hierbei kaum von
den priméaren cholestatischen Lebererkrankungen.baliden PHZC gibt es allenfalls
nur eine geringe Entziindungsreaktion, die sich diaf Gallengdnge konzentriert

(Tab.10r s). Periduktulare Fibrosen konnten bezmitrall gesehen werden (Tab.10t).

Parenchymveranderungen.

Das Ausmald des Parenchymschwundes &ahnelPH@C, er ist also etwas geringer
als bei den cholangioduktularen Cholestasen ausigelfi ab.10 u,v).

Eine Leberzellverfettung scheint héaufiger als bean dprimér cholestatischen
Erkrankungen aufzutreten (Tab.10 w,Xx).

Eine Schwellung der Leberepithelien ist wie bei d#ZC regelmallig zu sehen
(Tab.11a).

Riesenzellen sind in dem Kollektiv hingegen niezamsachen (Tabl1b,c). Nekrosen

treten in variablen Ausmaf3en und Verteilungen @ab(11d-Q).

61



Tabelle 11. M. Wilson: Cholestase, Gallengange uriceberepithel-

veranderungen.
a b cdefghilk I mnowpagrs @t v wXxy
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Il M. wilson I Hepatozellular [ Cholangioduktal
a geschwollene Epithelien n Cholestase lappchenperipher
b Riesenzellen nicht vorhanden o] Cholestase in kleinen Gallengangen
c Riesenzellen vorhanden p Cholestase in groRen Gallengangen
d Leberzellnekrosen: keine bis vezeit q odektuléare Proliferation: fehlend bis vereinzelt
e Leberzellnekrosen: vermehrt bisgaebig r na&tllare Proliferation: vermehrt- stark vermehrt
f Einzelzellnekrosen S Reduktion mittlerer Gallengénge
g Gruppenzellenkrosen t Reduktion groRBer Gallengange
h Cholestase: fehlend bis leichtgyad u Hilusgallengang vorhanden
i Cholestase: vermehrt bis schvaaigy \ tiballengang mit Cholangitis
j Cholestase in Gallekanalchen w Hilusgallengang mit Epitheldefekt
k Cholestase in Hepatozyten X Hilusgallengang mit Galle
| Cholestase zentrolobulér y Hilus mit vendser Proliferation
m Cholestase diffuslobular
Cholestase.

Eine hepatozellulare Cholestase tritt in einemaldein Ausmalf auf, und kann auch
innerhalb eines Praparates stark variieren. Gaifeentfreie Areale sind aber haufiger
als bei den oben genannten cholestatischen Erkngskpen PHZC und PCDC) zu
sehen (Tab.11h-k).

Die Lokalisation ist auffallend lappchenperiphertdm, was den Morbus Wilson
sowohl von dePHZC, als auch von dgPCDC abhebt. Es gibt aber interessanterweise
auch Areale mit einer zentralen Cholestasebetonuang, gleichm&Rig in einem
(Pseudo-) Leberlappchen verteilt ist sie nicht &mefien (Tab. 11 I-n). Der Gallenstau
setzt sich auch in der Hélfte der Falle in die ki Gallengange fort, was bei der
PHZC selten zu sehen ist. Die grol3en Gallengdnge zelgganen Gallestau
(Tab.110,p).
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Die Gallengéange.

Eine Verminderung von Gallengangen lasst sich eueiazelt und regional feststellen
und ist deutlich geringer als bei d@€EDC ausgepragt (Tab.11s,t). Die neoduktulare
Proliferation ahnelt in ihrem Ausmall am ehesten RBEDC-Erkrankungsgruppe
(Tab.11 q,r, Abb.5). Der Hilusgallengang lasst sioimer nachweisen, ist gallenfrei

und zeigt vereinzelt Epitheldefekte mit oder ohim@k@ngitis (Tab.11 u-x).

Abblldung 5 MWlIson Acht Jahre Welb|ICh Ausgepragté'neodld«e
Proliferation bei geringer bis méaRiger Cholest&d€7, Vergr. 100fach.

4.3.2. Immunhistochemische Parameter.

Die durch Mib-1 festzustellende Proliferation debkrepithelien beim M.Wilson fallt
gering aus und zeigt eine lappchenperiphere Betpniime starke oder dissemierte
Mib-1-Expression, wie sie bei einem grol3en Teil dertersuchten primaren
Cholestaseerkrankungen auffallt, war hier nichseben (Tab.12 a-d). Eine intensive
Mib-1-Auspragung bei den Gallengangen lasst einelVildon unwahrscheinlich
erscheinen (s.Abb.6). So zeigen die Gangepithelerkleinen Gallenbaumaste eine
gemischte und tendenziell geringe Proliferatiomsrddie Epithelien der grof3en
Gallengange weisen keine Vermehrungstendenz aufb.XZe-h). Auch die
bestehenden  Gallengangsproliferate  befinden sich @her geringeren
Vermehrungsaktivitat als bei déHZC und denPCDC (Tab.12 i-j). Der Anteil der
CK7-positiven Leberepithelien zeigt keine Auffékaten. Die lappchenperiphere
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Betonung ist hingegen auffallig und grenzt sich @r PHZC-Gruppe ab, die ein
vornehmlich gleichmafiges Lappchen-Bild aufweigtt{L2 k-n). ' Oval-cells' wurden
selten gesehen (Tab.12 p). Die CD-10-Auspraguegzgrsich hauptsachlich von den
PCDC ab. So sind vor allem die Gallengénge, aber aielGdllenkanélchen beim
M.Wilson auffallend haufiger fur dieses Protein igos(Tab.12 g-t, Abb.7). Auf
CEACAM1 wurden drei Falle untersucht. Wahrend dieateR der
zellpolaritatsgestorten Hepatozyten schwankt, zgigt im Gegensatz zu d&CDC

beim M.Wilson eine disseminierte Verteilung (Tabvig).

Tabelle 12. M. Wilson: Immunhistochemische Paramete
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a Mib-1 in den Hepatozyten <5% n  CHKrrHepatozyten disseminert
b Mib-1 in den Hepatozyten >5% 0  CKasitive tubulare Strukturen in Pseudolobuli
c Mib-1 Betonung in den Leberlapptiperipher p  ‘'oval-cellstdéchtige Zellen
d Mib-1 Betonung disseminiert in dezberlappchen q CD10 in Galléiahen negativ
e Mib-1 kleiner Gallengange <25% Hpithelien r CD10 in Gakealchen positiv
f Mib-1 kleiner Gallengange >25% &gpithelien s CD10 in Gglingen negativ bis vermindert
g Mib-1 mittlerer/groRBer Gallengargs% der Epithelien  t CD10 in Gallegénginauffallig
h Mib-1 mittlerer/groRBer Gallengaregs% der Epithelien u CEACAML in Lel@gmpchen bis 25%
i Mib-1 Gallengangsproliferate <2%Bér Epithelien Y CEACAML1 irlherlappchen tber 25%
j Mib-1 Gallengangsproliferate >25B4r Epithelien w  CEACAML1 Betowy lappchenperipher
k CK-7 in Hepatozyten Gruppen <10% X CEACAMBEtonung disseminiert
| CK-7 in Hepatozyten Gruppen >10%
m CK-7 in Hepatozyten Betonung lapgberipher
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Abbildung 6: M.Wilson. Acht Jahre, weiblich. Geringe hepatoziéite und
cholangioduktale Proliferationsrate bei zahlreichenduktularen Gangen (siehe

Abb.5): Indiz fur eine langsame Proliferation. MibVergr. 150.

Abbildung 7a: Acht Jahre altes Madchen mit M.Wilson. . Positial&ange bei
negativen intralobularen Gallepolen. Hinweis auakei fortgeschrittenen

hepatozellularen Schaden. CD 10, Vergr. 150fach.
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Abbbildung 7b: Fall siehe 7a). Benachbartes Areal von Abb. 7ar ptisitive
Gallekanalchen. Der hepatozellulare Schaden idt naht so ausgepragt wie in
Abb.7a. CD10, Vergr. 150fach.
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4.4. Applikation der Merkmalsparameter auf Beispiele fur

cholestatische und cholestasefreie Erkrankungen.

Im folgenden Abschnitt werden die histopatholog&thund immunhistochemischen
Merkmale zur Unterscheidung priméar hepatozelluld@drolestasen RHZC) von
primar cholangioduktalen Cholestasd?CDC) an unterschiedlichen Erkrankungen
exemplarisch angewendet. Hierbei wird zwischen edtatischen und

cholestasefreien Erkrankungen unterschieden.

I. Cholestatische Erkrankungen.

Alagille-Syndrom.

Von den Merkmalen derPCDC prasentiert das Alagille-Syndrom eine
Gallengangscholestase mit einer Reduktion mittlener gro3er Gallengange. Das CD
10 ist in diesen Gangen nicht nachweisbar. Zudepniraieren die Leberepithelien
das CK7 -Protein l&ppchenperipher (Abb.8). An didsekalisation ist auch eine
CEACAML1- Auspragung vermehrt festzustellen. Als keale dePHZC zeigen sich
im vorliegendem Fall eine fehlende Entziindungsieaktler Gallengédnge, eine
intralobuldare Septenbildung bei geringem Parenchimmand und eine ausgepréagte

diffuse, z.T. aber auch peripher betonte, Hepatomholestase.

S % - P ks
iwﬂ‘ e - o ‘a ST 2N e ‘ = |

Abbildu‘ng;8: AIagiIIe-Syndro?ﬁ: Zwei Jahrhe altéfjunge. CK7-Betog
l&ppchenperipher. CK7, Vergr.150fach.
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Tabelle 13: Zusammenfassende Darstellung der hepatozellularen Differenzierungsmerkmale bei einer Erkrankungsausswahl (Abschnitt 4.4).

lagile-
Syndrom

Crigler-Majar-
Sy ncrom

chron.zkl.
Cholangtis

Kurzdarm-
Syndrom

athytoxische
Leberzirthoze

Tyrozindmis

Budd-Chiari-
Syndram

valoze

Vollstandige Peeudolobul

e

¥

Feridukiulare Flbrose

starker Patenchymschwind

Ir heer Lappchenlokalisation variable Cholestase

Primar

Gallenganascholestase

cholangio-

Reduktion mitlerer bow groler Gallengange

duktale

ausgepragte neadukiulare Froliferstion

Schadigung

Hiliz mit Epthelderekt, Galle oder Entzindung

CheT: Betonung lapnchenperipher

GO0 In Gallengangen stark reduzien bis negatly

CEACANM] -Betonung lannchenperioher

vermehriestarke Gallengangsentzindung

periobulee Flbtose

wwenn komplette Paeudalobuli dann Meigung zu kleinobuliren Knaten

intralobulare Septenbildung

keine Entzindung der Gallengénge

Primar

Vergleichsweize geringer Parenchymschwund

hepato-

Zellzchwelung

Hepatozeluldre Riesenzellen

Schadigung

auzgepragte Hepatozytencholestaze

Hepatozeluldre Cholestase diffus im Leberl&pchen verteit

Mib-1-aktive regulire kleine Gallegange

CH-7 dizzeminiert im Lebetldppchen verteit

CH-7 posttive Strukturen in Peeudolobuli ausgeprac

C010 posttive Gallegange undioder Gallekanalchen

CEACLAMT dleichmalig in Leberlipnchen vereit
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Crigler-Najjar-Syndrom.

