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Abkürzungsverzeichnis 

 

A.   Arteria 

AFP   α-Fetoprotein 

 

BCIP   5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-Phosphat 

BSA   bovine serum albumin 

 

C   Celsius 

cDNA   complementary deoxyribonucleic acid 

CK   Cytokine 

cm   Centimeter 

cRNA   complementary ribonucleic acid 

 

d.h.   das heißt 

DNA   deoxyribonucleic acid 

dNTPs  Desoxyribonukleosidtriphosphate 

 

EDTA   Ethylendiamintetraacetat 

 

GAPDH  Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 

 

h   hora  

HBV   Hepatitis B-Virus 

HCC   Hepatozelluläres Karzinom 

HCl   Salzsäure 

HCV   Hepatitis C-Virus 

 

IGF-1   Insulin-like growth factor 1 

ISH   in situ Hybridisierung 

 

LiCl   Lithiumchlorid 
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M   Molar 

MgCl2   Magnesiumchlorid 

mM   Millimolar 

µl   Mikroliter 

µm   Mikrometer 

min   Minute 

ml   Milliliter 

mRNA   messenger ribonucleic acid 

 

NaCl   Natriumchlorid 

NBT   Nitro Blue Tetrazolium 

 

p.a.   pro analysi 

PCI   Phenol-Chlorofform-Isoamylalkohol 

PCR   Polymerasekettenreaktion 

PDGF   Platelet Derived Growth Factor 

PVP   Polyvinylpyrollidon 

 

RNA   ribonucleic acid 

rpm   revolutions per minute 

 

SAMe   S-Adenosylmethionin 

sec   Sekunde 

SEC   small epithelial cells 

 

TBE   TRIS-Borat-EDTA-Puffer 

TEA   Triethanolamin 

TGF-ß   Transforming growth factor beta 

 

u.a.   unter anderem 

UV   Ultraviolett 

 

V   Volt 
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V.   Vena 

Vv.   Venae 

 

z.B.   zum Beispiel 
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1. Einleitung 

 

 

Die Leber wird morphologisch in mehrere Leberläppchen unterteilt. Diese 

bestehen aus „Leberzellbalken“, in Strängen angeordnete Hepatozyten und den 

dazwischen liegenden Sinusoiden. Diese werden von Kupffer-Zellen, hepatischen 

Sternzellen (Ito-Zellen) und fenestrierten Endothelzellen ausgekleidet. Jedes 

Leberläppchen hat eine hexagonale Form mit einem Portalfeld an jeder der sechs 

Ecken, in diesem verlaufen jeweils eine A. interlobularis, eine V. interlobularis und 

ein Gallengang (97). 

 

 

Abbildung 1 Leberarchitektur. Das Blut fließt aus Ästen der Pfortader und der A. hepatica 
über die Sinusoide in die Zentralvene. Entlang der Sinusoide finden sich fenestrierte 
Endothelzellen, Kupffer-Zellen und hepatische Sternzellen (Ito-Zellen). Hering-Kanälchen stellen 
die Verbindung zwischen den Gallekanälchen und dem Gallegängen dar (modifiziert nach Tanaka 
et al., 2011) (97). 

 

Das zuführende Blut aus Ästen der Pfortader und der A. hepatica gelangt über die 

Arterien der Portalfelder in die Sinusoide, diese wiederum transportieren das Blut 

in die Zentralvene, die sich im Zentrum jedes Leberläppchens befindet. Von hier 

gelangt das Blut in die Vv. hepaticae und fließt auf diesem Weg aus der Leber ab. 

Die Galle wird in den Gallekanälchen sezerniert und fließt in entgegengesetzter 
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Richtung über die Hering-Kanälchen, die Duktuli und die interlobulären 

Gallengänge in Portalfeldern und schließlich über den rechten und linken Ductus 

hepaticus in den Ductus choledochus (97). 

In den Hering-Kanälchen, die die Schaltstücke zwischen den Gallenkanälchen in 

der Läppchenperipherie und den interlobulären Gallengängen darstellen, sind die 

hepatischen Progenitorzellen, lokalisiert (1, 42, 49). Im Rahmen chronischer 

Lebererkrankungen wie Hepatitis B, Hepatitis C oder äthyltoxischer Hepatitis (55, 

74, 81) kommt es zur Leberzellschädigung mit Aktivierung der hepatischen 

Progenitorzellen, die durch Zellproliferation und –differenzierung für die 

Leberregeneration verantwortlich gemacht werden. Aufgrund ihrer bipotenten 

Differenzierungsfähigkeit, können aus den hepatischen Progenitorzellen sowohl 

Hepatozyten als auch Cholangiozyten hervorgehen (18, 45). Durch 

immunhistochemische Untersuchungen konnte bereits der Nachweis einer 

Expression von hepatischen Markern wie z.B. HepPar1, Albumin und AFP sowie 

einer Expression von Gallengangsmarkern wie z.B. CK-7, CK-19 und OV-6 (31, 

106) in hepatischen Progenitorzellen erbracht werden. In der Literatur werden die 

Aktivierung der hepatischen Progenitorzellen sowie ihre Differenzierung in die 

hepatozelluläre oder biliäre Zelllinie als duktuläre Reaktion / Proliferation 

bezeichnet (76). 

Eine Arbeitsgruppe, die Transplantatabstoßungen untersuchte, konnte in den 

dafür durchgeführten in situ Hybridisierungen ein positives Albumin-mRNA-Signal 

in den oval cells der Gallengänge nachweisen. Dieses wurde als Ausdruck der 

Leberregeneration aus den oval cells gedeutet (94). Die oval cells der Nagetiere 

stellen das Equivalent zu den hepatischen Progenitorzellen (19, 79) des 

Menschen dar. 

Für die Untersuchungen einer positiven Albumin-mRNA-Expression in 

Gallengangsproliferaten bei menschlichen zirrhotischen Leberpräparaten, die im 

Rahmen der Leberregeneration aus hepatischen Progenitorzellen entstehen, 

bietet sich daher das bereits etablierte Verfahren der Albumin mRNA in situ 

Hybridisierung an, die – im Gegensatz zur Albumin-Immunhistochemie – zu einem 

spezifischen, rein zytoplasmatischen Signal führt. Zur Durchführung der Methode 

wurde ein bereits etabliertes Protokoll zur in situ Hybridiserung von mRNAs 
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peroxisomaler Proteine verwendet (86, 87). 

Durch Immunhistochemische Untersuchungen und HE-Färbungen konnten bereits 

hepatische Progenitorzellen durch einige Marker wie CK7, CK8, CK18, CK19, 

chrom A, OV-6 und HepPar1 (52, 76, 77, 107) in menschlichen Leberpräparaten 

nachgewiesen werden. Allerdings gibt es bisher wenige Arbeiten (108) zum 

Nachweis von Albumin als Marker hepatischer Differenzierung in 

Gallengangsproliferaten menschlicher Leberpräparate. 

Die zu untersuchende Hypothese dieser Arbeit besteht darin, dass die Albumin-

mRNA-Expression in Gallengangsproliferaten, als Ausdruck hepatischer 

Differenzierung im Rahmen der Leberregeneration, möglicherweise Unterschiede 

zwischen zirrhotischen Lebererkrankungen, hervorgerufen durch Hepatitis B, 

Hepatitis C und durch äthyltoxische Schädigung aufweist, die möglicherweise mit 

dem unterschiedlichen Risiko der Entstehung eines HCCs korreliert. 

 

Damit werden konkret folgende Ziele definiert: 

• Nachweis von Gallengangsproliferation in Leberpräparaten mit Nachweis 

eine Leberzirrhose. 

• Nachweis einer Albumin-mRNA-Expression in diesen 

Gallengangsproliferaten mittels in situ Hybridisierung als Ausdruck 

hepatischer Differenzierung dieser Proliferate im Rahmen der 

Regeneration. 

• Feststellung von Unterschieden der Gallengangsproliferation in 

zirrhotischen Leberpräparaten verursacht durch Hepatitis B, Hepatitis C und 

äthyltoxischer Hepatitis. 

• Feststellung von Unterschieden der Albumin-mRNA-Expression in den 

Gallengangsproliferaten in zirrhotischen Leberpräparaten verursacht durch 

Hepatitis B, Hepatitis und äthyltoxischer Hepatitis. 

• Feststellung eines Zusammenhanges zwischen dem Ausmaß der 

Gallengangsproliferation und dem Ausmaß ihrer Albumin-mRNA-

Expression mit Alter und dem Vorliegen eines hepatozellulären Karzinoms. 
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2. Literaturdiskussion 

 

 

2.1. Leberzirrhose 

Die Zirrhose ist das Endstadium verschiedener chronischer Erkrankungen der 

Leber. Chronische Infektionen mit dem Hepatitis B-Virus (HBV) und dem Hepatitis 

C-Virus (HCV) sowie Alkohol-Abusus sind die Hauptursachen einer Leberzirrhose 

(31, 32, 33) mit etwa 80-85% (83). 

 

Definiert ist die Leberzirrhose durch die Ausbildung von Nekrosen im 

Leberparenchym, Entstehung der Fibrogenese und Bildung von nodulären 

Regeneratknoten in der Leber (41). Durch die Einwirkung chronisch schädigender 

Noxen kommt es zur Nekrose von Hepatozyten mit Freisetzung von u.a. 

Mediatoren durch Kupffer-Zellen, Lebermakrophagen, Monozyten, Granulotzyten 

und Thrombozyten (3). Durch die Vermittlung dieser Mediatoren wie TGF-ß, IGF-1 

oder PDGF kommt es zu einer Aktivierung der ruhenden hepatischen Sternzellen 

(Synonym: Ito-Zellen, hepatischer Lipozyt) (41). Die nicht aktivierten ruhenden 

hepatischen Sternzellen finden sich im Disse´schen Raum und gehören zu den 

nicht-parenyhymatösen Zellen des Lebergewebes (41). Die aktivierten 

hepatischen Sternzellen, dann auch als Myofibroblasten bezeichnet, führen zu 

einer vermehrten Produktion und Ablagerung von Proteinen und damit zu einer 

qualitativ veränderten und quantitativ vermehrten extrazelluären Matrix. Daneben 

kommt es durch die Dichtezunahme der extrazelluären Matrix zu einem Verlust 

der sinusoidalen Fenestrierung und damit zu dem als Kapillarisierung der 

Sinusoide bezeichneten Vorganges, der durch eine Zunahme der 

Diffusionsstrecke zu Stoffwechselfunktionsstörungen der Leber führt (88). Durch 

die Ausbildung von bindegewebigen brückenförmigen Septen zwischen zwei 

Portalfeldern oder zwischen Portalfeld und Zentralvene (29, 41) kommt es zu einer 

irreversiblen Schädigung der Leberarchitektur. Zusätzlich lassen sich in diesen 

bindegewebigen Septen kleine Blutgefäße finden, die als funktionelle Shunts Blut 
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aus der splanchnischen in die systemische Zirkulation leiten (4). Des Weiteren 

kommt es kompensatorisch zu einer gesteigerten hepatozellulären Regeneration 

des verbliebenen Lebergewebes, die zu einer nodulären Veränderung der 

Leberarchitektur führt (4). Diese sogenannten Regeneratknoten können sich zu 

einer Größe von wenigen Millimetern bis zu einigen Zentimetern entwickeln. Diese 

Ausbildung von Regeneratknoten führt zu der makroskopischen Unterscheidung 

einer kleinknotigen (<3mm), einer großknotigen (>3mm) und einer 

gemischtknotigen Leberzirrhose (4). 

 

 

2.2. Hepatokarzinogenese  

Die Leberzirrhose ist mit etwa 85-95 % der Hauptrisikofaktor für die Entwicklung 

eines hepatozellulären Karzinoms (83). Das hepatozelluläre Karzinom (HCC) ist 

weltweit die fünfthäufigste Krebsart (104). 

 

2.2.1. Hepatitis-C-Virus 

Die chronische HCV-Infektion ist ein wichtiger Risikofaktor für die Entwicklung des 

hepatozellulären Karzinoms. Dabei beeinflussen sowohl Virus-spezifische als 

auch Virus-unspezifische Immunantworten die Hepatokarzinogenese (44, 48).  

Die chronische Entzündung führt zu einer Verkürzung der Lebensdauer der 

Hepatozyten von 150 Tagen auf lediglich ein paar Tage (32). Dieser Zustand 

äußert sich in einer Erhöhung der Proliferations- und der Regenerationsrate. Dies 

hat auch eine erhöhte Mutationsrate zur Folge und führt ebenso zur genetischen 

Instabilität. Weil die Hepatozyten die verschiedenen genetischen Defekte 

akkumulieren, ist eine maligne Transformation sehr wahrscheinlich. Zurzeit ist 

jedoch noch nicht geklärt, zu welchem Zeitpunkt diese genetischen 

Veränderungen irreversibel werden (23, 28). 

Viele der HCV Genprodukte wie z.B. das HCV-core-Protein, NS3, NS4B und 

NS5A sind ursächlich durch Regulation von  Apoptose und zellulärer 

Signaltansduktion an der malignen Transformation beteiligt (47). 
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2.2.2. Hepatitis-B-Virus 

Das Hepatitis-B-Virus spielt eine komplexe Rolle in der Hepatokarzinogenese. Es 

ist gekennzeichnet durch einen geringen zytopathischen Effekt auf die 

Hepatozyten. Die maligne Transformation der Hepatozyten wird über einen 

direkten als auch über einen indirekten Weg induziert (10, 15). 

Der indirekte Weg führt über eine lange Periode der chronischen Entzündung zur 

Zerstörung der Leberzellen über eine zelluläre Immunreaktion. Die chronische 

Entzündung in der Leber führt zum fortlaufenden Zelltod der Hepatozyten. Dieser 

Zustand ist aber auch mit einer rapiden Proliferation und Regeneration verbunden. 

Daraus resultiert ein erhöhtes Vorkommen an Zellen mit einem malignen Potential 

und dem Risiko der malignen Entartung (15, 61, 93). 

Die wichtigste Rolle im direkten Weg der Hepatokarzinogenese spielt das HBV-

kodierte Protein HBX. Das HBX ist ein virales Onkoprotein, das als 

transkriptionaler Transaktivator fungiert und zur Expression zellulärer (p53, DDB1) 

als auch viraler Gene führt (15). 

