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1 .  E i n l e i t u n g  

1 . 1  D a s  H e pa t oz e l l u l ä r e  K ar z i n om ( H C C)  

Das HCC ist ein Tumor mit rascher Progredienz und limitierten 

Therapiemöglichkeiten. Es stellt weltweit, neben dem Lungen- und dem 

Kolonkarzinom, eine der häufigsten tumorassoziierten Todesursachen 

dar[27][74][94][99].  

Während das HCC mit einer hohen Mortalitätsrate einhergeht, fehlen nach wie 

vor geeignete HCC-Tumormarker vor allem zur Erfassung der frühen Stadien. 

Die Prognose des HCC könnte entscheidend verbessert werden, wenn die 

Detektion in einem frühen Stadium gelingen würde. Da zurzeit geeignete 

Biomarker zur Früherkennung eines HCCs fehlen, ist dieses bei 

Diagnosestellung häufig weit fortgeschritten und somit in mehr als 40% der 

Fälle nicht mehr kurativ behandelbar. Die aktuell eingesetzten 

Screeningmethoden, d.h. die Kombination von Sonographie und Messung des 

AFP-Anstiegs im Serum, weisen nur eine Sensitivität von 65% auf, so dass ca. 

35% der HCCs nicht erfasst werden können[36][64].  

Daher beschäftigten sich in der Vergangenheit und gegenwärtig viele 

wissenschaftliche Arbeitsgruppen mit der Erforschung und Etablierung neuer 

Biomarker. Neuesten Ergebnissen zufolge konnten bis jetzt einige Tumor-, 

Früherkennungs- und Prognosemarker (s. Abschnitt 1.7) identifiziert werden. 

Jedoch erfüllt keiner dieser Marker die Eigenschaften eines “idealen Markers”, 

so dass weitere Forschung nach sensitiven und spezifischen Tumormarkern, 

die in den frühesten Stadien der HCC-Pathogenese entstehen, notwendig ist.  

1 . 2  E p i d em i o l o g i e  

Das HCC ist weltweit eine der häufigsten Malignome und steht bezüglich der 

Inzidenz an fünfter Stelle der malignen Tumorerkrankungen. Die HCC-
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assoziierten Todesursachen rangieren weltweit sogar an dritter Stelle[32][122]. 

Obwohl in den letzten Jahren viele neue therapeutische Ansätze entwickelt 

wurden, stieg die Fünf-Jahres Überlebensrate nur um ca. 5%[91].  

Epidemiologischen Studien zufolge wurde in den letzten 25 Jahren in 

verschiedenen westlichen Ländern (Nordamerika, Europa) eine Zunahme der 

HCC-Inzidenz und Mortalität beobachtet. Nach Angaben der 

Weltgesundheitsorganisation (WHO) werden die HCC-Neuerkrankungen pro 

Jahr auf 500.000-1.000.000 geschätzt. Es wird prognostiziert, dass sich in den 

nächsten 10 - 20 Jahren sowohl die Inzidenz als auch die Mortalität verdoppeln 

wird[9][27][73][90]. 

Das HCC weist hinsichtlich der Inzidenz, Prävalenz und der Ätiologie sowie der 

Geschlechts- und Altersverteilung deutliche geographische Unterschiede auf. 

Während global gesehen jährlich über 1 Million Neuerkrankungen auftreten, 

beträgt die Inzidenz in Europa und Nordamerika zwischen 5,8 und 9,8 pro 100 

000 Einwohner. Die Prävalenz ist bei Männern bis zu zehnmal höher als bei 

Frauen. Das HCC zählt weltweit bei Männern zu den fünf häufigsten 

Karzinomen (6,2% aller Malignome), bei Frauen zu den acht häufigsten 

bösartigen Tumoren (2,6% aller Malignome). 

Ätiologisch ist der Alkoholabusus in den westlichen industrialisierten Ländern 

Hauptrisikofaktor für die Entwicklung eines HCC. Hierbei stellt die auf dem 

Boden einer durch Alkoholmissbrauch toxisch geschädigten Leber entstehende 

Zirrhose den häufigsten Grund für die Entstehung des HCC dar. Nur 15-20% 

aller HCCs entstehen ohne vorherige Zirrhose[19].  

In den so genannten Hochrisikogebieten (Südostasien, Südafrika) erkennt man 

ein noch höheres Auftreten (bis zu 150/100 000 Einwohner). Im Gegensatz zu 

den westlichen industrialisierten Ländern steht aber in diesen endemischen 

Gebieten (Südostasien, Subsahara) hauptsächlich die virale Genese 

(chronische Hepatitiden B, C und D) im Vordergrund[26][27][32][122]. Dabei betrifft 

die Hepatitis B-Infektion zwar alle Teile der Welt, die Prävalenz in Asien und 

Afrika ist jedoch besonders hoch. Nach Angaben der WHO haben ca. 2 

Milliarden Menschen eine Hepatitis B Infektion durchgemacht. Dies entspricht 

5-7% der gesamten Weltbevölkerung. Während Patienten in Europa mit einer 

HBV-assoziierten Leberzirrhose ein jährliches Risiko von bis zu 2,2% haben 

tragen, ein HCC zu entwickeln, beträgt die HBV-assoziierte HCC-Entstehung in 
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den Entwicklungsländern über 40%[32][64]. Neben der Hepatitis B-Infektion spielt 

auch die Infektion mit Hepatitis C eine entscheidene Rolle als Ursache für eine 

Zirrhose. Nach epidemiologischen Angaben des RKI weisen 120 bis 170 Millio-

nen Menschen (ca. 2-3% der Weltbevölkerung) eine HCV-Infektion auf. Den 

neuesten Daten zufolge wird angenommen, dass ein Anstieg des HCC auch in 

den westlichen Ländern im Zusammenhang mit der Zunahme der chronischen 

HCV-Infektionen steht. Im Hinblick auf mögliche Folgeerkrankungen der 

chronischen Hepatitis C wird angenommen, dass weltweit 27% aller Fälle eine 

Leberzirrhose entwickeln. 25 % aller HCC-Fälle sind auf HCV-Infektion 

zurückzuführen[1][9][40][109][122]. Weitere Risikofaktoren für die Entwicklung einer 

Leberzirrhose bzw. eines Leberkarzinoms sind die hereditäre 

Hämochromatose, der insulinresistente Diabetes mellitus, Autoimmun-, 

Fettleberhepatitis (NASH), sowie andere Stoffwechselerkrankungen (z.B. 

Morbus Wilson, α1-Antitrypsinmangel). Darüber hinaus haben statistische 

Untersuchungen in den USA ergeben, dass bei ¼ der HCC-Patienten keine 

dieser prädisponierenden Faktoren nachzuweisen sind[42].  

Im Bezug auf das Erkrankungsalter sind ebenfalls regionale Unterschiede zu 

verzeichnen. Der Altersgipfel der HCC-Patienten in den tropischen Regionen 

liegt zwischen der dritten und vierten, in den Industrieländern durchschnittlich 

innerhalb der fünften bis siebten Lebensdekade[26][71][99]. 

 

1 . 3  R i s i k o fa k t or en  fü r  da s  H C C  

Risikofaktoren für die Entwicklung eines hepatozellulären Karzinoms können 

zusammenfassend nach beeinflussbaren (Infektionen, Alkohol, Toxine) und 

nicht beeinflussbaren (z.B. Geschlecht, Alter, Genetik) Faktoren unterschieden 

werden. 

1.3 .1  Unbeein f lussbare  Ris ikofaktoren für  e in  HCC  

Zu den prädisponierenden unbeeinflussbaren Risikofaktoren für die Entstehung 

eines HCC werden das Geschlecht und das Alter gezählt. Das HCC zeigt in fast 

allen Populationen eine deutliche geschlechtsabhängige Verteilung. So erkran-
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ken Männer in Europa und Nordamerika drei- bis viermal häufiger als Frauen. 

Neben dem männlichen Geschlecht ist das auch das Alter ein wichtiger Risiko-

faktor. Während in Europa meist ältere Menschen unter HCC leiden, sind in 

Regionen mit hoher Prävalenz (Asien, Afrika) auch schon jüngere Erwachsene 

betroffen. Es wird daher angenommen, dass ein höheres Lebensalter (Europa, 

USA) möglicherweise nur Ausdruck einer länger andauernden chronischen Le-

bererkrankung ist[9][27][28][92][91]. 

1.3 .2  R is ikofak tor  Leberz i r rhose  

Die Leberzirrhose ist, unabhängig von der Ätiologie, grundsätzlich der bedeu-

tendste Risikofaktor bei der Entwicklung eines HCC. Ursachen der Leberzirrho-

se können chronisch virale Infektionen, chronisch einwirkende toxische Noxen, 

bestimmte metabolische oder autoimmunbedingte Lebererkrankungen sein. 

Das HCC entwickelt sich bei 60-90% aller Patienten auf dem Boden einer Le-

berzirrhose[32][40]. Die Zirrhose ist das Resultat ätiologisch verschiedener chroni-

scher Lebererkrankungen, die zur histologischen Zerstörung der Leberarchitek-

tur führen. Diese zeigt sich durch entzündliche Fibrose und Ausbildung 

bindegewebiger Septen in den periportalen Zonen der Leberläppchen. Bei fort-

laufender Progression kommt es zur Ausbildung von Regeneratknoten und 

zirrhotischem Umbau der Leber.  

1.3.2.1 Ätiologien der Leberzirrhose 

Hepatitis-B-Virus (HBV) 

Der Verlauf einer HBV-Infektion kann zwischen inapparent, chronisch, akut oder 

fulminant variiert. Im Falle eines chronischen Verlaufes kann bei etwa 15% der 

Patienten eine HBV-assoziierte Leberzirrhose entstehen[28]. Dadurch steigt 

auch das Risiko, eine HCC zu entwickeln. HBV ist ein doppelsträngiges DNA-

Virus, das zur Familie der Hepadnaviren gehört. Zudem ist das HB-Virus in der 

Lage, sich in die DNA des Wirtes zu integrieren. Als Pathomechanismus der 

HBV-assoziierten Zirrhose wird eine immunreaktive Schädigung angenommen, 

die durch eine gegen Virusbestandteile gerichtete T-Zell-assoziierte Immunre-

aktion entsteht[32]. Folgen sind genetische Veränderungen (Insertionsmutatio-

nen, Translokationen), die zu chromosomaler Instabilität und Dysfunktion wie 
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Blockade von Tumor-Suppressor-Genen führen[25]. In einigen Arbeiten wurde 

die entscheidende Rolle des HBV-Protein X bei der HCC-Entwicklung beschrie-

ben[5][25]. Das Protein X besitzt eine Regulationsfunktion bei der Transkription 

und hat Einfluss auf die Signaltransduktion (IGF2, IGFR1) der Wirt-Gene. Das 

HBX-Protein bindet an den p53-Tumorsupressor und hemmt seine Transaktivie-

rung und somit seine Funktion. Dadurch wird die Expression von Genen, die bei 

DNA-Reparaturmechanismen, Apoptose oder der Zellzykluskontrolle beteiligt 

sind, verhindert. Zudem konnte gezeigt werden, dass eine Koexpression von 

Protein X mit Fas und Fas-Liganden besteht. Durch die Veränderung der Ober-

flächen-Antigene der Leberzellen kann der Mechanismus der Apoptose umgan-

gen werden. Das heißt, es kann zu einer ungehinderten Proliferation der Zellen 

kommen, was wiederum die Entstehung eines HCCs auslösen kann[5][25][32][120]. 

 

Hepatitis-D-Virus (HDV) 

Hepatitis D besitzt den gleichen Infektionsweg wie das Hepatitis B Virus. HDV 

ist ein defektes Virus mit einem viroidähnlichen einsträngigen, zirkulären RNA 

Genom, an welches das Hepatitis-Delta-Antigen gebunden ist. Das HDV-

Genom kann zwar unahbhängig von HBV replizieren, aber für seine Infektiösität 

benötigt es die Hüllproteine des Hepatitis-B-Virus. Die HDV-Infektion tritt somit 

nur zusammen mit einer HBV-Infektion als Simultan (HDV/HBV)- oder Superin-

fektion auf. Das klinische Krankheitsbild und der Krankheitsverlauf sind abhän-

gig von der Art der Infektion. Im Falle einer Superinfektion verläuft diese häufig 

fulminanter und führt schneller zur Leberzirrhose und/ oder HCC[27][28][85][92]. 

 

Hepatitis-C-Virus (HCV) 

Eine akute HCV-Infektion ist durch eine sehr hohe Rate der Chronifizierung 

ausgezeichnet. Liegt eine chronische Hepatitis C vor, entwickelt sich bei ca. 

einem Drittel der Patienten nach 20–25 Jahren eine Leberzirrhose. Die Leber-

zirrhose ist ein Risikofaktor für die Entwicklung eines HCC. Bei 2–5% der Pati-

enten mit einer HCV-assoziierten Leberzirrhose ist jährlich mit der Entwicklung 

eines HCC zu rechnen. Der Mechanismus der HCV-induzierten 

Leberzellkarzinogenese ist nicht vollständig bekannt. Jedoch ist ein beschleu-

nigter Verlauf  dieser Erkrankung unter bestimmten Bedingungen zu finden. 

Neben der HCV-Viruslast werden eine Infektion nach dem 40. Lebensjahr und 
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das männliche Geschlecht genannt[99]. Zudem spielen andere Faktoren, wie 

z.B. Alkoholabusus, Übergewicht, Vorliegen einer Steatosis hepatis, Diabetes 

mellitus, Koinfektionen mit HBV und HIV eine wichtige Rolle. Untersuchungen 

zufolge wird angenommen, dass das HCV bestimmte Onkogene aktiviert bzw. 

Tumorsupressorgene inaktivieren kann. Bei HCV handelt es sich um ein RNA-

Virus, welches im Gegensatz zum HBV nicht in der Lage ist, sich in das huma-

ne Wirtsgenom zu integrieren. Es konnte in einigen neueren Studien bewiesen 

werden, dass das HC-Virus die Expression apoptoseassoziierter Proteine wie 

z.B. den Fas/Fas-Ligand, CD95 und auch TNF heraufreguliert und dadurch die 

Hepatozyten-Apoptose induziert wird. Zusätzlich wird die Apoptose der T-Zellen 

vermittelt, was die Immunabwehr des Organismus schwächt und zur Persistenz 

der HCV-Infektion führt[7][36][37][85]. 

 

Alkohol 

Neben der Hepatitis-B- und -C-Infektion ist die äthyltoxische Leberzirrhose der 

wichtigste Risikofaktor für die Entwicklung eines HCC. In Deutschland werden 

über 60% aller chronischen Lebererkrankungen durch Alkohol verursacht 

und/oder durch Alkohol bedeutend verstärkt[125]. Zu den alkoholinduzierten Le-

berkrankheiten werden die alkoholische Fettleber (ASH), Alkoholhepatitis und 

die Leberzirrhose gezählt. Vor der Entstehung einer Leberzirrhose entwickelt 

sich häufig eine ASH, die bei strikter Alkoholabstinenz regressiv ist. Die alko-

holbedingte Leberzirrhose korreliert positiv mit der Entwicklung eines HCC. Die 

Entstehung des HCC durch Alkohol läuft in mehreren Stadien ab. Studien zu-

folge scheint pathophysiologisch das Azetaldehyd, der erste Metabolit von 

Ethanol, eine entscheidende Rolle zu spielen. Azetaldehyd führt zur Aktivierung 

von Lebermakrophagen (Kupfer-Sternzellen). Dadurch kommt es zur Sekretion 

von bestimmten Proteinen, die in der Lage sind, andere Zellen (z. B. die 

Itozellen) so zu verändern, dass diese verstärkt Kollagene bilden. Dies führt zu 

einer sukzessiven Leberschädigung und zur Entstehung einer Leberzirrhose, 

die als eine Vorstufe des HCCs gilt. Schreitet diese weiter fort, kann es zu ei-

nem Untergang von Lebergewebe mit Entstehung einer Leberzirrhose kom-

men[68]. Die Verträglichkeit und die Folgeschäden von Alkohol sind individuell 

unterschiedlich und hängen u.a. von möglichen Vorerkrankungen, genetischen 

Variationen und vom Geschlecht ab. Die Kombination mehrerer Risikofaktoren 
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führt zu einer Potenzierung des HCC-Risikos[68]. Einige Studien belegen, dass 

bei Patienten mit einer vorbestehenden HCV-Infektion der zusätzliche Alkohol-

konsum das, durch die Infektion bereits bestehende, Risiko für die Entwicklung 

eines HCC verdoppelt. Ein solcher synergetischer Effekt wurde ebenfalls bei 

gleichzeitiger HBV-Infektion, Stoffwechselkrankheiten sowie Übergewicht ge-

zeigt[37][42][71][91]. 