Das Crigler-Najjar-Syndrom zeigt bis auf eine fokakipher lokalisierte Cholestase
keine Merkmale, die gehauft bei d®CDC auftreten. Interessanterweise kann der
Gallenstau in einigen Arealen auch zentrolobul&tgestellt werden. Diagnostisch
wichtig ist, dass sich diese Galleablagerungen ateren Cholestasen durch ihre
gelblich-orange Farbe unterscheiden, was ihrer rabslen chemischen
Zusammensetzung bei dieser Erkrankung entspricht.

Fur eine hepatozellulare Storung spricht die fefde@allengangsentzindung, eine
intralobuldre Septenbildung bei einem geringen Mmwargmschwund und eine
ausgepragte Hepatozytencholestase. CD10 lasstirsicten Gallenkanalchen und
Gallengangen nachweisen. CK7 ist disseminiert wmd Zeil in Rosettenform in den
Pseudolobuli vorzufinden (Abb.9).

o =3 )

nIi, 13 Jahre. Die IBagange sind
CD10-positiv, Gallekanélchen zentrolobular negdiin Indiz dafir, dass die
hepatozellulare Schadigung hier beginnt. CD10, K&g§fach.

Abbildung 9. Crigler-Najjar-Syndro. Man
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Chronisch Sklerosierende Cholangitis.

Hier sind Gallengangssklerosen (mit Schwerpunkgréf3eren Gallengdngen) und
Gallengangswandentziindungen zu sehen. Die Skldm@se vornehmlich in der
Leberbiopsiebiopsie nicht enthaltenen groRen Ggdlege betreffen, so dass die
Diagnosestellung an kleinen Gewebsproben haufigvistiy ist. Die Cholestase
erstreckt sich von den Gallengangen bis in das rpalbenchym hinein, die
neoduktulare Proliferation ist ausgepragt . Das C¥Ekst sich in den Gallegangen
nicht nachweisen (Abb. 10b). CK7 ist lappchenpearpletont (Abb.10a). Der
Hilusgallengang ist defekt, cholestatisch und datsiagende Gewebe Gdematds
aufgelockert. Diese Merkmale weisen auf eine Chasesvom Typ dePCDC hin.

Abbildung 10a. Chronisch Sklerosierende Cholangitis: 14 Jahre aitege. CK 7
l&ppchenperipher betont. Periduktulare Fibrose. GKrgr. 150fach.
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Abbilduﬁg 10b. siehe 10a. Die Ga.IIengange zeigen sich fur CDl1atnegechts
CD10-positive Gallekanélchen. CD10, Vergr. 200fach.

Kurzdarm-Syndrom.

Das Kurzdarm-Syndrom reprasentiert eine durch diez#arm-Situation induzierte

chronische toxische und stadienabhangige Schadidesd.eberparenchyms. In dem
hier vorliegenden Fall zeigt sich eine vorwiegergpdtozellulares Schadigung mit
eher Kkleinlobularen Pseudolobuli und einer intraléken Septenbildung. Die

Epithelien sind nicht nur geschwollen und cholestht sondern koénnen auch
mehrkernige Riesenzellen bilden. CD 10 ist zwaden Gallengangen, nicht aber in
den intralobularen Gallekanalchen nachweisbar (Atp.

Daneben finden sich auch Hinweise auf eine sekendigktale Schadigung bis hin zu
einem vollstdndigen pseudolobuldren Umbau bei eistarken Parenchymschwund
mit diffuser hepatozellularer und cholangioduktata€holestase. Reaktiv kann sich,

wie im vorliegenden Fall, eine neoduktulare Proiten finden.
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Abbildung 11. Kurzdarmsyndrom: 10 Monate alter Junge. Die Gakagg sind CD
10-positiv, an den Gallepolen der LeberepithelgrCD 10 vermindert. CD10,
Vergr.150fach.

Athyltoxische Leberzirrhose.

Hier liegt atiopathologisch eine hepatozellularé&tigung vor. Passend findet sich
eine kleinlobuléare Zirrhose mit entziindungsfreieall@gange mit geschwollenen
cholestatischen Epithelien und eingestreute Riedlemz bei diffuser Cholestase.
CD10 wird in allen galleableitenden Strukturen draféen (Abb.12b). Das CK7
weist ein disseminiertes Verteilungsmuster auf (ABR).

Zusatzlich lasst sich sowohl eine sekundér entstamdsallengangscholestase als

auch eine neoduktuléare Proliferation nachweisen.
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Abbildung 12a. Athyltoxische Leberzirrhose. 34jahrige Frau. Reathheoduktulare
Proliferation. CK7 ist disseminiert Uber die Leldgpchen verteilt. CK7, Vergr.
150fach.

Abbildung 12b. Athyltoxische Leberzirrhose. 34jahrige Frau, CDE060. CD10-
positive Gallegange und Gallekanélchen. CD10, Vésgfach.
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II. Cholestasefreie Erkrankungen.
Auch nicht-cholestatische Erkrankungen kdénnen Sgo@&den und Umbauvorgange
in der Leber induzieren. In wieweit sich auch hiterkmale der hepatozellularen und

cholangioduktalen Cholestase finden kénnen, zaigefolgenden Beispiele.

Tyrosinamie.

Ein 6dematdser Hilus und eine vollstandige Pseumdiloildung sind die einzigen
Merkmale des Typs ddPCDC, die bei fortgeschrittenen Stadien der Tyrosindmie
gesehen werden kénnen.

Die Gallengange sind stauungs- und entzindungsiesi, Parenchymschwund ist
gering. Unauffallige Hepatozyten und Gallepole sbhin den Gangen als auch in den
Kanalchen mit nachweisbarem CD-10 bieten nicht Bég einer cholestatischen
Leber (Abb.13 b,c). In verfetteten Arealen ist @310 reduziert. Dahingegen finden
sich hier vermehrt CK-7-positive Hepatozyten (Alda). CEACAM1-auffallige

Zellen liegen disseminiert verstreut in den Pseoiolall.

Abbildung 13a. Tyrosindmie. Sechs Jahre altes Madchen. In vetdeti®realen
Bildung neoduktularer Proliferate mit CK7-positivelepatozyten.
CK7,Vergr.150fach
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Abbildung 13b. Tyrosindmie siehe 13a. Gallegdnge und Gallekangdlsimel CD10-
positiv. CD10, Vergr.150fach.

Abbildung 13c. Tyrosinamie siehe 13b. CD10-Reduktion in verfetigieealen
(rechte Bildhalfte). CD10, Vergr.100fach.
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Budd-Chiari-Syndrom.

Das Budd-Chiari-Syndrom gehort nicht zu den chatesthen Lebererkrankungen.
Dennoch lassen sich allgemeine Veranderungen, wistarker Parenchymschwund
und intralobuldre Septenbildung, sehen (Abb.14aje allengange und das
Parenchym sind reizlos. Auffallend sind vermehrt-CKeaktive Hepatozyten, die
disseminiert in den Lappchen verteilt liegen undt dereinzelt tubuldare Strukturen
ausbilden. Homogene CEACAM1-Zellen liegen gleichigaf Parenchym verteilt.
Das CD-10 ist in Gallegangen und an den Galleposatweisbar (Abb.14b). Es zeigt
sich aber eine zentrolobulare Reduktion, was danadeutet, dass das CD-10 nicht
ausschlief3lich als ein Cholestasemarker dienlictsamdern sehr wahrscheinlich auch
einen hepatozellularen Schaden im Allgemeinen nmb&ziehung des Gallepoles

anzeigt.

ef Jahre altséichetralobulére

Septenbildung und zentrolobulére Fibrose. Massolaitgo, Vergr.100fach.
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Abbildung 14b. Budd-Chiari-Syndrom, siehe 14a. CD-10 positive &gihge und
Gallekanalchen. CD10, Vergr.150fach.

Oxalose.
Das Lebergewebe dieser Erkrankung erweist sich ramgsgemal als unauffallig

und dient dem Vergleich zu pathologisch verande@isganen.
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Tabelle 14: Zusammenfassende Darstellung der hepatozellularen Differenzierungsmerkmale bei

einer Gruppe unklarer Cholestasen.

prirnar
chaolangio-
duktale
Schadigung

E-11458101

E-21036501

E-12717101

E-16487101

E-24296101

olistandige Fseudolobuli

Peridukiulare Fibross

statker Parenchymschyeund

I ihrer Lappehenlokalization varighle Choleslase

Callengangscholestase

Feduktion mittlerer bzwe drolter Sallengande

SUsgentagte nepduliulare Proliteration

Hilliz mit Epithieidetelt, Galle oder Entzindung

CH-T Betonung Bppchenpetipher

Chd 0n Gallenganoen stark recuziert bis negatiy

CEAC AN -Betonung Bppchenpetipher

permnehite/starke Gallengangsentzindung

petilobulare Fibroge

primar
hepato-
zellulare
Schadigung

wvenin komplette Peeudalobuli dann Meigung zu klginlobul&ren Knoten

irtralobulare Septenbildung

keine Entzindung der Gallengange

\ergleichsyeeise geringet Parenchymschywund

Zellzchwellung

Hepatozeluldre Riesenzellen

susgepragte Hepatozytencholestase

Hepatozelluldre Cholestaze diffus im Leberlapchen verteitt

hib-1-aktive regulare kleine Gallegange

(CH-Y dizzeminiert im Leberlappchen verteilt

(CH-¥ positive Strukturen in Pseudolobuli ausgepragt

CL 0 positive Gallegange undioder Gallekanalchen

CEACAMI gleichmalkig in Leberldppchen verteilt
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4. 5. MDR3- Versuche

Es folgen die Ergebnisse der Versuche, die das MBR8&in an mit unterschiedlichen
Methoden fixierten Geweben nachzuweisen solltemgehe 1,2,4).

Es gelang an dem Fallkollektiv nicht, das MDR3-Brotmit dem hauseigenen Ziegen-
Antikorper darzustellen. Jedoch lieR es sich exanggh mit dem kommerziell
erworbenen Maus-Antikérper an normalem menschlichelnergewebe (Versuch 3),

aber auch im Fall einer untersuchten PFIC3- EKuaag darstellen (Versuche 5,6,7).

Versuch 1.
Im formalinfixierten Oxalose-Praparat (E-21501/9%64F 8656) zeigte sich keine

kanalikulare Zeichnung mit dem hauseigenen ZiegetikArper gegen MDR3.

Versuch 2.

Nach Vorbehandlung mit TEC-Puffer, Bor-Saure, GiRaffer und Pronasel

zeigte sich bei beiden Antikorper an dem formatiefiten Lebergewebe (E-21126/02,
SaF 13457) nur eine unspezifische Farbung. Es \bar &eine Markierung der

Kanalikuli, wie es bei dem MDR3 zu erwarten gewesére, erkennbar.

MDR-3 Ziege (an formalinfixiertem Gewebe) MDR-3 Maus (an formalinfixiertem Gewebe)

Vorbehandlung|| Kanalikuli Vorbehandlung| Kanalikuli
positiv positiv

TEC nein TEC nein

Bor nein Bor nein

Citrat nein Citrat nein

P1 nein P1 nein

Versuch 3.

An der nativ eingefrorenen und Aceton-fixierten esfewebsprobe aus der Umgebung
einer Lebermetastase ergab sich eine positive MDR&rkierung. Sie zeigte eine
diskontinuierliche Darstellung in den Gallengangigegien und am Gallepol der
Hepatozyten. Zusammenfassend lieferte der Versiichine der folgenden Tabelle

dargestelltes Ergebnis. (siehe auch Abbildung 1§.a+
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MDR-3 Maus (Farbung ohne Vorbehandlung)

Fixationsform | Kanalikuli
positiv
Kryostat ja
Zink nein
Hope nein

Eine Verdunnung des Antikorpers auf 1:20 erschigmal.