 

2.2.3. Alkohol-induzierte Leberzirrhose 

Der chronische Alkoholabusus von mehr als 80g/Tag über 10 Jahre hinweg führt 

laut der Bresica-Studie (21, 96) zur einer signifikanten Erhöhung des Risikos ein 

HCC zu entwickeln. Das Risiko, dass sich aus einer dekompensierten Alkohol-

induzierten Leberzirrhose ein HCC entwickelt, liegt bei 1% pro Jahr (58).  

Die Mechanismen, die zu einer Hepatokarzinogenese in einer durch Alkohol 

induzierten Leberzirrhose führen, sind noch nicht in allen Einzelheiten verstanden. 

Es werden u.a. chromosomaler Verlust, oxidativer Stress, abnehmender Vitamin 

A-Spiegel in der Leber, veränderte DNA-Methylierung und genetische 

Beeinflussbarkeit verantwortlich gemacht. 30-40% aller Patienten mit einem HCC 

zeigen einen Verlust des langen Arms von Chromosom 4 (43). In einer Studie an 

französischen Patienten mit langjährigen Alkoholabusus wurde der Verlust von 

4q34-35 berichtet, jedoch zeigten einige dieser Patienten zusätzlich eine HCV-

Infektion (8).  
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Alkohol wird in der durch die NAD-abhängige Alkoholdehydrogenase zu 

Acetaldehyd abgebaut. Dieses Acetaldehyd wird wiederum durch die NAD-

abhängige Aldehyddehydrogenase über Acetyl-CoA schließlich zu Acetat 

metabolisiert. Weiterhin wird der Alkohol mit geringer Effizienz vom Cytochrom 

P450 2E1 (CYP2E1) zu Acetaldehyd abgebaut. Studien, durchgeführt in Japan 

zeigen, dass bei Patienten mit einer Hepatitis-C-Infektion und einem chronischem 

Alkoholabusus verbunden mit dem Mangel an der Aldehyddehydrogenase das 

odds ratio (odds ratio 5.4; 95% confidence intervall:2.1-14) höher liegt als bei 

Patienten mit einer Hepatitis-C-Infektion und chronischem Alkoholabusus 

verbunden mit einer funktionierenden Aldehyddehydrogenase (37).  

Das CYP2E1 führt zur Entstehung von reaktiven Sauerstoffverbindungen, die 

verantwortlich gemacht werden für den Zelltod, DNA-Zerstörung und die 

Entwicklung von Karzinomen (60). Ferner oxydiert das CYP2E1 Karzinogene wie 

Dimethylnitrosamin, Aflatoxin, Vinylchloride und Dimethylhydrazin (91).  

Ein niedriger Vitamin-A-Spiegel, verursacht durch den chronischen Alkoholabusus, 

führt zur vermehrten Expression des AP-1 (13). AP-1 ist verantwortlich für eine 

erhöhte Hepatozyten-Proliferation, die das Risiko einer malignen Transformation 

birgt (14).  

In Alkohol-induzierter Leberzirrhose ist das hepatische Enzym 

Methyladenosyltransferase II erniedrigt und damit ist die Bildung von S-

adenosylmethionin (SAMe) nicht möglich. Der Mangel an SAMe führt zur 

insuffizienten DNA-Methylierung und damit steigt das Risiko einer Karzinom-

Entwicklung (54, 69).  
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2.3. Grading und Staging chronischer Lebererkrankun gen 

Sowohl der Grad der entzündlichen Aktivität (Grading) als auch das Ausmaß der 

Fibrose (Staging) werden in definierten Scores festgehalten. Es gibt verschiedene 

sowohl deskriptive als auch numerische Scoring-Systeme. Zu den am häufigsten 

verwendeten gehören der Desmet/Scheuer-, der Ishak-, der Metavir- und der 

Batts/Ludwig-Score (89). 

 

2.3.1. Grading 

Desmet et al. (20) führten 1994 den Desmet-Scheuer-Score ein, der das Grading 

der entzündlichen Aktivität numerisch in 4 Grade einteilt und mit minimal, mild, 

mäßig und schwer beschreibt (Tabelle 1).  

 

 

Grad Verbal Histologische Merkmale 

1 minimal geringe portale Entzündungszellinfiltration, keine oder minimale 
azinäre Parenchymzelluntergänge oder Entzündungszellinflitrate, 
keine Grenzzonenhepatitis 

2 mild/geringgradig geringe oder mäßige portale Entzündungszellinfiltrate, fokale 
Grenzzonenhepatitis, einzelne parenchymatöse Einzelzellnekrosen, 
keine Gruppennekrosen 

3 mäßig/mittelgradig Erhebliche (mäßig bis schwere) portale Entzündungszellinfiltration, 
erhebliche Grenzzonenhepatitis, zahlreiche azinäre 
Einzelzellnekrosen, evtl. einzelne Gruppennekrosen, keine Brücken- 
oder panlobulären Nekrosen 

4 schwer/hochgradig Schwere portale Entzündungszellinfiltration und 
Grenzzonenhepatitis, schwere azinäre Entzündung mit 
Gruppennekrosen und evtl. Brücken- und panlobulären Nekrosen 

Tabelle 1: Grading bei chronischer Hepatitis  (nach Desmet et al. (20)). 

 

1995 entwickelten Ishak et al. (35) den modifizierten histologischen Aktivitätsindex 

(mHAI), dieser stellt eine Weiterentwicklung des Knodell-Scores dar (89) (Tabelle 

2). Er beschreibt in einem Score von 0-18 Punkte das Ausmaß der Interface-

Hepatitis (sogennante Grenzzonenhepatitis, früher als Mottenfrassnekrosen 

bezeichnet), der konfluierenden Nekrose, der Einzelzelluntergänge und der 

portalen Entzündung (35).  



                                                                                                                    
Literaturdiskussion 

 

15 
 

Interface-Hepatitis 0 keine 

 1 fokal, wenige Portalfelder 

 2 Fokal, Mehrzahl der Portalfelder 

 3 Kontinuierlich um <50% der Portalfelder 

 4 Kontinuierlich um >50% der Portalfelder 

Konfluente Nekrosen 0 Keine 

 1 Fokal 

 2 Zone-3-Nekrosen, wenige 

 3 Zone-3-Nekrosen, zahlreiche 

 4 Zone-3- und einzelne portozentrale Brücken 

 5 Zone-3- und multiple portozentrale Brücken 

 6 Panazinäre/multiazinäre Nekrosen 

Einzelzelluntergänge 0 Keine 

 1 Bis 1 Herd pro Gesichtsfeld (10er Objektiv) 

 2 2-4 Herde pro Gesichtsfeld (10er Objektiv) 

 3 5-10 Herde pro Gesichtsfeld (10er Objektiv) 

 4 >10 Herde pro Gesichtsfeld (10er Objektiv) 

Portale Entzündung 0 Keine 

 1 Gering, weinge oder alle Portalfelder 

 2 Mäßig, weinge oder alle Portalfelder 

 3 Mäßig/ausgeprägt, alle Portalfelder 

 4 Ausgeprägt, alle Portalfelder 

Tabelle 2: Modifizierter histologischer Aktivitätsi ndex  (mHAI nach Ishak (35)). 

 

Zwei vereinfachte Scoring-Systeme wurden 1995 von Batts und Ludwig (Tabelle 

4) sowie von der Metavir-Gruppe (Tabelle 3) beschrieben. Beide Systeme führten 

als Neuerung den Aktivitätsgrad 0 ein und beinhalten die Bestimmung der 

periportalen (Mottenfrassnekrosen) und lobulären Entzündung (5, 7). Im 

Gegensatz zu den Scoring-Systemen von Desmet und Ishak wird die Bestimmung 

des portalen Entzündungsinfiltrates sowohl im Batts und Ludwig-Score als auch im 

Metavir-Score nicht berücksichtigt (5, 7, 89). Der Metavir-Score ist als einziges 

Scoring-System speziell für die bioptische Diagnostik der chronischen Hepatitis C 

entwickelt worden (7, 89).  
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Interface-
Hepatitis 

Azinäre nekroinflammatorische Foci Score 

0 0 A=0 

0 
1 

1 
0,1 

A=1 
A=1 

0,1 
2 

2 
0,1 

A=2 
A=2 

2 
3 

2 
0,1,2 

A=3 
A=3 

Interface-Hepatitis: 0=keine, 1=gering, 2=mäßiggradig, 3=schwergradig 
Azinäre Nekrosen: 0=keine, 1=gering, 2=mäßiggradig, 3=schwergradig 

Tabelle 3: Grading bei chronischer Hepatitis  (nach METAVIR (7)). 

 

 

Einteilung der entzündlichen 
Aktivität 

Kriterien 

semiquantitativ deskriptiv Mottenfrassnekrosen lobu läre Entzündung und 
Nekrosen 

0 keine keine keine 

1 minimal fleckförmig fleckförmig, selten 

2 mild einige oder alle 
Portalfelder 

wenige Zelluntergänge 

3 mässig alle Portalfelder deutliche Zellveränderungen 

4 schwer auch Brückennekrosen diffuse Zelluntergänge 

Tabelle 4: Einteilung der entzündlichen Aktivität  (nach Batts/Ludwig (5)). 

 

 

2.3.2. Staging 

Das Staging ist das wichtigste histopathologische Kriterium in der 

Prognoseabschätzung und damit relevant für die Therapieentscheidung bei 

chronischen Lebererkrankungen (89).  

Der Desmet-Score (Tabelle 5) abgeleitet nach Scheuer teilt das Staging in 5 

Grade ein von keiner Fibrose über eine milde, eine mäßige, eine schwere Fibrose 

bis zur Zirrhose (20, 89). 
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Score Verbal Histologische Merkmale 

0 keine Fibrose keine Faservermehrung 

1 milde/geringgradige 
Fibrose 

portale Faservermehrung, keine Septen 

2 mäßige/mittelgradige 
Fibrose 

Inkomplette oder komplette portoportaleFasersepten, 
erhaltene Architektur 

3 schwere/hochgradige 
Fibrose 

Septenbildende Faservermehrung mit Architekturstörung, 
kein Anhalt für kompletten zirrhotischen Umbau 

4 Zirrhose wahrscheinlicher oder definitiver zirrhotischer Umbau 

Tabelle 5: Staging bei chronischer Hepatitis  (nach Desmet et al. (20)). 

 

 

Ishak et al. definieren die Fibrose in einem 7-stufigen Score (Tabelle 6). Hier wird 

bei der portalen Fibrose zusätzlich zwischen der Fibrose einzelner und der 

meisten Portalfelder sowie einen Stadium der inkompletten und einem Stadium 

der kompletten Zirrhose unterschieden (35).  

 

 

Stadium Histologische Merkmale 

0 Keine Fibrose 

1 Fibröse Verbreiterung einzelner Portalfelder ± kurze Septen 

2 Fibröse Verbreiterung >50% der Portalfelder ± kurze Septen 

3 Fibröse Verbreiterung >50% der Portalfelder, einzelne fibröse portoportale Brücken 

4 Fibröse Verbreiterung der Portalfelder mit ausgedehnter brückenbildender Fibrose 
(auch portozentral!) 

5 Inkomplette Zirrhose mit einzelnen Pseudolobuli 

6 Komplette Zirrhose 

Tabelle 6: Staging bei chronischer Hepatitis  (nach Ishak et al. (35)). 

 

Sowohl der Batts und Ludwig-Score (Tabelle 8) als auch der Metavir-Score 

(Tabelle 7) sind dem Scoring-System nach Desmet vergleichbar, aber unschärfer 

definiert (89). 
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Stadium Histologische Merkmale 

F0 Keine portale Fibrose 

F1 Portale Fibrose ohne Septenbildung 

F2 Portale Fibrose mit wenigen Septen 

F3 Portale Fibrose mit zahlreichen Septen, keine Zirrhose 

F4 Zirrhose 
Tabelle 7: Staging bei chronischer Hepatitis  (nach METAVIR [55]). 

 

 

Stadium Histologische Merkmale 

0 Keine Fibrose 

1 Portale Fibrose  

2 Periportale Fibrose 

3 Septenbildende Fibrose 

4 Zirrhose 
Tabelle 8: Staging bei chronischer Hepatitis  (nach Batts/Ludwig (5)). 

 

 

2.4. Leberregeneration 

Die ersten Hinweise auf das enorme Regenerationspotential der Leber gehen 

bereits auf die griechische Mythologie zurück. Im Mythos des Prometheus (2) aus 

dem 8. Jahrhundert vor Christus, wird bereits berichtet, dass diesem, nachdem er 

von Zeus an einen Felsen gefesselt wurde, der Adler Ethon Teile seiner Leber 

fraß. Prometheus überlebte, da über Nacht seine Leber nachwuchs. 

 

Die Leber besitzt ein großes physiologisches Potenzial nach chemischer, 

toxischer, traumatischer oder durch virale Erkrankungen (55, 73, 79, 95) 

verursachter Zellschädigung sich selbst zu regenerieren. In der Leber lassen sich 

zwei Zellkompartimente finden, die bei Schädigung von Leberzellen, entweder 

durch Hyperplasie, d.h. einer Volumenzunahme durch eine vermehrte Zellteilung 

und Erhöhung der Zellzahl oder durch Zellproliferation und –differenzierung von 

hepatischen Progenitorzellen für die Leberregeneration verantwortlich sind (73, 

79). 
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Hepatozyten stellen hochdifferenzierte Zellen dar, die multiple synthetisierende 

und metabolische Funktionen besitzen. Aufgrund ihrer ruhenden Funktion sind 

Mitosen im normalen adulten Lebergewebe selten. Es findet sich etwa 1 Mitose 

auf 20.000 Hepatozyten (2). Allerdings sind die Hepatozyten in der Lage z.B. nach 

chirurgischer Resektion durch Steigerung der Mitoserate die Lebermasse wieder 

herzustellen. Reife ruhende Hepatozyten befinden sich normalerweise in der G0-

Phase. Durch Leberschädigung treten sie in die G1-Phase des Zellzyklus über (2). 