 

NASH (Nicht-alkoholische Steatohepatitis) 

Auch eine Nicht-alkoholische Steatohepatitis (NASH) kann zu einer Zirrhose 

führen, welche, wie bereits erwähnt, einen wichtigen Risikofaktor bei der Ent-

wicklung eines HCC darstellt. Der genaue Entstehungsmechanismus der NASH 

ist weiterhin ungeklärt. Nach dem derzeitigen Forschungsstand ist die NASH 

eine chronische, auf immunologischen Faktoren und Stoffwechselstörungen 

basierende Leberentzündung, die durch eine vermehrte Fetteinlagerung in die 

Hepatozyten gekennzeichnet ist. Hierbei kann es zu Zellballonierung mit Zellun-

tergang kommen, was wiederum langsam progredient zu einer Leberfibrose 

und schließlich zu einer Leberzirrhose führt. Studien aus den USA, Japan und 

Europa zufolge wird die NASH-Inzidenz auf 10%-25% geschätzt und gehört 

somit zu den häufigsten Leberpathologien. Es wird erwartet, dass zukünftig das 

HCC vermehrt auf diese Ursache zurückgeführt werden wird. Zudem muss er-

wartet werden, dass die gegenwärtige Epidemie der Adipositas in USA und Eu-

ropa zu einer weiteren Zunahme der Prävalenz der NASH führen wird[13].  

Als prädisponierende Ursachen bei der Entwicklung einer NASH werden, neben 

der bereits erwähnten Adipositas, beispielsweise auch Diabetes mellitus und 

Hyperlipoproteinämie gezählt. Zusätzlich können in seltenen Fällen Nebenwir-

kungen einiger Medikamente eine ursächliche Rolle spielen. In einem Teil der 

Fälle geht man davon aus, dass bei genetischer Prädisposition die 

mitochondriale DNA (mtDNA) vorgeschädigt ist, wodurch die Atmungskette be-

einträchtigt wird und infolge dessen reaktive Sauerstoffspezies (ROS) gebildet 

werden. ROS können zu einer veränderten zellulären Membranfluidität führen 

und dadurch die Funktion membranständiger Enzyme z. B. in der Atmungskette 

stören. Somit führt die Atmungskette zu einer vermehrten ROS-Bildung, wo-

durch die mtDNA geschädigt wird und Funktionen wie die ß-Oxidation der Fett-

säuren und die Zellatmung gehemmt werden. Durch die gehemmte Zellatmung 
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kommt es zum vermehrten Zelluntergang mit der Folge der Leberfibrose bzw. -

zirrhose[38][40][51]. 

 

Hämochromatose 

Hämochromatose ist eine Stoffwechselkrankheit, bei der die physiologische 

Eisenregulation gestört ist. Es kommt zu einer starken, nicht dem Bedarf ange-

passten Erhöhung der interstinalen Eisenresorption. Die Hämochromatose  

zählt zu den häufigsten genetischen Stoffwechselkrankheiten und wird nach 

derzeitigem Wissensstand in vier Typen unterschieden. In Deutschland ist je-

doch fast nur der Typ 1, welcher dem autosomal-rezessiven Erbgang folgt, von 

Bedeutung, da die übrigen Typen hinsichtlich der Häufigkeit eine untergeordne-

te Rolle einnehmen. Die Prävalenz der Erkrankung ist in Nordeuropa häufiger 

als in Südeuropa. Es wird angenommen, dass ca. 0,5 % der nordeuropäischen 

Bevölkerung von dieser Erkrankung betroffen sind. Männer erkranken hierbei 

etwa 10-mal häufiger als Frauen. Als Ursache für die Entstehung dieser Stoff-

wechselkrankheit sind einige Genmutationen bekannt, wobei die Mutations-

Varianten C282Y und H63D des HFE-Gens (Chromosom 6) am häufigsten vor-

kommen (vor allem bei der nordeuropäischen Bevölkerung). Über 80% der aller 

Patienten weisen eine C282Y-Mutation des Hämochromatose-Gens auf. Unbe-

handelt kann die Hämochromatose zur erheblich vermehrten Kumulation von 

Eisen in den Parenchymzellen der Leber führen mit daraus resultierenden toxi-

schen Schädigungen und Funktionsstörungen der Hepatozyten (Pankreas, 

Herz, Gonaden u.a.). Mit Fortschreiten der Erkrankung kann dies über die Sta-

dien Siderose, Fibrose und Zirrhose zu einem HCC führen. Dies ist bei ca. 30% 

der Patienten der Fall.  Insgesamt haben Hämochromatose-Patienten gegen-

über der Allgemeinbevölkerung ein um mehr als das Hundertfach erhöhte Risi-

ko für die HCC-Entwicklung[29][113][117][124]. 

 

Morbus Wilson 

Bei M. Wilson handelt sich um eine autosomal-rezessiv vererbte Speicher-

krankheit, die zu einer progredienten Kupferakkumulation und somit zur toxi-

schen Schädigung insbesondere der Leber und des ZNS führt. Die Prävalenz 

beträgt 3/100.000. Das Wilson-Gen (ATP7B) liegt auf Chromosom 13. Patien-

ten mit M. Wilson weisen eine Mutation in diesem Gen auf (das häufigste defek-
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te Gen ist H1069Q). Dieses kodiert ein ATP-abhängiges Kupfertransportprotein 

im Trans-Golgi-System. Durch diesen Defekt ist das Kupfer-Transportprotein im 

Golgiapparat von Hepatozyten gestört. Kupfer kann somit nicht mehr aus dem 

Zytosol in das trans-Golgi-Kompartment, das für die Kopplung an Apo-

Coeruloplasmin zuständig ist, gelangen. Infolge dessen tritt eine verminderte 

Sekretion von Coeruloplasmin und ein gestörter intrazellulärer Transport von 

Kupfer zur Galle auf. Diese verminderte hepatobiliäre Ausscheidung von Kupfer 

führt zu einer Kupferakkumulation in den Hepatozyten und somit zur Zellschä-

digung[34][40]. 

 

Autoimmune Lebererkrankungen 

Unter dem Begriff “autoimmune Lebererkrankungen” wird eine Gruppe von 

chronischen Hepatopathien zusammengefasst, die durch Autoimmunität ent-

stehen. Hierzu gehören die autoimmune Hepatitis (AIH), die primär 

sklerosierende Cholangitis (PSC), die primär biliäre Zirrhose (PBC) sowie das 

sogenannte Überlappungssyndrom. Die Ursachen und genauen Mechanismen 

dieser Gruppen sind bisher nicht eindeutig geklärt. Allen gemeinsam ist, dass 

diese nach Jahren zur Entwicklung einer Leberzirrhose und folglich zum HCC 

führen können. 

 

Autoimmunhepatitis (AIH) 

Eine frühzeitige Diagnosestellung der AIH ist essentiell, da die unbehandelte 

AIH zu einer Leberzirrhose und zu einem HCC führen kann. AIH ist eine akute 

oder chronisch-entzündliche Autoimmunerkrankung, von der Frauen wesentlich 

häufiger (3-4-mal) betroffen sind als Männer[23]. Die AIH werden je nach Kons-

tellation der Autoantikörper in eine AIH Typ 1, 2 oder 3 klassifiziert, wobei Typ 1 

am häufigsten vertreten ist. Die Erkrankung tritt mit zwei Altersgipfeln auf, wel-

che zwischen dem 20 und 30. sowie dem 50. und 70. Lebensjahr liegen. Die 

Pathogenese der Erkrankung ist bislang noch weitgehend ungeklärt. Jedoch 

konnten Studien zeigen, dass bei den meisten Erkrankten bestimmte Oberflä-

chen-Antigene, wie z.B. HLA-DR-3, DR-4 und HLA-B8, auf den Leukozyten 

exprimiert werden, welche bei der Pathogenese vermutlich eine Rolle spielen. 

Zudem wird diskutiert, ob bestimmte bakterielle und virale Antigene, wie z.B. 

Salmonellen, Hepatitis A, B, C und D oder auch Masern- und Herpesviren als 
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Induktoren der AIH in Frage kommen. Außerdem wird angenommen, dass Um-

welttoxine eine wichtige Rolle spielen[2][23][116]. 

 

Primär Biliäre Zirrhose (PBC) 

Ätiologisch weiterhin bedeutsam ist die primär biliäre Zirrhose (PBC). Sie betrifft 

in 90% der Fälle Frauen. Die Prävalenz beträgt 25-42 /100.000 Einwohner. Die 

PBC ist eine autoimmune Lebererkrankung, die durch eine Entzündung der 

kleinen und mittelgroßen Gallengänge in der Leber gekennzeichnet ist. Beim 

Fortschreiten der Erkrankung können die Gallengänge destruktiv verändert 

werden, so dass daraus schließlich eine Leberzirrhose entsteht. Histologisch 

zeigt sich eine Gallengangsdestruktion und -fibrose. Unbehandelt geht die PBC 

innerhalb von ca. 10 Jahren in eine komplette Leberzirrhose über. Bei fortge-

schrittener Erkrankung wird eine Lebertransplantation als letzte Therapiemög-

lichkeit gesehen[23][96][116]. 

 

Primär Sklerosierende Cholangitis (PSC) 

Die PSC ist eine chronisch-cholestatische Lebererkrankung unbekannter 

Ätiologie, die im Gegensatz zur PBC in über 70% der Fälle Männer zwischen 

dem 25. bis 40. Lebensjahr betrifft. Die Prävalenz beträgt ca. 9-13/100.000 

Einwohner[23]. Hierbei kommt es zu einer bindegewebigen Ummauerung der 

extra- und intrahepatischen Gallenwege, wodurch diese obliterieren und 

zugrunde gehen können. Dabei kann die PSC schubförmig verlaufen und 

allmählich über eine Fibrose in eine Leberzirrhose übergehen. Das mediane 

Überleben ab der Diagnosestellung von bereits symptomatischen Patienten 

beträgt ca. 12 Jahre[123]. Obwohl die Ätiologie weiterhin unklar ist, konnte in 

einigen Forschungsergebnissen gezeigt werden, dass verschiedene 

Konstellationen als auslösende Faktoren eine Rolle spielen können. Demnach 

wird angenommen, dass neben der genetischen Prädisposition und exogenen 

Toxinen auch bestimmte Endotoxine von Darmbakterien beteiligt sind. Dadurch 

wird die Produktion von TNF-alpha gesteigert, was wiederrum zur 

Leberschädigung führt. Zusätzlich wird eine Assoziation mit dem 

Vorhandensein bestimmter Histokompatibilitätsantigene (HLA-B8, HLA-DR3, 

HLA-DR52a) diskutiert. Die PSC ist bei über 80% der betroffenen Patienten mit 

einer chronisch entzündlichen Darmkrankheit assoziiert. Bei Patienten im 
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Endstadium ist die Lebertransplatation die einzige effektive therapeutische 

Option[23][96][116][123]. 

1.3 .3  R is ikofak toren für  e in  HCC in  e iner  n icht -

z i r rhot ischen Leber  

HBV 

Die chronische HBV-Infektion kann in bis zu 20% der Fälle ohne Zirrhose zum 

HCC führen. Studien zeigen, dass abhängig von Populationsgruppen, Expositi-

onsalter und Geschlecht die HCC-Entstehung ohne das Vorhandensein einer 

vorherigen Zirrhose häufiger variiert[87]. Untersuchungen belegen, dass die jähr-

liche Inzidenz von HCC ohne Anwesenheit einer Leberzirrhose, unabhängig 

von der jeweiligen Aktivität der Erkrankung, in Südostasien häufiger bei jünge-

ren Patienten (im Alter etwa von 40 Jahre) beobachtet wird. Insbesondere sind 

hierbei die männlichen Hepatitis-B-Träger gefährdet. Zudem spielen andere 

Kofaktoren, wie z. B. eine bestehende Aflatoxin-Exposition eine Rolle. Solche 

Kofaktoren potenzieren die Möglichkeit der Entstehung von HCC[77][80]. Wäh-

rend hepatozelluläre Karzinome in Leberzirrhosen im Rahmen von Screenings 

häufig früh diagnostiziert werden, bleiben HCC in nichtzirrhotischer Leber lange 

asymptomatisch und weisen zum Zeitpunkt der Diagnose bereits eine erhebli-

che Größe auf. Deshalb sollten Männer, vor allem aus den Hochrisikogebieten 

in ein Kontrollprogramm eingeschlossen werden[12][19]. 

 

Aflatoxin 

Die Vergiftung durch von Aspergillus Pilzen produziertem Aflatoxin (Mykotoxin 

AFB1) ist besonders in Entwicklungsländern (Zentral- und Südafrika, Südost-

asien) ein Risikofaktor. Hinsichtlich der geographischen Verteilung besteht in 

den oben genannten Regionen ein kausaler Zusammenhang zwischen der Auf-

nahme von Aflatoxinen über kontaminierte Lebensmittel und dem Auftreten vom 

primären Leberkarzinom. Die Ursache liegt oft in der Kontamination von Kör-

nern, Erdnüssen, Baumwollbäumen sowie Sonnenblumensamen. Einige Studi-

en an Tiermodellen haben gezeigt, dass Aflatoxin einen stark kanzerogenen 

Effekt für die Entstehung eines Leberkarzinoms aufweist. AFB1 ruft Verände-

rungen im Erbgut und Mutationen im p53-Tumorsupressorgen hervor[42][89]. In 
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Regionen mit hoher Prävalenz von viralen Hepatitiden (vor allem durch HBV-

Infektion) ist das Vorkommen von HCC durch AFB1 stark erhöht. Studien zei-

gen, dass die Aflatoxin-Exposition, verbunden mit einer HBV-Infektion, die Ent-

stehung eines HCC stark beschleunigt[11][33][45]. 

1 . 4  S cr ee n i n g  d es  H C C  

Das Hauptziel des Screenings ist, ein sich eventuell entwickelndes HCC in ei-

nem frühen Stadium zu diagnostizieren, in dem der Tumor noch kurativ behan-

delt werden kann. Der Unterschied zwischen Screening und Früherkennung 

liegt darin, dass beim Screening eine große Population asymptomatische Men-

schen untersucht werden, während sich die Früherkennung ausschließlich auf 

bestimmte Risikogruppen bezieht. Daher sollte das HCC-Screening sinnvoller-

weise bei Patienten veranlasst werden, die ein erhöhtes HCC-Risiko haben und 

sich für eine potentiell kurative Therapie (Resektion, Transplantation) eig-

nen[12][77][101][118]. Entsprechend den Empfehlungen sollen u.a. alle infolge chro-

nischer HBV/HCV-Infektion oder Alkoholabusus zirrhotischen Patienten in eng-

maschige Screenings eingeschlossen werden[12]. Ein ebenfalls deutlich erhöh-

tes HCC-Risiko haben Patienten mit chronischer Hepatitis B ohne Leberzirrho-

se und einer hohen Viruslast. Als Screeningverfahren eignet sich die Leberso-

nographie. Der Ultraschall hat dabei eine Sensitivität von 50-85 % und ermög-

licht eine schnelle und nicht invasive Darstellung des Leberparenchyms, wobei 

das Ergebnis stark von den Erfahrungen des Untersuchers und der Qualität der 

zur Verfügung stehenden Geräte abhängt[48]. Mit Hilfe einer randomisierten 

Studie konnte ein besseres Überleben der Patienten durch 6 vs. 12-monatliche 

Screeningintervalle gezeigt werden. Daher empfiehlt es sich, bei den oben ge-

nannten Risikogruppen alle sechs Monate eine Lebersonographie durchzufüh-

ren[48]. Alpha-Fetoprotein (AFP) wird als alleiniger Screeningmarker nicht mehr 

verwendet[12]. Die Kombination beider Screening-Methoden (Sonographie und 

AFP) kann die Sensitivität allerdings erhöhen[11][16][57][72]. 
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1 . 5   D i a g no s t i k   

Das HCC ist ein Primärtumor der Leber. Im Anfangsstadium finden sich kli-

nisch meist keine spezifischen Symptome, sondern lediglich die Symptome 

der meist zugrunde liegenden chronischen Lebererkrankung. In dieser Pha-

se ist mit bildgebenden Methoden (Ultraschall, CT) ein Nachweis kaum 

möglich. Als Zeichen der Dekompensation können Aszites, Ikterus, Enze-

phalitis sowie Ösophagus-Varizenblutung auftreten. 40% der Patienten mit 

HCC zeigen jedoch keine klinischen Auffälligkeiten im Frühstadium, was ei-

ne rechtzeitige Diagnose erschwert[11]. Das HCC hat also, wie fast alle ma-

lignen Prozesse, ein langes “undetektierbares” Vorstadium. Besteht aber ein 

begründeter Verdacht auf ein HCC (Raumforderung und/oder AFP-

Erhöhung), muss dieser weiter abgeklärt werden. Die primäre HCC-

Diagnostik umfasst neben der Anamnese und körperlichen Untersuchung 

den Child-Pugh-Status, die AFP-Bestimmung und die Sonografie. An den 

vorgesehenen Therapieoptionen orientierend wird die endgültige Diagnose 

mit diversen bildgebenden Verfahren ergänzt. Neben der KM-Sonographie, 

werden kontrastverstärkte Schnittbildverfahren wie CT, 3-Phasen-Spiral-CT 

und/ oder MRT verwendet. Alle Verfahren können dabei mit leicht unter-

schiedlicher Sensitivität und Spezifität fokale Läsionen in der Leber nach-

weisen. Zudem wird in der Regel eine histologische Sicherung angeschlos-

sen[56]. Auf diese kann allerdings verzichtet werden, wenn z. B. die Befunde 

der bildgebenden Verfahren eindeutig sind, oder vor geplanter Operation 

(Resektion, Lebertransplantation) oder bei aussichtsloser Therapieoption[56]. 