Abbildung 15a. H.E.- Praparat des Aceton-fixierten LebergwebesdandJmgebung
einer Sigmakarzinommetastase (E -12511/03, SaFs13%heversuch 3.
Vergr. 200fach.
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Abbildung 15b. MDR 3 an einem Aceton-fixierten Lebergewebe (E 1263,SaF
13535, sieh&/ersuch 3. Man erkennt die kanalikulare Farbung des MDR3.
Vergr. 200fach.

Versuch 4.

In der Hoffnung, dass mit einer Vorbehandlung d&RH-Fixierung ein Farbungserfolg
eintreten wuirde, fuhrten wir diesen Versuch durckr erbrachte keine

Ergebnisbesserung, d.h. tberall einen negativeariglef

MDR-3 Maus (an HOPE-fixiertem Gewebe)

\Vorbehandlung|| Kanalikuli
positiv
TEC nein
DAKO nein
Bor nein

Versuch 5.

Der hier durchgefiihrte Vergleich zwischen einer G&Erkrankung und einem
Kontrollschnitt von normalem Lebergewebe mit denegén-Antikbrper gegen das
MDR-3-Antigen ergab in beiden Proben eine negafeaktion. Der andere bisher nur
an Aceton-fixierten Gewebsproben empfohlene Anpkérwies an unseren Kryostat-
Schnitten auch bei der PFIC3-Erkrankung eine phetibaltene kanalikulare Zeichnung

auf. Bei der CD10 -Markierung stellten sich Defekterch cholestatisch bedingte
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sekundare Schadigungen des Gallepols dar.
An dem Kontrollgewebe liel3en sich wie zu erwartewahl MDR-3 als auch CD10

nachweisen (siehe Abbildung 16). Die folgende Tlalfakst die Ergebnisse zusammen:

MDR-3-Antikdrper (AK) von Maus/Ziege und CD 10 (Kryostat-prapariertes Gewebe)

Fall MDR-3 AK-Maus MDR-3 AK-Ziege CD 10
PFIC 3 |ca. 80% der Kanalikuli keine kanalikulare Farbung keine
positiv, Betonung l&ppchen- kanalikulére
peripher. Zeichnung
Kontrolle |ca. 90 % der kanalikularen |keine kanalikuldre Farbung|ca.90% der
Membranen positiv. Kanalikuli
positiv

Abbildung 16. Aceton-fixiertes Praparat aus der Umgebung einer
Sigmakarzinommetastase (E -12511/03, S&F 1353% ¥ersuch 5. Kanalikulare
Anordnung des CD 10. Vergr.150fach.
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Versuch 6.
Die auf den Maus-Antikorper gegen MDR3 angewandBCAMethode zeigte eine
starkere Hintergrundfarbung als bei der APAAP-Pdoze

MDR-3 Maus und ohne 1. Antikorper
Fall MDR-3 AK-Maus Inkubation ohne 1. Antikdrper

kanalikulare Farbung schwer |keine kanalikulédre Zeichnung
PFIC 3 |von der zytoplasmatischen
und abzugrenzen.

Konrolle

Eine Verdinnung des MDR 3- Antikdrpers von 1:50ckisn ausreichend fur die

entsprechende kanalikulare Markierung.

Versuch 7.

Hier wurden die Farbungen entsprechend dem voramgegen Versuch am DAKO-
Gerat durchgefuhrt. Wie bei Versuch 5 zeigte dieAAP-Farbung eine deutliche
kanalikulare Markierung bei beiden Féllen (PFIC3 dunKontrolle). Die
Hintergrundfarbung fiel sehr schwach aus. Die Irdtidn ohne den 1. Antikorper zeigt
nur fokal eine dezente fein-granulére unspezifistdiehnung.

Auch hier war eine Antikdrperverdiinnung von 1:58raichend.

Fazit.

Es gelang nicht, das MDR-3-Antigen an Formalin-nkZi oder HOPE- fixierten
menschlichen Lebergeweben nachzuweisen. Auch rex@blen Vorbehandlungen und
dem Ausweichen auf einen hauseigenen Ziegen-Amgkomgelang es nicht, den
kanalikularen MDR3-Transporter darzustellen.

Der Nachweis scheint nur mittels des handelstubtichdaus-Antikbrper an
schockgefrorenem und Aceton-fixiertem Lebergewebéglith zu sein. Die
diagnostische Wertigkeit des immunhistochemischeDRMB-Nachweises sollte an
weiteren Féallen untersucht werden, da auch beigemiFallen der Progressiven

Familidren Intrahepatischen Cholestase Typ3 (PF)Ctr@tz MDR3-Mutation die
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Epitop-Bindung des MDR3-Antikorpers moglich seimhkaln diesen Fallen bleibt die
Gen-Sequenz-Analyse die richtungweisende Untersurlzur Diagnosestellung einer
PFIC 3 [55].
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5. DISKUSSION

Die Arbeit befasst sich mit den Grundtypen der Geweranderungen bei Cholestasen.
Die Unterscheidung einer primar cholangiodukal bgtin PCDC) von einer primar
hepatozellular bedingten CholestaB#iZC) ist eine wichtige und haufige Aufgabe in
der histopathologischen Diagnostik. Eine Einsché@gzallgemeiner Veréanderungen
erfolgt im Abschnitt 5.1..

Eine grobe Differenzierung dePCDC von einer PHZC kann mittels der
konventionellen Histologie erfolgen (Abschnitt 3.3. Den erganzenden Einblick in
Funktion, Schaden und Umdifferenzierung der Lebdangt man erst durch den
zusatzlichen Einsatz der Immunhistochemie (Absthrit2.).

Der Morbus Wilson zeigt Merkmale beider Cholestaspgen (Abschnitt 5.3.). Die
erarbeitete Merkmalstabelle zur Abgrenzung prim&patozellularer von primér
cholangioduktalen Cholestasen erweist sich an eaudégiten Beispielen als
nachvollziehbar und hilfreich (Abschnitt 5.4).

Die histopathologische Differentialdiagnose zwistk&1ZC und PCDC ist schwierig,
da sich die hepatozellularen Umbau- und Adaptaviorgginge in beiden Gruppen stark
ahneln und viele Uberschneidungen in ihrem Mustdweisen. Insofern sind die hier
ausgearbeiteten Merkmale einzeln nicht als spehdis Diagnoseparameter zu
verstehen. Sie kénnen jedoch in ihrer Synopsiskentimene Hinweise auf die

Schédigungsebene im Gallefluss liefern.

5.1. Die Cholestase und Gewebsveranderungen im Aligemeinen.

5.1.1. Histologie mittels konventioneller Methoden.

Die Trennung vom urspringlichen FunktionsgewebechluBindegewebe und die
Aufhebung der Lappchenstruktur erschwert die Vewog der Leberepithelien mit
Nahrstoffen. Ein Hinweis hierfir kann eine Zellloallerung sein, die um so deutlicher
auftritt je kleiner die Parenchyminseln werden Wa I, II, Abbildung 1). Die
Schwellung der Hepatozyten ist ein Zeichen fiur mibeginnenden Zellschaden, der
auch bei zunehmendem Cholestasegrad zu sehen a@arl(TVI).

Zusatzlich zu dieser Zellschwellung lassen siclden Pseudolobuli - besonders beim
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Kleinkind - mehrkernige Hepatozyten beobachten, amdir vor allen Dingen in
Praparaten mit kleinen Pseudolobuli (Tab.1, llIjl @inem starken Parenchymschwund
(Tab. 1, IV).

Die Cholestase fiihrt zu einer Entzindungs- und ébréaaktion, die gut mit dem
Ausmald der Cholestase korelliert: je starker ddie&au, desto ausgepragter ist die
Entzindungsreaktion (Tab.1, V). Durch eine Inteaakivon Mesenchym, Epithel- und
Entztindungszellen in Form der 'ductular reactiamhit es zu Regenerations- und
Umbauvorgangen, die auch zu einer portalen Bindebswermehrung filhren kann
[106].

5.1.2. Immunhistochemische Parameter.

Funktion und Umdifferenzierung der Gallengénge.

Gallensalze in den kleinen Gallengange stellennreidieekten Proliferationsreiz der

Cholangiozyten dar [134], der sich mdglicherweigehain einer gesteigerten Mib-1 —

Aktivitat der Epithelien neoduktularer Proliferatgiderspiegelt (Tab.2.1l, Tab.5.l,

Abbildung 17.a+b). Diese stellen sich lichtmikroplszh gallefrei dar. Ein kausaler

Zusammenhang zwischen den urspringlichen und daesiukiilaren Gallengéngen bei

Cholestase konnte darin gesehen werden, dass dest@a in den Gallengdngen mit

einer vermehrten neoduktularen Proliferation eigbbkt (Tab.4. I, Tab.5. 1.).

Interessanterweise ist aber kein klarer Zusammenltzanschen der starken Mib-1-

Aktivitat neoduktularer Proliferatepithelien und rdeMib-1-Aktivitat kleiner

Gallengéange zu sehen. Eine starke Mib-1-Express#omeoduktularen Proliferate geht

ebenso haufig mit inaktiven Nuklei der Gallengange mit aktiven Nuklei einher

(Tab.2.1). Hierfir kdmen zwei Grinde in Betracht:

- Gallengénge und neoduktulare Gangeiferidren bei Cholestase unabhangig
voneinander

- eine andauernde Cholestase in den asgulGallengangen fihrt als Noxe zu
einem funktionellen Epithelschaden, me#@d die angestolRene Mib-1-
Aktivitat in den neoduktuléren Proldéen aktiv bleibt.

Neoduktularen Gange konnen sich vermutlich sowaisl Bipotenten Vorlauferzellen
(‘oval cells') [62], als auch aus einer bilidren diffierenzierung von Hepatozyten

(‘'duktale Metaplasie’) entwickeln [79]. Eine Iratktion zwischen neoduktuldren
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Gallengadngen und urspringlichen Gallengangen isirseaeinlich. Es gibt Hinweise
dafur , dass Gallengangsepithelien durch parakBigleretion von Wachstumsfaktoren
und Peptiden mit anderen Zellen in der Leber, isikin Hepatozyen und
Entzindungszellen, in Verbindung stehen [106]. $owiire umgekehrt auch eine

Einflussnahme von Hepatozyten auf die Gallengarmdjégration vorstellbar.

Abbildung 17a. M.Wilson: Sieben Jahre alter Junge. Gallefreie nkbdéare
Proliferate und CK7-positive Hepatozyten: ein Himsaaflir, dass die neuen

Gallegange von den Hepatozyten abstammen kénnkeh. \&ergr. 150fach.
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Abbildung 17b. M.Wilson siehe Abb.15a. Mib-1 aktive neoduktulére
Géange und Hepatozyten: Zusammen mit der CK7-Exiore$8bb.15a) ein Hinweis
auf die wichtige Rolle der Hepatozyten bei der Aldsimg neuer Gallegange.
Mib-1, Vergr. 150fach.

Funktion und Umdifferenzierung der Leberlappchen.