Anschließend folgt die S-Phase, etwa 12 Stunden z.B. nach partieller 

Hepatektomie, in der die DNA-Synthese stattfindet, dieser folgt 6 bis 8 Stunden 

später in der M-Phase die Mitose (2). Die Replikation der Nicht-Parenchymzellen 

beginnt erst 24 Stunden später (56). An diesem Prozess sind zudem einige 

Substanzen beteiligt, die die DNA-Synthese und die Mitose stimulieren. Zu den 

wichtigsten Stimulatoren der Leberregenration zählen als wichtigster 

Wachstumsfaktor der hepatocyte growth factor (HGF), daneben weitere wie 

epidermal growth factor (EGF), tumor necrosis factor-α (TNF-α), Interleukin-6 (IL-

6) und transforming growth factor-α (TGF-α). Ein hervorragendes Beispiel für das 

enorme Proliferationspotential der Leber stellt die bei Nagetieren durchgeführte 

2/3 partielle Hepatektomie (34, 64) dar. Die Leber bei Nagetieren weist eine 

multilobuläre Struktur auf, werden drei der fünf Lappen chirurgisch reseziert, 

entspricht dies 2/3 der Lebermasse (57). Die Leber ist in der Lage durch 

Hyperplasie ihrer Zellen innerhalb von 10 Tagen auf ihre ursprüngliche Größe 

anzuwachsen (unicommited stem cell-Konzept (27, 56)). Durch die 

Weiterentwicklung der Transplantationsmedizin konnte gezeigt werden, dass 

dieses Tier-Modell auf die Regenerationsfähigkeit der menschlichen Leber 

übertragen werden konnte (103). Jedoch benötigt dieser Prozess bei Menschen 

einen Zeitraum von ungefähr 1 Monat (64).  

Unter bestimmten Bedingungen, wenn die Leberregeneration durch Hepatozyten 

nicht möglich ist, wird ein anderes Zellkompartiment herangezogen. Dieses wird 

von den hepatischen Progenitorzellen, bei Nagetieren als oval cells bezeichnet, 

gebildet. Bereits 1937 postulierte Kinosita (39), dass Zellen mit Stammzell-

ähnlichen Eigenschaften existieren, die sich in Hepatozyten differenzieren können. 

Der Begriff oval cell wurde von Faber (25) 1956 das erste Mal beschrieben. Nach 
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Behandlung von Ratten mit karzinogenen Substanzen wie Ethionine, 2-AAF und 

3`Methyl-4-dimethylaminobenzene entdeckte er Zellen mit charakteristischer 

Morphologie. Er beschrieb diese Zellen als kleine ovale Zellen mit wenig 

basophilen Zytoplasma und fahlen bläulichem Nukleus. Diese oval cells stellen ca. 

10µm große undifferenzierte Stammzellen der Leber dar. Sie besitzen einen 

ovalen Nukleus und die Kern/Plasma-Relation ist zugunsten des Kerns 

verschoben (101). Die hepatischen Progenitorzellen sind in den Hering-Kanälchen 

(1, 42, 49), diese stellen Schaltstücke zwischen den Gallenkanälchen in der 

Läppchenperipherie und den interlobulären Gallengängen dar, lokalisiert. 

Daneben finden sie sich auch in den intralobulären Gallengängen (42, 49).  

Da die hepatischen Progenitorzellen eine bipotente Differenzierungsfähigkeit 

besitzen, können aus ihnen sowohl Hepatozyten als auch Gallengangszellen 

hervorgehen (18, 45).  

 

Wie bereits beschrieben, besitzen Hepatozyten nach einer 2/3 partiellen 

Hepatektomie ein ausreichendes Potenzial zur Leberregeneration. Unter 

bestimmten Bedingungen jedoch wie nach massiver und chronischer 

Leberzellschädigung, z.B. einer durch alkohol-verursachten Leberzirrhose oder 

durch chronisch virale Hepatitis (55, 74, 81), können die Hepatozyten den 

entstandenen Defekt nicht kompensieren und die oval cells werden aktiviert (99, 

106). Wird eine Schwelle von 50%igen Verlust von Hepatozyten überschritten 

kombiniert mit verminderter Proliferationsfähigkeit der verbliebenen Hepatozyten, 

so führt dieser Zustand zur Aktivierung der hepatischen Progenitorzellen (38). 

Arbeiten, die die oval cell-Proliferation untersuchen, haben die Schädigung der 

Hepatozyten, damit diese die Fähigkeit zur Proliferation verlieren, verbunden mit 

der Stimulation der oval cell-Proliferation, gemeinsam. Die partielle Hepatektomie 

(34, 64) führt zur Leberregeneration durch Proliferation der Hepatozyten, ohne 

Aktivierung von oval cells. Dagegen wurde gezeigt, dass 2-Acetylaminoflouran 

kombiniert mit einer partiellen Hepatektomie (2-AAF/PH) zur Unterdrückung der 

Hepatozyten-Proliferation führt und damit die Proliferation der oval cells erlaubt. 

Die toxische Schädigung mit Tetrachlorkohlenstoff (CCl4) (26) führt ebenso wie die 

Partielle Hepatektomie zur einer Proliferation bereits existenter Hepatozyten und 
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damit ist die Proliferation von oval cells nicht möglich (24, 68). Wird dagegen das 

Lebergewebe durch andere chemische Toxine wie Ethionine (92) oder 

Galaktosamine (45, 46) geschädigt, findet die Leberregeneration durch 

Proliferation und Differenzierung von oval cells statt. Bei der periportalen 

Schädigung durch Allylalkohol wurde beschrieben, dass periduktal gelegene oval 

cells zur Leberregeneration aktiviert werden (92). Die oval cells zeigen neben 

einer Expression von hepatischen Markern wie CK-18, Albumin und AFP und 

Gallengangsmarkern wie CK-7, CK-19 und OV-6 (31, 106) ebenfalls eine 

Expression von hämatopoetischen Stammzellmarkern wie CD34, c-kit, Flt-3 und 

Thy-1 (6, 17, 67) (Tabelle 9). 

 

 

Marker Hepatoblasten Oval cells Hepatozyten Galleng angszellen 

AFP + + - - 

ALB + + + - 

CD34 + + - + 

CK7 -o.+? -o.+? - + 

CK8 + + + + 

CK18 + + + + 

CK19 + + - + 

Flt-3 not detected + - + 

OV-6 + + - + 
Tabelle 9: Häufig verwendete Marker zur Differenzie rung der Zellen in der Leber (31, 106). 

 

 

 

2.5. In situ Hybridisierung 

Die in situ Hybridisierung (ISH) zählt zu den Standardtechniken in der 

Molekularbiologie bzw. -pathologie und findet hauptsächlich Anwendung im 

Nachweis von Virus-Nukleinsäuren sowie in der Diagnostik von Gen- und 

Chromosomendefekten.  

Die in situ Hybridisierung ist ein Verfahren zum Nachweis spezifischer 

Nukleinsäuresequenzen der DNA und RNA in Gewebeschnitten, fixierten Zellen 
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oder Metaphasechromosomen.  

Die Methode der in situ Hybridisierung wurde Ende der 1960er Jahre von den US-

amerikanischen Biologen Mary Lou Pardue und Joe Gall (30, 65) entwickelt. Die 

damals verwendete Methode der in situ Hybridisierung mittels radioaktiv 

markierter Sonden war auf die Nutzung eines Röntgenfilmes zur Auswertung der 

Präparate angewiesen. Nachteile waren neben den allgemeinen mit Radioaktivität 

verbundenen Problemen, die räumliche Auflösung verglichen mit den heutigen 

Verfahren.  

Die heute vor allem verwendete Methode stellt die nicht-radioaktive in situ 

Hybirdisierung dar. Das Prinzip dieser Technik (109) beruht auf der Bindung einer 

zuvor synthetisierten und in ihrer Sequenz bekannten sowie zuvor markierten 

Sonde an die im Präparat vorliegende komplementäre Nukleotidsequenz. Als 

Sonden kommen Oligonukleotide, cDNA und cRNA in Frage. Die Markierung der 

Sonde kann indirekt mittels Haptenen (wie Digoxigenin, Biotin oder Dinitrophenol) 

erfolgen. Das häufig zur Markierung der Sonden eingesetzte Verfahren ist die 

PCR. Zusätzlich muss die als Doppelstrang vorliegende DNA denaturiert werden. 

Dies kann entweder durch Verschiebung des pH-Wertes in den sauren oder 

alkalischen Bereich oder durch Hitze erreicht werden. Um die Struktur der 

Chromosomen bei der Denaturierung durch Hitze weniger stark zu zerstören, wird 

durch die Zugabe von Formamid der Schmelzpunkt auf 70-75 °C abgesenkt. 

Hierdurch wird die Polarität der Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den DNA-

Einzelsträngen abgeschwächt. Während der Hybridisierung kann die Sonde durch 

das Gewebe diffundieren und bindet überall dort, wo sich komplementäre 

Sequenzen finden. Anschließend besteht das Präparat aus Hybridmolekülen der 

Nukleinsäuren des Präparates und der Sonde. Sondenmoleküle, die nicht oder nur 

unspezifisch gebunden wurden, werden heraus gewaschen, damit die 

gebundenen Sondenmoleküle nachgewiesen werden können. Die Detektion der 

Hybride geschieht indirekt über Antikörperfärbung. Die Antikörper sind mit einem 

Enzym gekoppelt, welches durch Zusatz von chromogenen Substanzen einen 

Farbstoff bildet, der kovalent im Gewebe gebunden bleibt. Anschließend werden 

die Präparate mikroskopisch ausgewertet. 
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3. Material und Methoden 
 

 

3.1. Material 
 

 

3.1.1. Antikörper 

Anti-Digoxigenin Fab-AP Roche Diagnostics, Mannheim 

 

 

3.1.2. Chemikalien 

Agarose STARLAB GmbH, Hamburg 

Aqua destillare Universitätsmedizin Mainz 

Baysilone Bayer AG, Leverkusen 

BCIP (5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-
Phosphat) 

Promega Wisconsin, USA 

Blocking-Reagenz Roche Diagnostics, MAnnheim 

Borsäure Merck, Darmstadt 

BSA (bovine serum albumin) Sigma-Aldrich, Missouri, USA 

Chloroform-Isoamylalkohol Roth, Karlsruhe 

DEPC-H2O Sigma-Aldrich, Missouri, USA 

Dextransulfat Sigma-Aldrich, Missouri, USA 

dNTPs Roche Diagnostics, Mannheim 

EDTA AppliChem, Darmstadt 

Essigsäureanhydrid Merck, Darmstadt 

Ethanol 70% Universitätsmedizin Mainz 

Ethanol 80% Universitätsmedizin Mainz 

Ethanol 95% Universitätsmedizin Mainz 

Ethanol 100% Universitätsmedizin Mainz 

Ethidiumbromid AppliChem, Darmstadt 

Ficoll-400 Merck, Darmstadt 

Fixogum Marabu GmbH & Co. KG, Tamm 

Formalin Universitätsmedizin Mainz 

Formamid Merck, Darmstadt 
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Glyzeringelatine Merck, Darmstadt 

Hämotoxylin VWR International, Darmstadt 

HCl 1M Merck, Darmstadt 

HCl 37% Merck, Darmstadt 

H2O Universitätsmedizin Mainz 

K2HPO4 Sigma-Aldrich, Missouri, USA 

KH2PO4 Sigma-Aldrich, Missouri, USA 

LiCl Sigma-Aldrich, Missouri, USA 

MgCl2 Roche Diagnostics, Mannheim 

Natriumazetat AppliChem, Darmstadt 

Natriumcitrat Fulka, Neu-Ulm 

NaCl Roth, Karlsruhe 

Na2CO3 Merck, Darmstadt 

NaHCO3 Merck, Darmstadt 

NBT (Nitro Blue Tetrazolium) Promega, Wisconsin, USA 

PCI (Phenol-Chlorofform-
Isoamylalkohol) 

Roth, Karlsruhe 

Platinum (Taq-Polymerase) Invitrogen, California, USA* 

PVP (Polyvinylpyrollidon) Sigma-Aldrich, Missouri, USA 

RNase free water Qiagen, Hilden 

Taq DNA Polymerase PCR Buffer Invitrogen, Kalifornien, USA* 

TBE Universitätsmedizin M1ainz 

TEA (Triethanolamin) Sigma-Aldrich, Missouri, USA 

Tris Roth, Karlsruhe 

Xylol Universitätsmedizin Mainz 

 

 

3.1.3. Computer und Software 

Bildverarbeitungshard- und Software 
Softmaging System Cell F 

Olympus Company, Tokio, Japan 

Computer Intel Pentium 4, 320 GHz Universitätsmedizin Mainz 

Laptop Sony Vaio Sony, Tokio, Japan 

Monitor SyncMaster 713BM Samsung, Seoul, Südkorea 

                                                 
* die Produkte von Invitorgen, California, USA werden inzwischen von 
  Life Technologies, California, USA vertrieben 
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Monitor SyncMaster 913BM Samsung, Seoul, Südkorea 

Statistisches Datenanalyseprogramm 
SPSS (Version 11.5) 

SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA 

SigmaPlot for Windows (Version11.0) Systat Software Inc., Chicago, Illinois, 
USA 

Wissenschaftliche Zitatsoftware 
Endnote (Version 9.0.0) 

Thomson Reuters, Philadelphia, 
Pennsylvania, USA 

 

 

3.1.4. Enzyme 

Alkalische Phosphatase 

(EC 3.1.3.1) 

Roche Diagnostics, Mannheim 

Proteinase K 

(EC 3.4.21.64) 

Sigma-Aldrich, Missouri, USA 

T7-RNA-Polymerase 

(EC 2.7.7.6) 

Promega, Wisconsin, USA 

T3-RNA-Polymerase 

(EC 2.7.7.6) 

Promega, Wisconsin, USA 

 

 

3.1.5. Gebrauchsmaterialien 

Deckgläser (24 x 24 mm) Menzel GmbH & Co. KG, 
Braunschweig 

Filterpapier Fisherbrand QL 100 Fischer Scientific GmbH, Schwerte 

Glaswaren Schott AG, Mainz 

HybriSlip Grace Bio-Labs, Bend, Oregon, USA 

Laborfilm (Parafilm «M») American National Can, Chicago, 
Illinois, USA 

Objektträger SuperFrost Ultra Plus Menzel GmbH & Co KG, 
Braunschweig 

Parafilm Pechiney, Plastic Packing W.I. 