Zur Stadieneinteilung und individuellen Therapieentscheidung werden zu-

dem Röntgenthoraxaufnahme in zwei Ebenen sowie gegebenenfalls ein CT-

Thorax und eine Hepatitisserologie durchgeführt. Ist die Diagnose HCC ge-

stellt, erfolgt eine Einstufung und Prognoseevaluation. 

1.5 .1  S tadienein te i lung des HCC  

Die Stadieneinteilung des HCCs erfolgt anhand verschiedener Klassifikationen 

und dient dazu, eine stadiengerechte Therapie einzuleiten. Hierfür existieren 

verschiedene Staging-Systeme (TNM-Klassifikation, Child-Pugh-Klassifikation, 
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OKUDA, CLIP-Score und BCLC-Score)[12][62]. Neben der Größe des Primärtu-

mors und der Histologie werden, eventuell vorhandene Gefäßinvasionen, das 

Stadium der Leberzirrhose und der damit verbundene Schweregrad der Leber-

funktionsstörung berücksichtigt. Zudem werden die Anzahl der Tumorherde als 

prozentualer Anteil des Leberbefalls beachtet und das Staging und Grading 

durchgeführt. Auf der Grundlage des UICC-TNM-Systems kann das HCC in 

Tumorstadien I, II, IIIA, IIIB, IIIC, IVA, IVB eingeteilt werden. Dabei wird das T-

Stadium in der aktualisierten Auflage durch das Fehlen oder Vorliegen einer 

Gefäßinvasion differenziert[115]. Zudem wird die Multizentrizität des Tumors er-

gänzt. Beide Faktoren (Gefäßinvasion, Multizentrizität), werden als wesentliche 

prognostische Parameter angesehen. Demnach weisen T1-Tumore keine Ge-

fäßinvasion auf. Bei T2-Tumoren ist diese (oft nur mikroskopisch) bereits nach-

weisbar. T3-Tumoren zeigen einen Befall größerer Blutgefäße. Tumore mit Per-

foration des viszeralen Peritoneums oder direktem Befall von Nachbarorganen 

werden als T4-Tumoren klassifiziert. Bedingt durch die bestehenden Sreening-

Programme und die besseren gegenwärtigen diagnostischen Methoden kann 

das HCC, heute, in einem frühren Stadium erkannt werden als es in der Ver-

gangenheit möglich war. Aus diesem Grund wurden die Einteilungen optimiert 

und aktualisiert[98]. Die BCLC-Stadieneinteilung ist das derzeit in den meisten 

Zentren verwendete Staging-System (durch AASLD und EASL empfohlen). 

Weitere existierende Scores komplettieren zum Teil die BCLC-Einteilung, wäh-

rend andere Einteilungen wieder verlassen wurden. Diejenigen Scores, welche 

Ergänzungen zur BCLC-Einteilung bieten, beinhalten neben der genauen Tu-

morstadien-Einteilung (Früh-, Zwischen- und Spätstadium) und tumorassoziier-

ten Symptomen, zusätzlich das klinische Erscheinungsbild und die Leberfunkti-

on des Patienten. Dadurch werden sowohl die Prognose des Krankheitsverlaufs 

als auch die Therapieentscheidung maßgeblich beeinflusst. Probleme weist das 

BCLC-System allerdings bei der Indikationsstellung zur Lebertransplantation 

sowie zur Resektion beim HCC ohne eine assoziierte Zirrhose auf. 

Andere Scores, wie die Child-Pugh-Klassifikation eignen sich gut, um die Leber-

funktion und das Zirrhosestadium zu beurteilen. Diese Einteilungen gehen in 

den CLIP -Score ein. Die Okuda-Klassifikation berücksichtigt die Tumorgröße 

und stellt eine Beziehung zur Leberfunktion her. Da bei dem Okuda-Score wich-

tige therapieentscheidende Faktoren (genaue Tumorgröße Gefäßinvasion, 
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Multifokalität) nicht berücksichtigt werden, wurde diese durch den CLIP-Score 

weitestgehend abgelöst. Die CLIP-Stadieneinteilung unterscheidet zusätzlich 

das solitäre vom multilokularen HCC. Ebenfalls berücksichtigt sie den Serum-

AFP-Spiegel sowie die Entwicklung einer Pfortaderthrombose. Mehrere Studien 

konnten nicht nur die prognostische Relevanz der CLIP-Stadieneinteilung bele-

gen, sondern auch ihren Vorteil gegenüber einer Einteilung nach Okuda-

Stadien[12][62][98][115]. 

1 . 6  T h e r a p i e o pt i on e n  d e s  H CC  

Die Therapieoptionen eines HCC sind häufig eingeschränkt, da bei der Erstdi-

agnose das Tumorstadium meist weit fortgeschritten ist. Kurative Therapieopti-

onen (Leberteilresektion oder eine Transplantation) sind dann oft nicht mehr 

möglich[39][52][64]. Das HCC geht daher nach wie vor mit einer hohen Mortalität 

einher und hat unbehandelt eine sehr schlechte Prognose. Trotz Entdeckung 

und Etablierung neuer Therapieansätze konnte die Fünf-Jahres-Überlebensrate 

des HCC in den letzten Jahren nur leicht (um ca. 5%) verbessert werden[36][91]. 

Die durchschnittliche Überlebenszeit bei unbehandelten symptomatischen Pati-

enten beträgt je nach Tumorstadium und klinischem Bild 8-29 Monate. Dabei 

wird bei einem HCC mit Leberbefall unter von 25% mit einer medianen Überle-

benszeit von ca. 29 Monaten gerechnet. Bei einer Tumorinvasion von 25-50% 

der Leber beträgt die Überlebenszeit hingegen nur ca. 8 Monate[9][14][30][64][70].  

Es gibt zum jetzigen Zeitpunkt noch keine deutsche Leitlinie zum HCC. Auch 

die derzeitigen Empfehlungen (EASL und AASLD) stützen sich im Wesentlichen 

auf Expertenmeinungen. Als Standardbehandlung wird momentan das so ge-

nannte Barcelona Clinic Liver Cancer Schema (BCLC) verwendet[12][62]. Bei die-

sem wird zwischen chirurgischen und nicht-chirurgischen Verfahren bzw. kura-

tiven (Resektion, Lebertransplantation) und palliativen Therapieansätzen unter-

schieden. Demnach sollte eine Resektion nur in einem sehr frühem Stadium 

(BCLC (A1), Child-Pugh-Stadium A (Abb. 1.6A) und singulärem (Tumorherd ≤2 

cm) durchgeführt werden. Einige klinische Studien zeigen, dass die 

Resektabilität durch präoperatives „Downstaging“ mit selektiver Chemotherapie 

oder Chemoembolisation verbessert werden kann[76]. Demzufolge werden gute 
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Transplantationsergebnisse bei singulärem Vorkommen (>5 cm), bei bis zu drei 

kleinen Tumorherden (<3 cm) oder in frühen Stadien bzw. BCLC A2-4-Stadium 

erzielt[12][63]. Die chirurgischen Therapieformen werden je nach Situation des 

Patienten durch lokal-ablative Therapieverfahren ergänzt. Dazu zählen unter 

anderem die „Trans-Arterielle perkutane Chemo-Embolisation“ (TACE), Perku-

tane Enthanolinjektion (PEI) sowie Radiofrequenzablation (RFA), deren Resul-

tate je nach Studienlage unterschiedlich bewertet werden. Ergänzend wird zur 

Therapieentscheidung die Leberrestfunktion und die individuelle Patienten-

krankheitssituation nach ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group) heran-

gezogen. Angelehnt an das BCLC-Schema wird ein fortgeschrittenes, nicht 

operables HCC-Stadium ((BCLC (C), CHILD B, Portalvenengefäßinvasion und 

Metastasen (M1, N1)) in der Regel mit der TACE behandelt[12][63]. Bei fehlender 

Resektabilität und Nichtansprechen auf Zytostatika (BCLC (D), Okuda III) ist nur 

noch eine palliativeTherapie möglich. Hierbei werden neben TACE auch syste-

misch-medikamentöse Therapieformen verwendet, die nach derzeitigen Er-

kenntnissen lebensverlängernd wirken. Hierzu zählt z. B. der 

Multikinaseinhibitor Sorafenib[67]. Zusätzlich werden bereits moderne Therapie-

perspektiven, die gezielt gegen den Tumor vorgehen, so genannte „Targeted 

Therapies“, angewandt. Den Ergebnissen zufolge zeigen diese Behandlungs-

formen zum Teil vielversprechende Resultate. Zu diesen „Targeted Therapies“ 

zählen Wirkstoffe, die einerseits antiangiogenetisch wirken und andererseits 

Wachstumsfaktoren (EGF, HGF, IGF, PDGF, VEGF) hemmen. Darüber hinaus 

zählen zu den „Targeted Therapies“ ebenfalls eine Gruppe von Stoffe, die einen 

direkten Einfluss auf die Signaltransduktion des Zellzyklusses ausüben. Auch 

andere gentherapeutische Ansätze, wie der Einsatz von Tumorsupressorgenen, 

werden genutzt[46][114]. 
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Abbildung 1.6A:Therapiealgorithmus nach der Barcelona Clinic Liver-
Cancer-(BCLC)-Klassifikation, modifiziert nach Bruix et al. ,2011[10]. 
 

1 . 7  A k t u e l l e r  S t e l l e n w e r t  v o n  B i o m a r k e r n  b e i  

S c r e e n i n g ,  D i a g n o s e  u n d  P r o g n o s e  d e s  H C C  

Einer der wichtigsten Prognosemarker einer malignen Entartung eines Organs 

ist die Früherkennung. Gerade die Detektion eines HCC in einer sehr frühen 

Phase spielt eine Schlüsselrolle für die Prognoseverbesserung des HCC. Diese 

verhindert zwar nicht die Entstehung des Tumors, verbessert aber aufgrund der 

frühen Diagnosestellung die Möglichkeit, kurativ zu therapieren. Die aktuelle 

Empfehlung mit Hilfe von Biomarkern die Sensitivität und Spezifität der HCC-

Frühdetektion zu verbessern wird widersprüchlich diskutiert. Jedoch besteht 

eine einheitliche Anschauung, dass Tumormarker (z.B. AFP als alleinige 

Screeninguntersuchung) nicht für eine solche Detektion verwendet werden 

sollten (s. Abschnitt 1.4). Bezüglich AFP ist bereits bekannt, dass nicht alle 

HCCs mit einem erhöhten AFP-Wert (oder andere Tumormarker) einhergehen 

und so eine falsche Sicherheit entstehen würde[48][56][57][66]. Im Gegensatz dazu 

können die Werte auch aus anderen, nicht tumorspezifischen Gründen erhöht 



Kapitel 1: Einleitung 

18 
 

sein (s.u.). Um eine Frühdetektion und die damit einhergehende 

Prognoseverbesserung des HCCs zu erreichen, wurden in den letzten Jahren 

zahlreiche Forschungen und klinische Studien zur Etablierung neuer Biomarker 

durchgeführt. Obwohl neben den bekannten spezifischen Ätiologien viele 

molekulare Mechanismen der HCC-Pathogenese bekannt sind, wie z.B. eine 

Dysregulation bestimmter Proteine und Signalübertragungswege (IGF, HGF, 

Wnt, STAT-3 etc.), ist die Identifikation einer Mutation eines klassischen 

Onkogens oder eines Tumorsupressorgens bis jetzt nicht gelungen. Vielmehr 

scheinen bei einem HCC mehrere Mechanismen und molekular-biologische 

Variationen eine Rolle zu spielen, was die Identifikation eines bestimmten 

“Frühphasenbiomarkers” erschwert[14][41].  

Den neuesten Studienergebnissen zufolge wurden dennoch einige 

tumorassoziierte Laborparameter bzw. Tumormarker, die als Frühmarker des 

HCC dienen könnten, entdeckt und zum Teil etabliert, wie z.B. das Golgi-

Protein-73, DCP, GPC-3, HSP70, CAP2 sowie Glutamin-Synthetase[100]. Zudem 

sind AFP-L3, DCP, GPC-3 als Biomarker identifiziert worden[17][57][72][73]. Diese 

Marker zeigen zwar vielversprechende Ergebnisse, jedoch erfüllt keiner dieser 

Parameter die Eigenschaften eines “idealen Markers”. Ein idealer Biomarker 

sollte eine hohe Sensitivität und Spezifität besitzen. Zusätzlich sollte im Idealfall 

der Tumormarker keine Expression im gesunden Gewebe zeigen und im Serum 

des Patienten bereits vor der klinischen Manifestation ansteigen. Nützlich wäre 

es auch, wenn eine direkte Relation zwischen dem Markeranstieg im Serum, 

der Tumorgröße und dem Verlauf bestehen würde.  

AFP ist zurzeit der einzige klinisch etablierte Tumormarker. Dabei handelt es 

sich um ein onkofetales Glykoprotein, das in der fetalen Leber gebildet und 

wenige Wochen nach der Geburt supprimiert wird. Die biologische Funktion des 

AFPs ist bis jetzt noch nicht vollständig erforscht. AFP kommt mit einer 

komplexen Kohlenhydratkette in drei Isoformen vor (AFP-L1-L3), wobei vor al-

lem AFP-L3 für die HCC Diagnostik (s.u.) an Bedeutung gewonnen hat[57]. 

Problematisch ist allerdings, dass AFP bei der Detektion eines HCCs zwar eine 

Spezifität von 84-92%, jedoch nur eine Sensitivität von 41-65% besitzt. 

Außerdem wird AFP nicht von allen HCC-Patienten (ca. 30% der Patienten mit 

einem HCC zeigen keine AFP-Erhöhung im Serum) sezerniert[41]. Der positive 

Vorhersagewert von AFP liegt bei 5-50%[30]. Auch können erhöhte AFP-
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Serumwerte bei anderen Tumoren, wie z.B. bei einem Hoden-, Magen-, 

Pankreas- und Lungenkarzinom sowie in der Schwangerschaft nachgewiesen 

werden. Zudem kann das AFP bei einer chronisch-entzündlichen Hepatitis bis 

auf 500ng/ml ansteigen.  

Die obengenannte AFP-Variante AFP-L3 hat zusätzliche Kohlenhydratketten 

(Α1-6-Fukoseeinheit) am reduzierten Ende eines N-Acetylglukosamin. Die 

Fraktionierung der drei AFP-Isoformen (AFP L1-L3) gelang mittels 

elektrophoretischer Affinität mit dem LCA (Lektin culinaris Agglutinin), wobei 

AFP-L3 eine hohe Affinität zu LCA zeigte. In Studien konnte gezeigt werden, 

dass AFP-L3 vermehrt bei HCCs auftritt, die besonders maligne mit frühzeitiger 

Gefäßinvasion verliefen. In einigen Ländern (z.B. Japan, USA etc.) ist er bereits 

als Tumor- und Prognosemarker zugelassen[128]. Jedoch wird AFP-L3 nur bei 

35% der Patienten mit HCC in der Frühphase (Tumordurchmesser <3 cm), 

nachgewiesen. Zudem beträgt die Sensitivität ca. 45% bei Tumoren, die kleiner 

sind als 2 cm und bis zu 90% bei Tumoren mit mehr als 5 cm Durchmesser. In 

einigen Studien wird diskutiert, ob der Fukosilierungsindex (AFP-L3%=der 

Anteil an AFP zum Gesamt-AFP) als Einschätzungswert für ein HCC mit 

undifferenzierter Histologie und frühzeitiger Metastasierungstendenz verwendet 

werden könnte[14][30][110]. 