In den Leberldppchen ist eine l&appchenperipherdeStase mit einer dort lokalisierten

erhohten Mib-1-Aktivitat verbunden. Dies weist agihe durch Galle angestoRene
Zellproliferation hin (Tab.3.l, Abbildung 2). Hieebwar nicht von Interesse, ob es sich
um ‘hepatic progenitor cells', ‘intermediate helpiéitoy cells' oder gar schon um

'reactive ductular cells' handelt [89]. Dass dépmpchenperiphere Mib-1-Betonung in

der cholestatischen Leber nicht immer mit eineptd@nperipher betonten Cholestase
einhergeht (Tab.3, 1), kdnnte auf einen fortgestdmen Parenchymschaden in Mib-1-
inaktiven cholestatischen Arealen zurickgefuhrt dear Die Cholestase ist haufig

diffus in den Lappchen verteilt. Die Mib-1 -Aktigit zeigt in diesen Fallen eine

Tendenz zu einer diffusen Auspragung, was den Zomarhang zwischen Cholestase
und der Proliferation betroffener Hepatozyten wstteicht (Tab.3 ).

Auch das CK7-Protein ist wie Mib-1 gehéauft in deallggestauten Leberarealen
anzutreffen. Beide Marker verhalten sich in derpgéienverteilung dhnlich (Tab3. V,

Abb.3a+b). So geht eine lappchenperiphere Chokestas einer lappchenperipheren

CK7-Expression der Leberepithelien einher. Allegd ist diese Reaktion, wie Mib-1,

nicht spezifisch fur eine histologisch sichtbareolébtase (Tab.3. I,ll). Dies kdnnte auf
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eine frihe hepatozellulare Metaplasie in noch nitbhtmikroskopisch sichtbar
cholestatischen Arealen hinweisen . Die betontpberie Lage lasst sich gut damit
erklaren, dass die Ausgangszellen der Metaplasiersgheinlich von Stammzellen
abstammen, die in einem engen Kontakt mit den Igefianalen stehen [119].

Starker als Mib-1 ist der Zusammenhang zwischerfuskf Cholestase und
disseminierter CK7-Verteilung, was diesen Antikdrpals Hinweis fur eine
hepatozellulare Metaplasie auf Cholestasereizee&es lasst [30]. Die Tatsache, dass
CK7 das typische Zytokeratin der Gallengange igsstt vermuten, dass hier eine
Umdifferenzierung in galleleitende Strukturen dbadket. Dies wirde auch die
rosettenformige Anordnung CK7-positiver Zellen irfredb der Pseudolobuli
cholestatischer Lebern erklaren. Dies lasst sidhderi Vermutung von Clotman et al.
erklaren, dass die Proliferate von umdifferenzieitiepatoblasten ausgehen [14]. Diese
Gallengangsstrukturen erscheinen mit einem gaiéefrand kollabierten Lumen haufig
unreif, was auch in vorangegangen Untersuchundemmseermutet wurde [89].

Ein Zusammenhang zwischen einer intralobularer €dtake und einer vermehrten
neoduktularen Proliferation kann klar gezeigt werd€&ab.5 1). Ob die Cholestase in
den Leberlappchen den entscheidenden neoduktuRw@iferationsreiz darstellt, ist
dabei aber nicht deutlich, da nebenbei auch haaifig Gallengangscholestase besteht.
Auf die damit verbundene neoduktulare Wucherungd wireiter oben eingegangen
(Tab.4. lund ).

Schadigung der Gallengdnge und Hepatozyten.

Die Cholestase ruft eine Funktionsstérung der Ggagsepithelien hervor [134]. Dies
kénnte auch durch das Fehlen einer CD10-Expressioden betroffenen Arealen

angezeigt werden (Tab.2. Ill). Dass ein Gallesther anicht die einzige Ursache flr
diesen Defekt ist, zeigt sich daran, dass aucht-sloblestatische Strukturen fir CD10
negativ sein kdnnen. Grinde dafir kdnnten nebemtegken Fixationsmangel der
Gewebsproben ein langer bestehender cholestatiteffoerschaden sein, der indirekt
auch lichtmikroskopisch gallefreie Areale beeintitigt. Das CD10 kann prinzipiell bei

allen Stérungen des Gallepoles im Rahmen einektstellen Birstensaumdegeneration
reduziert sein. Im Gegensatz dazu ist eine vermiedduspragung des MDR3 ein
Hinweis auf einen primaren spezifischen Defekt Bérstensaumfunktion und geht

nicht zwingend mit einer CD10-Reduktion einheméiStudie konnte zudem zeigen,
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dass in der frthen Kindheit ein physiologischer NEnan immunhistochemisch
nachweisbaren CD10 an den Hepatozyten besteht $bhhit ist bei jungen Patienten

dieser Marker nur eingeschrénkt als histologis@teslestasemarker verwertbar.

5.2. Der cholangioduktale und der hepatozellulare Typ der

Cholestase: pathophysiologische Uberlegungen.

Wohl wissend, dass eine statistische Auswertunghdutie geringe Fallzahl der
untersuchten primér hepatozellularen Cholestasgrebet ist, zeigt die Untersuchung
Tendenzen morphologischer Unterschiede. Die higisthen Falle wurden auf sehr
viele Merkmale untersucht. 47 morphologische Medemainklusive 13

immunhistochemische Parameter sorgten fiur ein gefifichertes Spektrum, bei dem

man auf etliche Unterschiede zwischen den einzelinkrankungsgruppen stiel3.

5.2.1. Histologie mittels konventioneller Methoden.

Pseudolobuli.

Extrahepatische Gallengangsverschlisse, also prithatangioduktale Cholestasen
(PCDC), fuhren Uber pathophysiologischen Veranderungenden Cholangiozyten
zugig zu einer Leberfibrose [106]. In dem vorliedem Kollektiv zeigte sich ein
gehauftes Auftreten von vollstandigen nach aulR3éar§degrenzten Pseudolobuli bei
cholangioduktalen Galletransportstérung. Die schrkretierte und kanalisierte Galle
konnte zunachst zu einer lokalisierten Entziindwaddion primar in den Portalfeldern
fuhren. Erst im Verlauf wird das Parenchym zunehsneturch den Rickstau
geschadigt. Die durch die Entziindung getriggeredse schreitet entgegengesetzt dem
Gallenfluss fort und manifestiert sich  zunachst cHur eine portale
Bindegewebsvermehrung und fuhrt erst im weiteremlauvé zu einer intralobularen
Septenbildung. Die bei deRCDC im Vergleich zur den primar heptozellularen
CholestasenRHZC) gehauft zu sehende perilobulére Fibrose (Abbid2in) konnte ein
Zeichen fir die in dieser Defektebene auftretendel®ewebsneubildung sein. Der

Anteil der intralobular startenden Fibrose ware hievernachlassigen.
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Die netzartige intralobulare Septenbildung entstiditingegen primar bei dé?HZC,
wo sie haufiger als bei deRCDC gesehen wurde (Abb. 18 und Abb. 19). Die
Entzindung startet auf Parenchymebene und fuhrt emem Zerfallen der
Leberlappchenstruktur, was zunachst keine vollsggmdParenchyminseln wie bei der
Gallengangsatresie hervorbringt, aber im Endstadiam einer kleinlobularen
Leberzirrhose fuhrt. Diese Inseln sind insofern inde als dass die
Leberlappchenstruktur durch die diffuse cholestaiegierte Entzindung von innen
aufbricht und die Bindegewebsvermehrung nicht privain den Portalfeldern ausgenht.
An dieser parenchymalen Kollagensynthese scheineosa@dale HSP47-positive
Endothelzellen beteiligt zu sein [25]. Mischformeler Fibrosetypen im weiteren
Verlauf zeigen sich insofern, als dass auch beiRAC vereinzelt ein Gallestau in den

Gallengangen zu sehen war, und die Entziindungszalieh hier tatig werden.

.
e T

s =

Abbildung 18.Ga||engﬁgsatresie. méannlich, Alter: sieben MorBés derPCDC ist

typischerweise eine glatte Abgrenzung der Pseudblab sehen. Masson-Goldner,
Vergr. 100fach.
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Pseudolobuli. Masson-Goldner, Vergr. 100fach.

Parenchymveranderungen.

Der Schwund von Lappchengewebe bezogen auf dasles&pndegewebe fallt bei den
PHZC geringer als bei den Gallengangsatresien aus. $iegelt die oben genannte
Beobachtung der unterschiedlichen Pseudolobulusigidvider. Dies deckt sich mit
den Untersuchungen in den letzten Jahren, in dgeeeigt wurde, dass Duktalzellen
aktiv an der Leberentziindung bei Cholestase tesihaimndem sie proinflammatorische
und fibrogenetisch wirkende Chemokine und Wachstakisren freigeben [106].
Diese Studien zeigten auch, dass das Ausmald deluktaten Reaktion mit dem
histologischen Fibrosegrad korreliert ohne jedottere ursachlichen Zusammenhang
zeigen zu konnen [106]. Zudem verdichten sich diewdise auf eine 'epithelial to
mesenchym transition' (EMT) cholangioduktularer |&iel mit Verlust epithelialer
Marker und der Ausbildung mesenchymaler Merkmals &eaktion auf eine
cholestaseinduzierte neoduktulare Proliferation].[2&ch im vorliegenden Kollektiv
zeigte der Cholestasetyp de€DC im Gegensatz zu deRHZC eine ausgepragtere
neoduktulare Proliferation, die mit einer vermehrtéibrose und erheblichen
Parenchymsachwund einherging (Tab.6 b,g,i,. Ta),r)7 Eine weitere Erklarung des
unterschiedlichen Fibroseausmafies und der Fibmisdureg kénnte darin gesehen

werden, dass bei dd?HZC die Cholestase diffus in den Leberlappchen verilund
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die Toxizitat der Galle punktuell in den Parenchgiten wirkt, wahrend bei deACDC
eine starke Galleakkumulation, mit Ausbildung vomll&Seen, eine konzentrierte
Entztindungszellansammlung hervorruft. Beides, denzentration der Noxe mit
folgender chronischer Entziindung, hatte eine wdatst@8Bindegewebsvermehrung und
Parenchymuntergang bei d&€DC zur Folge.

Eine PHZC fuhrt zu einer langsamen Schadigung des Parenclenkennbar an der in
dieser Gruppe mit kleinen Pseudolobuli einhergedendellballonierung (siehe Abb.
1.+ Tab. 1 LIl., Tab.6h.). Ein weiterer Hinweis faeine primar hepatozellulare
Schéadigung ist die Bildung von hepatozellularen sBmzellen. Diese sind
wahrscheinlich regenerativen Ursprungs und entstefiglicherweise durch die Fusion
von Hepatozyten [60]. Solche hepatozellulare Riesken sind bei deRCDC selten zu
sehen. Wahrscheinlich tritt bei der Letzteren di@&ligung akuter und starker auf als
bei den PHZC. Die bis in die Gallenkanélchen gestaute Galle wizlim einen
extrazellular zytotoxisch auf die kanélchenbildendgpithelien, zum anderen pfropft
sich sekundéar eine intrazellulare Cholestase aathdgenetisch kodnnte hier eine
Schadigung perikanalikularer Mikrofilamente betgilsein, deren Schadigung zu einer
Kontraktionsschwache von Gallenkapillaren fihremrké [130]. Die Hepatozyten
wuirden schneller zu Grunde gehen, und es kame dmnitinem Defekt im distalen
Bereich des Galletransportes nicht erst zu ein#baonierung.