Petrischalen Steriplan (d=100mm, 
Höhe 15mm) 

Schott, Mainz 

Pipettenspitzen epT.I.P.S. Eppendorf, Hamburg 

Tubes (1,5µl, 2µl) Eppendorf, Hamburg 
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3.1.6. Geräte 

Autoklav H+P Labortechnik, München 

Brutschrank BB 6060 Haraeus, Osterode 

Eismaschine AF 100 Scotsman Ice Systems, Vernon Hills, 
Illinois, USA 

Elektrophoresekammer WidE Mini-
SUB cEU GT 

Bio-Rad, München 

Eppendorfzentrifuge Mikro 22R Andreas Hettich GmbH & Co.KG, 
Tuttlingen 

Gefrierschrank -20°C Liebherr, Ochsenhausen 

Geltrockner Bio-Rad, München 

Hybridisierungsofen HB-1000 UVP Laboratory Products Inc, Seaford, 
Delaware, USA 

Kühlschrank +4°C Liebherr, Ochsenhausen 

Magnetrührer mit Heizung IKAMAG 
RCT 

Janke & Kunke IKA® Labortechnik, 
Staufen i. Br. 

Mikroskop Axioskop 40 Carl-Zeiss AG, Göttingen 

Mikroskop Olympus BX 51 Olympus Company, Tokjo, Japan 

Mikrotiterplatte Roth, Karlsruhe 

Mikrowellenherd 800 SEVERIN Elektrogeräte GmbH, 
Sundern 

Paraffin-Arbeitsplatz Histocentre 2 Shandon, Frankfurt 

pH-Meter pH DIGI 520 Wissenschaftlich-Technische 
Werkstätten, Weilheim 

Pipetten (10µl, 100µl, 1000µl) Eppendorf, Hamburg 

Schlittenmikrotom SM 200 RH Leica, Bensheim 

Sequenzierapparatur (GeneAmp 
PCR System 9700) 

Applied Biosystems, Carlsbad, 
California, USA*2 

Sofortbildkamera Universal Hood 2 Bio-Rad, München 

Spannungsquellen für 
Elektrophorese 

Bio-Rad, München 

Spectrophotometer ND-1000 NanoDrop Products, Wilmington, 
Delaware, USA 

Sterile Werkbank mcl 6 Waldner Laboreinrichtung, Wangen 
im Allgäu 

                                                 
*2die Produkte von Applied Biosystems, California, USA 
  werden inzwischen von Life Technologies, California, USA vertrieben 
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Thermoblock VWR International, Darmstadt 

Tischzentrifuge UNIMAX 210 Heidolph Instruments, Schwabach 

 

 

3.1.7. Kits 

Digoxigenin-RNA-Labelin-Kit Roche Diagnostics, Mannheim 

 

 

3.1.8. Nukleinsäuren 

Plasmide: Albumin, GAPDH Universitätsmedizin Mainz 

Poly-A-RNA Roche Diagnostics, Mannheim 

Primer: T3, T7, SP6 Biomers.net, Ulm 

Primer: pBSK-s, pBSK-r Roth, Karlsruhe 

t-RNA Roche Diagnostics, Mannheim 
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3.2. Molekularbiologische Techniken 

 

 

3.2.1. Sterilisierung der Arbeitsmaterialien 

Soweit vorhanden wurden stets sterilisierte Flüssigkeiten des Institutes für 

Allgemeine Pathologie der Universitätsmedizin Mainz verwendet, ansonsten erfolgte 

die Sterilisierung dieser mittels Filtration durch 0,2 µm Filter. Materialien aus 

Polypropylen, wie Eppendorf-tubes oder Pipettenspitzen sowie Glasgeräte wurden 

sterilisiert verwendet. Die Durchführungen aller Arbeiten erfolgten unter RNase-freien 

Bedingungen. 

 

3.2.2. PCR-Produkte als „Template“ für die in vitro Transkription 

Für die Herstellung der einzelsträngigen Digoxigenin-markierten cRNA-Sonden für 

die in situ Hybridisierung dienten als Ausgangsmaterial cDNA-Fragmente, die für die 

einzelnen Enzyme und Proteine kodierten. Mittels in vitro Transkription, bei der die 

DNA durch spezifische RNA-Polymerasen in Digoxigenin-markierte RNA 

umgeschrieben wird, wurden die Sonden hergestellt (85).  

Vor der in vitro Transkription wurden die Plasmide zusammen mit den beiden RNA-

Polymerase-Promotoren mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) amplifiziert. Auf 

diese Weise konnten »antisense«- und »sense«-Sonden aus derselben DNA-

Präparation hergestellt werden. Sämtliche Inserts konnten mit dem folgenden Primer-

Paar amplifiziert werden, da nur pBluescript-Vektoren verwendet wurden: 

 

 

Primer für pBluescript-Vektoren: 

  

pBSK-s 5'-GGAAACAGCTATGACCATGATTACGC-3' 

pBSK-r 5'TGTAAAACGACGGCCAGTGAGCGC-3' 
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Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde mit einem Thermocycler der Firma 

Applied Biosystems durchgeführt. Pro Ansatz mit einem Gesamtvolumen von 559,4 

µl wurden 8 Stammlösungen angefertigt: 

 

 Stammlösung-220: enthielt SP6-220-F und T7-220-R 

 Stammlösung-272: enthielt SP6-272-F und T7-272-R 

 Stammlösung 292: enthielt SP6-292-F und T7-292-R 

 Stammlösung 334: enthielt SP6-334-F und T7-334-R 

 Stammlösung343: enthielt SP6-343-F und T7-343-R 

 Stammlösung 353: enthielt SP6-353-F und T7-353-R 

 Stammlösung 361: enthielt SP6-361-F und T7-361-R 

 Stammlösung 396: enthielt SP6-396-F und T7-396-R 

 

In jede dieser 8 Stammlösungen wurden jeweils 62,5 µl 10xPCR Rxn Buffer, 37,5 µl 

MgCl2, 50 µl dNTPs (2,5), 37,5 µl des entsprechenden SP6, 37,5µl des 

entsprechenden T7 und 334,4µl H2O zusammen pipettiert.  

Anschließend wurden pro Ansatz mit einem Gesamtvolumen von 82,24 µl 24 weitere 

Lösungen hergestellt. 16 Lösungen setzten sich zusammen aus jeweils 3,5 µl cDNA 

(1:10), jeweils 78,3 µl der 8 Stammlösungen und jeweils 0,44 µl Platinum. Die 

restlichen 8 Lösungen enthielten jeweils 3,5 µl genomische Lösung (702-8), jeweils 

78,3 µl der 8 Stammlösungen und jeweils 0,44 µl Platinum. Die 24 Ansätze wurden je 

5 min bei 95°C denaturiert. Anschließend wurden sie  über 30 Zyklen bei 95°C für je 

30 sec, bei 65°C für je 30 sec und bei 72°C für 1.3 0 min sowie abschließend bei 

72°C für 7 min inkubiert.  

 

3.2.3. Agarose-Gelelektrophorese 

Die Reaktionen wurden auf Agarose-Gelen kontrolliert und fotografiert. Für die 

Herstellung eines 1%igen 9cm x 8cm x 1cm messenden Agarose Gels wurden in 

einem 500 ml Erlenmeyerkolben 3g Agarose mit 300 ml TBE-Puffer (Stammlösung 

10xTBE: 1 M Tris, 1 M Borsäure, 20 mM EDTA) versetzt und bei 500 bis 800 Watt in 

der Mikrowelle aufgekocht, bis schließlich die Agarose zum Schmelzen gebracht 

wurde. Nachdem der Ansatz unter ständigem Rühren bei Raumtemperatur auf 50°C  

abgekühlt ist, wurde Ethidiumbromid aus 1%iger Stocklösung (15µl/300ml Ansatz = 
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1:20.000) in dem Ansatz vollständig verrührt. Anschließend wurde die noch flüssige 

Lösung in Geltrays (mit 30er Kämmen) gegossen. Nach Verfestigung des Gels 

wurde es in mit 1 x TBE-Puffer gefüllte Gelelektrophoresekammern überführt. In die 

designierten Wells einer Mikrotiterplatte (ROTH, V-Profil) wurden jeweils 2µl des 6 x 

Ladepuffers vorpipettiert und schließlich 8 µl der 24 Lösungen mit dem Ladepuffer 

vermischt. Jeweils 10 µl der Proben aus der Mikrotiterplatte wurden zügig auf das 

Gel geladen. Das Gel wurde zuvor mit 10 µl 100bp-Marker flankiert und zwischen 

den 8 verschiedenen Stammlösungen wurde das Gel zusätzlich mit 2-3 µl 50bp-

Marker geladen. Die Elektrophorese wurde bei einer Spannung von 75 V für 45 min 

durchgeführt. Das Gel wurde anschließend unter UV-Licht digital fotografiert. Im 

Anschluss wurde eine Phenol/Chloroform-Extraktion mit nachfolgender Ethanol-

Präzipitation als Vorbereitung für die in situ Hybridisierung durchgeführt.  

 

3.2.4. Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (PCI) Extra ktion 

In einem 1,5 ml Eppendorf-Gefäß wurden 500 µl der zu reinigenden DNA mit 800 µl 

Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (PCI) plus etwas hochvisköser Baysilone 

mindestens 2 min auf dem Vortex-Gerät gemischt. Anschließend folgte die 

Zentrifugation für 2-5 min bei 18.000 rpm und 22 °C . Die Zentrifugation führte zur 

Entstehung von 2 Phasen. Die obere Phase enthielt die DNA, die untere Phase 

Proteine mit Phenol und Chloroform, dazwischen die Baysilone-Paste. Die DNA-

Phase wurde nachfolgend in ein frisches Tube mit 800 µl Chloroform-Isoamylalkohol 

überführt und wieder mindestens 2 min auf dem Vortex-Gerät gemischt und 

nochmals 1-2 min anzentrifugiert. Anschließend wurde etwa 50% mehr Baysilone 

zugegeben als bei der PCI s.o. und für 2-3 min bei 18.000 rpm zentrifugiert. 

Schließlich wurde die entstandene DNA-Phase in ein frisches 1,5 ml Eppendorf-

Gefäß überführt und die Ethanol-Fällung angeschlossen.  

 

3.2.5. Ethanolfällung 

Hierzu wurde zu den 400 µl der nun aufgereinigten DNA-Präparation (sollte weniger 

als 400 µl DNA übrig bleiben, so wurde mit H2O oder mit 5 mM Tris auf 400 µl 

aufgefüllt) 1/10 des Volumens (40 µl) 3 M Natriumazetat (pH 5,2) und das 2,5fache  

des Volumens Ethanol 100% p.a. (1000 µl) hinzugefügt und 5 min auf dem Vortex- 

Gerät gemischt. Die Fällung erfolgte dann bei -20°C  über Nacht. Anschließend folgte 
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15 min die Zentrifugation bei 18.000 rpm und 22°C. Der entstandene Überstand 

wurde abgesaugt und das entstandene Pellet wurde mit 1 ml 70%igem Ethanol p.a. 

gewaschen sowie mindestens 2 min bei 18.000 rpm und 22 °C wieder zentrifugiert. 

Der wieder entstandene Überstand wurde verworfen und das übrig gebliebene Pellet 

im Heizblock 5-10 min bei Raumtemperatur getrocknet. Schließlich wurde zum 

getrockneten Pellet 50 µl RNase free water hinzugefügt und 1 min auf dem Vortex-

Gerät gemischt sowie 1 min bei 18.000 rpm zentrifugiert. 

 

3.2.6. Herstellung der Digoxigenin-markierten cRNA- Sonden durch in vitro 

Transkription 

Für die Herstellung der cRNA-Sonden wurde ein „RNA-Labeling-Kit“ verwendet. In 

einem Gesamtvolumen von 20 µl pro Ansatz wurden 1 µg „Template“-DNA, 2 µl 10x 

Puffer, 2 µl der entsprechenden T7-, SP6- oder T3-RNA-Polymerase und 2 µl des 

NTP-Labeling-Mix, dieser enthielt neben den vier NTPs das Digoxigenin-markierte 

UTP, zusammenpipettiert. Anschließend folgte die Inkubation des Ansatzes für 2h 

bei 37°C. Durch Zugabe von 2 µl 0,2 M EDTA wurde de r Reaktionsverlauf gestoppt 

und die dabei entstandene RNA mit 2,5 µl 4 M LiCl und 75 µl Ethanol bei -80°C über 

Nacht gefällt. Nach Zentrifugation für 15 min mit 18.000 rpm wurde das entstandene 

Pellet mit 50 µl RNase free water gelöst. Die Konzentration der RNA-Sonde wurde 

photometrisch bei 260 nm bestimmt. 

 

3.2.7. Alkalische Hydrolyse 

Voraussetzung für eine bessere Penetration in die Schnitte bei der in situ 

Hybridisierung, waren Sonden mit einer Länge unter 0,5kb. Um dieses zu erreichen 

wurden durch limitierte alkalische Hydrolyse die Schnitte auf eine durchschnittliche 

Länge von ca. 0,2kb gekürzt (86). Die Ausgangslänge für die Albumin–Sonde betrug 

1,6kb und für die GAPDH-Sonde 1,2kb (86). 

Hierzu wurden in einem Gesamtvolumen von 100 µl pro Ansatz 10 µl RNA-Sonde mit 

50 µl 40 mM NaHCO3, 60 mM Na2CO3 (pH 10,2) zusammen pipettiert und bei 60°C 

für eine bestimmte Zeit inkubiert, die sich nach folgender Formel berechnet (16): 
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        Ausgangslänge in kb – Solllänge in kb 

Hydrolysezeit in min =  

    0,11 x Ausgangslänge in kb x Solllänge in kb 

 

Die Reaktionen wurde durch Zugabe von 32,2 µl 0,37% HCl gestoppt und nach 

Zugabe von 300 µl Ethanol über Nacht bei -80°C ausg efällt. Nach Zentrifugation für 

15 min mit 18000 rpm wurde das Pellet mit 50 µl 70%igem Ethanol gewaschen, 

anschließend wieder zentrifugiert, luftgetrocknet und schließlich in 50 µl DEPC-H2O 

gelöst. Die Konzentration der Hydrolysate wurde photometrisch bei 260 nm 

bestimmt. 

