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Abkurzungsverzeichnis

Aqua dest. aqua destillata
bp Basenpaare
CAC engl.: cholangiocellular carcinoma

dtsch.: Cholangiozelluléres Karzinom

syn.: Intrahepatisches Gallengangskarzinom

cdk engl.: cyclin dependent protein kinase

DNA / DNS engl.: desoxyribonucleidacid

dtsch.: Desoxyribonukleinsaure
HCC engl.: hepatocellular carcinoma
dtsch.: Hepatozellulares Karzinom
syn.: Leberzellkarzinom
kD kilo Dalton
LM engl.: liver metastasis
dtsch.: Lebermetastasen
syn.: Sekundéare Lebertumoren

PBS engl.: phosphat buffered saline

PLC engl.: primary liver cancer

dtsch.: Primares Leberzellkarzinom

RNA engl.: ribonucleidacid

dtsch.: Ribonukleinsaure

Sv40 engl.: siminian virus 40



1. Einleitung

1.1. KANZEROGENESE

1.1.1. Grundlagen der Kanzerogenese

Das Gleichgewicht bei physiologischen Vorgéngen der Zelle wird durch viele verschiedene
Faktoren aufrechterhalten. Kommt es zu einer Stérung dieses Gleichgewichtes, basiert dies
auf einem in mehreren Schritten verlaufenden Prozel3, wie dies bei der malignen Entartung
von Zellen der Fall ist (,Mehrstufenentstehung des Krebses").

Der erste Schritt in Richtung Malignitat (Initiation) besteht in Mutationen an Protoonkogenen
und / oder Antionkogenen mit Bildung von Onkogenen und / oder Inaktivierung von
Tumorsuppressorgenen (z. B. p53). Neben Zellkommunikationsstorungen, Differenzierungs-
stérungen und immunologischen Stérungen kommt es zur Proliferationsenthemmung der
Zelle.

Krebs als eine genetische Erkrankung beruht letztlich auf einer Dysregulation der ansonsten
exakt gesteuerten Entwicklung und Vermehrung von Zellen. Die prinzipiellen Reduplikations-
und Synthesevorgéange wiederholen sich wahrend jedes Zellzyklus, sei die proliferierende
Zelle normal oder maligne entartet. Diese Vorgange sind in Abbildung 1 schematisch
dargestellt.

Waéhrend eines solchen Generationszyklus” werden zwei Phasen durchlaufen (Abb.1):

Der Interphase, in der sich die Verdopplung der DNA (Desoxyribonukleinsdure) als Trager
der Erbinformation vollzieht, steht die Phase der eigentlichen Zellteilung, der Mitose (M),
gegenber.

Die Replikationsphase wird als S- (Synthese-) Phase bezeichnet. Die ihr vor- und
nachgeschalteten G;- und G,- Phasen dienen der Synthese von Proteinen, RNA (Ribo-
nukleinsaure) und Enzymen.

Nicht alle Zellen proliferieren stéandig, ein wechselnd groRer Teil befindet sich in der
Ruhephase (Gp). Diese Zellen kénnen jederzeit wieder in den Zellzyklus eingeschleust
werden (recruitment) oder aber absterben (Apoptose).

Der Ablauf des Zellzyklus, und damit der Ubergang der einzelnen Zellzyklusphasen
ineinander, wird durch Komplexe aus Cyclinen, cyclin-abhangigen Kinasen (cdk) und / oder
sogenannten Zellteilungs-Kontroll-Proteinen (cdc = cell-division-control) in Bewegung
gehalten (positive Kontrolle). Diese cyclin-gesteuerten Signale des Zellzyklus werden von
einer Reihe von Kontrollmechanismen Uberwacht und geregelt, die auf externe Reize wie
zum Beispiel DNA-Schaden reagierend die Progression stoppen (negative Kontrolle).

Zu diesen Mechanismen z&hlt man das p53-Tumorsuppressor-Gen und sein Proteinprodukt
p53.



Tumorsuppressorgene stellen eine Gruppe rezessiver Gene dar, die unter physiologischen

Bedingungen das Zellwachstum unterbrechen kénnen. In Gber 50 Genloci konnten beim

Menschen Allelverluste nachgewiesen werden, die Sitz eines Suppressorgens sind. Von

diesen konnte das Retinoblastomgen (RB-Gen), das Wilms-Tumor-Gen (WT1-Gen und

WT2-Gen), das Neurofibromatose Typ-1-Gen (NF1-Gen), das Familiare Adenomatése

Polyposegen (FAP-Gen) und das p53-Gen isoliert und identifiziert werden.

Cyclin B/ cdc 2

Cyclin A/ cdk 2

S
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Cyclin D/ cdk 4

!

Cyclin E / cdk 2
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Abb. 1: Abfolge und Regulation des Zellzyklus

Zeichenerklarung: cdk = Cyclin-abhéngige Kinase

cdc = Zellteilungs-Kontroll-Protein

@ = Interphase
@ - Mitose
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1.1.2. Das p53-Tumorsuppressorgen

Das p53-Tumorsuppressorgen wurde im Jahre 1979 im Rahmen der Erforschung des
tumorinduzierenden SV40 (siminian virus 40) entdeckt ( LINZER et LEVINE 1979 ). Es stellte
sich als ein zellulares 53-kD (kilo Dalton) Phosphoprotein dar, welches an das T-Antigen des
SV40-Virus gebunden vorlag (LANE 1979). Das p53-Gen ist auf dem kurzen Arm des
Chromosoms 17 in der Position 17p13.1. lokalisiert und besteht aus 11 Exons, die ein
Proteinprodukt aus 393 Aminosauren codieren (Abb.2).

Der TP53-Locus besteht aus 12500 Basenpaaren (bp), wobei im Mausmodell das 536 bp
grol3e, kodierende Exon 1 und das 83 bp grof3e Exon 2 durch ein 6100 bp grofRes Intron 1
getrennt sind (CORDON-CARDO 1995). Die folgenden Exons 3 bis 11 unterscheiden sich in
der GroR3e der Abschnitte. Exon 3 besteht aus 22 bp, Exon 4 aus 261 bp, Exon 5 aus 184 bp,
Exon 6 aus 113 bp, Exon 7 aus 110 bp, Exon 8 aus 137 bp, Exon 9 aus 74 bp, Exon 10 aus
107 und Exon 11 aus 522 bp. Die einzelnen kodierenden Abschnitte (= Exons) sind jeweils

durch Introns (= nicht-kodierende Abschnitte) voneinander getrennt.

1 100 200 300 393

| | I I I

s H .
| I Il Vv

S pa—— —

Transkriptions- DNA-Bindung Tetramerisierung

aktivierung

Abb. 2: Primarstruktur des p53-Genabschnittes

Das p53 - Protein ist in drei Abschnitte untergliedert, die sich in Struktur und Funktion
voneinander unterscheiden. Bei Untersuchungen an verschiedenen Spezies zeigten sich
diese Doméanen im Verlauf der Evolution als unverandert (,konserviert*) (SOUSSI 1994).

Die am N-terminalen Ende des Genabschnitts gelegene Doméne zwischen den Aminosauren
1 und 42 wurde als Aktivator der Transkription identifiziert ( FIELDS et JANG 1990). Zwischen
den Aminosauren 120 und 290 befindet sich der DNA-bindende Anteil des p53-Proteins, der
durch Auffaltungen eine dreidimensionale Struktur bildet (CHO 1994). Die dritte Doméane des
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p53-Proteins liegt zwischen den Aminosauren 310 und 393, die fir die Tetramerisierung der
Proteinstruktur sorgt, um so eine optimale Funktion des Proteins als Transkriptionsfaktor zu
gewabhrleisten. Die Form des Tetramers erlaubt es dem p53-Protein, an vier gleichartige
DNA-Sequenzen im regulatorischen Abschnitt von p53-regulierten Genen zu binden
(STENGER 1992). Obwohl auch monomeres p53 an DNA bindet, als Transkriptionsfaktor
wirken und Zellwachstum hemmen kann (SINGERLAND 1993), funktioniert und bindet
wild-type-p53 wesentlich effektiver in der Form als Tetramer (ARROWSMITH 1996). Der
Tetramerisierungsbereich beherbergt an Position 312 eine cdk-Phosphorylase, die mit den
cdk interagiert.

Somit kann p53 die Expression multipler Proteine aktivieren, die ihrerseits in den Zellzyklus
eingreifen kénnen (FINLAY 1989; FIELDS et JANG 1990; VOGELSTEIN 1992; SELIVANOVA
1995).

Dies kann einerseits zu einem reversiblen Zellzyklusarrest fiihren, damit Reparatur-
mechanismen den DNA-Defekt ausbessern kdnnen. Andererseits kann das Apoptose-
Programm aktiviert werden, was in einem irreversiblen Zelluntergang endet (YONISH 1991).
Diese Vorgange sollen zunachst in der folgenden Abbildung 3 dargestellt und anschlieRend

erlautert werden.



Abb. 3: Wirkungsmechanismus des \
P53-Tumor-Suppressor-Gens pRB — P



Signale, so zum Beispiel die Schadigungen der DNA, filhren zu einer Aktivierung von p53
(NELSON 1994).

Dies geschieht einerseits liber eine erhéhte Konzentration von p53 in der Zelle, indem die
Halbwertszeit des aktivierten p53-Proteins verlangert ist (LANE 1992). Andererseits wird das
Protein phosphoryliert und somit aktiviert. Diese Phosphorylierung spielt sich in der S-Phase
des Zellzyklus ab (BISCHOFF 1990) und wird sowohl durch die cdc2 kinase (BISCHOFF
1990) als auch durch die casein kinase Il (MEEK 1988) vollzogen.

Die Regulation des p53 auf Proteinebene vollzieht sich unter anderem uber einen
Ruckkopplungsmechanismus mit dem mdm2 (= mouse double minute 2)-Protein. Das
mdm2-Phosphoprotein ist auf dem kurzen Arm des Chromosom 6 auf dem Locus 12gq13-q14
lokalisiert und hat, bestehend aus bis zu 491 Aminosauren, ein Molekulargewicht von 90000
Dalton (LANE 1992; BARAK 1994). Einerseits wird mdm2 durch p53 induziert (GRAND
1995), andererseits wird das p53-Protein in seiner Funktion abgeblockt, indem das
mdm2-Protein an dieses bindet (HAINES 1997; THUT 1997).

Am Ubergang von der G;-Phase in die S-Phase befindet sich der sogenannte Kontrollpunkt
des p53-Tumorsuppressorgens, an dem das aktivierte p53-Protein auf zweierlei Weise wirken
kann (KASTAN 1991):

Zum einen induziert das aktivierte p53 als Transkriptionsfaktor die Expression von Bax, das
die hemmende Wirkung auf die Apoptose insbesondere des Bcl-2 (B cell ymphoma-2)
Proteins antagonisiert. Das Resultat ist ein ,Selbstmord” dieser Zelle (Apoptose).
Untersuchungen an der p53-defizienten myeloischen Leukamiezelllinie M1 zeigen, daf3 eine
Uberexpression des p53-Proteins zu einer Induktion der Apoptose fiihrt (YONISH 1991).
Zum anderen kommt es zu einer gesteigerten Expression von p21 (=wild- type-p53-activated-
fragment-1 (wafl)), das ein Protein mit einer Molekilmasse von 21000 Dalton aus 164
Aminosauren darstellt und auf dem kurzen Arm des Chromosom 6 auf dem Locus 6p21.1
oder 6p21.2 lokalisiert ist (EL-DEIRY 1993; CORDON-CARDO 1995).

Dieses Protein inaktiviert die cdk4, indem es an dieses Enzym bindet (EL-DEIRY 1993;
XIONG 1993). Dies hat den Funktionsverlust des cdk-4-Enzyms zur Folge, so daR die
Phosphorylierung des Tumor-Suppressor-Proteins p110gp,; unterbleibt (BEACH 1991).
P110gg; stellt das Proteinprodukt des Retinoblastom-Gens dar, das die Bezeichnung RB1
tragt. Es ist ein Protein, dessen Genabschnitt auf dem lange Arm des Chromosoms 13 auf
der chromosomalen Bande 13q 14.2 lokalisiert ist. Je nach Ausmalf3 der Phophorylierung hat
dieses Protein ein Molekulargewicht von 110 KD bis 116 KD.

Das Protein p16 wirkt mit dem Protein p110grg; synergistisch und fungiert ebenfalls als
Inaktivator von cdk-4.

Das Fortschreiten im Zellzyklus wird von p110g,; kontrolliert, das aufgrund der ausbleibenden
Phosphorylierung aber in inaktiver Form vorliegt. Hypophosphoryliertes p110gp; bewirkt tber
eine Komplexbildung mit dem Transkriptionsfaktor E2F eine Expressionshemmung von

Proteinen, die zu einem Ubergang der Zelle von der G1-Phase in die S-Phase filhren wiirden.
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Der Ablauf dieser Kaskade fuhrt letztendlich zu einem Zellzyklusarrest in der G1-Phase, so
daf3 dann Zeit fur die Reparatur des Schadens im Genom gegeben ist.

Somit scheint wild-type p53 als Wéchter tGiber die genomische Integritat der Mutabilitat des
Erbguts Grenzen zu setzen ( ,guardian of the genome* LANE 1979) und die klonale
Ausbreitung einer genetisch veranderten Zelle zu verhindern (LANE 1992; SCHINDLER
1996).

Auch auf einer anderen Ebene, die in der Abbildung 40 nicht bertcksichtigt ist, wirkt p53 als
Tumor-Suppressor, denn es hemmt die Angiogenese, indem es die fiir das Tumorwachstum
notwendige Neovaskularisation kontrolliert. Dies geschieht, indem p53 die Expression von
VEGF (= vascular endothelial growth factor ), einem Angiogeneseinduktor hemmt und von
TSP-1(= thrombospondin - 1), einem Inhibitor der Neovaskularisation férdert (DAMERON
1994). Hierdurch kann p53 ungehemmtem Tumorwachstum und -ausbreitung Einhalt
gebieten (ALMOG 1997).

1.1.3. Die Rolle des p53-Tumorsuppressorgens in der Kanzerogenese

Die ersten Beobachtungen, da3 von Onkogenen codierte Proteine an das p53-Protein binden
und dieses inaktivieren, liel3 schon sehr friih den Verdacht auf einen Zusammenhang
zwischen Fehlfunktionen des p53-Proteins und der Entstehung maligner Erkrankungen
vermuten (LEVINE 1992).

Der Dysfunktion des p53-Proteins kdnnen unterschiedliche Ursachen zugrunde liegen:

So wird berichtet, dal3 das SV40 T-Antigen, welches eine tumorinduzierende Wirkung hat, an
den Abschnitt zwischen den Aminosauren 120 bis 290 des p53-Proteins bindet und damit
seine Wirkung als Transkriptionsfaktor abblockt.

Auch andere von DNA-Tumorviren codierte Proteine gehen diese Bindung mit dem
p53-Protein ein: E1B der Adenoviren (SARNOW 1986) und E6 von HPV (= humanes
Papilloma Virus ) - 16 und - 18, die bei 90 % der humanen Zervixkarzinome nachzuweisen
sind (BECK 1995).

Als weitere Ursache wird diskutiert, dal3 das normale Gen fur ein Protein mit anderen
Eigenschaften kodiert, als sie das Produkt des mutierten Gens zeigen (MARSHALL 1991).
Im Tierversuch konnte gezeigt werden, dal? Mause mit defektem p53-Tumorsuppressorgen in
einem Zeitraum zwischen 3 - 6 Monaten Malignome entwickeln (DONEHOWER 1992).
Werden diesen syngenen Mausen wild-type p53 produzierende Zellen injiziert, so treten
Tumoren seltener und in geringerer Grof3e auf. Erfolgt die Injektion mit Zellklonen, die

mutiertes p53-Protein exprimieren, so werden Malignome induziert (ALMOG 1997).
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Eine ,nonsense“-Mutation, die das Fehlen eines Bausteins im Proteinprodukt verursacht, oder
eine Mutation im Bereich der Oligomerisationszone des p53-Gens filhren zu einem
Genprodukt, das seine Fahigkeit zur Bildung eines Tetramers verloren hat. Eine
~-honsense“-Mutation in einem Allel ist hdufig mit einer Deletion des anderen Allels
vergesellschaftet, so dal3 ein Funktionsverlust resultiert (LEVINE 1991; BERNS 1994).