Ein weiterer Marker ist das Des-gamma-Carboxy Prothrombin (DCP), welches 

eine unreife Form des Koagulationsproteins Prothrombin ist. DCP ist in der 

Literatur auch als „Protein Induced by Vitamin K absence or Antagonist 

II“(PIVKA-II) bekannt[73][95]. Die Vorstufe des Prothrombin unterliegt während 

des normalen Stoffwechsels einer Vitamin K-abhängigen Carboxylierung von 10 

Glutaminsäureresten am N-Terminus und wird so zum nativen Prothrombin 

umgewandelt. Liegt ein HCC vor, ist dieser Reaktionsablauf beeinträchtigt. 

Pathogenetisch wird z.B. die Veränderung der Prothrombin-Vorstufen, der 

verstärkte Bedarf an Vitamin K sowie eine reduzierte Carboxylaseaktivität 

vermutet[121]. Seit 2007 ist DCP sowohl in Japan als auch in den USA durch die 

FDA als Tumormarker zugelassen. In einigen Studien konnte gezeigt werden, 

dass ein erhöhter Serumspiegel bei 50-60% der HCC-Patienten vorkommt. Die 

Erhöhung ist aber nur bei ca.15-30% aller HCC-Patienten in der Frühphase 

nachweisbar. Die diagnostische Sensitivität liegt zwischen 48-62%, die 

Spezifität dagegen bei 81-96%[80][121]. Es wurde gezeigt, dass nicht alle DCP-
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produzierenden HCC-Proben auch AFP-Erhöhung zeigten. Dies gilt auch im 

umgekehrten Fall. Daher wird postuliert, dass die Kombination beider Marker 

(AFP/DCP) das HCC-Screening verbessern könnte[104]. Im Gegensatz dazu 

konnte eine neue Studie an 470 HCC-Patienten (Nanashima A et al., 2011)[83] 

zeigen, dass die Höhe beider Tumormarker (PIVKA-II und AFP) als Prädiktoren 

für das Überleben vor und nach einer kurativen Therapie nicht herangezogen 

werden kann, weil keine Korrelation sowohl für die Therapie als auch für die 

Prognose bestehen würde[83]. 

Ein ebenfalls neu etablierter HCC-Biomarker ist das Glypican-3 (GLP-3). GLP3 

ist ein Membranprotein, das bei benignen Lebererkrankungen und in normalen 

Hepatozyten nicht vorkommt. Eine Erhöhung im Serum bei Patienten mit HCC 

kann nachgewiesen werden[17]. Nicht nur im Serum, sondern auch mittels 

immunhistochemischer Färbung wird eine Überexprimierung im Lebergewebe 

detektiert[3][108]. GLP-3 ist ein Heparansulfat-Proteoglykan (Glykoprotein), 

welches an Zellzytoplasma via Glycosyl-Phosphatidylinositol verankert ist. 

Dabei gehört GLP-3 zu der GRIPS-Familie (glypican-related integral membrane 

proteoglycan)[35][59]. Einige Studien haben gezeigt, dass diese Gruppe die 

Fähigkeit besitzt, zahlreiche Zellfunktionen wie die Proliferation, Differenzierung 

und Migration der Zelle durch Interaktion mit Oberflächenproteinen zu 

regulieren. Zudem ist diese Gruppe in der Lage, als Tumorsuppressor(gen) die 

Apoptose zu induzieren[35][108]. Es konnte eine GLP-3-Erhöhung im Serum bei 

40-50% aller HCC-Patienten und bei 33% aller AFP- und DCP-negativen 

Patienten nachgewiesen werden. Die Spezifität beträgt 100%[82]. Des Weiteren 

wurde bestätigt, dass GLP-3 weder in zirrhotischen noch in chronischen 

Lebererkrankungen detektiert wird[17][112]. Zum Screening von HCC wird daher 

eine Bestimmung von AFP in Kombination mit GLP-3 vorgeschlagen, da ein 

solches Vorgehen die Diagnostik erheblich verbessern würde[17][65]. Weitere 

Forschungsergebnisse haben gezeigt, dass in einigen anderen Tumoren, wie z. 

B. Magenkarzinom, Neuroblastom und Keimzelltumor sowie Pankreaskarzimon 

eine GLP-3-Expression vorkommt. Im Gegensatz dazu konnte belegt werden, 

dass die Expression von GLP-3 bei Mesothelium, Brust- und Ovarialkarzinom 

„downreguliert“ vorliegt[35][43][59][126].  

Trotz der Tatsache, dass die genauen molekularen Mechanismen der Frühpha-

se der HCC-Pathogenese nicht vollständig geklärt sind, konnten zusätzlich eini-
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ge HCC-Früherkennungsmarker entdeckt werden, die als Ergänzungsmarker 

vorgeschlagen wurden. Dazu zählen die Hitzeschockproteine (HSP70), Golgi-

Protein-73 (GP73), Cyclase-assoziertes Protein (CAP2) sowie Glutamin-

Synthase (GS).  

Hitzeschockproteine, die im Rahmen eines HCC zur Unterscheidung zwischen 

der Früh- und Spätphase analysiert wurden, konnten in über 90 unterschiedli-

chen Genen identifiziert werden. Diese werden vor allem in der Frühphase ei-

nes HCCs hochreguliert. In diesem Zusammenhang war die detektierte Expres-

sion des HSP-70 Gens am deutlichsten[20][101]. Der Ätiologie folgend war ein 

deutlicher Anstieg insbesondere bei HBV-assoziertem HCC sichtbar[58]. Des 

Weiteren wurde gezeigt, dass eine Expression von Hitzeschockproteinen ein-

schließlich des HSP-70 in vielen anderen Tumorentitäten, wie z.B. Blasen-, 

Brust-, Nierenkarzinom etc. vorkommt und ihnen ein prognostischer Wert zuge-

sprochen werden kann[55][58]. 

Ein weiterer Serummarker ist das Golgi-Protein-73 (GP73). GP73 wird bei Pati-

enten mit einer akuten Hepatitis, einer Zirrhose sowie bei HCC-Patienten mit 

einer viralen Ätiologie (HBV/HCV) hochreguliert[50][53]. Analysen belegten, dass 

im Serum von HCC-Patienten signifikant höhere GP-73-Werte messbar waren 

als im Serum von Patienten mit Zirrhose. Die Sensitivität von GP73 beträgt da-

bei 69%, die Spezifität 75%. Die Sensitivität der HCC-Detektion in der Frühpha-

se liegt bei GP-73 bei 62%, während sie bei AFP nur 25% beträgt[72]. 

Cyclase-assoziertes Protein (CAP2) ist ein weiteres Protein, das in der Früh-

phase eines HCC vermehrt exprimiert wird und somit als Frühmarker fungieren 

kann. CAP2 zeigt Ähnlichkeit mit Adenylatcyclasen und ist Studien zufolge in 

der Lage, mit dem Zytoskelettbestandteil Aktin zu interagieren. CAP2 wird in 

normalen Hepatozyten nicht exprimiert. Eine Überexpression von CAP2 auf der 

mRNA und Proteinebene war in der HCC-Frühphase im Vergleich zu nichtkan-

zerösem Lebergewebe detektierbar. Zudem stieg der Wert (Überexpression) 

bei weiterer Progression des HCCs kontinuierlich an. Immunhistochemisch hat 

man die CAP2-Expression in gesundem, in zirrhotischem und in HCC-

befallenem Lebergewebe sowohl in der Früh- als auch in der Spätphase vergli-

chen. Es wurde beobachtet, dass CAP2 in der zirrhotischen Leber nur in gerin-

gem Maße messbar ist, während es in der Frühphase eines HCC sehr stark 
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erhöht war. Daher wird CAP2 als Ergänzungsmarker in der HCC-Frühphase 

vorgeschlagen[20][101]. 

Die Glutamin-Synthase (GS) katalysiert die Synthese von Glutamin, das als 

Hauptenergiespender für Tumorzellen gilt[88]. Die GS-Akkumulation im HCC 

wurde erstmals bei Analyse von „ubiquinierten“ Proteinen beobachtet. Die 

Funktion von Ubiquitin ist u.a., die biologischen Eigenschaften der Zelle zu re-

gulieren. Hierzu bindet es kovalent an andere Proteine und verändert somit den 

Zellzyklus, den Proteinabbau und die Signaltransduktion. Analyseergebnisse 

konnten immunhistochemisch darstellen, dass die GS-Expression 

(ubiquitiniertes Zielprotein) in präkanzerösen Prozessen der Leber sowohl in 

frühen als auch in fortgeschritteneren HCC-Stadien kontinuierlich zunimmt. Es 

wurde gezeigt, dass sich eine Akkumulation von GS bei 38% der Patienten im 

fortgeschrittenen HCC-Stadium, in der Frühphase jedoch nur bei 12,9% nach-

weisen lässt. Auf Proteinebene war dagegen mittels Western Blot eine GS-

Akkumulation in 56% aller untersuchten Patienten mit HCC erkennbar. In der 

Frühphase konnte man die GS nur in 33% der Proben nachweisen. Den For-

schungsergebnissen zufolge kennzeichnet die GS möglicherweise eine 

proteolytische Regulation der ubiquitin-abhängigen Enzymaktivität, wodurch es 

zu einer Zunahme der GS-Expression bei der Hepatokarzinogenese kommt. 

Demnach könnte dieser Art der Korrelation eine Schlüsselrolle bei der Evaluati-

on des Metastasierungspotentials eines HCCs zukommen[88].  

In der Zusammenschau wird deutlich, dass eine Kombination der oben 

genannten Biomarker zum HCC-Screening und zur Prognoseevaluation des 

HCCs verwendet werden können. Jedoch erfüllt keiner dieser Marker die 

Eigenschaften eines „idealen Markers“. Daher sind weitere Forschungen nach 

sensitiveren und spezifischeren Tumormarkern unabdingbar. Im Fokus sollte 

die Identifikation von Biomarkern, die sich in den frühesten Stadien der HCC-

Pathogenese entwickeln, stehen. Denn ein Frühmarker dient nicht nur der 

Diagnostik eines HCCs, sondern kann auch zur Verlaufsbeurteilung und 

prognostischen Einschätzung des HCC beitragen.  

Schlussfolgernd ist jedoch grundsätzlich zu diskutieren, ob eine Bestimmung 

von Biomarkern im Patientenserum zur Screening bzw. Diagnosestellung einer 

Tumorerkrankung eingesetzt werden sollte. Wie oben bereits gezeigt, weisen 
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die meisten identifizierten Tumormarker fehlende Spezifität und Sensitivität auf 

und spiegeln nicht den klinischen Zustand des Patienten wider. 
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2 .  N e i g h b o r  o f  P u n c  E 1 1  ( N O P E )  

2 . 1  V o r ar b e i t e n  z u  N o pe  

In der Vorarbeit von J.M Salbaum von 1998 wurde Nope (Neighbor of Punc 

E11) als „Nachbar von Punc“ identifiziert. Punc ist ein Akronym für das “putative 

neuronal cell adhesion molecule” und wurde von Salbaum als ein Teil der 

Immuglobulin-Superfamilie und Fibronectine Typ III beschrieben[104]. In einer 

seiner späteren Arbeiten (Salbaum, 2000) hat er Nope weiter analysiert und 

seine Eigenschaft näher beschrieben. Nope ist als ein Gen, das in seiner 

Struktur nicht nur eine große Homologie zu Punc aufweist, sondern auch eine 

identische genomische Lokalisation wie Neogenin und Punc aufweist, bestätigt. 

Die Gene aller drei Proteine, d.h. Nope, Punc und Neogenin befinden sich auf 

dem Chromosom 9 (Abb. 2.1 A). In der Embryonalentwicklung der Maus wurde 

Punc als ein Protein identifiziert, das ähnliche Proteinstrukturen aufweist wie die 

Proteine, die in erster Linie bei der Ausbildung und Führung von Axonen (axon 

guidance) im Nervensystem eine Rolle spielen. Punc zeigt eine hohe 

Übereinstimmung mit dem Tumorsuppressor DCC (Deleted in Coloretal 

Cancer), welcher bei Kolon-Carcinomen herunterreguliert wird. Neben dieser 

Zugehörigkeit zur Immunglobulinsuperfamilie, den Fibronectinen sowie dem 

DCC, zeigt Nope zusätzlich eine hohe Übereinstimmung mit den 

Führungsrezeptoren von Neogenin und DCC. In den weiteren Untersuchungen 

im Mausmodell wurde die Induktion von Nope in den verschiedenen 

Gewebearten näher betrachtet. Die Ergebnisse der Analysen in der 

Embryonalentwicklung der Maus haben ergeben, dass Nope in verschiedenen 

Organen induziert wird. Es wurde gezeigt, dass Nope in Skelettmuskeln, im 

Rückenmark, der Ventrikelzone des Nervensystems sowie im adulten Gehirn 

(im Hippocampus) induziert und die Expression dort entsprechend detektiert 

werden konnte[102][103][104]. 
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2 . 2  F r a ge s t e l l u n g  u n d  Ar b e i t s hyp o t h e s e  

Die Arbeitshypothese: “NOPE als potenzieller Biomarker für das HCC” basiert 

auf der Arbeit von Nierhoff von 2007, die zum Ziel hatte, 

Progenitor/Leberstammzellen zu isolieren. Hier wurde Nope als 

Oberflächenmarker muriner fetaler Leberstammzellen identifiziert[86]. In einer 

späteren darauf aufbauenden Arbeit wurde die Expression von Nope bei der 

Hepatokarzinogenese analysiert. Um nach der Tumorinduktion die 

unterschiedlichen Entwicklungsstadien der Tumorentstehung untersuchen zu 

können, wurde ein Mausmodell etabliert. Die Analyse der 

Tumorentwicklungsstadien erstreckte sich von der Anfangsphase ohne 

Gewebsstrukturveränderungen über die Hyperplasie und Dysplasie bis hin zur 

HCC-Entstehung. Die Fortsetzungsarbeit von Nierhoff (2008) hat gezeigt, dass 

sowohl in der adulten Leber als auch in frühen Vorstadien der Tumorentstehung 

keine Expression von Nope zu detektieren ist. Nope konnte erst ab der achten 

Woche nach der Tumorinduktion bzw. nach Tumorentstehung nachgewiesen 

werden. Somit wurde Nope als muriner onko-fetaler Marker definiert. 

Die enge Nachbarschaft von Nope, 

Punc und Neogenin auf Chromosom 9 

Abbildung 2.1A: Genomische Lokalisation von Nope, modifiziert nach 

Salbaum, 2000[102] 
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Basierend auf diesen Ergebnissen entstand die Arbeitshypothese, NOPE könne 

als potentieller neuer Biomarker für das humane hepatozelluläre Karzinom 

eingesetzt werden. Als Parameter sollte die NOPE-Expression in den humanen 

Untersuchungsproben mit den Methoden quantitativer PCR (mRNA)-, Western 

Blot (Protein-Ebene) und der Immunhistochemie (Zell- bzw. Gewebsstruktur-

Ebene) untersucht werden. 

Während Nope in der Maus auf Chromosom 9 lokalisiert ist, befindet sich 

humanes NOPE auf Chromosom 15. Mit dem etablierten Akronym “NOPE” wird 

die Lokalisation in humanen Zellen bezeichnet, die Schreibweise “Nope” 

hingegen wird für das Protein in der Maus gebraucht.  
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3 .  M a t e r i a l  u n d  M e t h o d e n  

3 . 1  M ate r i a l  

Alle Materialien, die für diese Arbeit verwendeten wurden sind in Tabelle 3.1A 

aufgelistet. 

3.1 .1  Medien -und  Reagenz ien -
lösungen  

 

 
Firmen und Bestell-
nummern 

DMEM High Glucose (4.4g/l) PromoCell Cat NoC-71210 

FSB (Fetal Bovine Serum)  Biochrom Ag S0115 

Donkey Serum Sigma D9663 

PBS Biochrom L1825 

NEAA (Non essential amino acid 100x) Biochrom K0243  

Glutamin Biochrom K0282 

Na-Pyr (Natrium- Pyruvat) 100mM Biochrom Ag Cat L0473 

NAOH Fa. Merck 

Pen Strep (Penicillin-Streptomycin) Biochrom Ag  A2212 

Trypsin  Biochrom Ag L2143 

Tris   Fa.Roth Ca No. 48552 

Gycerol  Fluka 49767 

SDS 10% Sigma L4509 

Proteaseinhibitoren Complete mit EDTA 
Fa. Roche No 1697498 
Mannheim 

BSA- Standard Lösung Fa. Pierce, Prod. No 23209 

10% Dimethy sulfoxide (DMSO)  Fa. Serva Lot.18121 

Methanol Fa. Roth 4627.5 

ß Mercaptoethanol (ME) Fluka 63389 

Acetat Fa. Roth 6776.1 

Acrylamid / Bisacrylamid-Lösung (37,5:1)  Fa. Roth 

Poysorbat  Caelo Tween Caesar & Loretz Ch. B. 
538114206 

SDS-Lysisbuffer zu Proteinextraktion Laemmli- Methode 

Blocking-Milch  Zusammensetzung s.u. 
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BB-Solution Zusammensetzung s.u. 