Hinzu kommt, dass bei dePHZC eine lokalisierte Abrdumreaktion mittels
Granulozyten und Makrophagen und Zellregeneratiessér zu bewaltigen ist als bei
extrazellularen Ansammlungen groéf3erer Gallemengensie haufig bei dePCDC zu
sehen sind. Hier kdonnte eine vermehrte, zum Teistfane und langer andauernde
Entztndungsreaktion zu einer starkeren Bindegevesbshrung in den Portalfeldern
fuhren. Somit konnte der im Vergleich zu d#iZC starkere Parenchymschwund der
PCDC unter anderem auch durch die verstarkte Auspragoualifokaler intra- und
extrazellularer Gallenoxen erklart werden. Dahirgegeigt diePHZC Zeichen einer
schleichenden, disseminierten und vor allem inthalZeen Cholestase, die von der

Leber besser zu bewaéltigen ist (siehe Abb.18+19)

Die Lokalisation der Cholestase.
Die Schwierigkeit einer Unterscheidung zwischen ldZC und derPCDC zeigt sich

in der Lokalisation der Cholestase, die in beidenpBen keine klaren Abgrenzungen
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zulésst. So kann sich die Galleanreicherung bei RIZC bis in die Gallegdnge
fortsetzen. Umgekehrt zeigen auch drREDC sehr haufig eine hepatozellulare
Cholestase. Dass bei dBHZC auch distal des Defektes eine Flussstorung auftritt
kénnte an der gestorten Gallenzusammensetzung sréinderungen der Viskositat
zusammenhangen. Auch zirrhosebedingte Stenosen HEntzindungen oder
Motilitatsstérungen der Gallenkanélchen kdnnen reiGallestau begiinstigen. Dass die
PCDC eine sekundare Schadigung der Hepatozyten mit katiger intrazelluléarer
Cholestase nach sich ziehen kann, wurde bereitemadien angefiihrt. Trotzdem ist die
Lokalisation der Cholestase bei der histologiscliifierenzierung zwischen einer
PCDC und einerPHZC richtungweisend. Die unterschiedlich ausgepragtetefung
der Cholestase bei ddPCDC kann mit dem ungleichmafigen sekundaren Rickstau
erklart werden, entsprechend dem Leberareal, dashdeinen stenosierten Gang
drainiert wird. Bei derPHZC ist die Verteilung der hepatozellularen Cholestase
hingegen gleichméaRig, da auch der Transporterdafakiogen Uber die Leberepithelien

verteilt ist.

Die Gallengéange.

Sowohl die Reduktion mittlerer und groRer Gallergginals auch die neoduktuléare
Proliferation sind bei derPCDC eine Folge des Gallestaues und einer damit
einhergehenden Entzindungsreaktion. Diese Veradngenu sind in beiden
Erkrankungsgruppen vorzufinden, bei de@DC jedoch etwas haufiger als bei der
PHZC. Zunéchst scheint die cholestatische Lebeeneitoxischen Schaden durch
retinierte Gallensalze mittels einer Stimulations deholehepatic shunt pathway'
vorzubeugen [134]. Unter diesem Nebenweg des Galletnansportes wird die
Wiederverwertung von reabsorbierten duktalen Gad&ren verstanden. Die Uber einen
selektiven Transporter der apikalen Cholangiozyimbran, den ASBT (Apical
Sodium Bile Acid Cotransporter), resorbierten Qadkdze gelangen Uber vier
baslolaterale Transportersysteme aus den Gallesgpitigelien Uber den peribiliaren
Venenplexus in die Hepatozyten, um anschlieBeneueniber die Galle ausgeschieden
zu werden. Neuere Studien weisen darauf hin, dassctolehepatic shunt pathway'
eine Aufrechterhaltung des Gallensalztransportes Oeronischer Cholestase,
insbesondere bei Gallengangsverschlissen ermédlic3d]. Im weiteren Verlauf

scheint es aber zu einer Dekompensation diesesiaglabystems bei dd?CDC zu

94



kommen, da in dieser Erkrankungsgruppe haufigebeailslerPHZC Epitheldefekte der

Gallengange und Galleseen zu sehen sind. Ein mischan Verschluss fehlt bei der
PHZC. Es ist denkbar, dass ein dezenter Fluss in ddaggatauten Gangen einen
Strukturschaden der Gangepithelien zeitlich vergdgeihrend eine Funktionsstérung

des Parenchyms bereits eingetreten ist.

5.2.2. Immunhistochemische Parameter.

Funktion und Umdifferenzierung.

Die im Vergleich zu denPCDC vermehrte Epithelproliferation der kleinen
Gallengange in der Gruppe deHZC ist Uberraschend, wenn man bedenkt, dass der
auslosende Reiz die vor Ort statische Galle istglMberweise wird die Proliferation
der Gallegange von den cholestatischen Hepatomgtemgestol3en, da sich didib-1
aktiven Gallegange der Praparate mit eiREIZC tUberwiegend als gallefrei erweisen
(siehe Abb. 4). Dass die Proliferation hier audensiver ist, konnte an einer fehlenden
Ansprechbarkeit der cholestatischen Gallengandsd@n der PCDC auf den
Proliferationsreiz liegen. Als Ursache kame einigol bedingter cholangiozellularer
Rezeptordefekt oder eine weiter fortgeschrittenetabwische Zellschadigung in
Betracht, die die Proliferationsfahigkeit cholaydyiktaler Epithelzellen bei einer
PCDC einschrankt. Hier kénnte somit eine Stdrung desgesannten 'hepatischen
Reperaturkomplexes' im Bereich der Endothelzellenliegen [106]. Dies wirde
erklaren, warum sich bei dé?HZC und denPCDC die Mib-1-Akitivat neoduktularer
Géange nicht unterscheidet. Diese neu entstandeAageGsind, wenn sie Uberhaupt in
der Lage sind Galle abzuleiten, noch nicht sowe#scpadigt, dass eine
Funktionseinschrankung daraus resultieren wirdetn@n et al sahen in der geringen
Mib-1-Aktivitat der Gallengangsproliferate bei Haf6Mausen eine Bestatigung darin,
dass diese Zellen postmitotisch seien und wahnslitiei aus umdifferenzierten
Hepatoblasten hervorgehen [14]. Diese Beobachtésgt sich bei uns in einem
Grof3teil derPHZC und PCDC nachvollziehen. Jedoch befinden sich darunter auch
Praparate mit einer deutlich verstarkten Mib-1-egsion der neoduktularen
Gallengange. Dies lasst darauf schlie3en, dassnnklepatoblasten wohl auch die

duktalen Epithelzellen aus sich heraus prolifend@nnen (siehe Abb.20.a,b + Abb.4).
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Abbildung 20a. Beispiel einePCDC (Gallengangsatresie, Acht Monate altes
Méadchen). Reichlich neoduktulare Proliferation, Zliell auch innerhalb der
Pseudolobuli zu sehen. CK7, Vergr. 150fach.

Abbildung 20b. Beispiel einelPCDC (Gallengangsatresie. siehe 18a. Kommentar siehe
Abb. 20c.) Mib-1, Vergr. 150fach.
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Abbildung 20c. Beiépiel eif:ePCDCf (‘Gallenrgangsvétresie.A‘s.ieh(‘a 20a.):.nl?>roliferierende
regulare und neoduktulare Gallegange. Daruntereskatische Gallegange ohne Mib-1-
Expression: maglicherweise Hinweis auf einen furillen Schaden.
Mib-1, Vergr. 150fach.

Die Expression von CK7 in den Hepatozyten cholestatischer Lebern zeige ein
zellulare Strukturdnderung und wird als eine hepatolare Umdifferenzierung
gewertet [30]. Die Umdifferenzierung von Hepatol#asund sogar reifen Hepatozyten
in duktulare Strukturen mit Basalmembran inklusivéer Ausbildung von
Gallengangsmarkern ist in vitro bei Hepatozyten Ratten gelungen [79].

In dem vorliegendem Kollektiv sind Anzeichen einehepatozellulare
Umdifferenzierung in tubulare Strukturen innerhd#y Leberlappchen zu erkennen. So
erinnern zirkulare Anordnungen CK7-positiver Hepgten an Querschnitte von
neoduktularen Proliferaten (siehe Abb.21a+b). De&dlisationsbeschreibung des CK7
erweist sich als schwer, da selbst innerhalb e@msebsschnittes fokale Unterschiede

zu sehen sind.
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Abbildung 21a. Beispiel einePCDC (Gallengangsatresie, 21 Monate alter Junge): CK-
7 positive Hepatozyten mit zum Teil tubularer Anmaudg. CK7, Vergr. 150fach.

Abbildung 21b. Beispiel eineiPHZC (PFIC2: Drei Jahre alter Junge): Wie bei der
PCDC sind CK7-positive Hepatozyten in zum Teil tubutdfermation zu sehen. CK7,
Vergr. 150fach.
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Schadigung der Gallengdnge und Hepatozyten.

Das CD10 dient als Marker fiir einen intakten Burstensaumagmikalen Gallepol. Es
kann insofern zur Differenzierung zwischen eif@tZC und einerPCDC eingesetzt
werden, als dass CD10-positive Gallengdnge in demersuchten Kollektiv
ausschlief3lich bei ddAHZC zu sehen waren. CD10-positive Gallekanalchen wiaeen
derPHZC haufiger als bei dd?CDC nachweisbar (Abb.22).

Der Grund hierfur liegt moglicherweise in der rgad aufsteigenden Cholestase bei
der PCDC. Die Galle fuhrt zu einer Schadigung der anliegendellstrukturen, und
somit der Gallengangsepithelien mit einem hierassltierenden Verlust des CD10-
Proteins im Rahmen der Destruktion des Birstenssufia weiterer Grund ein der
CD10-Reduktion wird in einer cholestasebedingteduzeerten Transkription des
CD10-Proteins durch eine Methylisierung der Promretgion des MME (Mendelian
Inheritance in Man) gesehen [11,122]. Bei d&HZC gesellt sich die
Gallengangscholestase erst spater im Verlauf deaikung sekundar hinzu. Dies kann
die hier haufigere Nachweisbarkeit von cholangioi@em CD10, als Hinweis auf
einen intakten Funktionsstoffwechsel der entspredbe Zellen, erklaren. Eine
weiterflhrende toxisch bedingte Beeintrdchtigung daunktions- und spater des
Strukturstoffwechsels kann in beiden Erkrankungspem zu einem Mikrovilli- oder
Transkriptionsdefekt mit einer Verminderung der ©@DExpression fihren. Obwohl
sowohl bei derPHZC, als auch bei dePCDC nahezu regelmalRig Galle in den
Gallenkapillaren zu sehen war, ist das CD10 beiR{&#DC seltener als bei ddétHZC
anzutreffen. Moglicherweise spielt auch ein erhbl@&uungsdruck, wie der bei den
PCDC wohl eher als bei dd?PHZC vorliegt, eine zusatzliche Rolle bei der Schadigung
von Mikrovilli an den Gallenpolen. Interessanterseesahen Byrnet al. eine CD10-
Reduktion nur im Allagille-Syndrom und bei Kindeim Alter <24 Monate eine
Reduktion der CD10-Expression [11h den vorliegenden Fallen ist aber auch eine
Reduktion der CD10-Expresion bei Kindern in hoheteiensalter zu sehen. Eine

Berucksichtigung des Alters bei der CD10-Beurtaglist sicher sinnvoll.

Diese stéarkere funktionelle ParenchymschadigungdbePCDC lasst sich tendenziell
auch bei derCEACAM1-Farbung beobachten. In der Gruppe d&DC sind
Anzeichen einer starkeren Polarisationsstérungehers Diese hangt wahrscheinlich

auch mit einer gestorten Mikrovillimotilitat zusarem [107]. In Abschnitt 5.2 wurde
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schon auf die ungunstige Wechselwirkung zwischen ol€dtase und
Mikrofilamentdefekten eingegangen. Insofern wirdeh sdie starkere CEACAM1-
Alteration beiPCDC mit einer starkeren und akuteren Schadigung deeregiithelien
erklaren lassen.