Bei einer ,missense“-Mutation, bei der es zum Einbau funktionsunfahiger Bausteine in das
Protein kommt, ist flir einen Funktionsverlust des wild-type p53-Proteins nicht die Deletion
des nicht-mutierten Allels notwendig. Man schreibt dem mutierten Allel des p53-Gens eine
dominant-negative Wirkungsweise zu, die sich durch ein Abblocken der Funktion des
wild-type-Allels zeigt (HERSKOWITZ 1987; GREEN 1989). So wurde in malignen
Tumorzellen eine Koexpression sowohl eines mutierten als auch eines wild-type-Allels
beobachtet (NIGRO 1989).

Das Li-Fraumeni Syndrom (LFS) ist eine Erkrankung, in deren Verlauf sich bereits in jungen
Jahren multiple maligne Tumoren entwickeln. Es konnte gezeigt werden, daf? in den Familien
dieser Patienten* eine konstitutionelle Mutation des p53-Gens vererbt wird (MALKIN 1990).
In einer Studie konnte in 71% der untersuchten Familien, deren Mitglieder an einem LFS
erkrankten, eine Mutation des p53-Gens nachgewiesen werden, die sich in der Mehrzahl als
"missense"-Mutationen darstellten (VARLEY 1997).

Am weitaus haufigsten liegen Mutationen des p53-Proteins im Bereich der
DNA-Bindungssstelle zwischen den Aminosauren 102 und 292 (NIGRO 1989; WANG 1994;
LEVINE 1995; ARROWSMITH 1996). Diese im Laufe der Evolution konservierten
Genabschnitte werden als hotspots bezeichnet (NIGRO 1989; LEVINE 1995). Durch
Mutationen in dieser Domane wird die Affinitat zwischen p53 und DNA vermindert
(ARROWSMITH 1996). Als Ursache wird eine inkomplett aufgefaltete Proteinstruktur des
mutierten Genprodukts vermutet (CHO 1994).

In verschiedenen Tumorgeweben finden sich Mutationen, die in fast allen Geweben mit etwa
der gleichen Haufgkeit auftreten ( 175, 248, 273, 282 ) (Abb. 4).

Im Gegensatz hierzu sind Mutationen beschrieben, die in einzelnen Gewebearten besonders
haufig vorkommen. So finden sich bei Gen-Analysen an Leberkarzinomen im
sudostasiatischen und zentralafrikanischen Raum Mutationen im Codon 249, bei denen die
Aminosaure Guanin durch Thymin ersetzt ist, in einer besonderen Haufigkeit (Abb.5). Bei
Patienten mit erhdhter nutritiver Exposition mit Aflatoxin By, einem Gift des Pilzes Aspergillus
flavus, konnte in den PLC signifkant haufiger eine Mutation des p53-Gens nachgewiesen
werden (LASKY 1997).

* Soweit nicht anders angegeben, bezieht sich der mannliche Plural sowohl auf mannliche als auch auf weibliche

Personen.
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Abb. 4: Haufigkeitsverteilung der Mutationen in der DNA-Sequenz des p53-Gens bei

malignen Neoplasien (nach LEVINE 1995)
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Der Zusammenhang zwischen Aflatoxin B;-Exposition, Kodon 249 G>T Transversion und

PLC kann bis dato weder quantifiziert noch lickenlos beschrieben werden (LASKY 1997).

Welche Rolle Infektion mit dem Hepatitis-B-Virus als Ausloser einer G>T Punktmutation
spielt, wird zum aktuellen Zeitpunkt diskutiert (SCORSONE 1992; GOLDBLUM 1993).
Untersuchungen in Deutschland, Japan, den U.S.A. und Taiwan zeigen, daf3

Punktmutationen des Kodon 249 weniger haufig sind (Abb. 6).
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Abb. 6: Haufigkeitsverteilung der Mutationen in der DNA-Sequenz des p53-Gens bei

Leberkarzinomen von Personen aus Europa, U.S.A., Japan und Taiwan
(nach LEVINE 1995)
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1.2. PRIMARE LEBERKARZINOME

Das primare Leberkarzinom (engl.: primary liver cancer = PLC) ist eines der weltweit
haufigsten Karzinome (COOK 1985). Da das primare Leberkarzinom zu etwa 80 bis 90 %
histologisch als hepatozellulares Karzinom (engl.: hepatocellular carcinoma = HCC)
imponiert, beziehen sich die im folgenden angegebenen Daten zumeist auf das HCC
(Kapitel 1.2.6.). In allen Féllen, in denen eine differenzierte Betrachtung maglich ist, werden

die Daten aufgeschlisselt nach histologischen Subtypen angegeben.

1.2.1. Inzidenz

Betrachtet man die Anzahl der Neuerkrankungen im Verlauf des letzten Jahrhunderts, so

stellt man eine global steigende Tendenz der Erkrankungen am primaren Lebermalignom
fest (SARACCI et REPETTO 1980).

Die Inzidenz des PLC unterliegt sehr starken geographischen Schwankungen. Es werden drei
Gruppen von Landern unterschieden, die sich jeweils in den Inzidenzraten gleichen. Die
Gruppen werden als High-Intermediate-und Low-Incidence-Area bezeichnet und sind durch

die folgenden Grenzen definiert:

B High-Incidence-Area: 20 - 150/ 100 000
B [ntermediate-Incidence-Area: 5-20/100 000
B Low-Incidence-Area: <5/100 000

Es soll an dieser Stelle angemerkt werden, daf3 diese Einteilung aufgrund der Daten
vorgenommen wurden, die in den Krebsregistern der jeweiligen Lander veréffentlicht sind. Da
aber besonders in den High-Incidence-Areas die Krebsregister sich teilweise noch im Aufbau
befinden, missen die Daten als nicht vollstandig und als eher zu gering gelten (ANTHONY
1994). Die unterschiedlichen Inzidenzraten in den verschiedenen Teilen der Welt werden
haupsachlich durch den histologisch haufigsten Typen des PLC, namlich das HCC bestimmt
(LANIER 1987; FUJIMOTO 1993; PETERS 1994; KACZYNSKI 1996).

Im Gegensatz hierzu tritt das CAC, das den zweithaufigsten Typen darstellt, mit Ausnahme
von Sudostasien weltweit mit etwa der gleichen Inzidenz auf (ANTHONY 1987).

Die anderen histologischen Formen kommen nur sehr selten vor und stellen somit nur einen

sehr geringen Anteil am Gesamt der primaren Leberkarzinome dar (ANTHONY 1987).

1.2.2. Geschlechterverteilung

Das CAC laRt nur eine schwache weibliche Geschlechterdominanz erkennen (KAWARADA
1984; TAKEUCHI 1984; KACZYNSKI 1996). Im Gegensatz dazu ist die Ratio Manner :
Frauen bei dem HCC deutlich auf die Seite des mannlichen Geschlechts verschoben, so dafl3
Manner bis zu achtfach haufiger als Frauen erkranken (NAGARATNAM 1984; LANIER 1987;
JOHNSON 1991; TSAO 1994; KACZYNSKI 1996).
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1.2.3. Alter

Das PLC stellt in Deutschland einen Tumor des mittleren und héheren Lebensalters dar. In
den letzten Jahrzehnten zeichnete sich der Trend ab, dal sich eine Umverteilung des
Patientengutes auf die jungeren Altersgruppen vollzieht (NAGARATNAM 1984).

Schlisselt man die Angaben zur Altersverteilung genauer auf, so fallen weltweite
Unterschiede nach geographischen Regionen und histologischen Subtypen des PLC auf.

In Gegenden mit niedriger Morbiditat stellt das PLC in seiner adulten Form eine Erkrankung
des mittleren und héheren Lebensalters dar, das selten vor dem 40. Lebensjahr auftritt und
einen Altersgipfel zwischen dem 60. und 70. Lebensjahr aufweist (TAKEUCHI 1984; HEY
1985; JOHNSON 1991; TSAO 1994; KACZYNSKI 1996). Gegensétzliches gilt fir Regionen,
in denen das PLC eine hohe Morbiditat in der Bevélkerung zeigt. Dort sind die Patienten im
Durchschnitt junger als in Gegenden mit niedriger Erkrankungshaufigkeit (KAWARADA 1984;
NAGARATNAM 1984; LANIER 1987). In High-Incidence-Areas des PLC sind die Hélfte der
Erkrankten junger als 30 Jahre (MUIR 1987; LANIER 1987).

Das CAC entsteht ebenfalls zumeist im mittleren und hdheren Lebensalter. Im Vergleich zum
HCC entsteht es im Durchschnitt zwischen zwei und acht Lebensjahre spater (KAWARADA
1984; OKUDA 1984; KACZYNSKI 1996). In der Literatur schwanken die Angaben Uber das
durchschnittliche Erkrankungsalter der CAC-Patienten zwischen Werten von 51 Jahren
(KAWARADA 1984) und 70 Jahren (KACZYNSKI 1996).

1.2.4. Rasse

Die weltweiten Unterschiede in der Erkrankungshaufigkeit des PLC lassen vermuten, dal3
Herkunft und Lebensgewohnheiten in der Kanzerogenese der PLC eine Rolle spielen. Sowohl
ausgewanderte Asiaten als auch Mexikaner nehmen die niedrigere Inzidenz ihrer Gastlander
an, obwohl sie weiterhin eine héhere Morbiditat des PLC als die einheimische Bevdlkerung
zeigen (MUNOZ 1987; SUAREZ 1987). Es wird vermutet, da? Einwanderer, indem sie die
Lebensgewohnheiten ihrer Gastlander annehmen, sich durch praventives Verhalten

(z. B. geringere Ingestion von Aflatoxin B; ) schitzen (ANTHONY 1994). Als Ursache einer
vergleichsweise erhdhten Erkrankungshaufigkeit der Einwanderer gegentiber der
einheimischen Bevolkerung wird eine erhdhte Durchseuchung mit der Hepatitis-B-Infektion
als Ursache vermutet (SUAREZ 1987).



19

1.2.5. Atiologie

Die Mechanismen bei der Entstehung maligner Lebertumoren sind bisher nicht lickenlos

geklart, da die Hepatokarzinogenese sich als ein ausgesprochen komplexer Vorgang
darstellt.

Der zirrhotische Umbau der Leber, der als eine Entwicklungsstufe multipler chronischer
Lebererkrankungen eine Prékanzerose darstellt, pradisponiert in besonderem Mal3e fir das
HCC (TSUKUMA 1993). In 80% der HCC-Erkrankungen laf3t sich eine Koexistenz von HCC
und Leberzirrhose feststellen (ZAMAN 1985). Einige Autoren sehen die Leberzirrhose,
unabhangig von ihrer Genese, als den Hauptrisikofaktor bei der Entstehung des PLC an
(ARRIGONI 1985; ZAMAN 1985).

Zu den haufigsten Ursachen der Zirrhose wird die chronische Infektion mit dem
Hepatitis-B-Virus (HBV) und dem Hepatitis-C-Virus (HCV) gerechnet, die beide eigenstandig
den zirrhotischen Umbau der Leber verursachen kdnnen. Die Serummarker von Patienten mit
HCC zeigen in 30% (COLOMBO 1991) bzw. in 60% (GASHAU 1990) eine chronische
Infektion mit dem HBV an. Das Risiko des PLC ist bei positiver HBV-Serologie auf das
Siebenfache der Norm erhéht (TSUKUMA 1993). Die Integration von viraler DNA fiihrt
maoglicherweise zu einer genomischen Instabilitdt und somit zu gehauften Alterationen der
zellularen DNA (BLUM 1994).

HDV bendtigt die Infektion mit dem HBV, um virulent wirken zu kénnen. Durch die notwendige
Symbiose von HBV und HDV ist es sehr schwierig, die Rolle der HDV-Infektion in der
Hepatokanzerogenese getrennt zu bewerten.

Bei einem Grol3teil der HCC-Patienten, die eine negative HBV-Serologie aufweisen, kann ein
anti-HCV positiver Nachweis gefuihrt werden. Aber auch ein signifikanter Anteil der
anti-HBsAg positiven Patienten zeigen serologische Hinweise auf eine HCV-Infektion, so daf3
eine Koinfektion mit HBV und HCV wahrscheinlich ist ( BLUM 1994 ). Die chronische
HCV-Infektion steht in einem engen Zusammenhang mit der Entstehung von
Lebermalignomen (DI BISCEGLIE 1995). Besonders in Gegenden mit einem hohen
Durchseuchungsgrad der Bevolkerung, so zum Beispiel in Sideuropa und Japan (BRUIX
1989), stellt die HCV-Infektion eine der Hauprisikofaktoren dar (DI BISCEGLIE 1995). Die
Infektion mit dem HCV birgt fir einen Menschen ein vierfach héheres Risiko gegenuiber der
Norm, ein PLC zu entwickeln (TSUKUMA 1993).

In Deutschland liegt einer Leberzirrhose zumeist chronischer Alkoholabusus als Ursache
zugrunde (SCHUBERT 1982; KRESS 1992). Auf dem Boden einer athyltoxisch bedingten
Leberzirrhose entwickelt sich jedoch nur selten ein Malignom. Der Grund hierfiir kann in einer
zu niedrigen Lebenserwartung von Alkoholikern gesehen werden, als dal3 ausreichend Zeit
fur die Entstehung eines PLC vorhanden wéare (ARICO 1994). Alkoholabusus ohne Zirrhose
geht mit einem nur leicht erhéhten Risiko einher, wahrend bei Alkoholikern mit Leberzirrhose
das Risiko der Entwicklung eines PLC um das Zehnfache gesteigert ist (ADAMI 1992).
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Fir das CAC konnte ein Zusammenhang mit dem parasitaren Befall der Gallengénge mit
dem chinesischen Leberegel (Clonorchis sinensis) und dem Katzenleberegel (Opisthorchis
viverrini) aufgezeigt werden (ANTHONY 1994). Weitere Risikofaktoren des CAC stellen
Gallengangsektasien, Steinleiden der Gallengange (Cholelithiasis) und die sklerosierende
Cholangitis dar (AKAI 1994; RINGE 1994).

Es wird von einer Vielzahl von angeborenen MiRbildungen und hereditdren metabolischen
Dysfunktionen berichtet, die mit einem erhéhten Risiko eines PLC einhergehen sollen. In
diesem Zusammenhang stehen der a;-Proteinase-Inhibitor-Mangel (GOETZ 1972;
ERIKSSON 1986; BUETOW 1989; RABINOVITZ 1992), die primare Hamochromatose
(DEUGNIER 1991; BRADBAER 1992; HSING 1995), der Morbus Wilson (POLIO 1989), die
priméar sklerosierende Cholangitis und die primér biliare Zirrhose (SCHRUMPF 1989) in der
Diskussion. Dal3 die Koinzidenz einiger angeborener Mi3bildungen und hereditarer
Dysfunktionen mit der Entstehung von Lebermalignomen nur zufallig ist, kann nicht
ausgeschlossen werden (ANTHONY 1994).

Das Schimmelpilzgift Aflatoxin steht in dem Verdacht, die Entstehung priméarer
Leberkarzinome zu fordern. Betrachtet man die Erndahrungsgewohnheiten von Individuen, so
kann kein Zusammenhang zwischen Aflatoxin und dem PLC hergestellt werden (QUIAN
1994).

Der lange ge&auRRerte Verdacht, da® ein Zusammenhang zwischen der Einnahme oraler
Kontrazeptiva und der Genese des PLC besteht (WANLESS 1982; HENDERSON 1983;
NEUBERGER 1986; MANT 1995; WAETJEN 1996), scheint nur sehr schwach ausgepragt,
wenn nicht zu vernachlassigen zu sein (LA VECCHIA 1996).