 

 

3.3. In situ Hybridisierung 

 

 

In Tabelle 10 findet sich eine Übersicht des Standard-Protokolls zum 

nichtradioaktiven Nachweis von RNAs in perfusionsfixiertem Gewebe mit der 

alkalischen Phosphatase-Farbreaktion. 

 

3.3.1. Herstellung der Schnittpräparate 

Anhand der Patienten-Daten wurden die entsprechenden 50 Blockpräparate für die 

in situ Hybridisierung aus dem Archiv des Institutes für Allgemeine Pathologie der 

Universitätsmedizin Mainz heraus gesucht. Aus den, mit einer Kühlplatte 

vorgekühlten Blockpräparaten wurden mit Hilfe eines Schlittenmikrotoms 2-4 µm 

dicke Schnittpräparate hergestellt. Diese wurden zur Streckung auf ein ca. 37°C 

warmes Wasserbad überführt und anschließend auf beschichtete Objektträger 

aufgezogen. 

 

3.3.2. Vorbehandlung der Schnittpräparate 

Der erste Schritt mit Inkubation der Objektträger bei 60°C für ca. 15 min diente der 

bestmöglichen Adhäsion der Schnitte sowie dem vollständigen Herauslösen des 

Paraffins aus den Schnitten. Darauffolgend wurden die Schnitte in Xylol für 2x 10 min 

entparaffiniert und in einer absteigenden Alkoholreihe für jeweils 5 min in absolutem, 
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95%igem, 80%igem und 70%igem Ethanol sowie in Aqua dest. für 2x 5 min 

rehydriert. Schließlich folgte die erste unspezifische Deproteinierung mit 0,1 M HCl 

für 10 min. Die Schnitte wurden anschließend zweimal für je 5 min in PBS (87,6 g/l 

NaCl, 22,8 g/l K2HPO4, 6,8 g/l KH2PO4, pH 7,4) gespült.  

 

Verfahren Substanzen Zeitangaben 

Entparaffinierung 
 
Rehydrierung 
 
 
 
Deproteinierung 
 
 
 
Postfixierung 
 
 
Azetylierung 
 
 
Dehydrierung 
 

Xylol 
 
abs. 95%, 80%,70% Ethanol 
Aqua dest.  
 
 
0,1 M HCl 
PBS 
Proteinase K (30 µg/ml) 
 
Formalin 
PBS 
 
Essigsäureanhydrid in TEA 
PBS 
 
70%, 80%, 95% Ethanol 
Lufttrocknung 

2 x 10 min 
 
je 5 min 
 
2 x 5 min 
 
10 min 
2 x 5 min 
30 min bei 37°C 
 
5 min 
2 x 5 min 
 
20 min 
2 x 5 min 
 
je 5 min 

Hybridisierung 
 
 
Waschschritte 
 
 
 
 
 
Blocken für Digoxigenin-
Nachweis 

Prähybridisierungslösung 
Hybridisierungslösung 
 
2 x SSC 
1 x SSC, 50% Formamid 
0,5 x SSC 
0,2 x SSC 
TBS 
 
Blocking-Puffer 

2 h bei 45°C 
über Nacht bei 45°C 
 
30 min bei 53°C 
1 h bei 53°C 
2 x 10 min 
10 min 
10 min 
 
30 min 

Digoxigenin-Nachwei s 
 
 
 
 
 
 
Farbreaktion 
 
Waschschritte 
 
Gegenfärbung 

alkalische Phosphatase-
markierte anti-Digoxigenin-Fab-
Fragmente 1:500 in Blocking-
Puffer 
TBS 
TNM (pH 9,5) 
 
NBT/BCIP/TNM 
 
Aqua dest. 
 
Hämatoxylin 
Leitungswasser 
Aqua dest. 
Eindeckeln mit Glyzeringelatine 

über Nacht bei 4°C 
 
 
 
2 x 15 min 
2 min 
 
4-24 h bei 37°C 
 
2 x 10 min 
 
20-60 sec 
5 min 

Tabelle 10: Protokoll zum nichtradioaktivem Nachwei s von RNAs in perfusionsfixiertem 
Gewebe mit der alkalischen Phosphatase-Farbreaktion  (86). 
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3.3.3. Proteinase K-Andau 

Für den nun folgenden Andau der Schnitte mit Proteinase K wurde eine 

Konzentration von 30 µl/ml gelöst in PK-Puffer 10x (1 M Tris, 0,5 M EDTA, pH 8,0)  

gewählt. Durchgeführt wurde der Proteinase K-Andau in einzelnen feuchten 

Kammern bei 37°C für 30 min. Zum stoppen der Reakti on wurden die Schnitte mit 

Formalin 5 min nachfixiert und nachfolgend 2x 5 min in PBS gespült. 

 

3.3.4. Azetylierung 

Zur Vermeidung möglich entstandener unspezifischer Reaktionen an geladenen 

funktionellen Gruppen im Gewebe, wurden die Schnitte mit Essigsäureanhydrid 

azetyliert. 0,5 ml Essigsäureanhydrid (das Volumen, das für die Endkonzentration 

von 0,25% in einem Gesamtvolumen von 200 ml benötigt wurde) wurden hierfür in 

eine trockene Küvette gefüllt und frisch angesetzter TEA-Puffer (0,1 M 

Triethanolamin, pH 8,0) dazu gegeben. In der so initial entstehenden Suspension 

wurden die Schnitte etwa 1 min bewegt bis entstandene Blasen wieder 

verschwunden sind und anschließend wurden die Schnitte in der Suspension für 20 

min inkubiert. Nachfolgend folgte die Spülung der Schnitte 2x 5 min mit PBS sowie 

die Rehydrierung in einer aufsteigenden Alkoholreihe für jeweils 5 min mit 70%igem, 

80%igem sowie 95%igem Ethanol. Anschließend wurden die Schnitte luftgetrocknet. 

 

3.3.5. Prähybridisierung 

Zur Vorbereitung auf die Hybridisierung wurden die Schnitte in einzelnen feuchten 

Kammern für 2 h bei 45°C mit jeweils 100 µl Prähybr idisierungslösung pro Schnitt 

vorinkubiert. Diese Prähybridisierungslösung bestand aus 50 % Formamid, 100 mM 

Tris HCl, 50 mM EDTA, 40 mM NaCl, 500 µg/ml t-RNA und 5x Denhardt`s-Lösung 

(50x Denhardt`s Lösung: je 1% Ficoll-400, PVP und BSA in H2O). 

 

3.3.6. Hybridisierung 

Der für die Hybridisierung verwendete Hybridmix enthielt 5 ng/µl Digoxigenin-

markierte cRNA-Sonde, 50% Formamid, 0,33 M NaCl, 20 mM Tris HCl, 1 mM EDTA, 

500 ng/µl t-RNA, 100 ng/µl poly-A-RNA, 1x Denhardt`s-Lösung und 10% 

Dextransulfat. Pro Schnitt wurden 20 µl dieses Hybridmixes aufgetragen. Jeder 
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Schnitt wurde nachfolgend mit einem silikonisierten Kunstoff-Deckgläschen („Hybri-

Slips“) eingedeckelt und mit Montagekleber („Fixogum“) versiegelt. Die nun folgende 

Hybridisierung wurde bei 45°C über Nacht durchgefüh rt. 

 

3.3.7. Waschschritte 

Um unspezifisch gebundene Digoxigenin-markierte cRNA-Sonde aus den Schnitten 

zu spülen, wurden diese in einer Serie von Waschschritten mit absteigender NaCl-

Konzentration in einzelnen feuchten Kammern gewaschen. Die für die Waschschritte 

benötigte Stammlösung 20x SSC enthielt 3 M NaCl, 0,3 M Na-Citrat, pH 7,2. Für den 

ersten Waschschritt wurden die Deckgläschen entfernt und schließlich die Schnitte 

für 30 min bei 53°C in 2x SSC inkubiert. Als nächst es folgte die Inkubation der 

Schnitte für 1 h bei 53°C in 1x SSC mit 50% Formami d. Anschließend wurden die 

Schnitte in Küvetten überführt und jeweils bei Raumtemperatur für 2x 10 min mit 0,5x 

SSC, für 10 min mit 0,2x SSC und für 10 min mit TBS (150 mM NaCl, 100 mM Tris, 

pH 7,5) gespült. 

 

3.3.8. Immunhistochemischer Nachweis der hybridisie rten Sonde 

Für den Nachweis der spezifisch hybridisierten Digoxigenin-markierten cRNA-Sonde 

wurden konjugierte alkalische Phosphatase Fab-Fragmente gegen Digoxigenin 

verwendet. Der erste Schritt bestand aus dem Blocken unspezifischer 

Bindungsstellen mit einem Blocking-Puffer. Dieser Blocking-Puffer enthielt 1% 

„Blocking-Reagenz“, 0,5% BSA und 1x TBS. 100 µl des Blocking-Puffers wurden auf 

die Schnitte aufgetragen und für 30 min in einzelnen feuchten Kammern inkubiert. 

Anschließend wurden die alkalische Phosphatase-anti-Digoxigenin Fab-Konjugate in 

dem Blocking-Puffer in einem  Verhältnis von 1:500 verdünnt, davon wurden jeweils 

30 µl auf die Schnitte aufgetragen und in feuchten Kammern bei 4°C über Nacht 

inkubiert. 

 

3.3.9. Farbreaktion der alkalischen Phosphatase mit  NBT/BCIP 

Zur Vorbereitung auf die NBT/BCIP-Farbreaktion wurden die Schnitte 2x 15 min mit 

TBS gespült. Anschließend wurden die Schnitte für 5 min in TNM-Puffer (200 mM 

Tris, 200 mM NaCl, 100 mM MgCl2, pH 9,5) auf den für die Farbreaktion nötigen 

alkalischen pH-Wert eingestellt. Die für die Farbreaktion benötigten Substrate waren 
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NBT (Nitro Blue Tetrazolium) und BCIP (5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl Phosphat). Der 

AP-Entwicklungspuffer Bestand aus 90 µl NBT, 70 µl BCIP in 20 ml TNM. Hiervon 

wurde jeweils 1 ml pro Schnitt aufgetragen und die Reaktion in einzelnen feuchten 

Kammern im Dunkeln bei 37°C zwischen 4-24 Stunden  durchgeführt. Die 

Farbreaktion führte zu einer bräunlich bis blau-schwarzen Färbung der Schnitte. 

Anschließend wurden die Schnitte für 2x 10 min in Aqua dest. gewaschen, für 20-60 

sec mit Hämotoxylin gegengefärbt, für 5 min in Leitungswasser gebläut, wieder in 

Aqua dest. gewaschen und schließlich mit Glyzeringelatine eingedeckelt.  

 

 

3.4. Auswertung der Schnitte 

 

 

Die Auswertung der Schnitte erfolgte an einem Mikroskop Olympus BX 51. 

Anschließend wurden ausgewählte Bereiche mit einer Kamera (Kamerasystem 

ColorView III, Soft Imaging System, Olympus Company, Tokji, Japan) aufgenommen 

und mit einem Softwaresystem (SoftImaging System Cell F, Olympus Company, 

Tokjo, Japan) verarbeitet und gespeichert.  

 

 

3.4.1. Statistische Auswertung 

Die Bearbeitung und Auswertung der Schnitte erfolgte mittels des Betriebssystems 

Microsoft  Windows XP Professional unter Verwendung von Microsoft Excel XP und 

Microsoft Word XP. Die statistische Auswertung erfolgte durch das 

Computerprogramm SPSS (Version 11.5) und SigmaPlot (Version 11). Stetige 

Variablen wurden anhand von Boxplots dargestellt. Die Werteverteilung der 

kategorialen Variablen veranschaulichen Balkendiagramme. Für die statistische 

Auswertung kategorialer Variablen wurden Kreuztabellen in Verbindung mit dem 

exakten Fisher-Test verwendet. Als signifikant wurden p-Werte p<0,05 definiert. 
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4. Ergebnisse 
 

 

4.1. Patientenkollektiv 

Insgesamt wurden von 50 Patienten histologische Leberpräparate in die Studie 

eingeschlossen. Einschlusskriterien waren eine auf dem Boden einer Hepatitis B 

oder Hepatitis C entstandene Leberzirrhose oder eine äthyltoxisch bedingte 

Leberzirrhose. Alle Leberpräparate wurden zwischen Februar 2004 und Oktober 

2007 in der Klinik für Transplantationschirurgie, Chirurgie von Leber, Gallenwegen, 

Pankreas der Universitätsmedizin Mainz operativ entnommen. Alle Präparate 

stammen von Leberexplantaten ab, die im Rahmen einer Lebertransplantation 

explantiert wurden. Diese Leberexplantate wurden im Institut für Allgemeine 

Pathologie der Universitätsmedizin Mainz histologisch aufgearbeitet und befundet 

sowie im Archiv gelagert. Das Patientenkollektiv bestand aus 9 (18%) weiblichen und 

41 (82%) männlichen Patienten im Alter von 40 bis 69 Jahren (Median=53, 25 %-

Perzentile=49, 75%-Perzentile=60). Bei 7 (14%) der insgesamt 50 Patienten wurde 

eine Leberzirrhose auf dem Boden einer Hepatitis B und bei 24 (48%) Patienten eine 

Hepatitis C diagnostiziert. 19 (38%) Patienten waren an einer äthyltoxisch-bedingten 

Leberzirrhose erkrankt (Abbildung 2). Im Rahmen der histologischen Befundung 

wurde bei insgesamt 23 (46%) Patienten ein Hepatozelluläres Karzinom (HCC) 

diagnostiziert. Die demographischen Daten der Patienten können der Tabelle 11 

entnommen werden. 
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Abbildung 2: Absolute Anzahl der Präparate der unte rschiedlichen Ätiologien der 

Leberzirrhose. 
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Charakteristika Anzahl 

Patienten 

 Weiblich 

 Männlich 

50 (100%) 

9 (18%) 

41 (82%) 

Alter, Jahre 

 Mittelwert (in Jahren) 

 Standardabweichung (in Jahren) 

 Median (in Jahren) 

 25%-Perzentile (in Jahren) 

 75%-Perzentile (in Jahren) 

 

47 

7,32 

53 

49 

60 

Leberzirrhose 

 Hepatitis B 

 Hepatitis C 

 Äthyltoxisch 

 

7 (14%) 

24 (48%) 

19 (38%) 

Lebertransplantation 50 (100%) 

Hepatozelluläres Karzinom 23 (46%) 

Tabelle 11: Demographische Daten. Angegeben sind die absoluten und zusätzlich in Klammern 
die relativen Häufigkeiten. 
 