AB Solution Zusammensetzung s.u. 

PAA-Gel Bio Rad 

ECL-Detections ACL Amersham RPN 2106 

Ladder SDS-PAGE (Lot.20272)  Fa.  Fermentas 

Nuclease Free Water  Promega P119 C 

3.1 .2  Ki ts  
 

RNeasy Mini Kit  QIAGEN Cat No. 74104 

Rnase –Free Dnase Set QIAGEN Cat No.79254 

RLT Lysebuffer QIAGEN Cat No. 74104 

Rneasy Protect Mini Kit RNALater RNA 
Stabilisation Reagent 

QIAGEN Cat. No. 74124 

Super ScriptTm III First Strand Synthesis for 

RT-PCR 

Invitrogen Cat. No. 18080-
051 

iqTmSyber Green Supermix 2x Mix für Real 
Time PCR 

Bio-Rad Laboratories 
Cat.170-8882 

ELISA:photometrische Proteinbestimmung nach 
BCA-Methode mit “bicinchoinic acid” 

Fa. Uptima: BC-Reagenz A 
Cat No.UP954 24°, 
Reagenz B. Cat No. UP 
954 25 b 

Western Blot ECL-Detections  Reagents Amersham RPN 2106 

3.1 .3  Pr imer  und  Ant i kör per  
 

Primer 
 

NOPE (F:14-4210-3/24, R:144210- 4/24) MWG Biotech AG 

AFP (F:144210- 9/24, R:144210- 10/24) MWG Biotech AG 

ALB(F:144210-7/24); R:144210-8/24)  MWG Biotech AG 

ß-Actin(F: 14421014/24; R: 1421013/24) MWG Biotech AG 

HPRT(HuF 156, HuR157) MWG Biotech AG 

Nope 56741 R&D Systems 

Primäre Antikörper 
 

NOPE Abnova Cat No H00057722 

Nope R&D Systems Cat. AF 1394 

AFP LAB Vision RB-365 R7  

Albumin Biogenesis Cat. No 0220-
1899 

E-Cadherin Takara Code No. M108 
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Golgi trans p230 BD Transduction Labara-
tories  

Golgi gesamt (Rab6) Santa Cruz Bio-techno-logy 

Isotyp Kontrollen 
 

Goat IgG Sigma Prod. No. I9140 

Mouse IgG Sigma Prod  M5534 

Rabbit IgG Sigma Prod I 8140 

Rat IgG Sigma Prod I8015 

Sekundäre Atikörper 
 

CY 2 (DaG) Dianova Code No 711-225-
152 

CY3 (mouse) Dianova Code No. 715-
165-150 

CY3 (DaG) Dianova Code No 705-165-
147 

CY5 Dianova Code No 713-175-
145 

Anti-Mouse HPR-Konjugat Biorad Cat No.170-6516 

Anti-Rat Dianova Cat. No. 112-035-
003 

Anti-Rabbit Sigma Prod. No. A6154 

Alexa Flour A488 (DaG) Nanoprobes Cat 
No.A21222 

Alexa Flour A488 (GaM) Nanoprobes Cat No. 7204 

APC Serva13375 

DAPI (4’, 6-Diamidin-2-phenylindol) Merck No.124653 

3.1 .4  Zur  Ana l yse  verw endete  

Gerä te  

 

Bio-Rad Icycler IQ real time PCR instrument Bio-Rad Cat No. 

Trans Blot System Semi Dry Electophoretic 
Transfer Cell 

Bio-Rad Nr. 170-3940 

Bio-Rad multicolour Real Time PCR Detection 
System 

Biorad 

Precellys 24 PeQLab lysis & homogenization  Bertin Technologies 

Elisa Reader (570nm) Fa.PierceProd. No.23209 

Zentrifuge Biofuge fresco Heraeus 

Brutschrank Hera Cell 150 Heraeus 
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Elektrophoresekammer Twin Mini Gel Biometra 

Sterilbank Steril Gard GlassII TypA/B3 Labotech Labor Technik 
Göttingen 

Thermomixer comfort 0,5ml,1,5 ml Eppendorf 

Implen Nano Phtometer  Fa. Implen 

OLYMPUS Mikroskop Cell M³ 1x81 OLYMPUS,Tokyo, Japan 

3.1 .5  Labormater ia l ien  
 

T75 Kulturflaschen DB Falkon Tm137787 

Falcon Tubes 15ml, 50 ml  DB Falkon 

Zellkultur Testplatten 6 TPP Switzerland 92406 

Eppendorf Tubes 0,5ml,1,5ml, 96er 
Reaktionsplatten 

Fa. Eppendorf 

Pipetten 1 ml, 5 ml,10ml,20ml,25ml Fa. Eppendorf 

Pipettenspitzen 10µl,20µl,100µl,100oµl Fa. Eppendorf 

96er Reaktionsplatten Fa. Eppendorf 

Sterilfilter Tips Biozmym 

Zellkultur Testplatten 6  Cat. Nr. 92406 TPP, 
Schweiz 

Objektträger Süsse GmbH 

Detektionsfilm Amersham  

Einmal-Injektions-Kanüle 21 G Fa. Braun 

 

Tabelle 3.1A: Verbrauchsmaterial-Übersicht 
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3 . 2  M et h o de n  

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde an verschiedenen humanen 

Hepatomazelllinien (HuH7, HepG2, Hep 3B) eine NOPE-Expression-Analyse 

durchgeführt. Diese eingesetzten Zelllinien werden üblicherweise bei solchen 

Fragestellungen eingesetzt. Dazu wurden die Zellen erst kultiviert und auf 

mRNA-, Protein- und Immunhistochemie-Ebene untersucht. Im zweiten Teil 

wurden HCC-Patientenproben aus dem Institut für Pathologie der Universität zu 

Köln analysiert.  

3 . 3  H e p a to maz e l l l i n i e n   

3.3 .1  Ze l lkul t iv ierung  

Zur Analyse wurden die oben genannten humanen Hepatomazelllinien (HuH7, 

HepG2, Hep 3B) mit DMEM in 75 cm² Kulturflaschen bei 37°C und 

wasserdampfgesättigter Atmosphäre mit 5% CO2 im Brutschrank (Brutschrank 

Hera Cell 150) kultiviert. DMEM wurde zum Gebrauch durch Zugabe von 10% 

FBS 1,1% Penicillin-Streptomycin-Lösung, Glutamin 200mM, Natrium-Pyrivat 

100mM, Glutamat 200mM und NEAA angereichert und vorbereitet (Ansatz: zu 

500ml DMEM 4,5g Glucose, 50ml FSB (10%), 5,5ml Pen/ Strep 100x 

(=1000µg/ml), 5,5ml Glutamin(200mM), 5,5ml Na-Pyr (100mM) und 5.5ml 

NEAA (100x)). Die Zelllinien HUH7 und Hep G2 wurden mit der oben 

genannten Mediumszusammensetzung optimal kultiviert. Eine 

Mediumzusammensetzung mit 10% FBS und 1.1% Pen/ Strep-Anreicherung 

war für die Kultivierung der Zelllinie Hep 3B am erfolgreichsten. Im Rahmen der 

Kultivierung (steril) wurden möglichst optimale Arbeitsbedingungen geschaffen. 

Dazu wurden alle Reagenzien (DMEM-Medium, Trypsin) auf 37°Celsius 

aufgewärmt. Im nächsten Schritt wurden die in flüssigem Stickstoff 

eingefrorenen Zelllinien aufgetaut, in 10 ml des entsprechenden Mediums (15 

ml Falkon-Röhrchen) aufgenommen und die Zellsuspension bei 1000 rpm für 5 

Min. bei RT zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, das Zellpellet mit 
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Medium resuspendiert und in einer T75-er Flasche kultiviert. Der erste 

Mediumswechsel wurde nach 12 bis 18 h durchgeführt und die weiteren 

Medienwechsel je nach Bedarf der Zellen angepasst. Nach zweitägigem 

konfluentem Wachstum wurden die Zellen zur Weiterverarbeitung „gesplittet“ 

und passagiert. Zum Splitten wurde erst das verbrauchte Medium abpipettiert, 

mit PBS-Puffer gewaschen und anschließend abgesaugt. Zur Ablösung der 

konfluent und adherent gewachsenen Zellen wurden diese mit 3-4 ml (pro T75 

Kulturflasche) Trypsin versetzt und für ca. zwei Min. bei 37°C inkubiert. Durch 

Zugabe des Mediums gelang es, die Wirkung von Trypsin zu stoppen. 

Anschließend wurde die Zellsuspension zentrifugiert. Nach Absaugen des 

Mediums wurde das Zellpellet zügig mit dem Medium resuspendiert und 

kultiviert. 

Für den immunzytochemischen Färbungsnachweis wurden die Zellen in einer 

mit Deckgläschen bestückten 6-well Testplatte mit einer maximalen Zellzahl 

1x106 / ml in je 2 ml Zellsuspension (dazu wurden die Zellen gezählt, ca. 2 ml 

Zellsuspension in 14 ml Medium aufgenommen) beschichtet kultiviert. Die 

Zellen wuchsen an den Objektträgern und blieben für die weiteren Schritte 

haften. Am dritten Tag wurden die Deckgläschen mit eiskaltem PBS 

gewaschen, von der Kulturplatte entfernt und getrocknet. Zur Weiterbearbeitung 

wurden die Deckgläschen bei -20°C aufbewahrt. Zum erneuten Einfrieren der 

Zellen wurde DMSO (zusammengesetzt aus 90% DMSO und 10% FBS) 

verwendet. DMSO als Einfriermedium verhindert die Zellmembranzerstörung, 

indem es die Ausbildung von Wasserkristallen während des Einfrierens 

unterbindet. Alle Einfrierschritte müssen gekühlt und schnell abgearbeitet 

werden. Die Zellsuspension wurde in 2 ml Kryostatröhrchen mit maximal 25x106 

Zellen / ml aliquotiert und für 48 h bei -80°C aufbewahrt. Anschließend wurden 

die Proben in flüssigem Stickstoff gelagert. 

3.3 .2  Quant i ta t ive  Best immung der  Genexpression 

von NOPE in  hum anen Ze l len  

Nachdem die Zelllinien wie in 3.3.1 beschrieben kultiviert wurden, wurde die 

Analyse von NOPE-Expression via Real Time PCR durchgeführt. Dazu wurden 

erst die mRNAs aus den Zellen isoliert und in cDNA umgeschrieben und an-
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schließend mittels PCR selektiv amplifiziert. Die einzelnen Schritte dieses Ver-

fahrens werden nachfolgend beschrieben. 

3.3.2.1 RNA-Extraktion mittels Qiagen RNeasy Minikit 

Die RNA-Isolation sowohl aus den Zelllinien als auch aus den Leberproben 

(Kryokonservierung) erfolgte nach der Methode des RNeasy Mini Kits (RNeasy 

Minikit (50)-Set Qiagen Shredder und RNAse-Free Dnase, QIAGEN Cat No. 

74104). Dieses Protokoll ermöglicht es, sehr einfach saubere RNA-Moleküle zu 

gewinnen. Zur RNA-Extraktion wurde erst Lysepuffer (1 ml RLT Puffer aus dem 

Kit mit 10µl ß- Mercaptoethanol versetzt) vorbereitet. Der RLT-Lysepuffer 

enthält Guanidin Thiocyanat (GTC), was die RNAsen inaktiviert und somit die 

Degradation durch unspezifische katalytische Abbauprozesse verhindert. Im 

weiteren Isolationsschritt wurden erst 600 µl Lysepuffer und 500 mg Keramik-

Kügelchen in die entsprechenden speziellen Precellys-Röhrchen pipettiert und 

vorbereitet (Precellys 24 PeQLab lysis &homogenization Bertin Technologies, 

Peqlab Cat. Nr.91- PCS- CK14B). Zur Verarbeitung sind die Proben aus 

Flüssigstickstoff entnommen und im schockgefrorenen Zustand belassen 

worden, indem diese auf Trockeneis weitergekühlt wurden. Dieses Vorgehen 

verhindert die weitere Degradierung der nativen Proben. Zur Isolation wurde ca. 

30-50 mg Lebergewebe entnommen und in das zuvor mit Lysepuffer und 

Keramikkügelchen vorbereitete Röhrchen (50 mg Lebergewebe + 600µl 

Lysepuffer und ca 500 mg Kügelchen) gegeben. Danach wurden die Proben in 

das Homogenisatorgerät gestellt, in dem das Gewebe zerkleinert und 

homogenisiert wurde. Im nächsten Schritt wurden 400 µl Lysat entnommen, 

durch eine 20 G Kanüle passagiert, homogenisiert und für weitere 5 Min. bei RT 

stehen gelassen. Anschließend wurde das Lysat auf RNEasy Minikit Säule 

(QiaShredder) gegeben und für zwei Min. bei maximalen UpM (13000 rpm) 

zentrifugiert. Das Lysat wurde dann in einem 1,5 ml Röhrchen aufgefangen und 

für weitere drei Min. bei maximaler UpM zentrifugiert. Dies sichert die 

vollständige Zerkleinerung und Homogenisierung der großen DNA Fragmente 

des Gewebes und ermöglicht dadurch der DNAse, im weiteren Schritt besser 

zuzugreifen (s.u.). Im weiteren Schritt wurde 350 µl Lysatüberstand abpipettiert 

und zu gleichen Anteilen mit 70% Ethanol gut vermischt. Die Zelllinien wurden 

entsprechend dem o.g. Protokoll kultiviert, von der Kulturflasche abgelöst und 
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gezählt. Es wurde 5x106 Zellzahl-Suspension entnommen und zur Isolation für 

fünf Min. bei 2000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, das 

Zellpellet mit Lysispuffer mit einer G20 Kanüle homogen resuspediert und 

ebenfalls zu gleichen Anteilen mit 70% Ethanol versetzt und vorbereitet. Je 700 

µl der Suspension wurden auf die Rneasy Minisäulen aufgetragen und 

entsprechend des RNA-Extraktionsprotokolls weiter bearbeitet. Die Säulen 

wurden geschlossen, auf 2ml Röhrchen platziert und anschließend für 15 Sek. 

bei 10000 UpM zentrifugiert. Die RNA Moleküle blieben an die so genannte 

“silica membrane” der Säulematrix gebunden. Kontaminationen an der Matrix 

wurden mit 350 µl RW1 Puffer entfernt. Eventuell vorhandene genomische DNA 

wurde durch einen direkten Verdau an der Säule (on column digestion) entfernt. 

Dazu wurden pro Säule 10 µl DNAse-Konzentrat mit 70 µl RDD Puffer 

verdünnt, direkt auf die Säulen gegeben, für 15 Min. bei RT inkubiert und durch 

Zentrifugation für 15 Sek. bei 10000rpm entfernt. Nach diesem Schritt folgten 

drei weitere Waschschritte, wobei der erste Waschschritt mit 350 µl RW1 und 

die zwei weiteren mit dem RPE-Puffer durchgeführt wurden. Hierfür wurden 500 

µl RPE-Puffer in die Säulen gegeben und jeweils für 15 Sek. zentrifugiert. Die 

gesamte RNA haftete dabei in den Säulen. Im letzten Schritt wurde die 

Säulenmembran erst durch Zentrifugation bei maximaler UpM (13000rpm) für 

insgesamt 3 Min. getrocknet, die endgültige Elution der isolierten RNA erfolgte 

mit RNase-freiem Wasser. 50 µl Rnase-freies Wasser wurden auf die 

Membranen gegeben und für 10 Min. bei Raumtemperatur inkubiert. 

Anschließend wurde das isolierte RNA-Eluat in einem sauberen Rnase-freien 

Röhrchen aufgefangen, in dem es für zwei Min. bei 10000 UpM zentrifugiert 

wurde. Die Konzentration der gewonnenen RNA-Lösung wurde photometrisch 

(Implen Nano Photometer) bestimmt. Die RNA wurde zur weiteren 

Analysezwecken in cDNA umgeschrieben bzw. bei -80°C bis zur 

Weiterverarbeitung aufbewahrt. 