Dagegen wird dem Stoff Vinylchlorid eine Rolle in der Hepatokanzerogenese zugeordnet
(POPPER 1977; IARC MONOGRAPH 1993). Er stellt eines der wenigen industriell
eingesetzten Agentien dar, das in seltenen Fallen HCC (mit)verursachen kann (EVANS
1983).

Das Rontgenkontrastmittel Thorotrast ist zweifelsfrei an der Entstehung des PLC beteiligt
(VAN KAIK 1991; ANDERSSON 1994; MORI 1991).
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1.2.6. Pathologie primérer Lebertumoren

In der Leber sind vier Zellarten bekannt, die als Hepatozyten, Zellen des Gallengangsepithels,
Zellen des sinusoidalen Epithels sowie perisinusoidalen Zellen bezeichnet werden. Jede der
genannten Zellarten kann maligne entarten und manifestiert sich dann als HCC und CAC
sowie als Angiosarkom und Hamangioperizytom.

In der Entstehung dieser Neoplasien konnten stufenweise Veranderungen beobachtet werden
(Abb. 7).

Hepatozyt Zelle des Epithelzelle des Ito-Zelle

Gallengangsepithels Lebersinus
=-_= gangsep 3 C

-_=

|

i

i
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Abb. 7: Sequentielle Veranderungen in der Genese des PLC

1.2.6.1. Hepatozelluldres Karzinom

Das HCC mit einem Anteil von 80 — 90 % der haufigste Vertreter des PLC (NAGARATNAM
1984; OKUDA 1984; TAKEUCHI 1984; HEY 1985; KACZYNSKI 1996).

Makroskopisch lassen sich bei dem HCC drei Varianten unterscheiden (HEY 1985): Es

werden ein groBknotiges, ein multizentrisches und das selten vorkommende diffuse
Wachstumsmuster der Karzinome voneinander abgegrenzt.
Histologisch werden vier Wachstumsformen unterschieden (RIEDE et SCHAFER 1993), die

als trabekuléarer, pseudoglandulérer, szirrhéser und als solider Typ bezeichnet werden.



1.2.6.2. Cholangiozelluldres Karzinom

Der zweithaufigste histologische Subtyp in dieser Altersklasse ist mit 3 bis 10% das CAC
(NAGARATNAM 1984; OKUDA 1984; TAKEUCHI 1984; HEY 1985; KACZYNSKI 1996).

Das CAC geht von intrahepatischen Gallengéngen aus (syn.: intrahepatisches
Gallengangskarzinom). Davon abgegrenzt wird das extrahepatische Gallengangskarzinom.
Makroskopisch laf3t der Tumor ein knotiges oder diffuses Wachstumsmuster erkennen. In der
Histologie stellt sich das CAC meist als ein gut differenziertes sklerosierendes Adeno-
karzinom dar. Die kubisch-zylindrischen Tumorzellen sind tubuléar angeordnet und in ein

gefallarmes Stroma eingebettet.

1.2.6.3. Mischtumoren

Die Angaben Uber die Haufigkeit von Mischtumoren, die aus Anteilen eines HCC und eines
CAC aufgebaut sind, variieren zwar geringfligig, zeigen dennoch Ubereinstimmend, daf? es
sich um seltene Tumoren handelt ( OKUDA 1984; TAKEUCHI 1984; HEY 1985; KACZYNSKI
1996).

Die anderen Subtypen des PLC, wie zum Beispiel Hamangiosarkome und Hamangio-
perizytome, kommen ausgesprochen selten vor.

Die Klassifikation primérer Lebertumoren erfolgt nach den Richtlinien der UICC (vgl. Anhang).

1.3. Lebermetastasen

1.3.1. Inzidenz

Karzinommetastasen stellen die haufigsten bésartigen Tumoren der Leber dar (SAUL 1994).

Die Relation der Haufigkeiten von PLC und LM schwankt zwischen 1:10 im Autopsiematerial
und 1:3 im zytologischen Untersuchungsgut (NIZZE 1995).

Die Leber stellt das haufigste Zielorgan fir Metastasen dar. Zum Zeitpunkt der Autopsie
hatten Prim&rtumoren in 36,7% (SILVESTRI 1988), 36,0% (NIZZE 1995) und 46,0%
(VANBOCKRIJCK 1992) der Falle Metastasen in der Leber ausgebildet.

1.3.2. Metastasierungswege

In der Mehrzahl der Félle erfolgt die Metastasierung in die Leber hamatogen nach dem
Pfortadertyp, worunter eine Verschleppung von Tumorzellen aus dem ZuflulRgebiet der
Pfortader in die Leber verstanden wird. In der Literatur wird berichtet, dal3 LM ihrer Herkunft
nach von Tumoren des Pfortadertyps ( 57%), des Hohlvenentyps (30%) und des Lungentyps
(13%) stammen ( WALTHER 1948).

In die Leber lymphangisch metastasierende Tumoren gehen von den grof3en Gallengangen
und von der Bauchspeicheldriise aus, sind aber selten (BOLCK 1978).

Auch im Rahmen maligner Systemerkrankungen, so unter anderem bei Leukdmien und

malignen Lymphomen, kann es zu einer Affektion der Leber kommen.
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1.3.3. Alter

In der Literatur wird der metastatische Befall der Leber als ein Ereignis beschrieben, das
zumeist um das 50. und 60. Lebensjahr auftritt (SCHEELE 1995).

1.3.4. Primartumor

In der Literatur wird von Lungen-, Dickdarm-, Pankreas-, Magen-, Brust- und
Prostatakarzinomen als haufigste Primartumoren bei LM berichtet (SILVESTRI 1988; NIZZE
1995). In Abhangigkeit der Literaturangaben werden diesen Tumoren unterschiedliche Platze
in der Haufigkeit zugeordnet.

Fir alle diese Karzinome gilt, dal’ die Haufigkeit der Metastasierungen im héheren und hohen
Lebensalter abnimmt. Wahrend bei einigen malignen Tumoren (z. B. Prostata und Uterus)
diese Tendenz nur wenig ausgepragt ist, zeigt sich bei anderem Karzinomen (z. B. Pankreas,

Magen-, Dickdarm- und Brustkrebs) diese Entwicklung deutlicher.

1.3.5. Geschlecht

Im Vergleich beider Geschlechter werden bei Autopsien maligne Neoplasien haufiger bei

Ménnern als bei Frauen, mit einem prozentualen Anteil von 36,1% bzw. 27,1% am Gesamt
aller Falle, gefunden (SILVESTRI 1988). Primartumoren bilden bei Frauen (38,7%) haufiger
Metastasen in der Leber als bei Mannern (35,4%) aus (SILVESTRI 1988).

Zu den am haufigsten in die Leber metastasierenden Tumoren des Mannes zahlt man in
absteigender Reihenfolge das Pankreas-, Dickdarm-, Magen- und Lungenkarzinom. Fir das
Dickdarmkarzinom gilt, daf3 es im Verlauf der Erkrankung in l/3 der Féalle LM ausbildet
(HUGHES 1992). Obwohl das Prostatakarzinom den dritthaufigsten Krebs der Manner
darstellt, spielt es in der Gruppe der LM eine untergeordnete Rolle, da es nur in 10,2% der
Falle in die Leber absiedelt (SILVESTRI 1988).

LM bei der Frau haben ihren Primarius in den vier haufigsten Fallen im Pankreas, der
Gallenblase, der Mamma und dem Dickdarm lokalisiert. Fir das Mammakarzinom gilt, daf? es
bei sehr alten Frauen (ab der 8. Lebensdekade) eine niedrigere Inzidenz und Metasta-
sierungshaufigkeit als bei jungen und alteren Frauen aufweist (SILVESTRI 1988). LM beim
Mammakarzinom zeigen eine gleiche Verteilung auf dstrogenrezeptorpositive und -negative
Patientinnen, sind aber bei progesteronrezeptorpositiven haufiger als bei -negativen
Mammakarzinomen (BARKHAUSEN 1993).

1.3.6. Lebermetastasen bei Zirrhose

Metastasen extrahepatischer Neoplasien finden sich seltener in der zirrhotischen als in der
nichtzirrhotischen Leber (33,3% versus 46,4%) (VANBOCKKRIJCK 1992). Aul3erdem ist die
Inzidenz extrahepatischer Neoplasien und deren hamatogener Metastasen bei
Zirrhosepatienten geringer als bei Patienten ohne Zirrhose (VANBOCKRIJCK 1992).
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Diese Ergebnisse sprechen dafiir, daf3 aufgrund der kiirzeren Lebenserwartung Zirrhotiker
seltener extrahepatische Neoplasien und LM entwickeln als Patienten ohne Zirrhose
(VANBOCKRIJCK 1992).

1.3.7. Pathologie

Aufgrund des makroskopischen Befundes kann eine diffuse von einer knotigen

Metastasierung abgegrenzt werden. Die Knoten kénnen sowohl singulér als auch multipel
vorliegen, und die Metastasierung kann subtotal bzw. total sein (BOLCK 1978).

LM mit mehr als drei Herden zeigen eine besonders schlechte Prognose und eine kurzes
Uberleben (HUGH 1997).

In der Histologie stellen sich die meisten LM als Adenokarzinome dar. Gleichermalen selten
sind LM von Plattenepithelkarzinomen, kleinzelligen Bronchialkarzinomen und

neuroendokrinen Tumoren.

1.4. P53 und maligne Lebertumoren

Die Suche nach Alterationen in wachstumsregulierenden Genen hat in den letzten Jahren
immens zugenommen. Die iberwiegende Mehrzahl aller menschlichen Gewebe- und
Tumorarten sind auf mégliche genetische Lasionen in den fir Onkoproteine und
Tumorsuppressorproteine kodierenden Sequenzen untersucht worden. Dabei konnten grol3e
Unterschiede im Expressionsmuster einzelner potentiell tumorférdender Gene festgestellt
werden.

Beispielsweise ist das ras-Onkogen in 90% aller pankreatischen Adenokarzinome, in 50% der
Kolonkarzinome, in 30% aller Adenokarzinome der Lunge und in 30% der akuten
myeloischen Leukdmien verandert.

Die Mutation des p53-Gens ist die am haufigsten hachgewiesene genetische Verénderung in
verschiedenen Tumoren (HOLLSTEIN 1991; LEVINE 1995). Wie bereits erwahnt, weisen
beispielsweise ca. 70% der Kolorektalkarzinome, 60% aller malignen Blasentumoren und
40% der Osophagealkarzinome Veranderungen des p53 Proteins auf (HOLLSTEIN 1991). Es
berichten mehr als 4500 Veréffentlichungen von somatischen Mutationen des wild-type p53-
Gens (HOLLSTEIN 1991). Nachdem das p53-Gen im Jahre 1979 identifiziert werden konnte,
wurde es der Gruppe der dominant wirkenden Krebsgene (=Onkogene) zugeordnet. Erst
spater wurde deutlich, daf3 die dem wild-type p53-Gen zugerechneten onkogenen
Eigenschaften auf der Mutation des Gens beruhen. Neuere Untersuchungen zeigen, dal3 p53
nicht mit Onkogenen kooperiert, im Gegensatz dazu sogar deren Wirkung abblocken kann
(FINLAY 1989). Man rechnet das p53-Gen nun den Tumorsuppressorgenen zu, aufgrund
seiner kontrollierenden Funktion im Zellzyklus wird es als "guardian of the genom" bezeichnet
(LANE 1979).
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Auch die Entstehung priméarer und sekundarer Leberkarzinome scheint mit Mutationen des
p53-Gens assoziiert zu sein, da auch bei diesen Tumoren von Verédnderungen des p53-Gens
berichtet wird (COHEN 1994; TERADA 1994; ZHAO 1994).

Sowohl der Mutationsnachweis des p53-Gens als auch die immunhistochemische Darstellung
der p53-Expression in malignen Lebertumoren sind beschrieben worden (KRESS 1992;
COLLIER 1994; LAURENT-PING 1992). Die Verdffentlichungen weisen widerspruchliche
Ergebnisse auf. So kommt die Arbeitsgruppe von TERADA et al. (1994) zu keinem
immunhistochemisch positiven Farberesultat bei der Untersuchung von 42 CAC, wahrend
KIBA et al. (1993) in annahernd der Halfte der Falle von CAC ein positives Ergebnis erhalten.
Untersuchungen der p53-Expression in LM liegen in grof3er Anzahl vor (KASTRINAKIS 1995;
NAGAI 1994). In Abhéngigkeit des Primartumors werden sehr unterschiedliche Angaben tber
den immunhistochemischen Nachweis des p53-Proteins gemacht. Diese reichen bei in die
Leber metastasierten Karzinoiden von keinem einzigen immunhistochemisch positiven Fall
bis hin zu Metastasen kolorektaler Karzinome mit einem positiven Farberesultat von 80 bis
90% (KASTRINAKIS 1995).

Trotz der Widerspriichlichkeit der Ergebnisse zeigen die Untersuchungen den Trend, dal3
p53-Alterationen eine Rolle in der Entstehung maligner Lebererkrankungen zu spielen
scheinen. Wirde sich der Trend verfestigen, dafl} p53-Veranderungen in der Genese von
Lebermalignomen einen zentralen Schritt induzieren, so wiirde dies einen entscheidenden
Impuls fur weitere, sich mit der Hepatokarzinogenese beschéftigende Arbeiten darstellen. Es
kénnte dann moglich werden, die Interaktion des p53-Gens mit Kanzerogenen im Rahmen
der Karzinogenese kennenzulernen und eventuell die Griinde fiir die weltweit
unterschiedliche Inzidenz der Lebermalignome besser zu verstehen. Die Tumorigenese und
Atiologie der Lebermalignome ist bis heute wenig verstanden und bedarf weiterer Klarung.
Die Untersuchungsergebnisse von HOFMANN et al. (1993) zeigen eine Korrelation der
p53-Expression mit einer gesteigerten Tumorzellproliferation. Um abzukléren, ob dies, wie
von LAURENT-PING (1992) vermutet, zu einer schlechten Prognose des Tumorleidens und
einer gesteigerten Metastasierungsfrequenz (KASTRINAKIS 1995) fihrt, bedarf es weiterer
Untersuchungsergebnisse. Wirde sich dieser Trend verfestigen, so kdnnte die Relevanz der
immunhistochemisch nachgewiesenen p53-Akkumulation als Prognosefaktor des
Tumorleidens diskutiert werden.

Die hier vorliegende Untersuchung betrachtet eine Anzahl von 74 primaren und sekundaren
malignen Lebertumoren.

Gegenstand der Untersuchung war der immunhistochemische Nachweis, die Bewertung und
der Vergleich der Farbereaktionen des p53-Nachweises mittels der p53-Antikoérper 1801
(Calbiochem) und DO 1 (Calbiochem).

Ferner sollten an unserem Material von Leberkarzinomen die Haufigkeit und Charakteristik
der p53-Akkumulation beschrieben werden, um so die voneinander differierenden und zum
Teil widerspriichlichen Angaben der Literatur vor dem Hintergrund der Ergebnisse des in

hoher Fallzahl vorliegenden eigenen Untersuchungsmaterials diskutieren zu kénnen.



Ziel unserer Untersuchung war darliberhinaus, die prognostische Wertigkeit der
p53-Bestimmung fur die Leberkarzinomerkrankung auch im Vergleich mit anderen

Prognosefaktoren zu beurteilen.
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2. Material und Methoden

2.1. Patienten und Probenmaterial

Es wurde Gewebe von 114 Patienten untersucht, die an einem Lebertumor erkrankt waren.
Die Operationspraparate wurden in den Jahren 1988 bis 1995 in der Abteilung fir
Abdominalchirurgie des Universitatsklinikums Eppendorf gewonnen.

Um in die Studie aufgenommen zu werden, muf3te jedes Praparat geniigend adaquates
histologisches Material aufweisen, Tumorgewebe enthalten und von ausreichender Qualitat
sein. Aufgrund dieser Kriterien verringerte sich das Patientengut auf eine Anzahl von 74.
Bei zwei Patienten lag neben dem in Paraffin eingebetteten Material ebenfalls tiefgefrorenes
Frischgewebe vor.