Eine Untersuchung mit hoheren Fallzahlen wurde bdizdglich mehr Aufschluss

bringen.

Eine Subgruppe dePHZC kann mit Hilfe desMDR3-Transporters am apikalen
Gallepol differenziert werden. Bei der PFIC3 ises#r Marker von eingeschranktem
Wert, da in einigen Fallen trotz MDR3-Mutation defFransporternachweis
immunhistochemisch gelingen kann [55]. Dies unteisht einmal mehr die
Komplexitat der Differenzierung cholestatischer é&edskrankungen, die eine gute

Zusammenarbeit mehrerer medizinischer Fachgehifetelert.

Abbildung 22. Beispiel einePHZC (PFIC2. Drei Jahre altes Madchen):
CD10-positive Gallengange. Hier ist auch eine lekaD10-Reduktion an den
Gallepolen zu sehen. CD10, Vergr. 200fach.
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5.3. Der Morbus Wilson im Vergleich zur primar cholangioduktalen

und primar hepatozellularen Cholestase.

Im Gegensatz zu dem fibrotisch bedingten pseudtdod Umbau scheinen
intralobulare bindegewebige Verdnderungen beim Menilson eine untergeordnete
Rolle zu spielen. Hierbei sind aber auch die agsten sekundaren Cholestasen haufig
mafiger als bei den priméren cholestatischen Ekkragen ausgepragt. Moglicherweise
liegt hierin ein Grund fir die eher geringe intraund perilobulére
Bindegewebsvermehrung. Die sekundar zu Stande kowhen€holestase spiegelt sich
auch in der Verteilung der parenchymattsen Veramgdem wieder. Der Gallestau in
den Préaparaten des M.Wilson variiert stark in dekdlisation und im Ausmal. Auch
die Pseudolobuli sind je nach Areal klein- bis dmoddig und zum Teil inkomplett
(siehe ADbDb.23). Ausmall und Zusammensetzung der GBshimgsreaktion sind
differentialdiagnostisch wenig richtungsweisends®diese wie bei den PHZC kaum in
den Gallegdngen zu sehen ist, erklart sich duram diet mangelnden Gallereiz.
Interessanterweise konnte bei einem Wilson-Falle eperiduktuldre Fibrose bei
fehlender Gallengangscholestase und Cholangitiehges werden (siehe Abb.23).
Hierfir kamen hereditare, metabolische oder toxas@riinde infrage, die hier nicht
weiter geklart wurden.

Geringer Parenchymschwund und Leberepithelschwgelilimeln dePHZC und weisen
auf eine Problematik ohne primar extrazellulare &oxin. Die besonders im frihen
Lebensalter auftretenden Riesenzellen finden sicht rbeim M.Wilson. Dahingegen
lassen sich hier haufiger als bei den primar chalisshen Erkrankungen
Epithelverfettungen als Hinweis auf eine kupferwdtiette mitochondriale Schadigung
durch freie Radikale nachweisen [35]. Die unreg®imé Verteilung der Cholestase
grundet sich wohl auf die unterschiedliche Ausprdgdieser Schadigung. Der Grund,
dass sich die Cholestase auch in die kleinen Galgilchen fortsetzt, ist
wahrscheinlich  funktioneller oder konsistenzielleNatur, da primar keine

Gangverschlisse auftreten.
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Abbildung 23. M.WllsonSechs Jahre altes M
Goldner, Vergr. 40fach.

Die starke Auspragung der neoduktularen Proliferatbei eher maRiger Cholestase
bietet Raum fur Spekulationen (Tabelle 11,r. Al).5Starker als bei delAHZC lasst
sie sich entweder auf einen starkeren Proliferatmm oder auf eine vermehrte
Proliferationsumsetzung zurtickfihren. Warum soléme vergleichsweise milde
Cholestase beim Morbus Wilson eine starkere Bildumg Gallengangsproliferaten als
die PHZC hervorrufen? Der Grund liegt wohl eher nicht amrmdé&Hilferuf der
cholestatisch bedrohten Zellen als vielmehr an Wdeermittiung der Umsetzung der
neoduktularen Proliferationsanweisung. Somit koénnte die starke
Gallengangsproliferation beim Morbus Wilson fir esinm Durchschnitt bessere
Parenchymfunktion und -interaktion als bei &&fZC sprechen. Dass die neoduktulare
Proliferation beim Morbus Wilson in ihrem Ausmalfhisatark an jene bei schwer
cholestatischen Gallengangsatresien erinnert, koant der ausgiebigeren parallelen
Aktivierung eines zweiten Induktionsarmes fur Heshtion liegen: moglicherweise den
cholestatischen Gallengangen.

Die ausgepragte neoduktulare Proliferation beim MerWilson steht im Kontrast zu
einer gleichzeitig eher geringen hepatozellularem wcholangiozellularen Mib-1-
Proliferationsaktivitat (Tabelle 12 a-h und Abb.Bjes kbnnte daran liegen, dass die
Wucherung der Gallengange beim Morbus Wilson inRisgel schon abgeschlossen ist,
wahrend bei denPCDC eine erhohte Mib-1-Aktivitat den fortbestehenden

Proliferationsreiz anzeigt.
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Diese Diskrepanz zwischen Gangvermehrung und Mitktivitat kann als Kriterium
fur eine Abgrenzung des Morbus Wilson von primachnlestatischen Erkrankungen
herangezogen werden. Das CD10 kann zur Abgrenzesdvidwilson von dePCDC
beitragen, da es bei de€DC viel starker reduziert ist (Tabelle 12 g-t und Abb+b).
Die oben besprochene Kombination zwischen lappdargoiperer Cholestase mit
beteiligter CK7- und Mib-1- Expression lasst siaih @gen Morbus Wilson-Fallen gut

nachvollziehen.

5.4. Anwendung der Merkmalstabelle anhand ausgewahlter

Beispiele.

Obwohl der Defekt beimlagille-Syndrom auf der Ebene der Gallengénge liegt, findet
man abweichend von einem Grol3teil d&DC trotz einer Gallengangscholestase
weder eine Cholangitis noch eine neoduktulare feralion. Letztere wird laut Literatur
auch nicht zwingend erwartet [53]. Dahingegen fmde&h im vorliegenden Allagille-
Fall die typischerweise in der Gruppe &tZC zu findenden Merkmale wie netzartige
intralobulare Septenbildung und eine diffuse Hepgtncholestase bei einem geringem
Parenchymschwund. Dies unterstreicht, dass dieubgearbeiteten Merkmale nur als
Indizien fur einePHZC gewertet werden kdnnen und auch BEDC gefunden werden
kdnnen.

Die immunhistochemisch anPCDC erinnernde Konstellation mit einer
l&ppchenperipheren Betonung des CK7 bei CD10-negatGallengangen lasst sich
sehr gut mit der in den Gallengangen liegenden kdetiene vereinbaren [67] (Abb.8).
Im untersuchten Fall de€frigler-Najjar-Syndroms lasst sich ein Grof3teil der
ausgewahlten Kriterien zur Bestimmung der Cholestasrvorrufenden Defektebene
anwendenEs gibt keine Indizien fur eineCDC. Zu beachten sind auch die passenden
immunhistochemischen Merkmale mit disseminiertem 7CKnd CD10-positiven
Gallengangen (Abb.9).

Auch bei derChronisch Sklerosierenden Cholangitidiberwiegen und tGberzeugen die
Merkmale derPCDC. Die Defektebene auf der Hohe der Gallengangd kisk gut
nachvollziehen. So ist beispielsweise CK7 lappckdpper angesiedelt und das
Gallengangs-CD10 negativ ( Abb.10.a+b).
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Bei derathyltoxischen Leberzirrhosefinden sich Merkmale sowohl fir eirfCDC,
als auch fur ein@®HZC. Die in unserem Fall gesehene Gallengangsprdiiéergl27],
als auch die schwere Cholestase [69] wurden im rdosnhang mit der
alkoholtoxischen Lebererkrankung in der Literatasdhrieben (Abb.12 a+b) .
Trotzdem Uberwiegen die Indizien fir eine hepalokle Genese der Erkrankung.
Insbesondere konnen die immunhistochemischen Pteanuer PHZC fir eine
hepatozellulare Genese der Cholestase sprechenen&prechen CD10-positive
cholangioduktale Strukturen und disseminiertes CiN7 den Leberldppchen der
erwiesenen hepatozellularen Entstehung der Gallmaklation bei der athyltoxischen
Leberzirrhose .

DasKurzdarmsyndrom kann in einigen Fallen aufgrund metabolischer uattitiver
Stérungen mit einer Leberparenchymschadigung egeten [5]. In unserem Fall ergibt
sich ein Bild, das stark der athyltoxischen Lebennse ahnelt. Allerdings helfen hier
die immunhistochemischen Merkmale bei der Differerung nur bedingt weiter. Es
zeigen sich CD10-positive Gallengange, was eheiranprimar hepatozellulare Genese
der Cholestase denken lasst (Abb.11). Aber auchacbmduktale Veranderungen
waren denkbar, wenn man bedenkt, dass das Kurzgadnosn durch einen
Gallensaureverlust zur Gallensteinbildung pradesti38]. Womaoglich liegt bei uns
ein Mischbild zwischen eindtHZC und einePCDC vor.

Bei der Tyrosinamie Typ 1 (hereditare Tyrosinamie) kénnen toxische
Stoffwechselprodukte in der Leber zu Steatose, dulgoldaren Proliferaten mit
Cholestase, Zirrhose und eventuellen Leberzelldgsgh fihren [69]. In unserem
cholestasefreien Fall Uberwiegen eindeutig die tozedularen Schadigungszeichen.
Die galleableitenden Strukturen sind fur CD10 pediei disseminiertem CK7 in den
Leberl&appchen(Abb.13 a-c), also auch hier entspreatie immunhistochemischen
Marker sehr gut der pathophysiologischen Schadisginene .

Das Budd-Chiari-Syndrom geht mit Leberfunktionsstorung mit Fibrose und
Leberzellatrophie einher [69]. Die Schadigung bigisdr Erkrankung fihrt somit zu
einer Hepatozytenschadigung ohne Cholestase, dih auit den erarbeiteten
Merkmalen erkennbar ist. So zeigen sich unter amdereine intralobulare
Septenbildung sowie Gallenkanalchen und -gangenatchweisbaren CD10 (Abb.14
a+b). Allerdings handelt es sich um einen unau@f@ten Befund als bei toxisch

hervorgerufene Parenchymschadigung mit Cholestase.
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Bei der Oxalose-Erkrankung lassen sich erwartungsgemal? keine wesentlichen

Veréanderungen beobachten.

5.5. Faazit.

Die Kombination von konventionellen und immunhistemischen Histologieverfahren
bei cholestatischen Lebererkrankungen liefert vadldv Informationen Uber den
Funktionszustand von Hepatozyten und cholangiodrkteStrukturen und bietet
zugleich die Grundlage fir pathophysiologische U#zggmgen zu dynamischen
Umbauvorgangen in der cholestatischen Leber.