3.3.2.2 Reverse Transkriptase-cDNA-first Strand Synthese mittels Super-

ScriptTmIII  

Die nach der Isolation gewonnenen totalen RNAs wurden zur Umschreibung in 

eine einzelsträngige cDNA mit dem Enzym Reverse Transkriptase (RT) nach 

dem Protokoll des Herstellers (Super ScriptTm III First Strand Synthesis for RT-
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PCR Invitrogen Cat. No. 18080-051) durchgeführt. RT ist ein Enzym, das drei 

enzymatische Aktivitäten (eine RNA-abhängige DNA-Polymerase, eine RNA-

DNA-hybridabhängige Exoribonuklease (RNase H) und eine DNA-abhängige 

DNA-Polymerase) aufweist, die die Umschreibung von RNA in DNA über meh-

rere Schritte katalysiert und eine saubere cDNA liefert. Während die RNA-

abhängige DNA-Polymeraseaktivität das RNA-Template in eine komplementäre 

DNA (cDNA) transkribiert, baut die RNase-H-Aktivität spezifisch nur RNA-Reste 

ab, die in RNA-DNA-Hybridmolekülen vorliegen. Durch die RNase-H werden 

reine RNAs nicht beeinträchtigt. Zur Durchführung wurden pro Ansatz 5µg tota-

le RNAs per 20µl cDNA Reaktion verwendet. 

Initial Primer /RNA Mix in 0,5 ml sterile Tubes 

 

5µg RNA     n µl 

Oligo (dT) Primer   1 μl 

10 mM dNTP mix    1 μl  

DEPC H20     n µl 

10µl 

Das zusammen pipettierte 10 µl Gesamtvolumen wurde im ersten Schritt der 

Synthese für fünf Min. bei 65°C inkubiert und mindestens eine Minute auf Eis 

gekühlt. Anschließend wurde 10 µl cDNA Sythese Mix (Pipettierschema s.u.) 

zugegeben. Die so gewonnene cDNA wurde zur Initiation der Erststrangsynthe-

se mit Oligo Dt Primer angesetzt. Es wurde dabei nach Herstellerangaben vor-

gegangen. 

 

cDNA Sythese Mix  

 

10x cDNA synthesis buffer  2 μl 

MgCl2     4 μl 

0.1 M DTT      2 μl 

RNaseOut ( 40U/µl)   1μl 

Superscript III    1 μl 

Synthese Mix   10 µl 
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Die synthetisierten cDNAs wurden als Ausgangsmaterial für die darauf folgende 

Zweitstrangsynthese und PCR-Amplifikation verwendet. Zur Amplifikation wurde 

die Methode IQ5 SYBRGreen Master Mix (Bio Rad) verwendet.  

3.3.2.3  Real Time PCR (RT-PCR mit SYBRGreen Master Mix) 

Das Prinzip der Real-Time-PCR ist eine Vervielfachungsmethode für 

Nukleinsäuren, die im Vergleich zu der ursprünglichen Polymerase-

Kettenreaktion eine Quantifizierung der Nukleinsäure (cDNA) in Echtzeit 

ermöglicht. Dieses System basiert auf der Fluoreszenz (SYBRGreen). Dabei 

wird das neu entstandene DNA-Produkt während der Amplifikation detektiert 

und quantifiziert. Der Fluoreszensfarbstoff lagert sich mit hoher Affinität an die 

doppelsträngigen DNA-Produkte und nimmt proportional mit der Menge der 

PCR-Produkte zu, die während eines Zyklus erfasst werden. SYBRGreen zeigt 

in gebundenem Zustand eine deutlich höhere Fluoreszenz als in 

ungebundenem Zustand an. 

Dies erlaubt, die Zunahme an doppelsträngigem PCR-Produkt während der 

PCR in Echtzeit zu verfolgen. Je  früher ein Fluoreszenzanstieg gemessen 

wurde, desto höher war die Kopienzahl des Transkriptes eines bestimmten 

Genes, was bedeutet, dass Genexpression vorhanden ist. Die Zunahme der 

„Target“-DNA korreliert also mit der Zunahme der Fluoreszenz von Zyklus zu 

Zyklus. Die Schmelzkurve und der sog. Ct–Wert sind im System als Kontrollen 

für die Spezifität des entstandenen Produktes eingebaut. Nach jeder 

Durchführung einer qPCR wurde daher eine Schmelzkurve- und Ct-

Wertanalyse durchgeführt. Unspezifische PCR-Produkte, wie z.B. Primerdimere 

besitzen niedrige Schmelzkurven. Der Ct-Wert gibt den Wert an, bei dem der 

Fluoreszenz-Farbstoff erstmals signifikant über die Hintergrunds-Fluoreszenz 

ansteigt[61]. 

Die Durchführung und anschließende Analyse der Proben wurde mit Bio-Rad 

Icycler IQ5 Real time PCR durchgeführt. Die zur Analyse verwendeten Primer 

sind den Verbrauchsmateriallisten und der Oligonucleotid-Tabelle (Tabelle 3.1A 

und 3.3.2.3A) zu entnehmen. Letztere wurden mit der Software des Institutes 

Whitehead Primer-Designer Programm hergestellt. (www-genom-wi.mit.edu/cgi 

bin/primer/primer3. cgi). Alle verwendeten Primer wurden vor der endgültigen 

Anwendung auf ihre Effizienz (mit einer Verdünnungsreihe von cDNA 1, 1:10, 
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1:100,1:1000) und anschließend die PCR-Produktgröße sowie die Qualität der 

DNA unter Verwendung von Kontrollgel (8% Agarose-Gel) überprüft. 

 

 

Gen-
Name 

Primer Sequenzen Gen-ID Basen- 
paarlänge 

NOPE 5´-TGGGCCAAATTCGAAATAAC -3´ (20) 
5´-GATGCTTTCAGGGTTTGAGG -3´ (20)  

57722 109 

Nope 5´-GCCATGGATGCCTTAAGTTC-3´ (20)  
5´-AGCCAGGTAAACGAGTGAGC-3´ (20)  

56741 103 

GPC-3 5´-CTACAGCACCCTGTGGTCTTC -3´ (21) 
5´-TCCTCTACTTCATGGCTGGAG -3´ (21) 

2719 107 

Albumin 5´-CTTGTTGCTGCAAGTCAAGC -3´ (20) 
5´-ACAGGGTGTTGGCTTTACAC -3´ (20) 

213 147 

AFP 5´-AAGGCCAGGAACAGGAAGTC -3´ (20) 
5´-CACACCGAATGAAAGACTCG -3‚ (20) 

174 127 

GAPDH 5- CAACGACCACTTTGTCAAGC -3 (20) 
5- TCTTCCTCTTGTGCTCTTGC -3 (20) 

2597 142 

HPRT 5` GACCAGTCAACAGGGGACAT-3`(20) 
5`GTGTCAATTATATCTTCCACAATCAAG3`(27) 

3251 92 

 

Tabelle 3.3.2.3A: Oligonucleotid- Primer Sequenzdarstellung 

 
Zur Durchführung wurde erst der SYBRGreen PCR Master Mix mit allen 

Komponenten außer Template (cDNA) in einem 1,5 ml sterilen Reaktionsgefäß 

wie folgt vorbereitet und bis zur Verarbeitung auf Eis gekühlt aufbewahrt: 

 

SYBR Green PCR Master Mix 

2 x SYBRGreen PCR Master Mix 10 µl 

10 µM Primer Mix    2 µl 

40 ng/µl cDNA    4 µl 

ddH2O      n µl 

       ad. 20 µl 

 

A 
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Der Amplifikationsansatz wurde in einer 96-er Testplatte nach dem folgenden 

Protokoll durchgeführt: 50°C für zwei Min., danach weitere Inkubationen für 10 

Min. bei 95°C. Hierbei wird Taq Polymerase aktiviert, wodurch der gleichzeitige 

Start aller Reaktionsvorgänge garantiert wird. 

Die Amplifikation erfolgt anschließend nach folgenden Programm:  

 

Zyklen (40x) 

Denaturierung    15 sec bei 95 °C  

Annealing /Elongation   30 sec bei 60 °C 

 

Für die Detektion wurde das Bio-Rad Detektionssystems (Fluoreszenzfarb-

stoff-Detektion mit Multicolour Bio-Rad PCR Detection System) angewendet. 

Die Quantifizierung der Proben erfolgte durch Dreifachbestimmung (Triplika-

te), als Referenzgene wurden ß-Actin und HPRT verwendet. Zur 

Linearisierung und Kontrolle wurde AL verwendet. Die Reinheitskontrolle der 

Amplifikations-Reagenzien (Kontaminationsfreiheit) wurde mit H2O durchge-

führt. Die Auswertung und Quantifizierung der unterschiedlichen Expression 

der einzelnen Proben wurde mit der Formel bzw. Differenz-Formel; Ratio= 

ΔΔCt- Werte (2 −ΔΔCt) berechnet. 

 

ΔCt = Ct Tumor - Ct OT 

ΔΔCt = Zielgen - Ct Referenzgen (ß-Actin und HPRT) 

Ratio 2-ΔΔ Ct 

Ausreißer wurden mit der Standardabweichungskurve (SD) ausgeglichen. 

Bei der Varianz bzw. Signifikanzanalyse der einzelnen Expressions-

Unterschiede wurde der statistische P-Wert (α=0.05) berücksichtigt. 

 

3.3 .3  Prote inbest immung und Western B lot -Ana lyse  

3.3.3.1 Proteinextraktion mittels SDS-Lysepuffer  

Die Extraktion der Totalproteine erfolgte sowohl aus den Zelllinien als auch aus 

den Lebergewebeproben mit dem SDS-Lysepuffer. Diese SDS-Lysepuffer (50 

ml) wurden wie folgt hergestellt: 2,5 ml SDS 10%, 1,5 ml Tric HCL 0,5 M pH 
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6,8, 1,25 ml Glycerol sowie Proteinaseinhibitor plus 1 mM EDTA (=1 Tablette 

Complete Fa. Roche, Mannheim). Die Endkonzentration der 

Verbrauchslösung entsprach 0,5% SDS 15 mM Tris HCL PH-Wert 6.8, 0.5 M 

HCL 2,5% Glycerol. Zur Proteinisolation wurden erst die Zelllinien von den 

Kulturschalen mit Trypsin und Medium abgelöst, zentrifugiert und Zellpellet 

mit eiskaltem PBS-Puffer gewaschen. Der vorbereitete SDS-Lysispuffer 

wurde zugegeben und anschließend 10-mal mit Hilfe einer Kanüle durch 

mehrmaliges Hochziehen homogenisiert. Das Homogenisat wurde 1 h bei RT 

stehen gelassen, anschließend für 30 Min. bei maximalen UPM bei 4°C 

zentrifugiert. Der Überstand enthielt das gesamte Protein (Totalprotein). Die 

untersuchten Lebergewebeproben (ca.150 mg) wurden erst in Stickstoff 

gefroren, zermahlen und wie oben beschrieben weiterverarbeitet. Das Prinzip 

dieser Methode der Proteingewinnung basiert auf der Eigenschaft des SDS. 

SDS in hoher Konzentration zerstört die nicht-kovalenten Proteinbindungen und 

somit die Sekundär- und Tertiärstrukturen der Proteine. Zur Gewinnung der 

Membranproteine wurde die TED-Reagenz-Methode mit der Zusammensetzung 

1 mM EDTA, 1 mM DTT, 50 mM Tris-HCl und Proteaseinhibitor verwendet. Die 

Konzentration der isolierten Proteinmengen wurde nach der sehr sensitiven 

Bicinchinon-Säure-Methode BCA durchgeführt. Dabei entstehen wasserlösliche 

Farbumschläge, die mit der Konzentration der vorhandenen Proteinmoleküle 

korrelieren. Das Produkt wurde anschließend photometrisch bestimmt. Zur 

photometrischen Bestimmung via Elisa wurde der Pierce ELISA Reader (Fa. 

Pierce)  bei λ = 570 nm gegen eine 2 mg-Albumin-Standard-Lösung-Kurve 

benutzt. Dabei wurde nach der Herstellerangabe vorgegangen. Die 

Proteinuntersuchung hat sich auf das Gesamtprotein konzentriert, da die TED-

Methode, die selektiv Membran-Proteine isoliert, zu keiner NOPE-Banden-

Detektion geführt hat (Abbildung nicht dargestellt). 

3.3.3.2 Elektrophoretische Trennung mittels SDS-PAGE und Immunoblot  

Zur Trennung der Proteine im elektrophoretischen Feld wurde erst ein PAA-Gel 

hergestellt. Das PAA-Gel besteht aus Polymerisation der Stoffe Acrylamid und 

Methylenbisacrylamid, was die Quervernetzung des Polyacrylamids bewirkt. 

Hierbei wurde die Zusammensetzung des Gels entsprechend den Angaben des 

Herstellers im Verhältnis 37,5 g:1 verwendet. Zusätzlich wurden APS und 
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TEMED zugegeben. Während die APS-Lösung (10%) als Sofortstarter der 

Polymerisierung dient, katalysiert TEMED die Polymerisation des Gels. Die 

beiden Stoffe wurden erst unmittelbar vor dem Gießen zugegeben. Das Gel 

setzt sich aus dem niedrig-konzentrierten (5%) Sammelgel und Trenngel (8%) 

zusammen. Die ideale Konzentration des Trenngels ist abhängig von der 

Ladung und dem Molekulargewicht (Masse) des zu trennenden Proteins. Vor 

dem Gießen werden die Glasplatten vorbereitet. Die Glasplatten müssen vor 

dem Zusammenbau sauber und absolut fettfrei sein. Dazu wurde Ethanol 

verwendet. Die Hohlräume der Glasplatten wurden durch einen Abstandhalter 

(Spacer) voneinander getrennt und abgedichtet. 

Die Gellösungen wurden erst getrennt in zwei Gefäßen hergestellt und zügig in 

den Hohlraum der vorbereiteten und abgedichteten Glasplatten gegossen. 15 

ml Trenngellösung (ausreichend für zwei Gele) wurden mit 30 µl der 10%-igen 

APS-Lösung sowie 3 µl TEMED versetzt und zügig mit einer Pasteurpipette in 

den Hohlraum der beiden Glasplatten bis zur Markierung (für Sammelgel ca. 2 

cm) pipettiert. Anschließend wurde das Gel mit Isopropanol überschichtet, was 

die Glättung der Geloberflächen bewirkt. Nach ca. 45 Min. bis 1 Stunde 

polymerisiert das Trenngel. Der Alkohol wurde abgegossen und mit Filterpapier 

vorsichtig abgetrocknet. Danach wurde die Sammelgellösung (4 ml mit APS 

und TEMED versetzt) etwa 2 cm hoch über das Trenngel pipettiert. Um die 

Taschen zum Einfüllen der Proben zu erhalten, wurde ein spezieller 

Elektrophorese-Kamm eingesteckt. Nach ca. 30 Min. polymerisierte das 

Sammelgel. Der Kamm wurde vorsichtig entfernt und das Gel in das 

Elektrophorese-Gerät eingespannt. Zur Durchführung der Elektrophorese wurde 

die Methode Mini Twin Gel (Fa. Biometra) verwendet.  

3.3.3.3  Prinzip und Durchführung der Gel-Elektrophorese  

Die elektrophoretische Trennung des Proteingemisches wurde mittels SDS- 

Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli durchgeführt[54]. Diese 

Methode ist dazu geeignet, Proteine nach ihrer Molekülgröße zu trennen. 

Hierbei wurde erst das Proteingemisch thermisch denaturiert. Das Prinzip 

dieser Methode der Proteingewinnung ist, dass SDS in hoher Konzentration die 

Eigenschaft besitzt, nicht-kovalente Proteinbindung zu zerstören und somit die 

Sekundär- und Tertiärstrukturen der Proteine aufzulösen. Die Proteine liegen 
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dann in Primärstruktur vor, wodurch sich SDS anlagern kann. Es ist ein 

anionisches Detergenz, das in der Lage ist, die Eigenladung der Proteine zu 

überdecken (1 g Protein bindet 1,4 g SDS). Hierbei weisen die Proteine eine 

negative Ladung auf und wandern zum positiven Pol (Anode) im elektrischen 

Feld. Der Zusatz von ß-Mercaptoethanol bewirkt die Zerstörung der 

Disulfidbrücken durch Reduktion[49]. Dafür wurden die Proteinproben (30 µg pro 

Tasche) in einem 1,5 ml Eppendorf Hütchen pipettiert und mit destilliertem 

Wasser auf 20 µl aufgefüllt. 15 µl Gelloadingbuffer (schwerer negativ geladener 

Farbstoff, Kontrolle der Laufbanden) wurde auf 95°C für 5 Min. erhitzt, 

anschließend gekühlt und zentrifugiert. Das in ein Elektrophorese-Gerät (Mini 

Twin Gel) eingespannte Gel wird mit Elektrophorese Puffer (1x TAE Puffer) 

gefüllt, in die ausgesparten Taschen wurde die Proben pipettiert und 

elektrophoretisch in Trans Blot System Bio Rad getrennt. Für das Gel wurden 1 

x TAE Puffer und als Laufpuffer 0,5 x TAE Puffer verwendet.  Bis zur 

Überschreitung des Sammelgels wurde die Elektrophorese bei 80 V und 

anschließend das Trenngel bei 110 V durchgeführt. Die Gesamtlaufzeit betrug 

ca. 2 bis 3 h.  