Unter den PLC fanden sich 28 HCC und 21 CAC.

LM wurden von 25 Patienten untersucht, von denen 21 einem kolorektalen Primartumor
zugeordnet werden konnten. Als weitere Primarii fanden sich in zwei Fallen ein

anaplastisches Mammakarzinom und in jeweils einem Fall ein klarzelliges Nierenkarzinom

sowie ein Karzinom der Glandula submandibularis ( Abb. 8).

Erkrankung Anzahl der Geschlecht Durchschnitts-
Patienten/-innen | weiblich  mannlich | alter (in Jahren)

HCC 28 8 20 57,9

CAC 21 15 6 53,1

LM

Gesamtanzahl 25 9 16 60,8

- kolorektales Ca. 21 6 15 62,0

- Mammaca. 2 2 0 51,0

- Nierenca. 1 0 1 46,0

- glanduléres Ca. 1 1 0 71,0

HCC: Hepatozellulares Karzinom

CAC: Cholangiozellulares Karzinom

LM : Lebermetastase

Abb. 8: Verteilung der Patientengesamtzahl auf die verschiedenen Untergruppen und

deren Durchschnittsalter
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2.2. Methoden

2.2.1. Histologische Praparate

Histologische Diagnosen wurden aus Patientenverzeichnissen der Jahre 1988 bis 1995
herausgesucht und anschlieRend durch HE-Farbungen in einer second-look-Diagnostik
nachbefundet.

Das Operationsmaterial war direkt postoperativ in wassriger 10%-Formalinlésung fixiert und
anschlieBend in Paraffin eingebettet worden. Von den Paraffinblécken wurden 4 pm dicke
Schnitte angefertigt, die auf silanisierte Objekttrager aufgezogen und auf der Heizplatte fur 25

Minuten getrocknet wurden.

2.2.2. Reagenzien

B Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS), 0,01 M-pH 7,2

Na, HPO, Dinatriumhydrogenphosphat 1.48¢g
KH,PO, Kaliumhydrogenphosphat 0,43 g
NaCl Natriumchlorid 72 ¢
add 1000 ml Aqua dest.

pH=7,6

B Citratpuffer ( 10mM )

A: (COOH);3- C3Hs0 Zitronensaure 21,08 g add 1000 ml Aqua dest.
B: ((COOH); - C3HsO))Na Natriumcitrat 29,41 g add 1000 ml Aqua dest.

10fach Stock: 9 ml Reagenz A + 41 ml Reagenz B add 450 ml Aqua dest.
1fach Zitronenpuffer: Verdiinnen des 10fach Stock im Verhéltnis 1 : 10
mit Aqua dest.

pH=6,0

B Wasserstoffperoxidlésung

H,0, 30% Wasserstoffperoxid 1,5ml
PBS-Puffer Phosphate Buffered Saline 185,0 ml



B Normalserum

PBS-Puffer
+ 1% BSA

B Primarantikbrperserum

PBS-Puffer
+ 1% BSA

PBS - Puffer

+ 1% BSA

PBS-Puffer

Normalserum ( Vector/ABC Maus Elite Kit )
Phosphate Buffered Saline

Bovines Serum Albumin

Primarantikdrper ( Clone DO1; Calbiochem
Clone Pab 1801; Calbiochem )
Phosphate Buffered Saline

Bovines Serum Albumin

Biotiniliertes Antikdrperserum

Biotiniliertes Antikdrperserum
Phosphate Buffered Saline

Bovines Serum Albumin

Peroxidase-konjugierter Avidin-Biotin (AB)-Komplex

AB-Komplex-Serum

Phosphate Buffered Saline

B DAB ( 3,3 -Diaminobenzidin) Farbeldsung

H.O

H,0, 30%

H,O

Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid
Aqua dest.

Wasserstoffperoxid

Gill's Hamatoxylin Farbelésung

Hamatoxylin-Lésung , Gill Nr.1

Aqua dest.

15 pl

1ml

20 pl

1ml

5ul
1ml

10 ulA
ouB

1ml

320 mg
200 ml
200 pl

150 ml
150 ml
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2.2.3. Grundlagen der immunhistochemischen Farbemethode

Im folgenden soll kurz auf die Grundlagen der immunhistochemischen Farbemethode

eingegangen werden.

2.2.3.1. Antigene und Antikdrper

Ein Antigen stellt fir den Wirtsorganismus einen Fremdstoff dar, der eine Antikérperbildung
hervorruft. Die so entstandenen spezifischen Antikdrper binden an die Antigene und bilden
Immunkomplexe, die als Prazipitate immunhistochemisch nachgewiesen werden kénnen.
Die entscheidenden Eigenschaften der Antigene sind zum einen die Immunogenitét, zum
anderen die spezifische Reaktivitat:

Immunogenitéat bezeichnet die Fahigkeit, die Antikdrperbildung zu induzieren.

Spezifische Reaktivitat bedeutet, da? das Antigen, das die Antikérperbildung hervorruft, mit
diesem Antikdrper eine spezifische Bindung eingeht.

Antikérper werden auch als Immunglobuline (Ig) bezeichnet, da sie in der Gammaglobulin-
fraktion des Serums enthalten sind.

Die Antikorperstruktur setzt sich aus zwei Komponenten zusammen, die als leichte und als
schwere Ketten bezeichnet werden. In Abb. 10 findet sich eine schematische Darstellung
dieser Antikdrperstruktur. Die Einteilung und Benennung der Antikdrper erfolgt nach den

schweren Ketten, so daR sich fiinf Gruppen unterscheiden lassen:

B 1gG-Molekl schwere Ketten vom Typ Gamma
B [gA-Molekul schwere Ketten vom Typ Alpha

m IgD-Molekdil schwere Ketten vom Typ Delta

B |gE-Molekul schwere Ketten vom Typ Epsilon
B [gM-Molekdl schwere Ketten vom Typ My

Fir diese funf Immunglobulinklassen existieren nur zwei Leichtketten-Typen, die als Kappa-
und Lambdaketten bezeichnet werden. Ein einzelner Antikérper besitzt immer nur zwei
gleichartige leichte Ketten, so dal3 niemals Kappa- und Lambdaketten gemeinsam enthalten
sind.

Die beiden schweren Ketten bilden zusammen eine Y-&hnliche Struktur, die im mittleren Teil
durch zwei Disulfid-(S-S)-Briicken verbunden sind. An einem Ende der schweren Kette ist
jeweils eine leichte Kette gebunden. Diese symmetrische Struktur bildet spezialisierte
Doménen. Die Enden der schweren und leichten Ketten bilden die V-Doméne, die die direkte
Antigen-Bindungsstelle darstellt. Im mittleren Abschnitt der schweren Ketten liegt die
Doméne, die fur die Komplementbindung verantwortlich ist. Das Ende der schweren Ketten

bildet die Doméne, die fur die Bindung an Makrophagen notwendig ist.
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Mit proteolytischen Enzymen kann das Antikérpermolekdl in Fragmente zerlegt werden, so
dafl} der Stamm das Fc-Fragment (fragment crystalline) und die beiden Schenkel jeweils ein

Fab-Fragment (fragment antigen binding) bilden.

schwere Ketten

Fc-Fragment

leichte Ke% X leichte Kette Fab-Fragment

Abb. 10: IgG-Molekil mit zwei schweren Ketten vom Gamma-Typ und zwei leichten
Ketten.

2.2.3.2. Monoklonale Antikoérper

Bei der immunhistochemischen Anfarbung der Gewebsschnitte wurden monoklonale
Antikorper der Klone DO1 und 1801 verwendet.

Auf die Theorie der Herstellung monoklonalen Antikérpern soll im folgenden kurz
eingegangen werden.

Da ein einzelnes Antigenmolekil mehrere charakteristische Antigendeterminanten besitzt,
bilden bei der Immunantwort mehrere B-Lymphozyten Antikérper gegen dieses Antigen, da
ein B-Lymphozyt nur Antikbrper gegen ein Epitop erstellen kann. Auf diese Weise entsteht ein
polyklonaler (d. h. gebildet durch viele Zellen) Antikdrper.

Um einen spezifischen, gegen nur ein Epitop des Antigens gerichteten Antikdrper zu erhalten,
darf die Antikérperproduktion von nur einer einzigen B-Zell-Linie erfolgen. Man spricht
deshalb von einem monoklonalen (Einzelzell-) Antikorper.

Nach der Selektion des B-Zell-Klons werden diese B-Zellen mit Myelomzellen fusioniert, um
die Fahigkeit des Klons zur Antikérperproduktion zu erhalten. Diese Hybrid-Myelom-Zelle
(Hybridom) kann in einer Zellkultur geziichtet werden und produziert weiterhin den von den

B-Zellen stammenden Antikorper.

2.2.3.3. Avidin-Biotin-Peroxidase Methode
Bei der immunhistochemischen Farbung wurde die Avidin-Biotin-Peroxidase-(ABC)-Methode
eingesetzt (GUESDON 1992). Die ABC-Methode beruht auf der hohen Affinitat des

Eiweil3glykoproteins Avidin zu dem Vitamin Biotin, die mit einer Affinitdtskonstanten von

10" " eine fast irreversible Bindung eingehen. Avidin besitzt vier Bindungsstellen fur Biotin,
die jedoch aufgrund der molekularen Konfiguration nicht vollstandig besetzt werden.
Diese Farbemethode basiert auf drei aufeinanderfolgenden Schritten, die in Abb. 11

schematisch dargestellt sind:
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1. Der aus Blutserum eines Kaninchens gewonnene Antikdrper, der gegen ein
menschliches Protein ( hier: p53 ) gerichtet ist, wird als Prim&rantikbrper Uber den
histologischen Schnitt geschichtet; die entstehende Antigen-Antikérper-Verbindung ist
unsichtbar.

2. Der Sekundéarantikérper, der sich an den ersten binden kann, ist mit Biotin konjugiert; der
Komplex ist weiterhin nicht sichtbar.

3. Als drittes Reagenz wird ein Peroxidase-konjugierter Avidin-Biotin-Komplex tUber das
Praparat geschichtet. Die freien Stellen des Avidin-Molekils binden an das Biotin des
Sekundarantikorpers.

Das an diesen Komplex gebundene Enzym Peroxidase wird mit einem geeigneten

Chromogen sichtbar gemacht.

Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex

Avidin
Sekundarantikérper o Biotih
Priméarantikdrper / Peroxidase

Antigen

Abb.11: Avidin-Biotin-Methode

2.2.3.4. Mikrowellen-unterstiitzter Antigennachweis

SAINTE MARIE folgerte im Jahre 1962 aus ihren Forschungsergebnissen, dafl3 durch die

routinemaRige Formalinfixierung und Paraffineinbettung von Gewebe Antigene und
Antikorper inaktiviert werden, so dal3 ein immunhistochemischer Antigennachweis in diesen
Geweben nicht mehr méglich sei. Die Fixierung von Gewebe in Formalin fuhrt zu einer
Veranderung der Tertidarstruktur von Proteinen.

SHI et al. konnte 1991 den Gegenbeweis antreten, indem er die Vorbehandlung der
Gewebsschnitte in der Mikrowelle einfiihrte. Durch das Erhitzen der Gewebsschnitte auf Uber
100°C konnte bei 39 der 52 getesteten Antikdrper eine deutlich verbesserte Anfarbung der
Gewebsschnitte erreicht werden. Ein unverandertes Farbeverhalten wurde trotz
Vorbehandlung bei neun, eine verringerte Anfarbung bei vier der 52 Antikérper beobachtet
(SHI et al. 1991).

Wir flihrten diesen Arbeitsschritt 25 Minuten lang in der Mikrowelle (650 W) durch. Hierbei
wurden die Gewebsschnitte stéandig mit Citratpuffer (pH-Wert 6) umspdilt. Durch das
Aufspalten der Quervernetzungen wird das Auffalten der Tertiarstruktur erreicht, so daf? die

Epitope wieder mit Antikdrpern interagieren konnen.



Aus dem direkten Vergleich der immunhistochemischen Anfarbung von Frischgewebe zum
einen und formalinfixierten, in Paraffin eingebettetem Gewebe zum anderen wurde von
CAMPANI (1993) eindeutig gezeigt, dal’ die Vorbehandlung der Gewebsschnitte in der

Mikrowelle den Nachweis des p53-Tumorsuppressorgens in archiviertem Material erlaubt.

2.2.4. Technik der Farbungen

Zunéachst wurde von allen vorliegenden Gewebsschnitten eine
Hamatoxylin-Eosin-(HE)-Farbung angefertigt, um Aussagen uber die Qualitdt des Materials
und Uber das Vorhandensein von Tumorgewebe treffen zu kénnen.

Anschliel3end erfolgte eine immunhistochemische Farbung eines zweiten und dritten
Gewebsschnittes desselben Materials.

Hierbei wurden zwei unterschiedliche Primarantikérper (p53-DO-1 und p53-1801) verwendet.
Als Beispiel sind in den Abbildungen 2a bis 2c Farbungen eines in die Leber metastasierten
kolorektalen Karzinoms aufgefihrt.

Bei der Auswahl der Antikdrperklone nahmen wir Bezug auf die Veréffentlichung von
RESNICK et al. aus dem Jahre 1995, in der Farberesultate unterschiedlicher
Primé&rantikdrper an Frischgewebe und archiviertem Material derselben Operationspraparate
miteinander verglichen wurden.

Wir entschieden uns fir die folgenden Antikdrperklone, um die in der Veréffentlichung

propagierte erhdhte Sensitivitat des Klons 1801 gegeniber des Klons DO-1 zu Uberprifen:

a) Clone DO 1/ Cat #43; Calbiochem
b) Clone 1801 / Cat OP # 09; Calbiochem



12a)

12b)

12c)

Abb. 12: Gewebsschnitte eines hepatogen metastasierten kolorektalen Karzinoms
a) HE-Féarbung
b) immunhistochemische Farbung (Ak p53-1801)
¢) immunhistochemische Farbung (Ak p53-DO 1)



Der Primarantikérper des Klon DO-1 stellt einen gereinigten monoklonalen IgG,, Antikdrper
der Maus dar. Er bindet an das Epitop zwischen den Aminoséuren 21 und 25 des humanen
p53-Proteins und bindet sowohl an wild-type als auch an mutiertes p53-Protein.

Der zweite von uns verwendete Primarantikorper bestand aus gereinigten monoklonalen
IgG; Antikorpern, die ebenfalls sowohl an wild-type als auch an mutiertes humanes
p53-Protein binden. Als Bindungsstelle dient das Epitop, das zwischen den Aminosauren 46
und 55 des Proteins liegt.

Beide Primarantikdrper hatten bereits in friiheren Untersuchungen ihre Eignung, auch bei
archiviertem Gewebe (formalfixiert und paraffineingebettet) eingesetzt werden zu kénnen,
bewiesen (LANE 1979; KASTAN 1991).

Die Priméarantikbrper wurden in der angegebenen, in eigenen Vorversuchen bestimmten
Verdiinnung in PBS-Puffer unter Zusatz von 1% Rinderserum-Albumin (BSA) eingesetzt. Die
von uns durchgefihrten Verdiinnungsreihen zeigten bei den eingesetzten Primarantikérpern
in einer Verdiinnung von 1 : 50 die deutlichsten Farbeergebnisse, ohne dabei unspezifische
Farberesultate zu erzeugen.

Alle Schritte der beschriebenen Farbungen wurden, wenn nicht anders angegeben, bei
Raumtemperatur durchgefihrt.

Die Hamatoxylin-Eosin-(HE)- Farbemethode

1. Entparaffinieren der Schnitte 2 x 5 Minuten in Rotihistol

2. Dehydrieren in absteigender Alkoholreihe

3. Waschen in Aqua dest.

4. Anfarben der Zellkerne fiir 2 Minuten mit Hamalaun nach ,Mayer-Neu*
Hamalaun im Verhdltnis 1 : 1 mit Aqua dest. verdiinnt

5. Wassern der Schnitte fiir 10 Minuten unter flieRendem Leitungswasser

6. Anfarben des Zytoplasmas fur 3 Minuten mit Eosin ( 0,1% )

7. Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe

8. Kléaren 2 x 2 Minuten in Rotihistol

9. Eindeckeln der Praparate mit Entelan



Die immunhistochemische Farbemethode

1) Entparaffinieren der Schnitte 2 x 5 Minuten in Rotihistol

2.) Dehydrieren der Praparate in absteigender Alkoholreihe

3.) Waschen in Aqua dest.