Im klinischen Alltag kénnen durch die Interpretatider erarbeiteten konventionellen
und immunhistochemischen Parameterkombinationeriebégnder Patientenanamnese
oder ausstehender humangenetischer Befunde teeldenziAussagen zur
Defektlokalisation im Sinne einer primér hepatazélien CholestasePHZC) oder
einer primar cholangioduktalen Cholestas®CC) getroffen werden. Die
lichtmikroskopisch sichtbaren dynamischen Verandgen in der cholestatischen Leber
sind vielfaltig und hangen unter anderem vom Altes Patienten ab, da die
Leberentwicklung auch nach der Geburt nicht vatidi§ abgeschlossen ist.

In Kenntnis der Tatsache, dass eine reduzierte dsgmn von hepatobiliaren
Transportsystemen eine Cholestase hervorrufen kstnaker selektive Nachweis mittels
spezifischer Marker fir MDR3 und BSEP weiterhineeimvegweisend diagnostische
Stutze, um eine primar hepatozellular bedingte P#@G einerPCDC abzugrenzen.
Wahrend in allen Fallen der PFIC2-Patienten eirtdefale BSEP (bile salt export
pump, siehe Abschnitt 2.3.)-Immunreaktivitat an Benalikularen Membran vorliegt,
kann ein einigen Fallen der PFIC3-Erkrankung einanakkulare MDRS3-
Immunreaktivitdt vorgefunden werden [55]. In soleh€dllen kdnnen weiterfiihrende

histologische Indizien zur Unterscheidung zwiscRetlZC und PCDC hilfreich sein.

Sowohl die konventionelle Histologie als auch dwemunhistochemie sind fur sich
alleine genommen von nur eingeschréanktem diagrbsis Nutzen. Sie kdnnen jedoch

in der Synopsis Wahrscheinlichkeitskriterien fiire dgenauere Zuordnung der

105



Cholestasen liefern. Bei der Differentialdiagnobkelestatischer Lebererkrankungen bei
Kindern wird in Zukunft aber weiterhin eine engesZmmenarbeit zwischen Klinikern,

den Humangenetikern und den Pathologen esserigdlen.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Anhand von 38 Leberpraparaten wurden allgemeine undchunhistochemische
Merkmale der Cholestase und insbesondere die Aefgagkeit histopathologischer
Kriterien zur Differenzierung primarer hepatozeidr Cholestase?HZC) von primar
cholangioduktalen CholestaseRQDC) bei Kindern untersucht. Hierfur wurde die
Progressive Intrahepatische Cholestase (PFIC,|&)Fd$ Beispiel einePHZC, mit der
Gallengangsatresie (14 Falle) als Beispiel fur eilR€EDC verglichen. Die
konventionellen histologischen Kriterien wurden udie immunhistochemischen
Marker CD10, Mib-1, CK7 und CEACAM1 erweitert undnsiquantitativ analysiert.
Ein Nachweisversuch des MDRS3-Proteins erfolgte eptansch an der PFIC3 bei
unterschiedlichen Gewebefixierungen. Die konvemdilen Histologie liefert bereits
zielfuhrende diagnostische Kriterien zur Untersdbeg einePHZC von einerPCDC.
Die Immunhistochemie erleichtert mit differenti@gnostischen Informationen
bezuglich Funktion, Schaden und Umdifferenzierungsgssen die Abgrenzung der
hepatozellularen von der cholangioduktalen Defeiteb Beispielsweise ist der
Nachweis von CD10 in den Gallekanalchen und Gatiggé ein Indikator fir die
Unversehrtheit des Birstensaumes galleleitendaktaten und gelingt bei ein®HZC
haufiger als bei deRCDC. Das CK7 ist ein empfindlicher Indikator fir hepeellulare
Schaden und bringt die cholangiozellulare Umdifiererung der Hepatozyten zur
Darstellung. Die hepatozellulare CK7-Expressionbiet derPCDC lappchenperipher
betont, wahrend eine disseminierte Verteilung dé&7 @Gls Indiz fur einePHZC
gewertet werden kann. Das CEACAML1 scheint als Mafke eine gestOrte polare
Differenzierung cholestatischer Hepatozyten hitfnezu sein. Durch die Kombination
von konventionellen mit immunhistochemischen  Hageeverfahren kann die
histologische Unterscheidung der untersuchten Kramgbilder an kleinen
Gewebsproben erleichtert werden. Die Grenzen derunhistochemie zeigen sich am
Beispiel des MDR3, das nur fur eine Untergrupme BFIC-Erkrankungen bei
Kryostat-Fixation diagnostiscanwendbar ist. Aul3erdem kann bei molekularbioldygisc
gesicherter PFIC3 eine immunhistochemisch sichthVd®R3-Expression vorliegen, so
dass eine positive Immunhistochemie eine PFIC3 tn@bsschliel3t Eine enge
Zusammenarbeit mit der Humangenetik und Kilinik tiezur Diagnosestellung

cholestatischer Lebererkrankungen bei Kindern estlen
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8. ANHANG

8.1. Abklrzungsverzeichnis

M
°C

Abb.
ABC
APAP
BSEP
bzw.

CD
CEACAM
CK

DP

E

EBA
EHGG
ERCP

H20;
HE
hHGF
HNF
IHGG

MDR
Mib-1

min

micro (10

Grad Celsius

Abbildung
Avidin-Biotin-Meertathperoxidase-Komplex
Alkalische Phosphatasti-Alkalische Phosphatase
Bile Salt Export gum

beziehungsweise

Cluster of Differteation
Carcinoembryonic AntigeelCAdhesion Molecule
Zytokeratin

Duktalplatte

Eingangsnummes Braparates im Pathologischen Institut des
UKE

Extraheptische Bi#éAtresie

Extrahepatischer Gajkng

Endoskopisch Retrdgr@holangio-Pankreatikographie
Gramm

Stunde

Wasserstoffperoxid

Farbung mit Hamalio-Eosin

human hepatocyte ghofactor

Hepatocyte Nucleacter

Intraheptische Gafjénge

Liter

1 Molar = 1 mol/l

Morbus

Multidrug-ResistdPrtotein

Antikorper der Preliationsfraktion

Minuten

114



MODY Maturity Onset Diabetafsthe Young

PCDC primar cholangiodi&t@holestase

PFIC Progressive Famaliintrahepatische Cholestase

PHzC primar hepatozellal&holestase

PSC Primar Sklerosideholangitis

SaF Fallnummer derd@rpathologie im Pathologischen Institut
des UKE

SSW Schwangerschaftswoch

Tab. Tabelle

TBS- Puffer Tris-buffered saline

Verg. Vergrol3erung
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8.2. p-Wert-Tabellen der 2-seitige Signifikanz nach Fischers
exaktem Test

Tabelle 1: Allgemeine morphologische Beobachtungen
= (=) F'ed c 1 (=
c oL = - c o c =
3l = 52 B = 2 25| 28
s Z[ -g| 22 2ls 53 E o | 25| £8
S| 3| 25| g2 gdE.=2| EGPe=2 2| & S| go| gc
Q [s) © a0 2 L]lxs5 T 9658 T S 5 < ol == = .4
o sl s8¢ 8= SElg e ® = ob IS} S S0 N| T © o =
o sl ©2 2 o $%825 CSE 2 o =] EE < N N NG
@ 3| 25| €5 LElzcz ssRecEl Rzl g& 2l oa35] o€
§| 8| 22| 28| 25|s25| sEfEcS| £&| 23 2| % S
g ol €l 5] CEacwe ool e| T@ S x| 3¢ S ¢
0,016 0,000 | 0,423 | 0,401 | 0,001 | 0,001 | 0,450| 0,450 | 0,009 | 0,126 0,476 | 0,476
keine Pseudolobuli
0,016 0,178 | 0,486 | 0,714 | 0,222 | 0,222 | 0,490| 0,490 | 0,006 | 0,028 1,000 | 1,000
Pseudolobuli  klein
Pseudolobuli mittel | ¢ 000 | 0,178 1,000 | 1,000 | 0,107 | 0,207 | 0,521] 0,521 | 0,491 | 0,502] 0,752 | 0,752
bis gro3
Cholestase 0,423 | 0,486] 1,000 0,000 | 0,232 0,232 | 0,075| 0,068 | 0,158 | 0,486| 0,486 | 0,158
leichtgradig-fehlend
Cholestase vermehrt I o 401 | 0,714 1,000 | 0,000 0,196 | 0,195 | 0,028 | 0,028 | 0,047 | 0,268| 0,282 | 0,282
bis ausgiebig
Parenchymschwund 0,001 | 0,222| 0,107 | 0,232 | 0,196 0,000 | 0,050| 0,050 | 0,031 ]0,034| 0,005 | 0,005
fehlend-leichtgradig
Parenchymschwund 0,001 | 0,222 0,107 | 0,232 | 0,195 | 0,000 0,050 | 0,050 | 0,031 | 0,034 0,005 ] 0,005
manig-schwer
Entzlindung fehlend bis] 0,450 | 0,490] 0,521 | 0,075 | 0,028 | 0,050 | 0,050 0,000 | 0,471 | 0,165] 0,197 | 0,197
leichtgradig
Entziindung mittel- 0,450 | 0,490| 0,521 | 0,068 | 0,028 | 0,050 | 0,050 | 0,000 0,471 | 0,165| 0,197 | 0,197
schwer
geschwollene 0,009 | 0,006] 0,491 | 0,158 | 0,047 | 0,031 | 0031 |0471| 0471 0,060( 0,282 | 0,282
Epithelien
0,126 | 0,028 0,502 | 0,486 | 0,268 | 0,034 | 0,034 | 0,265 0,165 | 0,060 0,502 | 0,502
Riesenzellen
Leberzellnekrosen 0,476 | 1,000| 0,752 | 0,486 | 0,282 | 0,005 | 0,005 | 0,197 0,297 | 0,282 | 0,502 0,000
vereinzelt bis fehlend
Leberzellnekrosen 0,476 | 1,000 0,752 | 0,158 | 0,282 | 0,005 | 0,005 | 0,197 | 0,197 | 0,282 | 0,502] 0,000
vermehrt - ausgiebig
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Tabelle 2: Die Gallengénge:

Cholestase und Ausprégung von Mib-1 und CD 10

5| §| £5| £5 g |
9] 9] i) [Shx} < S T ®
SogE2G| 28 28| 2o 28 2%l 8%
$S5LSs| Szl Ss[=SE|=SE g2l €9
TESpEgpaglzes|ass gy £3 £
SSVESR|ESVIEER|885[688 62 658
|Mib-1 kleine Gallengange 0,000] 0,002 | 0,002 | 1,000 | 1,000 | 0,476 | 0,411
<1/4 der Epithelien
Mib-1 kleine Gallengange > 0,000 0,002 | 0,002 | 1,000 | 1,000 | 0,148 | 0,411
1/4 der Epithelien
[mib-1
Gallengangsproliferate 0,002 | 0,002 0,000| 0,735 1 0,735 | 0,324 | 0,706
<1/4 der Epithelien
|Mib-1
Gallengangsproliferate 0,002 | 0,002| 0,000 0,735 ] 0,735 0,324 | 0,706
>1/4 der Epithelien
CD 10 in Gallengangen 1,000 | 1,000] 0,735 | 0,735 0,000 | 0,181 | 0,014
unauffallig
CD 10 in Gallengangen 1,000 | 1,000} 0,735 | 0,735 | 0,000 0,181 | 0,014
negativ bis vermindert
Cholestase in den kleinen | 0,476 | 0,148| 0,324 | 0,324 | 0,181 | 0,181 0,005
Gallengéngen
Cholestase in den groen | 0,411 | 0,411 0,706 | 0,706 | 0,014 | 0,014 | 0,005
Gallengéngen