 

50 x TAE Puffer 1 Liter wird folgend zusammengesetzt: 

242 g   Trisbase 2 M Tris-Base  

57,1ml 2 M  Essigsäure   

186,1 g EDTA  100 ml 0, 5 (pH 8) 

dd H2O   ad. 1000 ml (TAE-Puffer mit NaOH auf pH 8 eingestellt).  

3.3.3.4 Der Proteintransfer auf eine Nitrocellulosemembran 

Zur Elution der Proteine aus dem PAA Gel wurde das Trans Blot System Semi-

Dry-Elektro-phoretic Cell (Bio-Rad) verwendet. Dafür wurde nach erfolgreicher 

Durchführung der Elektrophorese das Gel einer Nitrocellulosemembran für die 

nachfolgende Immundetektion immobilisiert. Zur Durchführung wurden sowohl 

die Nitrocellulosemembran als auch zwei Whatman Filterpapiere für zwei Min. 

in 1x Transferpuffer eingeweicht und luftblasenfrei ein Sandwich aus dem Gel, 

der Nitrocellulosemembran und dem Filterpapier hergestellt und in dem 

vorbereiteten Trans-Blot-Gerät eingespannt. Der Transfer auf die 
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Nitrocellulosemembran erfolgte bei einer Stromstärke von 0.02 Ampère für 60 

Min. und wurde anschließend mittels spezifischer gegen die gesuchten Proteine 

gerichteter Antikörper detektiert. 

 

10 x Transferpuffer wird wie folgt zusammengesetzt: 

 

114 g    Glycin  

30, 3 g  Tris base    

10 g    SDS     

ddH2O   ad. 1 L H2O 

3.3.3.5 Immundetektion der Proteine  

Die mit Hilfe des Western Blots auf die Nitrocellulosemembran übertragenen 

Proteine wurden mit Hilfe von spezifischen Antikörpern detektiert. Hierbei bindet 

ein primärer, gegen das Zielprotein gerichteter, Antikörper an das Protein. Der 

sekundäre Antikörper bindet an die konstante Region des Primärantikörpers. 

Zur Detektion wurde ECL Western Blot-Detection-System (Amersham Cat. No. 

RPN 2106) verwendet. Vor der Durchführung der Detektion wurde die 

Nitrocellulosemembran über Nacht bei 4°C in 5% Milchpulver-PBS-Lösung 

(0,05 Tween20) geblockt. Die Blockierung dient dazu, die unspezifischen Bin-

dungen des Antikörpers an die Membran und somit unspezifische Signalgebung 

zu verhindern. Nach der Blockierung  wurden die Membranen 2x 5 Min. bei RT 

mit PBS-Tween (0,5%) gewaschen. Anschließend erfolgte die Inkubation mit 

dem ersten Antikörper bei 25°C und leichtem Schütteln für zwei Stunden. Zum 

Gebrauch wurden die Antikörper je nach Herstellerangaben unterschiedlich 

verdünnt in Blocking-Milch (0,6 g 10 mM Tris, 5% Trockenmilchpulver (25 g) 

,2% BSA(10 g), 0,1%Tween-20 (0,5 ml) ad 500ml H2O, pH 7, 6 mit HCL) ver-

wendet. Nach der ersten Inkubation mit dem ersten AK wurde die Membran 2x 

10 Min. in PBS-Tween (0,5%) gewaschen. Danach folgte eine Inkubation für 

eine Stunde mit dem zweiten peroxidase-konjugierten AK. Nach gründlichem 

Waschvorgang wurde zur Detektion ECL-Reagenz gegeben. Dabei entsteht 

durch Oxidation des Luminols eine Enzymreaktion, die in angeregtem Zustand 

Licht emittiert und bei λ=428 nm gemessen wird. Dadurch werden die Banden 

auf einem Röntgenfilm sichtbar gemacht und anschließen detektiert. Um Detek-
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tionen anderer Primärantikörper mit demselben Blot durchführen zu können, 

wurden die Membranen „gestrippt“, was die weitgehende Entfernung von an die 

Proteine gebundenen Antikörpern bewirkt. Der „Stripp“ wurde mit 0.2 N NaOH 

für 10 Min. durchgeführt. Die verwendeten Antikörper sind der Tabelle 4.1.1 zu 

entnehmen. 

3 .3 .4  Immunhis to - /zytochemie -Ver fahren  

3.3.4.1 Prinzip und Durchführung der Immunhistochemie 

Immunhisto-/ Zytochemische Verfahren sind Methoden, die dazu dienen 

Proteine sichtbar zu machen. Dadurch kann identifiziert werden, in welchem 

Kompartiment der Zelle das Zielprotein (zytosolisch, plasmamembranös oder 

zytoplasmatisch) lokalisiert vorliegt. Zur Darstellung wurden primäre Antikörper 

verwendet, die spezifisch gegen das nachzuweisende Antigen gerichtet sind. 

Es kommt zu einer Antigen-Antikörper-Reaktion. Der sekundäre Antikörper 

bindet sich spezifisch an den primären Antikörper. An den sekundären 

Antikörper ist eine Markierung gekoppelt, welche die Detektion im 

Fluoreszenzmikroskop ermöglicht. Das Prinzip beruht auf einer Affinität der 

Antikörper zu einer bestimmten Zell- bzw. Gewebeeigenschaft. Dies wird als ein 

Epitop bezeichnet, womit der erste Antikörper eine spezifische Bindung eingeht. 

Unspezifische Bindungen und Hintergrundfärbung wurden mit IgG-Isokontrollen 

validiert. Alle untersuchten Proben waren kryokonserviert, was eine bessere 

Qualität der Strukturen gewährleistet als andere konventionelle 

Konservierungen, wie z.B. Paraffin. 

Zur Durchführung der Färbung wurden die Proben (Zelllinien und Leberschnitte) 

mit Aceton für 10 Min. fixiert. Anschließend wurden die Objektträger für ca. 30 

Min. luftgetrocknet, beschriftet und ein Bereich darauf mit einem wasserfesten 

Stift eingegrenzt. Anschließend wurden die Präparate mit 100% PBS für 10 Min. 

rehydriert und in die vorbereitete feuchte Kammer zur Weiterverarbeitung 

plaziert. Erst wurde auf die Objektträger mit 50 µl BB-Solution (PBS + 5% 

Donkey- Serum + 0.05% Tween-20) gegeben und für 1h bei RT inkubiert, wo-

durch die unspezifischen Proteine geblockt wurden. Anschließend wurde dem 

Protokoll entsprechend 50 µl verdünnte pAK-Kombination auf dem Objektträger 

gegeben und für 2h bei RT inkubiert und mit 50 ml PBS/ 0.05% Tween für je 2 x 
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5 Min. gewaschen. Im weiteren Schritt wurden je 50 µl sAK-Kombination 

gegeben und für eine weitere Stunde lichtgeschützt inkubiert. Danach sind die 

Objektträger für je 5 Min. ein Mal mit 50 ml PBS-Tween und ein weiteres Mal 

mit 50 ml 100% PBS gewaschen worden. Schließlich wurden die Präparate mit 

Mounting Medium eingedeckt und mikroskopiert. 

3.3.4.2 Prinzip der Immunhisto-/zytochemischen Kofärbung  

Zur Darstellung und Abgrenzung der jeweiligen Proteine in einem Präparat 

wurde die immunhistochemische Färbung in Kombination mit unterschiedlichen 

primären bzw. sekundären AK (pAK: NOPE (NOPE ist ein neuer AK und wurde 

von der Hersteller-Firma Fa. Abnova durch Rekombinatproteine verifiziert und 

das Produkt mit Kontrollzellen überprüft), AFP, E-Cadherin, transGolgi, Nope) 

und sekundären AK (CY2, CY3 (DaG), CY3 (Maus), APC in AB.- Lösung + 

1:10000 DAPI (Fluoreszenzfarbstoff zur Zellkerndarstellung) durchgeführt.  

Voraussetzung ist, dass sowohl die primären als auch die sekundären Antikör-

per in unterschiedlichen Tierspezies generiert sein müssen. Die fluoreszenz-

markierten sekundären AK binden sich spezifisch an die ersten AK und lassen 

sich entsprechend detektieren. Bei jeder Färbung wurden Isokontrollfärbungen 

durchgeführt. Zur Beurteilung wurde das OLYMPUS Mikroskop Cell M³ 1x81 

verwendet. Die Fluoreszensmarkierungen der sekundären AK fluoreszieren da-

bei in unterschiedlichen Kanälen, bei unterschiedlichen Wellenlängen zwischen 

400-670 nm und erlauben somit die Interpretation der differenzierten Strukturen. 
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4 .  E r g e b n i s s e  

4 . 1  H u m a ne  H e pa to m a - Z e l l l i n i e n  

4.1 .1   Quant i ta t ive  RT -PCR  

Die humanen Hepatoma-Zelllinien HepG2, HuH7 und Hep3B wurden mittels 

qRT-RCR auf die differenzielle Expression von NOPE, AFP und Albumin im 

Vergleich zur adulten Leber untersucht. Als Referenzgene 

(„Beladungskontrolle“) wurden ß-Actin und HPRT verwendet. Die Ergebnisse 

der qRT-PCR wurden sowohl in einer linearen (Abb. 4.1.1A) als auch in einer 

logarithmischen Skala (log2) (s. Abb. 4.1.1B) graphisch dargestellt. 

Alle untersuchten humanen Zelllinien wiesen eine im Vergleich zur adulten 

Leber höhere NOPE-Expression auf (HepG2 = 4,78-fache, HuH7 = 3,88-fache, 

Hep3B = 4,77-fache Kopienzahl-Erhöhung). Eine erhöhte Expression von AFP 

wiesen hingegen nur die Zelllinien HepG2 (6,21-fach) und HuH7 (8,9-fach) auf. 

Die Expression von Albumin war in allen Zelllinien im Vergleich zur adulten 

Leber reduziert (HepG2 = -5,5-fache, HuH7 = -4,55-fache, Hep3B = -3,57-fache 

Kopienzahl-Reduktion).  

Die Ergebnisse belegen, dass NOPE sowohl in AFP-positiven als auch in AFP-

negativen Hepatoma-Zelllinien auf mRNA-Ebene exprimiert wird. Die Tabelle 

4.1.1C fasst die Ergebnisauswertung zusammen. 
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Abb. 4.1.1 A und B zeigen die quantitativen RT-PCR-Ergebnisse der 

Expression von NOPE, AFP und Albumin (A) im Vergleich zur adulten 

Leber (AL) der drei untersuchten Zelllinien (HepG2, HuH7, Hep3B) in 

linearer (A) und für NOPE und AFP auch in logarithmischer (B) 

Darstellung. 
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Abbildung 4.1.1A: Lineare Darstellung der Zelllinien 

 

Abbildung 4.1.1B: Logarithmische Darstellung der Zelllinien 

 

Abbildung 4.2 

B 
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 NOPE AFP 

 

Albumin 

HepG2 + (+ 4,78x) 

 

+ (+ 6,21x) 

 

- (- 5,5x) 

HuH7 + (+ 3,88x) 

 

+  (+ 8,9x) 

 

- (- 4,55x) 

Hep3B + (+ 4,77x) 

 

- (- 0,22x) 

 

- (- 3,57x) 

 

Tabelle 4.1.1C: Tabellarische Zusammenfassung der qRT-PCR Ergebnis-
seder Hepatoma-Zelllinien 

 

Tab. 4.1.1C Zusammenfassung des Vergleichs der Expression von NOPE, 

AFP, und Albumin in den untersuchten Hepatoma-Zelllinien mit adultem Leber-

gewebe. Die Zahlen in Klammern zeigen das Vielfache der Expression 

(Kopienzahl-Erhöhung bzw. -Reduktion) in den jeweiligen Hepatoma-Zelllinien 

an. 

 

4.1 .2  Western Blo t   

 

Die Ergebnisse der quantitativen RT-PCR wurden anschließend mittels 

Western Blot auf Proteinebene untersucht. Verwendet wurden ein kommerziell 

erhältlicher monoklonaler anti-humaner NOPE-Antikörper, ein polyklonaler anti-

humaner AFP-Antikörper und ß-Actin als Referenzgen. 

Der monoklonale NOPE-AK detektierte bei allen Hepatoma-Zelllinien (HepG2, 

HuH7, Hep3B) den Herstellerangaben entsprechend bei 130 kDa eine isolierte 

Bande, ergab jedoch keine Bandendetektion bei der adulten Leber als 

Negativkontrolle (s. Abb. 4.1.2A). Erwartungsgemäß zeigten sich nach 

Detektion mit dem AFP-Antikörper Banden bei 72 kDa bei HepG2 und HuH7, 

jedoch keine Bande bei Hep3B oder der adulten Leber als Negativkontrolle (s. 

C 

 



Kapitel 4: Ergebnisse 

48 
 

Abb. 4.1.2A). Mit ß-Actin konnte aufgrund einer Bande bei 43 kDa eine 

gleichmäßige Beladung des Gels bestätigt werden (s. Abb. 4.1.2A). 

Der Western Blot bestätigte somit die Ergebnisse der quantitativen RT-PCR mit 

einer erhöhten Expression von NOPE in den untersuchten Hepatoma-Zelllinien. 

Der etablierte Biomarker AFP hingegen war auch auf Proteinebene in einem 

Drittel der Zelllinien nicht zu detektieren. 

Diese Proteinuntersuchungen waren auf Gesamtproteinextrakt beschränkt. 

Western Blot-Untersuchungen nach selektiver Anreicherung von 

Membranproteinen ergaben keine Bandendetektion mit dem kommerziellen 

NOPE-Antikörper (keine Abbildung). 

 

 

Abbildung 4.1.2A: Western Blot- Ergebnisse der Hepatoma-Zelllinien  

 
Abb. 4.1.2A Alle drei Zelllinen (HepG2, HuH7, Hep3B) weisen eine NOPE-

Bande bei 130 kDa auf. Eine AFP-Bande (72 kDa) ist nur bei den Hepatoma-

Zelllinien HepG2 und HuH7 zu detektieren, während bei der Zelllinie Hep3B 

keine Bande nachweisbar ist. Bei der adulten Leber (AL) ist jeweils keine Bande 

detektierbar. Mit ß-Actin als Referenzgen wurde bei allen Proben bei 43 kDa 

eine gleichmäßige Proteinbeladung gezeigt. 

   43kDA 

A 

72kDA 

   NOPE 

 

HepG2 HuH7 Hep3B AL 

β-Actin 

 130kDA 

      AFP 
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4.1 .3  Immunzytochemische -Kombina t ions färbung 

der  Hepatoma -Zel l l in ien  

 

Um die Ergebnisse von quantitativer RT-PCR und Western Blot zu überprüfen, 

wurden die Zelllinien auf einem Objektträger zu Kolonien gezüchtet und 

anschließend immunzytochemisch angefärbt. Die Färbung erfolgte mit dem 

monoklonalen anti-humanen NOPE-AK in Kombination mit Färbungen für 

zytosolisch lokalisiertes AFP und dem epithel-spezifischen E-Cadherin zur 

Anfärbung der Zellmembran. DAPI diente zur Darstellung des Zellkerns. 

Mit dem monoklonalen anti-humanen NOPE-AK gelang trotz verschiedener 

Fixierungstechniken aller drei Zelllinien keine spezifische immunzytochemische 

Färbung oberhalb der mit Isotypen bereits vorhandenen Hintergrundintensität. 

Daraufhin erfolgte eine Kombinationsfärbung mit dem im Mausmodell bereits 

etablierten polyklonalen Nope-AK.  

Während die Kofärbungen im Mausmodell mit diesem polyklonalen Nope-AK 

und dem epithel-spezifischen E-Cadherin-AK ein membranöses Protein zeigte 

(s. Abb. 4.1.3A), ergab sich bei allen humanen Zelllinien (HepG2, HuH7, 

Hep3B) mit diesem Antikörper eine perinukleär lokalisierte Färbung (s. Abb. 

4.1.3B). Dieses war bei der humanen Zelllinie HuH7 am stärksten nachweisbar. 

Färbungen mit AFP sowohl im Mausmodell (s. Abb. 4.1.3A) als auch in 

humanen Zelllinien ergaben erwartungsgemäß eine zytosolische Detektion (s. 