4.) Kochen in der Mikrowelle (650 W) fiir 25 Minuten in Citratpuffer (pH 6,0)

5.) Abkiihlen der Praparate auf Raumtemperatur

6.) 2 x 3minltiges Waschen mit PBS (phosphate buffered saline)

7.) Hemmen der Gewebsperoxidase durch 30 minitiges Bad in einem Gemisch aus 200 ml
PBS und 3 ml 30% H, O, ( Wasserstoffperoxid)

8.) 2 x 3minutiges Waschen mit PBS

9.) Applikation des Normalserums (Vectastain / ABC Maus Elite Kit) in einer Verdinnung
von 1,5 : 100 mit PBS + 1% BSA (Bovines Serum Albumin) und 10minutige Inkubation
bei 37°C im Wasserbad

10.) Inkubation der Schnitte mit Primarantikorper (p53-Ak: 1: Clone DO-1; Calbiochem,
2: Clone 1801, Calbiochem) in einer Verdinnung von 1 : 50 mit PBS + 1% BSA fur 60
Minuten bei 37°C im Wasserbad

11.) 2 x 3minutiges Waschen mit PBS

12.) Inkubation der Schnitte mit biotiniliertem Sekundarantikdrper in einer Verdiinnung von
1: 200 mit PBS + 1% BSA fiir 30 Minuten bei 37°C in Wasserbad

13.) 2 x 3minitiges Waschen mit PBS

14.) Inkubation mit Peroxidase-konjugiertem Avidin-Biotin-Komplex fir 30 Minuten bei 37°C
(fur 10 Schnitte : 1mI PBS + 10ul A (Avidin) + 10ul B (biotiniliertes Enzym))

15.) 2 x 3minutiges Waschen mit PBS

16.) Anfarben mit einer Lésung aus 200ml Wasser + 10 Tabletten DAB (a 10 mg ) + 200 ul
Wasserstoffperoxid 30% fir 5 Sekunden bei Raumtemperatur

17.) Waschen der Schnitte fur 2 Minuten in Leitungswasser

18.) Waschen der Schnitte fur 4 Minuten in Aqua dest.

19.) Gegenfarben mit Gill's Hamalaun in einer Verdinnung von 1 : 1 mit Aqua dest. fir 25
Sekunden

20.) Waschen der Schnitte fur 4 Minuten in Aqua dest.

21.) Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe

22.) Klaren 2 x 5 Minuten in Rotihistol

23.) Eindeckeln der Préparate mit Entelan
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2.3. Auswertung

Bei jeder Farbereihe wurde sowohl eine Positiv- als auch eine Negativkontrolle mitgefiihrt.
Hierzu wurden Gewebssschnitte desselben Schilddrisenkarzinoms verwendet, dessen
Mutation des p53-Gens molekularbiologisch und dessen p53-Expression
immunhistochemisch bereits nachgewiesen war. Bei der Negativkontrolle wurde der
Primarantikdrper durch die gleiche Menge an Agqua dest. ersetzt. Eindeutige Ergebnisse
dieser beiden Kontrollen waren die Voraussetzung fur die Auswertung der jeweiligen
Versuchsreihe.

Die Bewertung der Schnitte erfolgte unter dem Lichtmikroskop. Zunachst wurde bei
LupenvergréRerung (25fach) das Tumorgewebe aufgesucht und anschlie3end dieses Areal
bei starkerer Vergrol3erung (100fach) beurteilt.

Die Auswertung der Farbungen erfolgte nach den von DOWELL et OGDEN 1996
verdffentlichten Richtlinien. Die Beurteilung der immunhistochemischen Farberesultate
erfolgte semiquantitativ in 4 Gruppen, wobei eine Auszéhlung immunhistochemisch positiver

Zellkerne in reprasentativen Anteilen des Tumors durchgefihrt wurde:

B R1: negatives Farberesultat ohne Nachweis spezifischer immunhistochemischer
Farbereaktion

B R2: schwach positive Farbereaktion mit nukledrer Anfarbung von 1 bis 10 Zellkernen pro
histologischen Gewebsschnitt

B R3: positive Farbereaktion bei Nachweis von Tumorzellkernfarbungen in weniger als 5 %
der Tumorzellkerne

B R4: positive Farbereaktion bei mehr als 5% der Tumorzellkerne bei gleichen Kriterien

Zur spateren Auswertung wurden die zu den Gruppen R1 und R2 gehdrigen Schnitte als

negativ, die Farbungen der Gruppen R3 und R4 als positiv definiert.



3. Ergebnisse

3.1. Daten der Untersuchungsqgruppe

Es wurden in der Gruppe der PLC insgesamt 49 Félle untersucht, die sich aus 28 Fallen von
HCC und 21 Fallen von CAC zusammensetzen.

Der Beobachtungszeitraum zum Erheben der posttherapeutischen Ergebnisse erstreckte sich
bis Méarz 1997.

Bis zu diesem Zeitpunkt waren 45 der 49 Félle (91%) von PLC verstorben. Uber den

Krankheitsverlauf der anderen 4 Félle (9 %) lagen keine Daten vor.

3.1.1. Patienten mit hepatozellularem Karzinom

Von den Patienten mit HCC waren 8 weiblich und 20 mannlich. Dies entspricht einem
Geschlechterverhéltnis von 1:2,5 (Abb. 12).

Das Patientenalter reichte von 36 bis 78 Jahren, mit einem Mittelwert

(+/- Standardabweichung) von 57,1 +/- 2,53 Jahren. Der Median lag bei 61. Am haufigsten
traten die Tumoren im Alter von 60 bis 69 Jahren auf (Abb.13).
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Abb. 12: Geschlechterverteilung der Abb.13: Altersverteilung der
Patienten mit HCC (n=28) Patienten mit HCC (n=28)

Die in dieser Studie untersuchten HCC wurden mittels der TNM-Klassifikation beurteilt

(vgl. Anhang).

In zwei Fallen standen keine Daten zur Verfligung, so daf3 hier nur Aussagen tber 26 Falle
gemacht werden konnten (Abb. 14).

Die Halfte (13 Falle; 50%) der untersuchten HCC wurden in das Stadium T3 eingestuft. 5 der
HCC (19,2%) zeigten einen maximalen Durchmesser von weniger als 2 cm mit vaskularer
Invasion und wurden folglich dem Stadium T2 zugeordnet. Weitere 5 Tumoren (19,2%)
wurden aufgrund ihres fortgeschrittenen Wachstums mit T4 klassifiziert. Tumoren, die im
Durchmesser geringer als 2 cm und keinen Einbruch ins Gefal3bett zeigten, waren in dem
Patientengut selten (3 Falle; 11,5%).
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Bei den meisten Patienten (16 Falle; 61,5%) war es zum Operationszeitpunkt noch nicht zu
Tumorabsiedelungen in die regionalen Lymphknoten gekommen (NO). In 8 Féllen (30,7%)
konnte der Lymphknotenstatus nicht beurteilt werden (NX). In nur 2 Fallen (7,7%) wurde ein
Befall der regiondren Lymphknoten aufgezeigt (N1).

Fernmetastasen waren bei den Patienten dieser Studie, die primar chirurgisch und kurativ
therapiert wurden, nicht vorhanden (M1). In fast einem Drittel der Falle (7; 26,9%) konnte der
Status der Fernmetastasierung nicht beurteilt werden (MX). Eine Metastasierung wurde in

keinem Fall nachgewiesen (M1).

TNM - Klassifikation

HCC (n=26) N %
T1 3 11,5
T2 5 19,2
T3 13 50,0
T4 5 19,2
NO 16 61,5
N1 2 7,7
N2 0 0
NX 8 30,8
MO 19 73,1
M1 0 0
MX 7 26,9

Abb. 14: Einteilung der untersuchten Leberzellkarzinome (n=26) nach der
TNM-Klassifikation

Die HCC wurden nach dem unterschiedlichen histopathologischen Differenzierungsgrad der
Tumoren (Grading) den Stadien G1-G4 zugeordnet (vgl. Anhang) (Abb. 15). Dies war in 5
Fallen nicht mdglich.

Die grofite Gruppe umfallte 14 Falle ( 60,9%) mit dem Grading G2. Es wurden 5 Falle
(21,7%) dem Grading G1 und 4 Félle (17,4%) dem Grading G3 zugeordnet. Kein Fall zeigte
das Grading G4.
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Abb.15: Verteilung der untersuchten HCC (n=23) nach dem Differenzierungsgrad

Der Grof3teil der HCC ( 18 Félle; 75,0%) lag als solitérer Knoten vor (Abb. 16). In den Gbrigen
6 Fallen, die ausgewertet wurden, zeigte sich das Tumorwachstum in 2 Fallen (8,3%) in 2
Knoten, in 3 Fallen (12,5%) in 3 Herden und in nur 1 Fall (4,2%) in multiplen Foci.

Zu dem Wachstumsmuster und der GréRe des Tumors konnten in 4 Féllen keine Daten

gewonnen werden.

Tumorwachstum Tumorgrdsse
@2-4cm
Dein m4-6cm
W zwei 06-8cm
Odrei 08-10cm
O>drei W 10-12cm
m>12cm
Abb. 16: Verteilung nach der Anzahl Abb. 17: Verteilung nach dem Durch-
der Tumorherde (n=24) messer der Tumorherde (n=24)

Die Tumorknoten wiesen in einem Drittel der Falle ( 8 Patienten; 33,3%) einen Durchmesser
von 6-8 cm auf (Abb.17). Relativ haufig (6 Falle; 25,0%) zeigten sich kleine Tumoren mit
einem Querschnitt von 2 bis 4 cm. Tumoren von 8 bis 10 cm traten in 4 Fallen (16,7%) auf.
Selten waren Tumoren mit einem Durchmesser von 4 bis 6 cm (1 Fall; 4,2%), 10 bis 12 cm
(2 Falle; 8,3%) und groRer als 12 cm (3 Falle; 12,5% ). Lagen multiple Knotenbildungen vor,
so wurde der grofite vorhandene Querschnitt zur Auswertung herangezogen.

Die untersuchten HCC zeigten histologisch in der Hélfte der Félle (12 Falle) ein trabekulares
Wachstumsmuster (Abb.18). In weiteren 8 Féllen (33,3%) wuchsen die Tumoren solide.
Pseudoglandulare Strukturen hatten 3 (12,5%) und szirrhdse Strukturen 1 Fall (4,2%)

ausgebildet.
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Abb. 18: Aufteilung der HCC (n=24) nach Abb. 19: Aufteilung der Leberzirrhosen
der histologischer Diagnose bei HCC nach der Ursache
(n=21)

21 der insgesamt 28 HCC (75,0%) waren in zirrhotischen Lebern entstanden (Abb.19). In den
verbleibenden 7 Fallen (25,0%) zeigte die Leber keinen Umbau der Textur.

Als Ursache fiir den zirrhotischen Umbau der Leber wurde in 14 Fallen (50%) eine chronische
virale Hepatitis eruiert, die durch die alleinige Infektion mit dem HBV in 7 Fallen (50%) und mit
dem HCV in 4 Fallen (28,6%) verursacht war. Mischinfektionen in der Konstellation
HBV+HCV lagen in 2 Féllen (14,3%) und HBV+HDV in einem Fall (7,1%) vor. In einem Fall
wurde HBV-Antigen serologisch nachgewiesen, ohne dal3 es zu einer Zirrhose gefuhrt hatte.
Die nicht viral bedingten 7 Falle (25,0%) von Leberzirrhose waren in jeweils 2 Féllen (28,6%)
einerseits durch chronischen Alkoholabusus und andererseits posthepatisch verursacht. In 3
Fallen (42,9%) blieb der Grund fir den Umbauprozef3 der Leber ungeklart.

Zum Zeitpunkt der Datenerhebung waren 25 der 28 Patienten (89,3%) bereits verstorben.
Uber den Verlauf der Erkrankung der restlichen 3 Patienten (10,7%) standen keine Daten zur
Verfiigung. Die durchschnittliche postoperative Uberlebenszeit (+/- Standardabweichung )
betrug 12,8 (+/- 10,9) Monate, wobei 6 Falle (24,0%) bereits im ersten postoperativen Monat
verstarben, und der langste Uberlebenszeitraum 42 Monate war. Dies entspricht einem

Median von 12. Das Einjahresiiberleben lag bei 52,0 % der Falle.

3.1.2. Patienten mit cholangiozellularem Karzinom

Die 21 untersuchten CAC traten in 15 Fallen (71,4%) bei Frauen und in 6 Fallen (28,6%) bei
Mannern auf, was einem Geschlechterverhaltnis von 2,5:1 entspricht (Abb.20).

Die Altersverteilung reichte von 33 bis 79 Jahren mit einem Mittelwert

(+/- Standardabweichung) von 56,5 (+/- 2,61 ) Jahren. Der Median liegt bei 55. Ein
Verteilungsgipfel zeigte sich zwischen dem 50. und dem 59. Lebensjahr (Abb.21).
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Abb. 20: Geschlechterverteilung der Abb. 21: Altersverteilung der
Patienten mit CAC (n=21) Patienten mit CAC (n=21)

Zur weiteren statistischen Auswertung lagen in 3 Féllen (14,3%) der insgesamt 21 Falle von
CAC keine Angaben vor.

Bei der Aufteilung der verbleibenden 18 Falle wurde in 7 Fallen (38,9%) das Tumorstadium
mit T3 klassifiziert (Abb. 22). Mit absteigender Haufigkeit wurden 5 Falle (27,8%) dem
Stadium T4, 4 Falle (22,2%) dem Stadium T3 und 2 Félle (11,1%) dem Stadium T1
zugeordnet.

Bei der Beurteilung des Lymphknotenstatus (N) konnte in 8 Fallen (44,4%) kein Urteil
abgegeben werden (NX). Wahrend in 6 Fallen (33,3%) der Befall der Lymphknoten positiv
war (N1), zeigten 4 Falle (22,2%) keine Lymphknotenbeteiligung (NO).

Uber eine zum Zeitpunkt der Operation eventuell vorliegende Metastasierung (M) konnte in
12 (66,6%) der 18 Félle keine Aussage getroffen werden (MX). In weiteren 6 Fallen (33,3%)
wurde eine Fernmetastasierung ausgeschlossen (M0). In keinem Fall hatte der Prim&rtumor

bereits in andere Organe gestreut (M1).

TNM - Klassifikation n %
CAC (n=18)

T1 2 11,1
T2 4 22,2
T3 7 38,9
T4 5 27,8
NO 4 22,2
N1 6 33,3
N2 0 0
NXx 8 44,4
MO 6 33,3
M1 0 0
MX 12 66,6

Abb. 22: Einteilung der untersuchten cholangiozellularen Karzinome (n=18) nach der
TNM-Klassifikation



Die Verteilung nach dem histopathologischen Differenzierungsgrad (G) zeigte die meisten
(12 von 18 Féllen; 66,6%) CAC in der Gruppe G2 (Abb. 23). 5 Falle (27,8%) wiesen ein

niedrig differenziertes Wachstumsmuster auf (G3). Ein Karzinom wurde mit G1 klassifiziert.
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Abb. 23: Verteilung der untersuchten CAC (n=18) nach dem Differenzierungsgrad

Die CAC wuchsen in 9 der 18 Falle (50%) solitéar (Abb.24). In 5 Fallen (27,8%) zeigte sich der
Tumor in 2 und in einem Fall (5,5%) in 3 Foci. Ein multiples Auftreten des Tumors wurde in 3
Féllen (16,7%) beobachtet.