 

4.2. Histologische Befundung der entzündlichen Akti vität  

Jedem pathologisch-anatomischen Befundbericht des Instituts für Allgemeine 

Pathologie zugeordnet zu dem jeweiligem histologischen Leberpräparat wurde die 

entzündliche Aktivität nach Desmet und Scheuer (Grad 1 – Grad 4) entnommen. Bei 

allen Präparaten lag eine Leberzirrhose, Stadium 4 nach Desmet und Scheuer, vor. 

Die Häufigkeiten der entzündlichen Aktivität und des Fibrosestadiums aufgeteilt nach 

Ursache sind in Tabelle 12 zusammengefasst. Abbildung 4-6 stellen die Verteilung 

des Geschlechtes, des Alters und des Vorliegens eines hepatozellulären Karzinoms 

nach Ursache der Leberzirrhose dar.  
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 Hepatitis B Hepatitis C Äthyltoxisch 

Patienten 

 Weiblich 

 Männlich 

7 (100%) 

0 (0%) 

7 (100%) 

24 (48%) 

5 (20,83%) 

19 (79,17) 

19 (38%) 

4 (21,05%) 

15 (78,95%) 

Alter 

 Mittelwert (in Jahren) 

 Standardabweichung (in Jahren) 

 Median (in Jahren) 

 25%-Perzentile (in Jahren) 

 75%-Perzentile (in Jahren) 

 

51,86 

9,37 

51 

45,25 

56,75 

 

52,83 

6,84 

50 

49 

54 

 

58,11 

6,05 

59 

53 

63,75 

HCC 4 (57,14%) 13 (54,17%) 6 (31,58%) 

Aktivitätsstadium  

(nach Desmet und Scheuer) 

 1 minimal 

 2 mild/geringgradig 

 3 mäßig/mittelgradig 

 4 schwer/hochgradig 

 

 

0 (0%) 

6 (85,71%) 

1 (14,29%) 

0 (0%) 

 

 

0 (0%) 

16 (66,67%) 

7 (29,17%) 

1 (4,17%) 

 

 

3 (15,79%) 

12 (63,16%) 

4 (21,05%) 

0 (0%) 

Fibrosestadium  

(nach Desmet und Scheuer) 

 0 keine Fibrose 

 1 milde/geringgradige Fibrose 

 2 mäßige/mittelgradige Fibrose 

 3 schwere/hochgradige Fibrose 

 4 Zirrhose 

 

 

0 (0%) 

0 (0%) 

0 (0%) 

0 (0%) 

7 (100%) 

 

 

0 (0%) 

0 (0%) 

0 (0%) 

0 (0%) 

24 (100%) 

 

 

0 (0%) 

0 (0%) 

0 (0%) 

0 (0%) 

19 (100%) 

Tabelle 12: Histologische Befundung und demographis che Daten nach Ursache der 
Leberzirrhose. Angegeben sind die absoluten und zusätzlich in Klammern die 
relativen Häufigkeiten. 
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Abbildung 4: Geschlechterverteilung innerhalb der j eweiligen Ursache der 

Leberzirrhose . 
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Abbildung 5: Alter (in Jahren) bei Diagnosestellung  der Patienten zugeordnet zu der 

jeweiligen Ursache der Leberzirrhose. 
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Abbildung 6:  Vorliegen eines HCC innerhalb der jew eiligen Ursache der 

Leberzirrhose. 

 

 

4.3. Vergleich der demographischen Daten 

Ein Vergleich der verschiedenen demographischen Daten (Tabelle 13-15) zeigte 

hinsichtlich des Geschlechtes (p=0,684), des Vorhandenseins eines hepatozellulären 

Karzinoms (p=0,289) sowie hinsichtlich des Aktivitätsstadiums (p=0,414) kein 

signifikantes Ergebnis zwischen den 3 Ursachen der Leberzirrhose im exakten 

Fisher-Test.  
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Ursache der Leberzirrhose  

Hepatitis B Hepatitis C äthyltoxisch 

Gesamt 

männlich 7 19 15 41 
Geschlecht 

weiblich 0 5 4 9 

Gesamt  7 24 19 50 

Tabelle 13:  Kreuztabelle für die Variablen Geschle cht und Ursache der Leberzirrhose.   

 

Ursache der Leberzirrhose  

Hepatitis B Hepatitis C äthyltoxisch 

Gesamt 

nein 3 11 13 27 
HCC 

ja 4 13 6 23 

Gesamt  7 24 19 50 

Tabelle 14:  Kreuztabelle für die Variablen HCC und  Ursache der Leberzirrhose.  

 

Ursache der Leberzirrhose  

Hepatitis B Hepatitis C äthyltoxisch 

Gesamt 

minimal 0 0 3 3 

mild/geringradig 6 16 12 34 

mäßig/mittelgradig 1 7 4 12 
Aktivitätsstadium 

schwer/hochgradig 0 1 0 1 

Gesamt  7 24 19 50 

Tabelle 15: Kreuztabelle für die Variablen Aktivitä tsstadium und Ursache der Leberzirrhose.  

 

 

4.4. Histologische Befundung der Paraffinschnitte z um Nachweis 
der Albumin-mRNA in Gallengangsproliferaten bei 
Leberzirrhose mittels in situ Hybridisierung 

 

Albumin zeigt in der gesunden Leber unter physiologischen Bedingungen, wie bereits 

in der Literaturdiskussion beschrieben, eine starke Expression in den Hepatozyten 

mit einem deutlichen Gradienten innerhalb des Leberläppchens mit stärkerer 

Expression in periportalen Bereich als in perizentralen Bereich (70, 84, 100). Zudem 

wird Albumin unter physiologischen Bedingungen nicht von Endothelzellen, 

Gallengangsepithel oder Kupffer-Zellen (70, 84) exprimiert. Als zusätzliche 

Positivkontrolle wurde GAPDH verwendet, da es im Vergleich zu Albumin einen 
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umgekehrten Gradienten mit einer stärkeren Expression in perizentralen Abschnitten 

des Leberläppchens, aufweist.  

 
Die ersten Fragestellungen dieser Arbeit befasst sich damit, ob es möglich ist, mittels 

der in situ Hybridisierung die Gallengansgsproliferation und die Expression von 

Albumin in den Gallengangsproliferaten und damit in den hepatischen 

Progenitorzellen nachzuweisen.  

 
Die Leberzirrhose wird definiert durch die Ausbildung von Nekrosen im 

Leberparenchym, Entstehung der Fibrogenese und Bildung von nodulären 

Regeneratknoten in der Leber (41). Hierdurch bedingt wird die ursprüngliche 

gleichmäßige Leberarchitektur aufgehoben und durch eine andere Struktur, 

bestehend aus Regeneratknoten und breiten Bindegewebssepten ersetzt (4, 41). 

Abbildung 7 zeigt histologische Schnitte von zirrhotischen Leberpräparaten, die zum 

einen Bindegewebssepten als Ausdruck der Leberzirrhose und zum anderen 

Gallengangsproliferate in den Bindegewebssepten als Ausdruck der 

Leberregeneration aufweisen.  

Mikroskopisch zeigte sich in nahe zu allen Präparaten eine Gallengangsproliferation 

innerhalb der bindegewebigen Septen. Wie bereits verschiedene andere 

Untersuchungen zeigen konnten, dass mittels Immunhistochemie die Zellen der 

Gallengangsproliferate positiv für CK7 (19, 49, 79) sind, ist es uns nun gelungen, 

eine Albumin-Expression dieser Zellen mittels in situ Hybridisierung nachzuweisen. 

Einen Vergleich zwischen einer in situ Hybridisierung zum Albumin-mRNA-Nachweis 

und als Gegenkontrolle eine in situ Hybridiserung mit GAPDH durchgeführt sowie 

ebenfalls als Bespiel für eine positiven Nachweis eine Immunhistochemie mit CK7 

zeigt Abbildung 7.  

Jedes Präparat wurde hinsichtlich einer Gallengangsproliferation und einer 

Albuminexpression in den Gallengangsproliferaten untersucht. 
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Abbildung 7:  A - B  In situ Hybridisierung durchgeführt an Paraffinschnitten von leberzirrhotischen 

Präparaten. Innerhalb der bindegewebigen Septen lassen sich Gallengnagsproliferate 
finden. A Die Gallengangsproliferate lassen sich mittels Albumin-ISH anfärben. B 
Glyzerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) als Positivkontrolle. C Die 
Gallengnagsproliferate in den bindegewebigen Septen sind ebenfalls positiv für CK7 
(Immunhistochemie). 

A 

B 

C 
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4.5. Gallengangsproliferation in zirrhotischem Lebe rparenchym 

 

Histologisch erkennt man in dem zirrhotisch umgebauten Leberparenchym in 96 % 

(48/50) aller Präparate eine Gallengangsproliferation. Die Untergliederung 

hinsichtlich der Ursache zeigt, dass die Hepatitis B-bedingte Leberzirrhose in 85,7 % 

(6/7), die Hepatitis C-bedingte Leberzirrhose in 100 % (24/24) und die äthyltoxisch 

verursachte Leberzirrhose in 94,7 % (18/19) Gallengangsproliferate aufweisen. 

Jedes Präparat wurde hinsichtlich einer Gallengangsproliferation und einer 

Albuminexpression in den Gallengangsproliferaten untersucht. 

 

Bei Vorliegen einer Gallengangsproliferation wurde deren Ausprägung in 4 Grade 

(0=keine, 1=wenig, 2=mäßig und 3=stark) eingeteilt (Abbildung 8). Die Tabelle 16 

und Abbildung 8 zeigen die Verteilung der Gallengangsproliferation innerhalb der 3 

Gruppen. 
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A B 

C D 

Abbildung 8:  Ausmaß der Gallengangsproliferation bei Leberzirrho se unterschiedlicher 
Ätiologie.   
A Innerhalb der bindegewebigen Septen ist keine Gallengangsproliferation erkennbar. B 
Es zeigen sich wenige Gallengangsproliferate. C Die Gallengangsproliferation ist mäßig 
ausgeprägt oder D Die Gallengangsproliferation ist stark ausgeprägt. 
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Gallengangsproliferation Hepatitis B Hepatitis C Ät hyltoxisch 

0 keine 1 (14,29%) 0 (0%) 1 (5,26%) 

1 wenig 4 (57,14%) 9 (37,5%) 5 (26,32%) 

2 mäßig 1 (14,29%) 8 (33,33%) 10 (52,63%) 

3 stark 1 (14,29%) 7 (29,17%) 3 (15,79%) 

Tabelle 16: Gradeinteilung der Gallengangsprolifera tion der unterschiedlichen Ätiologien 
zirrhotischer Lebererkrankungen.  Angegeben sind die absoluten und zusätzlich in 
Klammern die relativen Häufigkeiten. 

 

Ursache der Leberzirrhose  

Hepatitis B Hepatitis C äthyltoxisch 

Gesamt 

keine 1 0 1 2 

wenig 4 9 5 18 

mäßig 1 8 10 19 
Gallengangsproliferation 

stark 1 7 3 11 

Gesamt  7 24 19 50 

Tabelle 17: Kreuztabelle für die Variablen Gallenga ngsproliferation und Ursache der 
Leberzirrhose.  

 

 

Ein möglicher signifikanter Unterschied, ob der Grad einer Gallengangsproliferation 

auf eine bestimmte Ursache der Leberzirrhose zurück zuführen ist, ließ sich mit 

einem p-Wert von 0,247 (exakter Fisher-Test) nicht eruieren (Tabelle 17).  

 

 

4.6. Albuminexpression in Gallengangsproliferaten i n 

zirrhotischem Leberparenchym 

Die untersuchten Präparate wurden nach Bestimmung einer 

Gallengangsproliferation, danach beurteilt, ob Albumin-mRNA in diesen 

Gallengangsproliferaten exprimiert wurde. 

Insgesamt zeigten 74 % (37/50) der untersuchten Präparate eine Albuminexpression. 

Die Unterteilung ergab bei 71,4 % (5/7) der Hepatitis B Präparate, 83,3 % (20/24) der 

Hepatitis C Präparate und 63,2 % (12/19) der äthyltoxisch verursachenden 

Leberzirrhose eine positive Albuminexpression. 
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Die Albuminexpression wurde ebenfalls in Grade eingeteilt. Dabei wurde zwischen 

keiner (Grad 0), einer intermediären (Grad 1) und einer starken (Grad 2) 

Albuminexpression unterschieden (Abbildung 9 und Tabelle 18).  

Hier waren mit einem p-Wert von 0,586 (exakter Fisher-Test) keine signifikanten 

Ergebnisse zwischen der Gradeinteilung der Albuminexpression und den 3 Gruppen 

zu erkennen (Tabelle 19). 

 

Albuminexpression Hepatitis B Hepatitis C Äthyltoxi sch 

0 keine 2 (28,57%) 4 (16,67%) 7 (36,84%) 

1 intermediär 4 (57,14%) 12 (50%) 7 (36,84%) 

2 stark 1 (14,29%) 8 (33,33%) 5 (26,32%) 

Tabelle 18: Gradeinteilung der Albuminexpression de r unterschiedlichen Ätiologien 
zirrhotischer Lebererkrankungen. Angegeben sind die absoluten und zusätzlich in 
Klammern die relativen Häufigkeiten. 

 

Ursache der Leberzirrhose  

Hepatitis B Hepatitis C äthyltoxisch 

Gesamt 

kein 2 4 7 13 

intermediär 4 12 7 23 Albuminexpression 

stark 1 8 5 114 

Gesamt  7 24 19 50 

Tabelle 19: Kreuztabelle für die Variablen Albumine xpression und Ursache der 
Leberzirrhose.  
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Abbildung 9 : Grad der Albuminexpression in zirrhotischen Leberpr äparaten unterschiedlicher 

Ätiologien . A Hier zeigt sich keine Albuminexpression in einer Hepatitis B-
Leberzirrhose. B Eine intermediäre Albuninexpression in den Gallengangsproliferaten, 
in einer Leberzirrhose durch Hepatitis C veursacht, lässt sich darstellen. C Eine 
äthyltoxische-Leberzirrhose mit einer starken Albuminexpression in den 
Gallengangsproliferaten. 