Tabelle 3: Die Leberlappchen: Lokalisation von Cholestase, CEACAM1, Mib-1, und

CK7
(=2
g - £ £
S o s ol 94 | © ol &
S8 sl 5 | o8 2 5| 5
mglgg 05 EE% CQ.E% o5 'E%
- @sl 52l 25| £E2|1 S5 E<S
-l = o 3 [T} s 38 20 :g 59
ScB<cg gc|l 838 s<c| 28] £<| 2 &
< QK £ @ @ D < m 9| T® L ol @@
ospssl &5l 2% =8| =% 25| °3%
SERa8| 28| 28 28| 28[ vE &2
osps i o= c% Ss| S8 o=| ol
CEACAMLI Betonung 0,000| 0,245 | 1,000| 1,000]0,630| 1,000} 0,627
lappchenperipher
CEACAML disseminiertim | 0,000 0,245 | 1,000( 1,000 0,630] 1,000} 0,627
Leberlappchen
Cholestase Betonung 0,245] 0,245 0,009 0,003] 0,009 0,009] 0,033
lappchenperipher
Cholestase diffus im 1,000} 1,000| 0,009 0,119] 0,050 0,050 0,006
Leberlappchen
Mib-1 Betonung 1,000( 1,000| 0,003 | 0,119 0,000 0,004 0,101
lappchenperipher
Mib-1 disseminiert im 0,630] 0,630| 0,009 | 0,050] 0,000 0,050] 0,042
Leberlappchen
CK7 Betonung 1,000} 1,000| 0,009 | 0,050| 0,004] 0,050 0,000
lappchenperipher
CK7 disseminiert im 0,627]0,627| 0,033 | 0,006 0,101] 0,042 0,000
Leberldppchen
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Tabelle 4: Die Cholestase und die Proliferation bzw. Reduktion der Gallengéange

. 2l _ ®
@ = = o E S G ]
2 |25l 2|3 sl 2 | g8 52| 25
£ é % 2 g ; § T @ T @ % ]
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o > SN x O x O (SR O Qo O x O o Ona
neoduktulare Proliferate: 0,000| 0,745 | 0,745 0,164] 0,074] 0,000/ 0,001] 0,193
keine bis vereinzelt
neoduktulére Proliferate:
\vermehrt bis stark 0,000 0,745 | 0,745] 0,164 0,074 0,000} 0,001 0,193
ausgepragt
Reduktion mittlerer 0,745| 0,745 0,000| 0,486] 0,721 1,000] 1,000| 0,745
Gallengénge
Reduktion grof3er 0,745] 0,745| 0,000 0,486 0,721 1,000] 1,000 0,745
Gallengénge
Cholestase 0,164] 0,164| 0,486 | 0,486 0,000 0,034} 0,036 0,164
leichtgradig bis fehlend
Cholestase vermehrtbis | 0,074 0,074| 0,721 | 0,721| 0,000 0,010 0,038| 0,074
ausgiebig
Cholestase in den kleinen 10,000 0,000 1,000 | 1,000 0,034] 0,010 0,005 0,532
Gallegangen
Cholestase in den groen | 0,001 0,001| 1,000 | 1,000| 0,036| 0,038 0,005 0,454
Gallegangen
CK7-positive tubuléare
Strukturen in den 0,193] 0,193| 0,745 | 0,745] 0,164 0,074] 0,532] 0,454
Pseudolobuli
Tabelle 5: Die Lokalisation der Cholestase und die
Gallengangsproliferation
%) = %
o < c c ©
2 | €3 g € | 85
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neoduktulére Proliferate: 0,000[ 0,011 | 0,058 | 0,193
keine bis vereinzelt
neoduktulére Proliferate:
\vermehrt bis stark 0,000 0,011 ] 0,058 | 0,193
ausgepragt
Cholestase in den 0,011 | 0,011 0,000 | 0,074
Gallekanalchen
Cholestase in den 0,058 | 0,058 0,000 0,058
Hepatozyten
CK7-positive tubuléare
Strukturen in den 0,193 | 0,193] 0,074 | 0,058
Pseudolobuli
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8.3. Die untersuchten Parameter

SPSS-Kirzel Bezeichnung Gruppendetails

znK Zustand nach Kasai-Operation

PsLkompl Pseudolobuli komplett

PsLinkpl Pseudolobuli inkomplett

ppSept portoportale Septen

ilFibr intralobulare Fibrose

p-IFibr perilobulére Fibrose

PsLnon keine Ausbildung von Pseudolobuli

PsLGr1 Pseudolobuli Grofze 1 klein

PsLGr23 Pseudolobuli Grél3e 2-3 mittel bis gro3

Inflr Entziindung rundzellig

Infle Entziindung eitrig

Inflo1 Entziindung Starke 0-1 keine bis leichte Entziindung
Infl23 Entziindung Stérke 2-3 mittel bis schwere Entziindung
VProl01 venose Proliferation Stéarke 0-1 keine bis vereinzelt
VProl23 venodse Proliferation Starke 2-3 vermehrt bis stark ausgepragt
Z\V/Fibr Fibrose der Zentralvenen

ZVInfl Entziindung der Zentralvenen

CAngo01 Cholangitis Starke 0-1 keine bis leichte Cholangitis
CANng23 Cholangitis Starke 2-3 mittelmaig bis starke Cholangitis
CAngpdFb Cholangitis mit periduktuldrer Fibrose

ParSdo1 Parenchymschwund Ausmaf3 0-1 fehlender bis leichter
Parsd23 Parenchymschwund Ausmaf 2-3 mafig bis schwerer
ParFt01 Parenchymverfettung Ausmalf3 0-1 unter 25%

ParFt23 Parenchymverfettung Ausmaf3 2-3 Uber 25%

gesEP geschwollene Epithelien

RZ0 Riesenzellen nicht vorhanden

RZ13 Riesenzellen vorhanden

LZNek01 Leberzellnekrosen Ausmalf 0-1 keine bis vereinzelt
LZNek23 Leberzellnekrosen Ausmalf 2-3 vermehrt bis ausgiebig
LZNeke Einzellzellnekrosen

LZNekg Gruppenzellnekrosen

Chso1 Cholestase Ausmaf} 0-1 keine bis leichte

ChSs23 Cholestase AusmaR 2-3 vermehrte bis schwere
ChSGk Cholestase in Gallekanalchen

ChSHpz Cholestase in Hepatozyten

Chszl Cholestase zentrolobulér

Chsdl Cholestase diffuslobulér

ChSlp Cholestase lappchenperipher

ChSKGG Cholestase in kleinen Gallekanalchen

ChSgGG Cholestase in gro3en Gallekanélchen

neoPr01 neoduktulare Proliferate AusmaR 0-1 keine bis vereinzelt
neoPr23 neoduktulére Proliferate Ausmafd 2-3 vermehrt bis stark vermehrt
RedmGG Reduktion mittlerer Gallegange

RedgGG Reduktion groRer Gallegéange

HilusGG Hilusgallegang vorhanden

HilCholang Hilusgallegang mit Cholangitis

HilEpDef Hilusgallegang mit Epitheldefekt

HilGalle Hilusgallegang mit Galle

HilVenPr Hilus mit vendsen Proliferaten
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MiH12 Mib-1 in Hepatozyten Gruppen 1-2 weniger als 5%

MiH23 Mib-1 in Hepatozyten Gruppen 2-3 mehr als 5%

MiHper Mib-1 Betonung im Leberlappchen peripher

MiHdisse Mib-1 disseminiert im Leberlappchen

MkGGO01 Mib-1 kleiner Gallengéange Gruppen 0-1 0 - 1/4 der Epithelien
MkGG23 Mib-1 kleiner Gallengénge Gruppen 2-3 1/4 und mehr der Epithelien
MmgrGGO01 Mib-1 mittlerer/gro3er Gallengénge Gruppen 0-1 0 - 1/4 der Epithelien
MmgrGG23 Mib-1 mittlerer/grof3er Gallengédnge Gruppen 2-3 1/4 und mehr der Epithelien
MGPr01 Mib-1 Gallengangsproliferate Grupeen 0-1 0 - 1/4 der Epithelien
MGPr23 Mib-1 Gallengangsproliferate Grupeen 2-3 1/4 und mehr der Epithelien
CDGk1 CD10 in Gallekanalchen Gruppe 1 weniger als 25%
CDGk2345 CD10 in Gallekanalchen Gruppe 2-5 mehr als 25 %

CDGGO01 CD10 in Gallengangen Gruppen 0-1 negativ bis vermindert
CDGG2 CD10 in Gallengéangen Gruppe 2 unauffallig

CKH12 CK7 in Hepatozyten Gruppen 1-2 weniger als 10% positiv
CKH34 CK7 in Hepatozyten Gruppen 3-4 mehr als 10% positiv
CKHperi CK7 in Hepatozyten Betonung lappchenperipher

CKHdis CK7 in Hepatozyten disseminiert im Leberlappchen

CKinPsL CK7-positive tubulare Strukturen in Pseudolobuli

ovalcells ocal cells'-verdachtige Zellen

CCaml2 CEACAM in Leberlappchen Gruppen 1-2 bis 25%

CCam34 CEACAM in Leberlappchen Gruppen 3-4 Uber 25%

Ccamperi CEACAM Betonung peripher

Ccamdisse CEACAM disseminiert im Leberlappchen

8.4. Patiententabellen

Priméar hepatozellulare Cholestasen
E-Nummer SaF-Nummer Erkrankung
13714/03 13566 PFIC 2
10162/02 12898 PFIC 2
08633/02 12849 PFIC 2
06930/02 12783 PFIC ?
11857/03 13526 PFIC 3
11544/92 5283 PFIC ?
20338/01 12520 PFIC 3
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Primar cholangioduktale Cholestasen

E-Nummer Sa&F-Nummer Erkrankung
10968/01 12267 Gallengangsatresie
16135/01 12419 Gallengangsatresie
11846/01 12279 Gallengangsatresie
11068/01 12270 Gallengangsatresie
07899/01 12252 Gallengangsatresie
16050/01 12410 Gallengangsatresie
26049/00 12243 Gallengangsatresie
10417/01 12256 Gallengangsatresie
25922/01 12642 Gallengangsatresie
15215/01 12363 Gallengangsatresie
19775/01 12550 Gallengangsatresie
13658/01 12324 Gallengangsatresie
16074/01 12399 Gallengangsatresie
16049/01 12409 Gallengangsatresie

Morbus Wilson

E-Nummer SaF-Nummer Erkrankung
25927/01 12643 M.Wilson
26069/96 8834 M.Wilson
03128/02 12722 M.Wilson
11111/97 9225 M.Wilson

Sonstige Lebererkrankungen

E-Nummer SaF-Nummer Erkrankung
12006/01 12309 Alagille-Syndrom
25926/01 12630 Crigler-Najjar-Syndrom
25924/01 12627 Kurzdarmsyndrm
15578/01 12371 Athyltoxische Leberzirrhose
10967/01 12284 Chronisch Sklerosierende Cholangitis
25921/01 12629 Budd-Chiari-Syndrom
05974/01 12150 Tyrosindmie
11458/01 12277 Leberdystrophie
21036/01 12556 arterielle Thrombosen
12717/01 12310 Leberzirrhose unklarer Genese
16487/01 12421 unklare Hepathopathie
24296/01 12602 Leberdystrophie
21501/96 8656 Oxalose
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