Tumorwachstum Tumorgrdsse
3 ) 9 @m<6cm
1 Dein 1 m6-8cm
Hzwei 4 08-10cm
9 Odrei 3 010-12cm
5 O>drei 6 W12-14cm
@>14cm

Abb. 24: Verteilung nach der Anzahl der Abb. 25: Verteilung nach dem Durch-
Tumorherde bei CAC (n=18) messer der Tumorherde bei
CAC (n=18)

Die Ausdehnung der Tumoren lag im Durchschnitt bei 9,8 cm, wobei der Durchmesser des
kleinsten 2,5 cm und des grofiten Knotens 18 cm betrug (Abb. 25). Am haufigsten traten
Tumoren ( 6 Falle; 33,3%) mit einem Querschnitt von 8 bis 10 cm auf. Kleinere Tumoren mit
einem Durchmesser von 6 bis 8 cm traten in 4 Féllen (22,2%), mit einem Durchmesser von
weniger als 6 cm in 2 Féllen (11,1%) auf. Uberdurchschnittlich groRe Tumoren hatten eine
Haufigkeit der Falle von 3 (16,7%) (10 bis 12 cm), 1 (5,5%) (12 bis 14 cm) und 2 (11,1%)
(>14 cm ). Zum Zeitpunkt der Datenerhebung waren 20 (95,2%) der 21 Falle von CAC bereits
verstorben. In einem Fall lagen hierzu keine Daten vor. Die postoperative Uberlebenszeit der
Patienten mit CAC wies einen Mittelwert (+/- Standardabweichung) von 13,7 (+/- 6,0)

Monaten auf.



Die postoperativ verlebten Monate schwankten in einem Bereich zwischen 1 und 48, und der

Median lag bei 14. Nach einem Jahr postoperativ lebten noch 60,0% der Falle.

3.1.3. Patienten mit Lebermetastasen

In der Gruppe der LM wurden 25 Félle untersucht.

Zum Zeitpunkt der Datenerhebung war von 14 (56,0%) der 25 Patienten ein aktueller
Gesundheitszustand zu eruieren. Von den uns bekannten 14 Patienten lebten 9, und 5 waren
bereits verstorben.

Von den Patienten waren 9 weiblich und 16 mannlich, was einem Geschlechterverhaltnis von
1:1,7 entspricht (Abb.26).

Das Durchschnittsalter betrug zum Operationszeitpunkt 60,8 Jahre mit einer
Standardabweichung von 2,55 Jahren und einem Median von 65 (Abb.27). Der jingste

Patient war 29 Jahre und der alteste 75 Jahre alt.
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Abb. 26: Geschlechterverteilung der Abb. 27: Altersverteilung der
Patienten mit LM Patienten mit LM

In 21 (84,0%) der 25 Falle war der Primartumor, der in die Leber metastasiert hatte, im
Bereich von Kolon und Rektum lokalisiert (Abb. 28). Bei 2 Patientinnen (8,0%) kam es zur
hepatogenen Filiarisierung eines Mammakarzinoms. In jeweils einem Fall (4,0%) war die
Leberbeteiligung auf dem Boden eines klarzelligen Nierenkarzinoms und Karzinoms der
Glandula submandibularis entstanden.

Zur weiteren Auswertung standen in 23 Fallen Daten zur Verfligung.

Das histopathologische Grading (G) zeigte in 17 (73,9%) der ausgewerteten 23 Falle das
Stadium G2 (Abb. 29). Sowohl das Grading G1 als auch das Grading G3 umfal3ten jeweils 3
Falle ( jeweils 13,0%). Es lag kein Fall mit dem Grading G4 vor.
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Abb. 28: Verteilung der LM nach der Abb. 29: Verteilung der LM nach dem
Lokalisation der Primartumoren Differenzierungsgrad (n=23)
(n=25)

Die LM lagen in 14 Fallen (60,9%) als solitdre Herde vor (Abb.30). 4 Falle (17,4%) zeigten 2

Herde und 2 Falle (8,7%) wiesen 3 Herde auf. Multiple Infiltrationen (>3 Herde) stellten sich in

3 Féllen (13,0%) dar.
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Abb. 30: Verteilung der LM (n=23) nach der Abb.31: Verteilung der LM (n=23) nach
Anzahl der Tumorherde der Grosse der Tumorherde

Die Herde zeigten am haufigsten (12 Falle; 52,2%) einen Durchmesser von 2 bis 4 cm
(Abb. 31). In jeweils 3 Fallen (jeweils 13,0%) lag der Durchmesser bei 4 bis 6 cm bzw.
6 bis 8 cm. Kleine Tumoren ( 0 bis 2 cm) waren mit 2 Fallen (8,7%) und grof3e Tumoren

(8 bis 10 cm) mit 1 Fall (4,3%) selten. Kein Tumor zeigte einen Querschnitt von mehr als

10 cm.
Zum Zeitpunkt der Datenerhebung waren 11 (44,0%) der 25 Patienten bereits verstorben. Bei

den anderen 14 Fallen, die noch lebten, betrug die Nachbeobachtungszeit im Durchschnitt

33,5 Monate mit einem Minimum von 21 Monaten, einem Maximum von 46 Monaten und

einem Median von 28 Monaten.



3.2. Immunhistologische Untersuchungen

Es wurden insgesamt 114 Praparate mit jeweils zwei verschiedenen Primarantikérpern
(Klon 1801; Klon DO-1) untersucht.

Bei der Auswertung reduzierte sich die Anzahl der Préparate auf 74.

Die Auswertung der p53-Expression wurde, mit besonderem Augenmerk auf das
Farbeverhalten der Zellkerne, semiquantitativ mit einer Beurteilung von R1 bis R4
vorgenommen (vgl. Kapitel: Material und Methoden).

Die Gewebsschnitte der Abb. 32 geben fir jede Kategorie (R1-R4) ein Beispiel.

3.2.1. Farbung mit p53-Antikdrper-1801

Tumor R1 R2 R3 R4 Mittelwert
(+/- Standardabweichung)
HCC 10 7 7 4 2,18
CAC 6 4 8 3 2,38
LM 7 1 5 12 2,88

Abb. 33: Ergebnistabelle der p53-Expression nach immunhistochemischer Farbung mit
dem Antikorper 1801

In der Gruppe der HCC waren 10 Falle (35,7%) komplett negativ (R1) (Abb. 33 und 34). Die
Ergebnisse zeigten 7 Félle (25,0%) mit einer schwach positiven Farbereaktion (R2) und
weitere 7 Falle (25,0%) mit positivem Farbeverhalten, das weniger als 5% der Tumorzellkerne
betraf (R3). Ein Nachweis der p53-Expression in mehr als 5% der Zellkerne war in 4 Fallen
(14,3%) zu fuhren (R4).

Die HCC-Praparate zeigten Farbungen mit dem Reaktionsgrad (R) von 1 bis 4. Der Mittelwert
(+/- Standardabweichung) betrug 2,18 (+/- 1,0).

Die CAC-Praparate zeigten nach Reaktion mit dem p53-Antikérper-1801 in 8 Fallen (38,1%)
ein positives Farbeverhalten des Grades R3. In 6 Fallen (28,6%) stellten die Kerne keine
Expression des p53- Proteins dar (R1).

Eine schwache Anfarbung der Gewebsschnitte war in 4 Fallen (19,0%) feststellbar (R2). Eine
starke Expression von p53 hatten 3 (14,3%) der untersuchten Félle (R4).

Hieraus ergab sich ein Mittelwert (+/- Standardabweichung) der Anfarbbarkeit (R) der
CAC-Praparate von 2,38 (+/- 1,1).



Abb.: 32a

Abb.: 32b

Abb.: 32c

Abb.: 32d

Abb. 32a bis d: Immunhistologischer Nachweis des p53 - Proteins in Tumorgewebe
a,R1 b,R2 c¢,R3 d,R4
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Bei den 25 Fallen von LM waren 12 Félle (48,0%) mit starker Farbereaktion der Zellkerne
vorhanden (R4). In 7 Féllen (28,0%) zeigten die Kerne keine p53-Expression (R1). Ein
positives Farbeverhalten des Grades R3 wurde in 5 Féllen (20,0%) beobachtet. Eine
schwache Kernexpression von p53 war mit einem Fall (4,0%) selten (R2).

In der Gruppe der LM konnte ein Mittelwert (+/- Standardabweichung) fir den Reaktionsgrad

R von 2,88 (+/- 1,3) errechnet werden.
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Abb. 34: Auftreten der p53-Expression nach der Reaktion mit p53-Antikdrper 1801

3.2.2. Farbungen mit p53-Antikdrper DO-1

Tumor R1 R2 R3 R4 Mittelwert
(+/- Standardabweichung)
HCC 15 5 6 2 1,82
CAC 9 3 7 2 2,09
LM 7 2 12 4 2,52

Abb. 35: Ergebnistabelle der p53-Expression nhach immunhistochemischer

Farbung mit dem Antikdrper DO-1

Die HCC-Préaparate zeigten bei der Verwendung des p53-Primérantikérpers (Klon DO-1) in
den meisten Féllen (15 Falle; 53,6%) keine Expression (R1) (Abb. 35 und 36). Bei 6 Féllen
(21,4%) zeigte sich ein positives Farbeverhalten in weniger als 5% der Zellkerne (R3). In 5
Fallen (17,9%) war p53-Protein nur in geringen Mengen nachweisbar (R2). Ein deutlicher
Nachweis der p53-Expression gelang in 2 Fallen (7,1%) (R4).

Hieraus ergibt sich ein Mittelwert (+/- Standardabweichung) des R-Wertes von 1,82 (+/- 1,09).
Die Farbung der CAC zeigte 9 Féllen (42,9%), bei welchen die Zellkerne keine Reaktion
vorwiesen (R1). In 7 Fallen (33,3%) lag eine positive Farbung des Reaktionsgrades R3 vor.
Sowohl Préaparate mit schwacher Farbung (R2) (3 Félle; 14,3%) als auch Falle mit deutlicher

Expression (R4) (2 Falle; 9,5%) waren eher selten.
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CAC-Praparate zeigten im Mittel einen Reaktionsgrad (R) der Farbung von 2,09

(+/- 1,0 Standardabweichung).

Die Gruppe der LM enthielt 12 Falle (48,0%) mit einem Reaktionsgrad R3. 7 Falle (28,0%)
waren komplett negativ (R1). Bei 4 Fallen (16,0%) waren mehr als 5% der Tumorzellkerne
immunhistochemisch stark positiv (R4). Selten (2 Falle; 8,0%) lag eine schwache
p53-Expression vor (R2).

Die Kerne zeigten im Mittelwert (+/- Standardabweichung) eine p53-Expression (R) von
2,52 (+-1,1).
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Abb. 36: Auftreten der p53-Expression nach der Reaktion mit dem p53-Antikérper DO-1

Unterschiedliche Anteile eines Tumors zeigten eine voneinander differierende
p53-Expression. Bevorzugt in den peripheren Zellschichten des Tumorareals war regelmagig
eine verstarkte immunhistologische Anfarbung fur p53 erkennbar.

Diese quantitativen Ergebnisse lassen sich in der Tendenz auch in den Gewebsschnitten
bestatigen, die fir eine quantitative Bestimmung von p53 aufgrund schlechter Qualitat nicht

ausgewertet werden konnten.



3.2.3. Vergleich der p53-Expression mit dem p53-1801- und
p53-DO-1-Antikdrper

Die Antikérper p53-1801 und p53-DO-1 zeigten zumeist gleiche Féarberesultate.

Wie in Abb. 30 dargestellt, trifft dies in 60 von 74 Fallen zu. In 29 Gewebsschnitten waren bei
beiden Antikérpern die Ergebnisse positiv, wahrend in 31 Fallen die Farbungen negativ
waren. Differenzen ergaben sich in insgesamt 14 Gewebsschnitten. Die Ergebnisse, die mit
dem Antikérper p53-1801 erzielt wurden, waren in 10 Fallen positiv, in denen der Antikdrper
p53-DO-1 keine Anfarbung zeigte. In 4 Féllen war das Farbeverhalten des Antikérpers DO-1
positiv, wogegen der Antikérper 1801 negative Ergebnisse zeigte. Somit waren im Vergleich
die Ergebnisse des p53-1801-Antikdrpers haufiger positiv als bei dem Antikérper DO-1.

Die groRe Ubereinstimmung der Farberesultate wird auch im Ergebnis des McNehmer-Tests
deutlich.

AK 1801

\ pos. neg.
Tl 29| 4

AK DO-1

e | 10| 3

Abb. 37: Darstellung der Farberesultate bei Verwendung der Antikérper 1801 und DO-1

Auch im guantitativen Nachweis zeigte sich dieser Trend, denn positive Schnitte bekamen
nach Reaktion mit dem Antikérper 1801 im Vergleich zu den Farberesultaten mit dem
Antikdrper DO-1 haufiger die Bewertung R4. Dies wird aus der Abb. 38 ersichtlich.

In der Gruppe der negativen Farberesultate zeigten Gewebeschnitte nach Reaktion mit dem
Antikdrper p53-DO-1 haufiger keine Anfarbung (R1) im Gegensatz zum Antikdrper
p53-1801, dessen negative Farbungen zumeist der Gruppe R2 zugeordnet wurden.

Diese Unterschiede im Farbeverhalten zeigten keine statistische Signifikanz ( p>0,05).
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Abb. 38: Vergleich des Farbeverhaltens ( 1= AK 1801 ; 2= AK DO-1)

3.2.4. Beziehunq der p53-Expression zu den Tumortypen und den

Patientendaten

Alle untersuchten Lebertumoren zeigten beim weiblichen Geschlecht haufiger einen positiven
p53-Protein-Nachweis als in der Gruppe der Manner.

Dies wird besonders bei den CAC deutlich, was in der Abbildung 39 graphisch dargestellt ist.

82% der positiven Gewebsschnitte stammten von Frauen und nur 18% von Mannern. Bei den
negativen Ergebnissen war das prozentuale Verhaltnis Frauen:Manner dagegen 60:40.

In keiner der Gruppen (HCC,CAC,LM) stellte sich eine signifikante Geschlechterdominanz bei

den immunhistochemischen Resulaten dar (p>0,05).

Geschlechterverteilung
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Abb. 39: Geschlechterverteilung in der Gruppe der CAC in Abhangigkeit des

immunhistochemischen Farbeverhaltens

Eine statistische Abhangigkeit der p53-Expression vom Lebensalter des Patienten besteht
sowohl bei HCC als auch bei CAC (p=0,001 bzw. p=0,035).
Patienten mit positivem Féarberesultat waren sowohl in der Gruppe der CAC als auch der

HCC im Durchschnitt 20 Jahre jinger als die Falle mit negativem Ergebnis.
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In der Gruppe der LM wurde keine Beziehung zwischen Lebensalter und p53-Expression
gesehen (p>0,05).

Die Auswertung des Tumorwachstums zeigte bei LM mit multiplen Tumorherden signifikant
haufiger eine p53-Expression als bei solitarem Focus (p=0,04).

Bei negativem p53-Protein-Nachweis liegt in der Mehrzahl der Félle ein singulérer Tumorherd
vor. Tumoren mit multiplen Foci zeigten haufiger eine p53-Expression.

Sowohl bei HCC als auch CAC konnte dieser Zusammenhang nicht gesehen werden
(p>0,05).

Bei den HCC zeigte sich ein Zusammenhang zwischen der Gréf3e des Tumors bzw. des
gréfRten Tumors bei multipler Metastasierung und dem immunhistochemischen Nachweis
(Abb.40). Bei Tumoren mit groRem Durchmesser waren statistisch haufiger positive
Faberesultate zu verzeichnen (p=0,04).

Bei keinem der beiden anderen untersuchten Tumorentitaten war dies der Fall.
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Abb. 40: GrolRenverteilung bei HCC (in %), aufgeschlisselt nach

immunhistochemischem Ergebnis

Bei der Auswertung der p53-Expression bei HCC-Patienten zeigte sich ein statistisch
signifikanter Zusammenhang mit dem histologischen Wachstumsmuster (p=0,023).

Die Tumoren des szirrh6sen und soliden Typs zeigten signifikant haufiger eine
p53-Expression als Tumoren des trabekularen und pseudoglandularen Typs (p=0,02).