 

 

 

A 

B 

C 



                                                                                                                    
Ergebnisse 

 

49 
 

4.7. Hepatozelluläres Karzinom 

Ein hepatozelluläres Karzinom wurde bei 23 der 50 (46%) untersuchten Präparate im 

Rahmen der histologischen Untersuchung diagnostiziert. Tabellen 20 und 22 bilden 

die Gradeinteilung der Gallengangsproliferation (Tabelle 20) und die Gradeinteilung 

der Albuminexpression (Tabelle 22) bei Präparaten mit und ohne das Vorliegen eines 

HCC ab. Zwischen den Präparaten mit einem HCC und ohne HCC ergaben sich 

hinsichtlich des Grades der Gallengangsproliferation mit einem p-Wert von 0,803 im 

exakten Fisher-Test keine signifikanten Unterschiede (Tabelle 21). Auch in Bezug 

auf die Gradeinteilung der Albuminexpression zeigte sich mit einem p-Wert von 

0,275 (exakter Fisher-Test) kein signifikanter Unterschied zwischen den 2 Gruppen 

(Tabelle 23).  

 

Gallengangsproliferation Präparate ohne HCC Präpara te mit HCC 

0 Keine 1 (3,79%) 1 (4,35%) 

1 Wenig 10 (37,04%) 8 (34,78%) 

2 Mäßig 12 (44,44%) 7 (30,43%) 

3 stark 4 (14,81%) 7 (30,43%) 

Tabelle 20: Gradeinteilung der Gallengangsprolifera tion bei Präparaten ohne und mit einem 
HCC. Angegeben sind die absoluten und zusätzlich in Klammern die relativen 
Häufigkeiten. 

 

HCC  

ja nein 

Gesamt 

keine 1 1 2 

wenig 9 9 18 

mäßig 12 7 19 
Gallengangsproliferation  

stark 5 6 11 

Gesamt  27 23 50 

Tabelle 21: Kreuztabelle für die Variablen Gallenga ngsproliferation und Vorliegen eines 
HCC. 

 

Albuminexpression Präparate ohne HCC Präparate mit HCC 

0 keine 4 (14,81%) 9 (39,13%) 

1 intermediär 13 (48,15%) 10 (43,48%) 

2 stark 10 (37,04%) 4 (17,39%) 

Tabelle 22: Gradeinteilung der Albuminexpression be i Präparaten ohne und mit HCC. 
Angegeben sind die absoluten und zusätzlich in Klammern die relativen Häufigkeiten. 
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HCC  

ja nein 

Gesamt 

keine 8 5 13 

intermediär 14 9 23 

Albuminexpression 

stark 5 9 14 

Gesamt  27 23 50 

Tabelle 23: Kreuztabelle für die Variablen Albumine xpression und Vorliegen eines HCC.  

 

 

4.8. Alter 

Das untersuchte Patientenkollektiv war zwischen 40 und 69 Jahre (Tabelle 11) alt. 

Zur Überprüfung einer möglichen Korrealtion zwischen jungen und alten Patienten 

wurden 2 Gruppen gebildet. Die erste Gruppe (insgesamt 36 Patienten) beinhaltete 

Patienten, die jünger als 60 Jahre alt waren. Die zweite Gruppe (insgesamt 14 

Patienten) wurde von Patienten gebildet, die älter als 60 Jahre alt waren. Zwischen 

beiden Gruppen zeigten sich mit einem p-Wert von 0,709 (exakter Fisher-Test) keine 

signifikanten Ergebnisse hinsichtlich des Grades der Gallengangsproliferation bei 

Patienten jünger und älter als 60 Jahre (Tabelle 24). Ebenfalls zeigte sich mit einem 

p-Wert von 0,613 (exakter Fisher-Test) kein signifikanter Unterschied zwischen 

Patienten jünger und älter als 60 Jahren hinsichtlich der Gradeinteilung der 

Albuminexpression. (Tabelle 25). 

 

 

Alter  

<60 Jahre ≥60 Jahre 

Gesamt 

keine 1 1 2 

wenig 12 6 18 

mäßig 15 4 19 

Gallengangsproliferation  

stark 8 3 11 

Gesamt  36 14 50 

Tabelle 24: Kreuztabelle für die Variablen Gallenga ngsproliferation und Alter (<60 Jahre / ≥ 
60 Jahre).  
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Alter  

<60 Jahre ≥60 Jahre 

Gesamt 

keine 8 5 13 

intermediär 17 6 23 

Albuminexpression 

stark 11 3 14 

Gesamt  36 14 50 

Tabelle 25: Kreuztabelle für die Variablen Albumine xpression und Alter (<60 Jahre / ≥ 60 
Jahre).  
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5. Diskussion 
 
 
5.1. Aktivierung hepatischer Progenitorzellen 

Hepatische Progenitorzellen sind kleine epitheliale Zellen mit einem ovalen Kern, 

schmalem Zytoplasma und einer Lokalisation in den Hering-Kanälchen. Sie stellen 

somit das humane Equivalent zu den oval cells bei Nagetieren dar (79). In humaner 

Leberschädigung konnten die hepatischen Progenitorzellen in den duktulären 

Reaktionen identifiziert werden (71, 72). 

Unter duktulärer Reaktion, auch als duktuläre Proliferation bezeichnet, wird die 

steigende Anzahl von Gallengängen und zwar den feinsten Verästelungen des 

Gallenwegssystems verstanden (76). 

 

 

Die Aktivierung hepatischer Progenitorzellen im Rahmen chronischer 

Leberschädigung oder fulminatem Leberversagens bezeichnet die steigende Anzahl 

von Progenitorzellen und ihre Differenzierung (73) zur hepatozellulären oder biliären 

Zelllinie (siehe Abbildung 10). 

In der menschlichen Leber äußert sich die Differenzierung der hepatischen 

Progenitorzellen zur biliären Linie in einer Bildung von reaktiven Gallengangszellen, 

während die Differenzierung zur hepatozellulären Linie in intermediären Hepatozyten 

in Erscheinung tritt. Reaktive Gallengangszellen bestehen aus anastomosierenden 

Strängen unreifer biliärer Zellen mit einem ovalen Zellkern und einem schmalen 

Zytoplasmasaum (79).  
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Abbildung 10 Leberregeneration. Durch Gewebeverlust wie im Rahmen einer 
Hepatektomie oder leichter akuter Leberschädigung erfolgt die Leberregeneration durch 
Hyperplasie der Hepatozyten und Cholangiozyten. Bei chronischer Leberschädigung oder 
fulminantem Leberversagen erfolgt die Leberregeneration ausgehend von duktulären Proliferation 
über intermediäre Zwischenstufen in neue Hepatozyten und Cholangiozyten (modifiziert nach 
Riehle, 2011 (73)).  

 

 

Wie Libbrecht et al. (52) zeigen konnten, kann die Aktivierung der Progenitorzellen in 

Form von kleinen einzelnen Zellen in der periportalen Region oder als reaktive 

duktuläre Strukturen in den portal-parenchymalen Übergangsstellen nachgewiesen 

werden. Des Weiteren konnte diese Arbeitsgruppe (52) eine Korrelation zwischen 

der Schwere der Interface-Hepatitis und dem Grad der duktulären Reaktion in den 

portal-parenchymalen Übergangsstellen beweisen. Hieraus schließen die Autoren 

der Studie, dass dieser Zusammenhang daraufhin deuten kann, dass die 

Entzündungsreaktion ein Trigger für die duktuläre Reaktion darstellt. Darüber hinaus 

wird von den Autoren geäußert, dass die Schwere und Lokalisation der 

entzündlichen Infiltrate die Aktivierung und Lokalisation der Progenitorzellen 
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beeinflussen und dies die Vermutung nahe legt, dass die entzündlichen Infiltrate ein 

oder mehrere Zytokine produzieren, die als Wachstums- oder chemotaktische 

Faktoren auf die Progenitorzellen wirken. He et al. (33) konnten schließlich in vitro 

nachweisen, dass hepatische Progenitorzellen durch Einfluss von epidermal growth 

factor (EGF) und hepatocyte growth factor (HGF) in reife Hepatozyten differenzieren. 

 

 

5.2. Nachweis hepatischer Progenitorzellen 

Die hepatischen Progenitorzellen zeigen neben einer Expression von hepatischen 

Markern wie HepPar1, Albumin und AFP und Gallengangsmarkern wie CK-7, CK-19 

und OV-6 ebenfalls eine Expression von NCAM-1/CD56 (50, 76, 77, 78). 

 

Durch Immunhistochemische Untersuchungen und HE-Färbungen konnten bereits 

durch Marker wie CK7, CK8, CK18, CK19, chrom A, OV-6 und HepPar1 intermediate 

hepatische Progenitorzellen und die duktuläre Reaktion identifiziert werden (52, 77, 

80, 107). Libbrecht et al. (50) haben als erste immunhistochemisch die Expression 

von neural cell adhesion molecule (NCAM) in den duktulären Reaktionen 

nachweisen können.  

Xiao et al. (108) konnten in einer Untersuchung an humanen HBV-positiven 

Leberzirrhose-Präparaten zeigen, dass kleine epitheliale Zellen der proliferierenden 

Gallengänge („small epithelial cells“=SEC), ähnlich den oval cells bei Nagetieren, in 

immunhistochemischen Färbungen sowohl für CK7 ebenso, wenn auch in 

geringerem Maße, positiv für Albumin sind. Die Anzahl der SEC war allerdings höher 

in Fällen mit einer duktulären Proliferation. Es bestand kein Unterschied hinsichtlich 

der Anzahl der SEC bei Vorliegen eines HCC oder bei Präparaten ohne HCC. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass mittels der in situ Hybridisierung ein 

Nachweis der Gallengangsproliferation in leberzirrhotischen Präparaten 

unterschiedlicher Ätiologien gelingt. Zudem kann diese Arbeit beweisen, dass die 

Gallengangsproliferate Albumin exprimieren und dass dieser Nachweis der 

Albuminexpression mittels der in situ Hybridisierung möglich ist. 

Hepatische Progenitorzellen konnten bereits in fortgeschrittenen Stadien vieler 

Lebererkrankungen beim Menschen nachgewiesen werden, nämlich dann wenn 

Hepatozyten aufgrund der Seneszenz oder einer Inhibition nicht in der Lage zur 
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Proliferation sind. Zu diesen Lebererkrankungen zählen die ethyltoxisch-bedingte 

Zirrhose und auch die chronische virale Hepatitis (53, 55, 74, 107).  

So konnte z.B. in einer Studie an 38 Hepatitis-B-zirrhotischen und 32 Hepatitis-C-

zirrhotischen Fällen anhand von Lichtmikroskopie und Immunhistochemie die Rolle 

der oval cells untersucht werden (95). Diese Studie zeigte, dass oval cells sowohl in 

Hepatitis-B-assoziierter als auch in Hepatitis-C-assoziierter Leberzirrhose 

nachgewiesen werden können und dass die Anzahl der oval cells sich zwischen 

beiden Gruppen nicht unterscheidet. Diese Ergebnisse stimmen mit denen von 

Lowes et al. (55) überein, die oval cells in ethyltoxisch-bedingten und durch 

Hepatitis-C-verursachten Lebererkrankungen identifiziert haben, nicht aber in 

normalem Lebergewebe. 

 

5.3. Zusammenhang mit dem Grad des Fibrosestadiums 

Das Stadium der Lebererkrankung wird durch die Ausprägung der Fibrose bzw. 

durch das Vorliegen einer Leberzirrhose im Endstadium bestimmt. Ebenso wie der 

Grad der Aktivität der hepatischen Progenitorzellen mit dem Grad der entzündlichen 

Aktivität zusammenhängt, konnten einigen Studien eine Assoziation mit steigender 

Aktivität der hepatischen Progenitorzellen mit dem steigenden Grad der Fibrose 

nachweisen. Delladetsima et al. konnten anhand immunhistochemischer 

Untersuchungen an 50 HCV-Leberbiopsien eine signifikante Assoziation zwischen 

steigender Anzahl der hepatischen Progenitorzellen und zunehmender Schwere der 

Fibrose bzw. Leberzirrhose nachweisen (19, 81). Da die in dieser Arbeit untersuchen 

Leberpräparate alle eine Leberzirrhose, also das Stadium 4 der Fibrose, zeigten, ist 

eine Beurteilung hierzu aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit nicht möglich 

gewesen. 

 

 

5.4. Zusammenhang mit dem Grad der entzündlichen Ak tivität 

Der Nachweis der Aktivierung von hepatischen Progenitorzellen im Rahmen von 

Lebererkrankungen führt zur der Frage, ob das Ausmaß der Aktivierung mit dem 

Grad der entzündlichen Aktivität zusammenhängt. Libbrecht et al. (52) untersuchten 

diese Fragestellung an 50 Leberbiopsien mit chronischer Hepatitis B und/oder C. Sie 
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konnten nachweisen, dass die Anzahl der hepatischen Progenitorzellen signifikant 

mit schwere der entzündlichen Aktivität ansteigt. Zudem fanden sich in dieser 

Untersuchung die hepatischen Progenitorzellen stets verstreut in den Läppchen 

(zentrolobular, mid-zonal, periportal), vor allem aber hauptsächlich in räumlicher 

Assoziation zum Entzündungsfokus. Dieses konnten ein Jahr zuvor Lowes et al. (55) 

ebenfalls nachweisen. Sie zeigten, dass die Anzahl der oval cells signifikant mit 

Progression der Schwere der Lebererkrankung sowohl bei Hepatitis C als auch bei 

äthyltoxischer Ursache ansteigt. Diese Arbeit konnte beweisen, dass der Nachweis 

einer Albuminexpression mittels in situ Hybridisierung in zirrhotischen 

Leberpräparaten bedingt durch Hepatitis B, Hepatitis C und äthyltoxischer Hepatitis 

verwendet werden kann. Die Korrelation einer Gallengangsproliferation und 

Albuminexpression mittels der in situ Hybridisierung mit dem Grad der entzündlichen 

Aktivität war nicht die zu Beginn der Arbeit eine der zu bearbeitenden 

Fragestellungen. Aufgrund vor allem der im Stadium 1 und 4 der entzündlichen 

Aktivität zu wenig vorliegenden Präparate konnte diese Annahme bei der 

Auswertung der Daten nicht verwendet werden. Allerdings stellt sich für weitere 

mögliche Untersuchungen aus dieser vorliegenden Arbeit die Frage, ob ebenfalls 

mittels der in situ Hybridisierung, wie die immunhistochemischen Untersuchungen 

(52, 55) zeigen, eine signifikant erhöhte Gallengangsproliferation und 

Albuminexpression mit steigender entzündlicher Aktivität bei leberzirrhotischen 

Präparaten unterschiedlicher Ätiologien besteht. 