Es wurde nur in der Gruppe der HCC die Abhéngigkeit der p53-Expression und der
postoperativen Uberlebenszeit von der Existenz einer Leberzirrhose untersucht.

Die Reaktion beider p53-Primarantikérper war unabhéngig von einer Leberzirrhose (p>0,05).
Der zirrhotische Umbau der Leber war in unserer Studie ohne Beziehung zum postoperativen
Uberleben (p>0,05).

Die Betrachtung der p53-Expression bei den HCC-Patienten mit unterschiedlichem Grading
ergab keine statistisch signifikante Beziehung der Tumordifferenzierung mit dem

Farberesultat (p>0,05) (Abb. 34). Diesen Zusammenhang zeigten auch nicht die



Untersuchungen an CAC und LM (p>0,05). In der Abbildung 41 addieren sich die Daten der
einzelnen Gruppen (z.B. HCC pos.) zu jeweils 100%.
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Abb. 41: Darstellung der Tumorentitaten, aufgeschlisselt nach Grading-Stadien

(G 1 bis 4) und immunhistochemischem Farberesultat

Bei den HCC bestand ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Tumorstadium (T) und
der p53-Expression (p=0,01) (Abb.34). Ein positives Farberesultat steht mit einem héheren
Tumorstadium nach den TNM-Klassifikation (siehe Anhang) in Zusammenhang et vice versa.
Beispielhaft steht hierfur die Abb. 42, aus der dieser Zusammenhang bei HCC ersichtlich
wird. Die Daten, aufgeschliisselt nach positivem und negativem Farberesultat, addieren sich

jeweils zu 100%.
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Abb. 42: Tumorstadium bei HCC aufgeschliisselt nach immunhistochemischem

Ergebnis

In der Gruppe der LM und CAC war diese Beziehung nicht ersichtlich (p>0,05).

Sowohl die Lymphknotenmetastasierung (N) als auch der Status der Fernmetastasierung (M)
stand bei keinem der untersuchten Tumorentitaten in einem signifikanten Zusammenhang mit
der p53-Expression, unabhangig davon, mit welchem Antikérper diese nachgewiesen wurde
(P>0,05).



Bei allen untersuchten Tumorentitaten (HCC, CAC, LM) zeichnete sich der Trend ab, daf ein
positives Farberesultat mit einem kiirzeren postoperativen Uberleben in Beziehung zu stehen
scheint (et vice versa).

Der Nachweis der p53-Expression korrelierte signifikant mit dem Uberleben der Patienten in
der Gruppe der HCC und CAC (p=0,04) (Abb. 36 und 37).

Bei LM konnte nur ein Trend, nicht aber eine statistische Signifikanz fir den Zusammenhang
des Uberlebenszeitraums mit dem immunhistochemischen Farberesultat aufgezeigt werden
(p>0,05) (Abb. 38).

Die univariante Analyse der Uberlebenskurven nach Kaplan und Meier ergab eine signifikante
Korrelation fiir die immunhistologische Reaktion mit dem Uberleben der Patienten mit PLC,
nicht aber bei LM (Abb. 43, 44 und 45).
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Abb. 43: Uberlebenskurven, aufgeschliisselt nach dem immunhistochemischen

Farbeergebnis bei CAC ( x=positiv ; x=negativ )
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Abb. 44: Uberlebenskurven, aufgeschliisselt nach dem immunhistochemischen
Farbeergebnis bei HCC ( x=positiv ; x=negativ )
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Abb. 45: Uberlebenskurven, aufgeschliisselt nach dem immunhistochemischen
Farbeergebnis bei LM ( x=positiv ; x=negativ )



4. DISKUSSION

Die Mutation des p53-Gens ist die am haufigsten nachgewiesene genetische Verénderung in
Tumoren (HOLLSTEIN 1991; LEVINE 1995) und wurde auch bei priméren und sekundéaren
Leberkarzinomen beschrieben (COHEN 1994; TERADA 1994; ZHAO 1994).

In der vorliegenden Studie wurde Gewebe von 74 Lebertumoren (CAC, HCC, LM) auf eine
immunhistochemisch nachweisbare p53-Expression untersucht.

Das Probenmaterial der PLC stammt von 26 mannlichen und 23 weiblichen Patienten. Die
Verteilung der Patienten mit HCC entsprach den Angaben in der Literatur, denn in unserem
Kollektiv waren die mannlichen im Vergleich zu den weiblichen Fallen mit einer Ratio von 5:2
deutlich in der Uberzahl (NAGARATNAM 1984; LANIER 1987; JOHNSON 1991; TSAO 1994;
KACZYNSKI 1996).

Die Aufteilung der untersuchten Falle von CAC widersprach den Literaturangaben, welche
eine annahernd gleiche Verteilung auf beide Geschlechter beschrieben. Wir fanden in
unserem Patientengut eine Ratio Frauen:Manner von 2,5:1, womit das Krankengut deutlich
mehr Patientinnen enthielt, als dies in vergleichbaren Studien der Fall war (KAWARADA
1984; TAKEUCHI 1984; KACZYNSKI 1996). Eine Ursache fir diese Diskrepanz ist aus den
vorliegenden Unterlagen nicht ersichtlich.

Die Geschlechterverteilung der Falle mit LM weist eine Ratio Frauen:Manner von 1:1,7 auf,
was sich mit den Angaben der Literatur deckt (SILVESTRI 1988).

Das PLC stellt in Deutschland einen Tumor des mittleren und héheren Lebensalters dar. In
dem von uns untersuchten Patientengut lag der Altersdurchschnitt der am HCC erkrankten
Patienten bei 57,9 Jahren (25 bis 78 Jahre). Dies deckt sich mit den Angaben in der Literatur,
die in Gegenden mit niedriger Morbiditat das HCC in seiner adulten Form als eine Erkrankung
des mittleren und héheren Lebensalters sehen, das selten vor dem 40. Lebensjahr auftritt und
einen Altersgipfel zwischen dem 60. und 70. Lebensjahr aufweist (TAKEUCHI 1984;HEY
1985; JOHNSON 1991; TSAO 1994; KACZYNSKI 1996). Gegensatzliches gilt fir Regionen,
in denen das PLC eine hohe Morbiditat in der Bevdlkerung zeigt. Dort sind die Patienten im
Durchschnitt jinger als in Gegenden mit niedriger Erkrankungshaufigkeit (KAWARADA 1984;
NAGARATNAM 1984; LANIER 1987). In High-Incidence-Areas des PLC sind die Hélfte der
Erkrankten jlinger als 30 Jahre (LANIER 1987; MUIR 1987).

Das CAC entsteht zumeist im mittleren und hoheren Lebensalter.

Im Vergleich zum HCC entsteht es im Durchschnitt zwischen 2 und 8 Lebensjahre spater
(KAWARADA 1984; OKUDA 1984;KACZYNSKI 1996). In der Literatur schwanken die
Angaben Uber das durchschnittliche Erkrankungsalter der CAC-Patienten zwischen Werten
von 51 Jahren (KAWARADA 1984) und 70 Jahren (KACZYNSKI 1996). Unser Patientengut
war mit einem Durchschnittsalter von 53,1 Jahren ( 33 bis 79 Jahre ) vergleichsweise jung.
Wie die Abweichungen des Erkrankungsalters unserer CAC-Falle von den Angaben in der
Literatur zu begriinden sind, kann nur vermutet werden. Méglicherweise sind aufgrund der
methodischen Voraussetzungen aus dem grof3en Operationsgut Uberzuféllig haufig Gewebe

jungerer Patienten ausgewahlt worden.
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In dieser Studie waren Patienten mit CAC im Durchschnitt fast 5 Jahre jinger als
HCC-Patienten, was ebenfalls von den Literaturangaben abweicht. Der Grund fir diese
Abweichung ist ungeklart.

Unsere Daten zeigen den metastatischen Befall der Leber als ein Ereignis des mittleren und
héheren Lebensalters. Patienten mit LM waren im Durchschnitt 60,8 Jahre alt, wobei der
jungste 33 Jahre und der &lteste Erkrankungsfall 75 Jahre alt war. Auch in der Literatur wird
der metastatische Befall der Leber als ein Ereignis beschrieben, das zumeist um das 50. und
60. Lebensjahr auftritt (SCHEELE 1995).

Herkunft und Lebensgewohnheiten scheinen in der Genese des PLC eine Rolle zu spielen.
Dies mag als ein Erklarungsansatz fur die weltweiten Unterschiede in der
Erkrankungshaufigkeit des PLC angesehen werden. Die uns vorliegenden, eigenen
Krankendaten erlauben keine Aufschliisselung des Patientengutes nach Nationalitaten bzw.
Bevdlkerungsgruppen, so dald wir aus den uns vorliegenden Daten den beschriebenen
Sachverhalt nicht kommentieren kénnen.

Es wird berichtet, dald sowohl ausgewanderte Asiaten als auch Mexikaner die niedrigere
Leberkarzinominzidenz ihrer Gastlander annehmen, obwohl sie weiterhin eine héhere
Morbiditat des PLC als die einheimische weil3e Bevélkerung zeigen (MUNOZ 1987; SUAREZ
1987). Dem liegt zugrunde, dafl3 Einwanderer, indem sie die Lebensgewohnheiten ihrer
Gastlander annehmen, sich durch praventives Verhalten (z. B. geringere Ingestion von
Aflatoxin B;) selber schitzen (ANTHONY 1994). Als Ursache einer vergleichsweise erhdhten
Erkrankungshaufigkeit der Einwanderer gegentiber der einheimischen Bevélkerung wird eine
erhéhte Durchseuchung mit viralen Hepatitisinfektionen als Ursache vermutet (SUAREZ
1987). Auch unsere Daten bestatigen den Zusammenhang zwischen viralen Hepatitiden und
der Entwicklung von Malignomen der Leber, die sich zumeist Uber den zirrhotischen Umbau
der Leber als Prakanzerose manifestieren. In 75% der HCC-Falle wurde eine Zirrhose
festgestellt, die in Uber der Halfte der Falle (66%) viraler Genese (HBV 50%; HCV 29%;
HBV+HCV 14%; HBV+HDV 7% der Falle) war. Der zirrhotische Umbau der Leber,
unabh&ngig seiner Atiologie, pradisponiert in besonderem MaRe fiir das HCC (TSUKUMA
1993) und wird von einigen Autoren als Hauptrisikofaktor fiir die Entstehung maligner
Lebertumoren angesehen (ARRIGONI 1985; ZAMAN 1985). Dieser Zusammenhang kann
auch aus den Daten unseres Patientenkollektivs vermutet werden, denn 21 der von uns
untersuchten 28 HCC hatten sich auf dem Boden einer Leberzirrhose entwickelt. In der
Gruppe der untersuchten Falle von CAC wird dieser Zusammenhang nicht deutlich, da nur in
2 von 21 Féllen eine Zirrhose vorlag.

Der Anteil der Zirrhosen viraler Genese in unserem Kollektiv liegt deutlich Gber unseren
Erwartungen, da in Deutschland der Leberzirrhose zumeist chronischer Alkoholabusus
zugrunde liegt (SCHUBERT 1982; KRESS 1992). In unserem Patientenkollektiv war in nur 2
Fallen die Zirrhose athyltoxisch bedingt. Der Grund hierfur kann in einer zu niedrigen
Lebenserwartung von Alkoholikern gesehen werden, als daf ausreichend Zeit fiir die

Entstehung eines Leberkarzinoms vorhanden ware (ARICO 1994). Alkoholabusus ohne



Zirrhose geht mit einem nur leicht erhéhten Risiko einher, wahrend bei Alkoholikern mit
Leberzirrhose das Risiko der Entwicklung eines Leberkarzinoms um das Zehnfache
gesteigert ist (ADAMI 1992).

Der parasitére Befall der Gallengédnge mit dem chinesischen Leberegel (Clonorchis sinensis)
sowie dem Katzenleberegel (Opsthorchis viverrini) (ANTHONY 1994), Gallengangsektasien,
Cholelithiasis und die sklerosierende Cholangitis (AKAI 1994; RINGE 1994) werden als
Risikofaktoren bei der Entstehung des CAC angesehen. Wir konnten in keinem Fall von CAC
einen dieser Risikofaktoren eruieren.

In Ubereinstimmung mit der Literatur (HEY 1985) verteilen sich die von uns untersuchten
Falle von HCC auf die makroskopisch zu differenzierenden Tumorvarianten wie folgt:

In unserem Patientenkollektiv zeigten 18 Falle (75%) makroskopisch ein solitares,
grofRknotiges Wachstumsmuster (grol3knotiges Karzinom), das am haufigsten zu finden ist.
In dieser Studie untersuchte Tumoren wuchsen in 5 Fallen (20,8%) multizentrisch
(multizentrisches Karzinom). Nur in einem Fall (4,2%) konnte ein diffuses Wachstumsmuster
beobachtet werden (diffuses Karzinom). In Ubereinstimmung mit der Literatur stellte dieser
Subtyp die seltenste dieser drei Karzinomvarianten dar (HEY 1985).

Mikroskopisch werden beim HCC vier Wachstumsformen unterschieden (RIEDE et
SCHAFER 1993). In der Histologie zeigte die Halfte der Gewebsschnitte (12 Falle) das Bild
eines hochdifferenzierten Karzinoms mit Ausbildung trabekulérer Strukturen (trabekularer
Typ). Die Ausbildung drisiger Strukturen von meist hochdifferenzierten Tumorzellen wurde in
3 Fallen (12,5%) beobachtet (pseudoglandularer Typ). Der szirrhése Wachstumstyp mit
mafig differenzierten Tumorzellen kam in dem Untersuchungsgut nur einmal (4,2%) vor. In 8
Fallen (33,3%) waren die Tumorzellen niedrig differenziert und wiesen eine erhebliche
Zellpolymorphie auf. Das trabekulare Gewebsmuster ging dabei véllig verloren (solider Typ).
Makroskopisch a3t das CAC ein knotiges oder diffuses Wachstumsmuster erkennen. In der
Histologie stellt sich das CAC meist als ein gut differenziertes sklerosierendes
Adenokarzinom dar. Weder eine makroskopische noch mikroskopische Zuordnung unserer
Gewebsschnitte von CAC war mit den vorliegenden Daten durchfihrbar.

Wie bereits erwahnt, erfolgt die Metastasierung in die Leber am haufigsten nach dem
Pfortadertyp, wahrend eine Verschleppung von Tumorzellen nach dem Hohlvenen- bzw.
Lungentyp seltener zu beobachten ist. Auch in dem von uns untersuchten Patientengut
erfolgte die Metastasierung am haufigsten nach dem Pfortadertyp. Allerdings lag sein Anteil
mit 84% gegeniber anderen Metastasierungswegen im Vergleich zu anderen
Verdffentlichungen héher. So findet sich in der Literatur eine Verteilung in 57% der Falle nach
dem Pfortadertyp, in 30% der Falle nach dem Hohlvenentyp und in 13% der Falle nach dem
Lungentyp (WALTHER 1948). Eine Begriindung fir die Diskrepanz der eigenen Ergebnisse
von den Angaben in der Literatur ist uns aus den vorliegenden Unterlagen nicht ersichtlich.
Die immunhistochemischen Untersuchungen zeigten in der Gruppe der HCC in 39,3% der
Falle bei der Verwendung des Primarantikdrpers p53-1801 und in 28,6% der Falle bei Einsatz

des p53-Antikérpers DO-1 einen immunhistochemisch positiven Nachweis der
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p53-Expression im Zellkern. Diese Ergebnisse liegen etwas unter den in der Literatur
gemachten Angaben Uber Untersuchungen an HCC-Fallen (COHEN 1992; KRESS 1992;
WEE 1995; ZHAO 1994). Ein Grund dafir mag die jahrelange Archivierung der
Gewebsschnitte sein, die zu einer verminderten Anfarbbarkeit fiihren kann, da das
urspringlich im Gewebe vorhandene p53-Protein tber die Zeit denaturiert wird (BARTEK
1993). Das in dieser Studie untersuchte Gewebe hatte zum Teil eine Archivierungszeit von
bis zu 8 Jahren. Andererseits finden sich Studien, bei denen im Vergleich unserer Daten
deutlich seltener positive Ergebnisse der Immunhistochemie beobachtet wurden (COLLIER
1994). Um die Diskrepanz dieser Ergebnisse besser verstehen zu kénnen, bedarf es weiterer
Untersuchungen.

In unseren Fallen von CAC konnte mit dem Antikdrper 1801 in 52,4% der Félle und mit dem
Antikorper-DO-1 in 42,9% der Falle eine Expression des p53-Proteins nachgewiesen werden.
Die wenigen mit CAC-Praparaten durchgefiihrten Untersuchungen zeigen im Durchschnitt
weniger haufig ein positives Farberesultat (KIBA 1993; TERADA 1994). So wird berichtet,
daf3 in keinem der untersuchten Falle von CAC mit dem Antikdrper 1801 eine p53-Expression
aufgezeigt werden konnte (TERADA 1994). Die in dieser Veroffentlichung dargestellten
Ergebnisse wurden ohne Vorbehandlung der Gewebsschnitte vor der Farbung erzielt. Dies
&Rt vermuten, dal? die Praparate nach Vorbehandlung in der Mikrowelle, wie sie in dem von
uns verwendeten Versuchsprotokoll nach SHI et al. (1991) vorgesehen ist, ein verstarktes
Farbeverhalten zeigen. Veroffentlichungen mit dem Priméarantikdrper DO-1 bei CAC
existieren in der Literatur nicht.

Untersuchungen der p53-Expression in LM liegen in grof3er Anzahl vor (NAGAI 1994;
KASTRINAKIS 1995). In Abhangigkeit des Primartumors werden sehr unterschiedliche und
sich zum Teil widersprechende Angaben tiber den immunhistochemischen Nachweis des
p53-Proteins gemacht. Diese reichen bei in die Leber metastasierten Karzinoiden von keinem
einzigen immunhistochemisch positiven Fall bis hin zu Metastasen kolorektaler Karzinome mit
einem positiven Féarberesultat von 80-90% (KASTRINAKIS 1995). Unsere Ergebnisse zeigen
in 68,0% (Antikérper 1801) bzw. in 64,0% (Antikérper DO-1) der untersuchten LM ein
positives immunhistochemisches Farberesultat. Dies deckt sich mit den bei anderen Studien
beobachteten Mutationsraten des p53-Gens bei LM (NAGAI 1994).

Die Auswahl der beiden von uns verwendeten Primarantikorper erfolgte aufgrund der
Angaben in der Literatur (LANE 1979; KASTAN 1991; EI-DEIRY 1993). Beide Antikdrper
stellen monoklonale p53-Antikérper dar, die an unterschiedliche Epitope des humanen
p53-Proteins binden.

Unsere Ergebnisse bestétigen den in der Literatur bereits beschriebenen Trend, daf? der
p53-Antikdrper des Klon 1801 im Vergleich zum p53-Antikérper des Klons DO-1 eine hdhere
Sensitivitat und Spezifizitat aufzeigt (RESNICK 1995). Wahrend der Antikdrper 1801 bei 39
der 74 Praparate (52,7%) eine p53-Expression im Zellkern nachwies, waren dies beim
Priméarantikdrper p53-DO-1 weniger (33; 44,6%). Eine statistische Verbindung dieser Werte

konnte mittels des McNehmer-Tests dargestellt werden.



Eigene Untersuchungen zeigten keine statistisch signifikante Beziehung zwischen
p53-Expression und Geschlecht der Patienten, obwohl das von Frauen stammende Gewebe
haufiger eine p53-Expression als das der Manner aufwies.

Ein positives immunhistochemisches Farberesultat stand bei CAC und HCC in einem
statistisch signifikanten Zusammenhang mit dem Lebensalter. In Tumoren &lterer Patienten
konnte signifikant haufiger eine p53-Expression nachgewiesen werden als in Neoplasien
jungerer Patienten. Hiertber lagen uns keine Angaben aus der Literatur vor.

In einer Studie wird von einem Zusammenhang der p53-Expression und der Tumorgrof3e (T)
bei Leberkarzinomen berichtet (COHEN 1992; HSU 1994). Diese Verknlpfung konnten wir
nur bei den von uns untersuchten HCC feststellen. Bei diesen Tumoren waren positive
immunhistochemische Ergebnisse statistisch signifikant mit einem grossen Durchmesser
korreliert et vice versa. Im Gegensatz dazu konnten die Untersuchungen an CAC und LM
diesen Zusammenhang nicht herstellen.

Der Lymphknotenstatus (N) der untersuchten Tumorerkrankungen stand in keinem
Zusammenhang mit dem immmunhistochemischen Ergebnis. Dies ist wohl darauf
zuriickzufiihren, dal’ das Patientengut stark selektiert war, da ein Lymphknotenbefall eine
Operationskontraindikation dargestellt hitte.

Dies gilt ebenfalls fur die Fernmetastasierung (M) des Tumors, so dal3 sich auch hier kein
Zusammenhang mit der immunhistochemischen Farbung darstellte.

In der Literatur wird beschrieben, dafd in Tumoren, die in multiplen Foci wachsen, haufiger
eine p53-Expression zu beobachten ist (KASTRINAKIS 1995). Diese Aussage unterstiitzen
unsere Uber LM gewonnenen Daten. Aus den Angaben tber HCC und CAC wurde dieser
Zusammenhang in unserem Patientengut nicht ersichtlich.

Bei der Auswertung der HCC-Patienten zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang
zwischen p53-Expression und dem histologischen Wachstumsmuster. Die Tumoren des
szirrhésen und soliden Typs zeigten signifikant hdufiger eine p53-Expression als Tumoren
des trabekularen und pseudoglanduléaren Typs.

Es konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen der p53-Expression und dem Grading
der Tumoren aufgezeigt werden. Dies verwundert, weil in der Literatur bereits beschrieben
wurde, da3 mit zunehmender Entartung eines Tumors die Mutationshaufigkeit des p53-Gens
zunimmt, vermehrt p53-Protein exprimiert wird und somit auch nachgewiesen werden kann
(YONEMURA 1990; ITO 1992). Diese Ergebnisse stammen von Untersuchungen an
Schilddriisenkarzinomen. Warum sich diese Beziehung bei den in dieser Studie untersuchten
Leberkarzinomen nicht herstellen lief3, ist fir uns nicht ersichtlich und bedarf weiterer
Untersuchungen.

In der Literatur ist beschrieben, dafl3 p53-positive Tumoren ein kirzeres rezidivfreies Intervall
sowie ein kirzeres Gesamtiiberleben aufweisen. Diese Beziehung konnte bereits bei
Karzinomen der Mamma, des Kolon, der Harnblase, der Lunge, bei Lymphomen und
Weichteilsarkomen nachgewiesen werden (SARKIS 1993; BECK 1995; KASTRINAKIS 1995).

In unserer Studie war die durchschnittliche Uberlebenszeit des PLC bei nachgewiesener
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p53-Expression 75% kirzer als bei negativem Ergebnis. Dieser statistisch signifikante
Zusammenhang stellte sich sowohl in der Gruppe der CAC als auch der HCC dar.

Wahrend in der Literatur Studien die p53-Expression als Prognosefaktor bei PLC nur
vermuten (COLLIER 1994) oder sogar komplett in Frage stellen (TERRIS 1997), wird von
anderen Autoren der positive p53-Protein-Nachweis in direktem Zusammenhang mit einer
kurzen Uberlebenszeit gesehen (LAURENT-PING 1992). Unsere Ergebnisse unterstiitzen fiir
das PLC die zuletzt gemachte Aussage. In der Untersuchung von p53-Antikérpern bei HCC-
Patienten im Serum zeigte sich ein signifikant kiirzeres postoperatives Uberleben bei
positivem Antikérpernachweis (SHIOTA 1997).

Im Gegensatz hierzu hat das immunhistochemische Farberesultat bei sekundéaren
Lebermalignomen keinen prognostischen Aussagewert. Die uns zur Verfiigung stehenden
Daten zeigten keinen statistisch signifikanten Zusammenhang. Diese Aussage steht im
Gegensatz zu den Angaben in der Literatur, die einen progressiven Verlauf der
Karzinomerkrankung bei nachgewiesener p53-Expression fur LM beschreiben
(KASTRINAKIS 1995).

Eine Begruindung hierfir ist aus den vorliegenden Daten nicht abzuleiten.

Bei unseren Untersuchungen zeigt sich somit eine prognostisch signifikante Bedeutung fir
die Voraussage des rezidivfreien Intervalls und des Gesamtiiberlebens beim priméren, nicht
jedoch beim sekundéren Leberkarzinom. Der prognostische Stellenwert der
p53-Akkumulation muf3 jedoch auch in der Beziehung zu anderen Prognoseparametern
betrachtet werden. Hier hat sich in unserer Untersuchung gezeigt, dal3 eine Korrelation
zwischen etablierten Prognoseparametern, wie Tumorwachstum (T), Lymphknotenstatus (N),
Fernmetastasierung (M) und Grading (G) nur teilweise herzustellen ist, wie dies bereits
detailliert dargestellt wurde. Es stellt sich die Frage, inwieweit der immunhistochemische
Nachweis der p53-Akkumulation einen unabhéangigen Prognosefaktor der Leberkarzinome
darstellt. Unserer Ansicht nach kann aus den Ergebnissen dieser Untersuchung
geschluf3folgert werden, dal’ der Nachweis des p53-Proteins beim PLC eine wichtige Hilfe bei
der Abschatzung der Prognose sein kann. Diese aus einer retrospektiven Studie zum
prognostischen Stellenwert des p53-Nachweises in Leberkarzinomen stammenden Daten

missen jedoch durch prospektive Untersuchungsreihen weiter evaluiert werden.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Das Tumorsuppressorgen p53 spielt bei der Kontrolle des Zellzyklus eine zentrale Rolle.
Das p53-Protein zeigt eine tumorsuppressive Wirkung und verhindert die Transformation und
ungehemmte Vermehrung von Tumorzellen, indem es in seiner Funktion als ,Wéchter des
Genoms" in den Zellzyklus hemmend eingreift.

Der immunhistochemische Nachweis von p53 in den Tumorzellkernen zahlreicher Tumoren
&Rt auf den Funktionszustand des Proteins (nicht mutiert versus mutiert) schlieRen und hat
sich als brauchbarer Prognosefaktor verschiedener Tumorleiden ( u. a.: Mammakarzinom,
kolorektales Karzinom) erwiesen.

Leberkarzinome zdhlen weltweit zu den haufigsten Karzinomen. LM stellen den Grof3teil der
malignen Neoplasien der Leber dar. PLC treten in ihrer Haufigkeit mit starken
geographischen Schwankungen auf. Global zeigt die Inzidenz des PLC eine steigende
Tendenz.

Die durchgefiihrte Untersuchung beschéftigte sich mit der immunhistochemisch
nachweisbaren p53-Expression in Zellkernen priméarer und sekundarer Lebermalignome. Es
wurde das Ziel verfolgt, die voneinander differierenden und teilweise widersprichlichen
Angaben in der Literatur mit den Untersuchungsergebnissen am eigenen Patientengut besser
bewerten zu kénnen.

Die Untersuchung wurde an insgesamt 114 archivierten Praparaten der Leber durchgefihrt,
von denen 74 zur quantitativen Auswertung der immunhistochemischen Ergebnisse
herangezogen wurden. Es wurden zwei monoklonale Primarantikérper verwendet, die an
unterschiedliche Epitope des p53-Proteins binden.

Dabei konnte in etwa einem Drittel der Falle von HCC ein positives immunhistochemisches
Ergebnis verzeichnet werden (p53-Ak 1801=39%; p53-Ak DO-1=28% ). In den restlichen
Fallen war kein p53-Protein in dem Tumorgewebe erkennbar.

In der Gruppe der CAC zeigten etwa die Halfte der Falle (p53-Ak 1801=52%;

p53-Ak DO-1=42%) eine nukledre Expression des p53-Proteins. In allen anderen Fallen traf
dies nicht zu.

Die untersuchten LM zeigten in etwa zwei Drittel der Falle (p53-Ak 1801=68%;

p53 Ak DO-1=64%) ein positives immunhistologisches Farberesultat.

In den anderen Féllen konnte keine Anfarbung der Tumorzellkerne beobachtet werden.

Wir konnten keinen Zusammenhang zwischen der Malignitats-Wertung (Grading) des
Lebertumors und der Expression des p53-Proteins aufzeigen. Hiermit widersprechen wir den
in anderen Studien bereits dargelegten Aussagen.

Eine positive immunhistochemische Farbereaktion stand beim PLC mit einem kiirzeren
Gesamtiberleben in Beziehung. Diese Arbeit verfestigte mit ihren Ergebnissen den Trend,
daf p53-Veranderungen in der Genese und Progression des PLC einen zentralen Schritt

induzieren.



Dieser Zusammenhang wurde aus unseren Daten bei LM nicht ersichtlich. Es scheint, dai3
noch mehr Faktoren neben der Mutation des p53-Gens, die in dieser Untersuchung nicht
Uberschaubare Einfliisse darstellen, die Prognose von LM mitbestimmen.

Unserer Ansicht nach kann aus den Ergebnissen geschluf3folgert werden, dafl} der Nachweis
der p53-Expression eine Hilfe bei der Beurteilung der Prognose des PLC sein kann und als
prognostischer und pradiktiver Parameter brauchbar ist.

Es werden noch weitere Untersuchungsreihen notwendig sein, um in prospektiven Studien
den prognostischen Stellenwert des p53-Nachweises in Leberkarzinomen zu evaluieren, und
um auf die noch offenen Fragen zur Rolle des p53-Gens in der Entstehung von

Lebermalignomen eine Antwort geben zu kénnen.



6. ANLAGE

TNM-Klassifikation (UICC)

Im folgenden soll auf die einzelnen Bewertungskriterien, die im Rahmen der

TNM-Klassifikation Anwendung finden, ndher eingegangen werden:

Charakterisierung des Primartumors (T):

TX Tumor nicht beurteilbar

TO Kein Tumor nachweisbar

T1 Solitérer Tumor ( < 3 cm ) auf einen Leberlappen begrenzt
T2 Tumor (> 3 cm ) auf einen Leberlappen begrenzt

T 2a Solitdrer Tumorknoten

T2b Multiple Tumorknoten

T3 Tumorinfiltration beider Leberlappen

T 3a Solitdrer Tumorknoten mit Infiltration des Nachbarlappens
T3b Multiple Tumorknoten in beiden Leberlappen

T4 Tumorinvasion in Nachbarorgane

Lymphknoten (N):

N X Lymphknotenstatus nicht beurteilbar
N O Keine histlogisch nachweisbaren Lymphknotenmetastasen
N1 Histologisch nachgewiesene, regionare

Lymphknotenmetastasen in der Leberpforte
N2 Histologisch nachgewiesene Lymphknotenmetastasen

jenseits der Leberpforte

Fernmetastasen (M):

M X Fernmetastasenstatus nicht beurteilbar
MO Keine Fernmetastasen nachweisbar

M1 Fermetastasen gesichert



Hieraus ergeben sich die folgenden klinischen Stadieneinteilungen der PLC:

Stadium |
Stadium I
Stadium Il
Stadium IV

T1, NO, MO

T2, NO, MO

T2, NO bis N1, MO

T4, NO bis N2, MO bis M1

Grading-Klassifikation

Im folgenden soll auf die Kriterien der histologischen und zytologischen Malignitats-Wertung

(Grading) bosartiger Tumoren naher eingegangen werden:

Grading

G1
G2
G3
G4
GX

Kriterien

Hoch differenzierter Tumor mit meist niedriger Malignitat

Mittelgradig differenzierter Tumor mit ebenfalls mittlerem Malignitatsgrad
Wenig differenzierte Geschwulst mit meist hoher Malignitat

Véllig undifferenzierte, anaplastische Geschwulst mit héchster Malignitat

Grading nicht sicher méglich

(nach E. Grundmann)
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