 

 
5.5. Vermehrte Aktivierung der hepatischen Progenit orzellen 

abhängig vom Alter? 

In Tierversuchen wurden verschiedene Faktoren beschrieben, die Einfluss auf die 

Leberregeneration nehmen. Dabei scheint auch das Alter des Tieres eine Rolle zu 

spielen. Studien durchgeführt von Bucher et al (11, 12) zeigten, dass in jungen 

Ratten die DNA-Synthese keinen Anstieg aufweist, allerdings steigt bei 6-8 Wochen 

alten Ratten die DNA-Synthese linear zum Ausmaß der Leberresektion an. Bei alten 

Tieren zeigte sich der maximale DNA-Anstieg erst 7 Tage später. Die Albumin-

Synthese, ebenfalls in Tierversuchen an Ratten durchgeführt, steigt bei älteren 

Tieren nach Resektion später als bei den Jüngeren an (63).  



                                                                                                                    
Diskussion 

 

57 
 

Schmucker et al. konnte aufweisen, dass die Leberregeneration in alten Tieren und 

älteren Menschen beeinträchtigt ist. Grund hierfür ist vor allem eine Reduktion des 

Leberegenerationsgrades als die regenerative Kapazität (90). Im Gegensatz hierzu 

beschrieben Delladetsima et al., dass die Aktivierung der hepatischen 

Progenitorzellen in Leberbiopsien mit Nachweis einer chronischer Hepatitis C mit 

steigendem Alter der Patienten (>40 Jahre) assoziiert ist (19). 

Das in dieser Studie untersuchte Patientenkollektiv wurde in 2 Gruppen unterteilt. Die 

erste Gruppe beinhaltete Patienten, die jünger als 60 Jahre alt waren, die zweite 

Gruppe wurde von Patienten, die älter als 60 Jahre alt waren gebildet. Es zeigte sich 

hierbei kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Gallengangsproliferation oder 

der Albuminexpression. In dieser Arbeit war der jüngste Patient 40 Jahre alt und die 

Einteilung der Altersgruppen daher different zwischen dieser und der Arbeit von 

Delladetsima et al (19).  

 

 

5.6. Rolle der hepatischen Progenitorzellen im Rahm en der 

Hepatokarzinogenese 

Die Aktivierung hepatischer Progenitorzellen unter hepatokarzinogenen Bedingungen 

wie sie bei chronisch viralen Hepatitiden oder äthyltoxisch-bedingter 

Lebererkrankung vorliegen, konnte bereits veranschaulicht werden (52, 55, 81). 

Daher wird angenommen, dass die hepatischen Progenitorzellen eine Zielpopulation 

für Karzinogene (52, 75) darstellen. Allerdings stellt dies nur eine theoretische 

Hypothese dar, experimentelle Daten hierzu liegen noch nicht vor (52, 75). Bekräftigt 

wird diese Hypothese jedoch durch den Nachweis der Expression einiger 

hepatischer Progenitorzell-Marker wie CK7 oder CK19 in hepatozellulären 

Karzinomen (102). Ein weiterer Indikator für die Entwicklung eines hepatozellulären 

Karzinoms aus hepatischen Progenitorzellen ist die Beobachtung, die durch 

experimentelle Studien an Tiermodellen durchgeführt worden sind und zeigen 

konnten, dass hepatische Progenitorzellen an der Hepatokarzinogenese beteiligt 

sind (9, 22). Allerdings sollte diese Ableitung mit Vorsicht betrachtet werden. Dumble 

et al (22) isolierten aus Mäusen p53 Null transformierte oval cells und 

transplantierten diese in athymische Mäuse, die daraufhin ein hepatozellulären 
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Karzinom entwickelten. Wird dagegen bei Nagetieren wie im Rahmen einer 

experimentellen Studie mittels CDE diet die Aktivierung der hepatischen 

Progenitorzellen inhibiert, so ist dies mit einer Reduktion der Inzidenz kanzerogener 

Läsionen assoziiert (40).  

Im Rahmen der chronischen Entzündung der Leber bei Menschen mit 

Leberzellschädigung und folgender Regeneration, die sich in der Aktivierung der 

hepatischen Progenitorzellen äußert, entstehen erste Läsionen, die als Foci kleiner 

Zelldysplasien oder geringgradige dysplastische Knötchen beschrieben werden (51). 

Alison et al. (1) vermuten daher, dass weitere Mutationen und klonale Expansion 

letztendlich zum hepatozellulären Karzinom führen.  

Wenn vermutet wird, dass hepatische Progenitorzellen durch Mutationen 

Vorläuferzellen von kanzerogenen Läsionen beim Menschen darstellen, wie von 

einigen Autoren vermutet (1, 40), so wäre hypothetisch in Präparaten mit dem 

Nachweis eines hepatozellulären Karzinoms die Aktivierung von hepatischen 

Progenitorzellen vermutlich stärker als in Präparaten ohne den Nachweis eines 

hepatozellulären Karzinoms. Bei insgesamt 23 der untersuchten 50 Leberpräparate 

in dieser Arbeit war ein hepatozelluläres Karzinom diagnostiziert worden. Dabei 

zeigte sich hinsichtlich der Gallengangsproliferation kein signifikanter Unterschied 

zwischen dem Vorliegen oder der Absenz eines hepatozellulären Karzinoms. 

Allerdings konnte bei Präparaten mit Absenz eines hepatozellulären Karzinoms 

ebenfalls keine signifikant stärkere Albuminexpression nachgewiesen werden als bei 

Präparaten mit Nachweis eines hepatozellulären Karzinoms. Diese Ergebnisse 

schließen anders als vermutet auf keine erhöhte Aktivierung von hepatischen 

Progenitorzellen bei Vorliegen eines hepatozellulären Karzinoms. Eine andere 

mögliche Hypothese wäre, dass hepatische Progenitorzellen in Präparaten mit 

Nachweis eines hepatozellulärem Karzinoms wieder minder aktiviert sind, weil sich 

bereits aus ihnen ein hepatozelluläres Karzinom entwickelt hat. 

 

 

5.7. Abschließende Bewertung 

Die zu untersuchende Fragestellung dieser Arbeit galt dem Nachweis eines 

möglichen Unterschiedes zwischen zirrhotischen Lebererkrankungen, hervorgerufen 

durch Hepatitis B, Hepatitis C und durch äthyltoxische Schädigung hinsichtlich der 
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Albumin-mRNA-Expression in Gallengangsproliferaten, als Ausdruck hepatischer 

Differenzierung im Rahmen der Leberregeneration, und mit einem möglichen 

Zusammenhang mit der Entstehung eines HCCs. 

 

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass mittels der in situ Hybridisierung ein 

Nachweis der Gallengangsproliferation in leberzirrhotischen Präparaten 

unterschiedlicher Ätiologien möglich ist. Zudem kann diese Arbeit beweisen, dass die 

Gallengangsproliferate Albumin-mRNA exprimieren und dass dieser Nachweis der 

Albuminexpression ebenfalls mittels der in situ Hybridisierung möglich ist. 

Es konnte allerdings kein signifikanter Unterschied zwischen der Albumin-mRNA-

Expression in Gallengangsproliferaten in zirrhotischen Lebererkrankungen der 

unterschiedlichen Ätiologien nachgewiesen werden. Damit kann ein Zusammenhang 

zwischen einer unterschiedlichen Albumin-mRNA-Expression in 

Gallengangsproliferaten der unterschiedlichen zirrhotischen Lebererkrankungen und 

dem Risiko für die Entstehung eines HCC in dieser Arbeit abschießend nicht gezeigt 

werden.  

Es konnte ebenfalls kein signifikanter Unterschied zwischen den 2 Altersgruppen 

(Patienten <60 Jahre und Patienten ≥60 Jahre) und der Gallengangsproliferation 

sowie der Albuminexpression gezeigt werden. Delladetsima et al. zeigte im 

Gegensatz, dass die Aktivierung der hepatischen Progenitorzellen in Leberbiopsien 

mit Nachweis einer chronischer Hepatitis C mit steigendem Alter der Patienten 

assoziiert ist, allerding verglich dieser Patienten jünger 40 Jahre und Patienten älter 

als 40 Jahre. (19). In dieser Arbeit war der jüngste Patient 40 Jahre alt.  

Inwieweit ein Unterschied zwischen der Gallengangsproliferation und 

Albuminexpression in zirrhotischen Lebern zwischen Patienten jünger und älter als 

40 Jahre besteht, könnte in weiterführenden Studien untersucht werden. 
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6. Zusammenfassung 

 

Die Leber besitzt das Potential nach verursachter Zellschädigung durch chemische, 

toxische, traumatische oder virale Einwirkung (55, 73, 79, 95) sich selbst zu 

regenerieren. Dies geschieht entweder durch Hyperplasie der Hepatozyten, d.h. 

einer Volumenzunahme durch vermehrte Zellteilung und Erhöhung der Zellzahl (73, 

79). Bei massiver und chronischer Leberzellschädigung, wie z.B. alkohol-

verursachter Leberzirrhose oder durch chronisch virale Hepatitis (55, 74, 81) können 

die Hepatozyten den entstandenen Defekt nicht kompensieren und die oval cells, 

Bezeichnung im Rahmen der Nagetiermodelle, werden aktiviert (98, 105). Das 

humane Equivalent zu den oval cells bei Nagetieren stellen die hepatischen 

Progenitorzellen dar (79), diese sind in den Hering-Kanälchen lokalisiert (1, 42, 49). 

Aufgrund ihrer bipotenten Differenzierungsfähigkeit, können aus den hepatischen 

Progenitorzellen sowohl Hepatozyten als auch Cholangiozyten hervorgehen (18, 45).  

Für die Untersuchungen einer positiven Albumin-mRNA-Expression in 

Gallengangsproliferaten bei menschlichen zirrhotischen Leberpräparaten, die im 

Rahmen der Leberregeneration aus hepatischen Progenitorzellen entstehen, bietet 

sich das bereits etablierte Verfahren der Albumin mRNA in situ Hybridisierung an. 

Zur Durchführung der Methode wurde ein bereits etabliertes Protokoll zur in situ 

Hybridiserung von mRNAs peroxisomaler Proteine verwendet (86, 87). 

Das Patientenkollektiv bestand aus insgesamt 50 Patienten (9 weiblichen und 41 

männlichen), im Alter von 40 bis 69 Jahren (Median=53, 25 %-Perzentile=49, 75%-

Perzentile=60). Sieben Patienten zeigten eine Leberzirrhose auf dem Boden einer 

Hepatitis B, 24 Patienten eine Leberzirrhose auf dem Boden einer Hepatitis C und 19 

Patienten waren an einer äthyltoxisch-bedingten Leberzirrhose erkrankt. Zusätzlich 

wurde bei insgesamt 23 Patienten im Rahmen der histologischen Befundung ein 

Hepatozelluläres Karzinom (HCC) diagnostiziert.  

Mikroskopisch zeigte sich in 48 von 50 Präparaten eine Gallengangsproliferation 

innerhalb der bindegewebigen Septen. Bei Vorliegen einer Gallengangsproliferation 

wurde deren Ausprägung in 4 Grade (0=keine, 1=wenig, 2=mäßig und 3=stark) 

eingeteilt. Ein möglicher signifikanter Unterschied, ob der Grad einer 

Gallengangsproliferation auf eine bestimmte Ursache der Leberzirrhose zurück zu 
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führen ist, ließ sich mit einem p-Wert von 0,247 nicht eruieren. Ebenso wie die 

Gallengansproliferation wurde die Albuminexpression in Grade eingeteilt. Dabei 

wurde zwischen keiner (Grad 0), einer intermediären (Grad 1) und einer starken 

(Grad 2) Albuminexpression unterschieden. Hier waren mit einem p-Wert von 0,586 

keine Unterschiede zwischen der Gradeinteilung der Albuminexpression und den 3 

Gruppen zu erkennen. 

Zwischen den Präparaten mit einem HCC und ohne HCC ergaben sich hinsichtlich 

des Grades der Gallengangsproliferation mit einem p-Wert von 0,803 keine 

signifikanten Unterschiede. In Bezug auf die Gradeinteilung der Albuminexpression 

zeigte sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied mit einem p-Wert von 0,275 

zwischen Präparaten mit und ohne Nachweis eines HCCs. Ebenfalls zeigte sich kein 

signifikanter Unterschied zwischen der Gallengangsproliferation (p-Wert von 0,709) 

und Albuminexpression (p-Wert von 0,613) zwischen Patienten jünger und älter als 

60 Jahre. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass mittels der in situ Hybridisierung ein 

Nachweis der Gallengangsproliferation in leberzirrhotischen Präparaten 

unterschiedlicher Ätiologien gelingt. Zudem kann diese Arbeit beweisen, dass die 

Gallengangsproliferate Albumin exprimieren und dass der Nachweis dieser 

Albuminexpression mittels in situ Hybridisierung möglich ist. Allerdings zeigte sich 

kein signifikanter Unterschied der Albumin-mRNA-Expression in den 

Gallengangsproliferaten zwischen den unterschiedlichen Ätiologien der 

Leberzirrhose und ebenfalls nicht im Vergleich von Leberzirrhosen unterschiedlicher 

Genese mit und ohne gleichzeitigem Nachweis eines HCCs.  
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