Abb. 4.1.3B). E-Cadherin färbte jeweils die Zellmembran an. Kontrollen mit 

Isoantikörpern ergaben keine signifikante Färbung. 

Um die genaue Lokalisation dieser Nope-Färbung in den Zellorganellen der 

Hepatozyten zu evaluieren, wurden Kofärbungen des polyklonalen Nope-Ak mit 

einem transGolgi-AK (monoklonaler anti-humaner transGolgi-AK) durchgeführt. 

Diese ergaben, dass das mit dem polyklonalen Nope-AK dargestellte Protein im 

Golgi-Apparat lokalisiert ist (s. Abb. 4.1.3C). 

Als Negativkontrolle wurden daraufhin Kryoschnitte adulter humaner Leber mit 

dem polyklonalen Nope-Antikörper angefärbt. Die perinukleäre Färbung war 

auch in der adulten Leber zu detektieren, so dass es sich bei dieser 

Färbereaktion am ehesten um eine unspezifische Färbung bzw. eine 

Kreuzreaktion mit einem anderen Antigen handelt.  
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Abbildung 4.1.3A: Immunhistochemische Darstellung von Nope in Maus-
HCC-Zellen 

 

Abb. 4.1.3A: Immunhistochemische Darstellung von Nope in Maus-HCC-

Zellen. Mit dem polyklonalen anti-Maus Nope-AK wird in Mauszellen ein 

membranöses Protein detektiert (A). Eine Kofärbung mit E-Cadherin (B) zeigt, 

dass Nope-positive HCC-Mauszellen epithelialen Ursprungs sind. In der 

Abbildung (C) wird die Überlagerung der Nope/ E-Cadherin- Bilder gezeigt. Die 

Bilder wurden mit einem konfokalen Mikroskop aufgenommen.  

B   E. Caherin/ DAPI    C   Überlagerung Nope/          

E.- Cadherin/ DAPI 
A   Nope/ DAPI 

A 
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Abbildung 4.1.3C: HuH7 Koexpression Nope und trans Golgi 
 

Abb. 4.1.3C Immunhistochemische Kombinationsfärbung mit Nope-, und 

transGolgi-AK. Die Lokalisation von Nope und transGolgi ist identisch, 

somit Nope in Golgi-Apparat lokalisiert. Die Überlagerung der Bilder (Nope/ 

transGolgi) ist in der Abbildung A. gezeigt. 

 

A 

 transGolgi 
 

Nope 
 

Nope/ DAPI AFP/ DAPI Überlagerung AFP/ 
Nope/DAPI 

Abbildung 4.1.3B: HuH7 Immunhistochemische Lokalisation von Nope  

und AFP 

  

Abbildung 4.1.3B: HuH7 Immunhistochemische Lokalisation von Nope  

und AFP  

AFP  

 
 

A B C 

 

Abb. 4.1.3B Immunzytochemische-Lokalisation von Nope (perinukleär) am 

Beispiel der Hepatomazelllinie HuH7 mit Hilfe des polyklonalen Nope-AK (A). 

Zytosolische Lokalisation von AFP mit dem polyklonalen AFP-AK (B). Mit DAPI 

wird der Kern dargestellt. Die Überlagerung der Bilder ist in der Abbildung (C) 

gezeigt. 
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4 . 2  Z u s am me n fa ss u n g :  He p at om a - Z e l l l i n i e n   

Mittels quantitativer RT-PCR, Western Blot und Immunzytochemie wurde die 

NOPE-Expression in verschiedenen Hepatoma-Zelllinien (HepG2, HuH7, 

Hep3B) im Vergleich zur adulten Leber analysiert.  

Es konnte auf mRNA-Ebene mittels qRT-PCR und auf Protein-Ebene im 

Western Blot gezeigt werden, dass alle untersuchten humanen Hepatoma-

Zelllinien eine im Vergleich zur adulten Leber hohe NOPE-Expression 

aufweisen. Der etablierte Tumormarker AFP hingegen war nur in den Zellinien 

HepG2 und HuH7 exprimiert. Die Albumin-Expression war in allen Zelllinien im 

Vergleich zur adulten Leber reduziert. 

Eine immunzytochemische Färbung mit dem monoklonalen anti-humanen 

NOPE-AK gelang jedoch nicht. Die immunzytochemische Färbung mit dem 

polyklonalen Nope-AK (90% Homologie zu humanen Zellen) ergab eine 

perinukleär-lokalisierte Detektion. Weitere Kombinationsfärbungen bestätigten 

eine Lokalisation im transGolgi-Netzwerk. Dieser polyklonale Antikörper zeigte 

diese Färbung jedoch auch in der normalen adulten Leber und wurde daher als 

unspezifisch gedeutet. 

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass NOPE nicht nur in AFP-

positiven, sondern auch in AFP-negativen humanen Hepatoma-Zellinien mittels 

qRT-PCR und Western Blot detektiert werden kann. Eine Immunzyto-/-

histochemische Darstellung gelingt mit den verfügbaren kommerziellen 

Antikörpern jedoch nicht.  

Diese Ergebnisse sollen im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit an HCC-

Patientenproben evaluiert werden. 
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4 . 3  H C C - Pa t i en t en l e ber pr o b e n  

Um die Übertragbarkeit der Ergebnisse der Zelllinien auf HCC-Proben zu über-

prüfen, wurden Patientenproben (aus dem Institut für Pathologie der Universität 

zu Köln, Direktor Prof. Dr. Dienes) untersucht. Insgesamt wurden 24 kryokon-

servierte Lebergewebeschnitte sowie zwei Gewebeschnitte mit Lebermetasta-

sen von einem Pankreas- und einem Kolonkarzinom auf eine NOPE-Expression 

hin analysiert. Alle Tumore wurden sowohl auf mRNA- (quantitative-RT-PCR) 

als auch auf Proteinebene (Western Blot, Immunhistochemie) untersucht.  

4.3 .1  Gesamtüberbl ick  der  untersuchten  Proben  

Die Einteilung der ausgewählten HCC-Proben erfolgte zunächst nach der Ätio-

logie der zugrundeliegenden Lebererkrankung, dem Vorhandensein einer 

Fibrose bzw. Zirrhose und dem Differenzierungsgrad des Tumors.  

Die ätiologische Einteilung der HCC-Proben stellte sich wie folgt dar: Über 

die Hälfte der HCCs entstanden auf dem Boden einer Virushepatitis (chron. 

HBV-Infektionen 30% und chron. HCV-Infektionen 25%). Ein HCC auf dem 

Boden einer hereditär-metabolischen Stoffwechselstörung oder auf Grund 

toxischer Ursachen betraf jeweils 8% der untersuchten Patientenproben. Bei 

29% der Proben war die zugrundeliegende Lebererkrankung unbekannt (s. 

Abb.4.3.1A). Nur bei 33% der Patienten war gemäß histologischem Befund 

eine Leberzirrhose nachweisbar, bei 8% der Proben war die Auswertung be-

züglich einer Zirrhose nicht möglich.  

Der Differenzierungsgrad des Tumors wurde wie in Tabelle 4.3.1A darge-

stellt eingestuft. Hierbei machte der Differenzierungsgrad II mit 58% den 

größten Anteil der HCC-Proben aus. 
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Tabelle 4.3.1A: Differenzierungsgrad des Tumors der untersuchten 

Proben 

 

71% der Patienten waren männlichen Geschlechts (s. Abb. 4.3.1B). 16% der 

Patienten hatten einen Migrationshintergrund (Abbildung nicht dargestellt).  

Von den 24 untersuchten Proben konnten bei 17 Patienten weitere 

Informationen über den klinischen Verlauf und die Behandlung der jeweiligen 

Patienten eingeholt werden. Demnach war der etablierte Tumormarker AFP im 

Serum bei 17,6% (= 3 Patienten) der Patienten erhöht, bei 58,8% (= 10 

Patienten) im Normbereich (≤ 5,8 kU/l). Bei den restlichen 23,5% (= 4 

Patienten) der Patienten war kein AFP-Wert zu eruieren. 29,4% der Patienten 

hatte in der Zwischenzeit eine Lebertransplantation erhalten. Alle HCC-

Patienten mit der Ätiologie HCV zeigten eine Reinfektion des Transplantats.  

HCC-
Proben 

Verteilung in 
Prozent 

Differenzierungsgrad des Tumors 

Grad I 4% Gut differenziert, hohe Übereinstimmung mit 
dem Ursprungsgewebe 

Grad II 58% Mäßig differenziertes bösartiges Gewebe 

Grad II-III 13% Mittelmäßig bis schlecht differenziertes Gewebe 

Grad III 21% Schlecht differenziertes malignes Gewebe 

Grad IV 4% Undifferenziertes malignes Gewebe, immun-
histochemisch dem Ausgangsgewebe kaum 
noch zuzuordnen 

A 
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Abbildung 4.3.1A: Ätiologische Einteilung und Verteilung nach Zirrhose 

 

Abb. 4.3.1A Darstellung der prozentualen Verteilung nach Ätiologie (oben): 

virale Ursachen (HBV und HCV) 55%, eine unklare Ätiologie liegt bei 29% der 

Proben vor, Stoffwechsel und toxische Ursachen machen jeweils 8% der 

Proben aus. Bei 46% der Proben ist keine Zirrhose vorhanden, bei 33% der 

Leberproben ist eine Zirrhose nachweisbar. 13% der HCC-Proben zeigen eine 

Fibrose. Bei 8% der Proben ist bezüglich einer Fibrose bzw. Zirrhose keine 

klare Abgrenzung möglich. 

 

A 
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Abbildung 4. 3.1B: Einteilung nach Differenzierungsgrad und Geschlecht  

  
Abb. 4.3.1B In der Abbildung wird die Einteilung nach Differenzierungsgrad I-IV 

(oben) des Tumors sowie Verteilung nach Geschlecht der untersuchten HCC-

Proben gezeigt. Der Differenzierungsgrad II macht mit 58% den größten Anteil 

der HCC-Proben aus. 71% der untersuchten Leberproben stammen von 

Männern. 

 

B 
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4.3 .2  Quant i ta t ive  RT-PCR der  HCC-Proben  

 

Zur Quantifizierung der NOPE-Expression auf mRNA-Ebene wurde bei jeder 

HCC-Probe das Tumorgewebe (T) mit dem tumorfreien umgebenden Leberge-

webe (OT) und mit einer humanen, nicht pathologisch veränderten adulten Le-

ber (AL) verglichen. Anschließend wurden alle Tumore (T) und alle tumorfreien 

Gewebe (OT) gegen die AL-Kontrolle linearisiert. Als Referenzgene wurden ß-

Actin und HPRT verwendet. Die Auswertung der quantitativen RT-PCR mit den 

beiden Referenzgenen war nicht signifikant different.  

Für die Bewertung einer HCC-Probe (T) als „NOPE-positiv“ mussten alle fol-

genden Kriterien erfüllt sein: 

 

1. Detektionslimit waren max. 32 Zyklen bis zum Erreichen des Threshold  

2. Mind. 2,5-fach höhere NOPE-Expression im Vergleich zu AL 

3. Höhere NOPE-Expression im Vergleich zur OT-Probe  

 

Die Ergebnisse der quantitativen RT-PCR-Analysen zeigten, dass einige 

Tumore im Vergleich zu adultem Lebergewebe und dem tumorfreiem Gewebe 

derselben Leber (OT) eine deutliche NOPE-Expression aufwiesen. Insgesamt 

erfüllten 33,3% der Proben alle der oben genannten Kriterien und waren so-

mit NOPE-positiv (Abb. 4.3.2A). 

Bei allen NOPE-positiven Ergebnissen wurde weiter bezüglich der NOPE-

Expressionsintensität zwischen starker, mittlerer und schwacher Expression 

unterschieden (PCR-Zykluszahl von 23 – 31,5 Zyklen): 

 

 starke Expression:  26,4 - 170,5 -fach erhöhte Kopienanzahl vs. AL 

 mittlere Expression: 8,7 - 26,4 – fach erhöhte Kopienanzahl vs. AL 

 schwache Expression: 2,7 - 8,7 -fach erhöhte Kopienanzahl vs. AL 

 

Entsprechend dem Vorgehen bei der NOPE-Expression wurde bei AFP 

ebenfalls ein “cut-off” bei 2,5 PCR-Zyklen im Vergleich zu AL gesetzt und nur 

eine höhere Expression als im zu vergleichenden OT-Gewebe als AFP-

positiv gewertet. Die AFP-Expression der Proben war auf mRNA-Ebene sehr 
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variabel und bewegte sich zwischen 22 - 28 Zyklen bis zum Erreichen des 

Threshold. Nur 29,2% der Proben waren unter Berücksichtigung der oben-

genannten Kriterien AFP-positiv.  

Eine Expression von NOPE (33,3%) und/ oder AFP (29,2%) ergab sich dem-

nach bei 50% der HCC-Proben, wobei nur 12,5% eine Koexpression für 

NOPE und AFP aufwiesen. Von den NOPE-positiven HCC-Proben sind 

37,5% AFP- und NOPE-positiv, 62,5% der NOPE-positiven HCC-Proben 

hingegen sind AFP-negativ. Von den NOPE-negativen Proben waren nur 

16,6% AFP-positiv. Von den AFP-positiven Proben waren 12,5% gleichzeitig 

NOPE-positiv und 20,8% der AFP-negativen Proben waren NOPE-positiv. (s. 

Tabelle 4.3.3.2B)  

Bei 50% der untersuchten HCC-Proben wurde nach den oben genannten 

Kriterien auf mRNA-Ebene keiner der Marker (AFP und/ oder NOPE) detek-

tiert. 

Es wurde zudem festgestellt, dass einige tumorfreie Lebergewebe (OT) eine 

erhöhte AFP-und NOPE-Expression auf mRNA-Ebene im Vergleich zur AL 

zeigten. Insgesamt wurde eine erhöhte NOPE-Expression bei 12,5 % der 

OT-Proben sowie eine erhöhte AFP-Expression bei 16,6% der OT-Proben 

nachgewiesen (s. Abb. 4.3.2 B). 

Zusätzlich wurde eine deutliche NOPE-Expression bei der Lebermetastase 

eines Kolonkarzinoms festgestellt. Das Gewebe mit der Metastase eines 

neuroendokrinen Pankreaskarzinoms zeigte keine NOPE-Expression (s. Abb. 

4.3.3.1G und H).  

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die quantitativen RT-PCR-

Analysen der HCC-Proben zu 33,3% NOPE-positiv waren. 20,8% der AFP-

negativen HCC-Proben waren NOPE-positiv. Von den NOPE-negativen Pro-

ben waren 16,6% AFP-positiv.  
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Abbildung 4.3.2A: Übersicht qPCR humane HCCs; nur Tumorgewebe (T) 

  

 

Abb. 4.3.2A stellt eine Übersicht der qRT-PCR-Ergebnisse (AFP, NOPE und 

Albumin-Expression auf mRNA-Ebene) aller untersuchten HCC-Proben vs. AL 

dar. Hierbei wird festgestellt, dass 33,3% der HCC- Proben eine hohe NOPE-

Expression zeigen. Eine erhöhte AFP-Expression weisen 29,2% der Proben 

auf. 

A 
 

Condition 
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4.3.2.1 NOPE-Expression ausgewählter Proben (linear und logarithmisch) 
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Abbildung 4.3.3.1B: qRT-PCR T vs. OT in HCC-Proben mit starker NOPE-
Expression (logarithmisch)  
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Abbildung 4.3.3.1D: qRT-PCR T vs. OT in HCC-Proben mit mittlerer NOPE-
Expression (logarithmisch) 

 

 

Abbildung 4.3.31C: qRT-PCR T vs. OT in HCC-Proben mit mittlerer 
NOPE-Expression (linear) 
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Abbildung 4.3.3.1F: qRT-PCR T vs. OT in HCC-Proben mit schwacher 
NOPE-Expression (logarithmisch) 

 
Abb.4.3.3.1A-F stellen qRT-PCR-Ergebnisse Tumor vs. tumorfreies Leberge-

webe (OT) mit starker (linear (A) und logarithmisch (B)), mittlerer (linear (C) und 

logarithmisch (D)) oder schwacher NOPE-Expression: linear (E) und logarith-

misch (F) dar. 

 

 

F 
 

E 
 

 Abbildung 4.3.3.1E: qRT-PCR T vs. OT in HCC-Proben mit schwacher 
NOPE-Expression (linear) 
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Abb.4.3.3.1 G und H Darstellung der NOPE-Expression in den untersuchten 

Lebermetastasen (T vs OT). Das neuroendokrine Pankreaskarzinom (T162) 

zeigt keine, das Kolonkarzinom (T235) eine starke NOPE-Expression. Abbil-

dung G NOPE-Expression in linearer, H in logarithmischer Form präsentiert. 
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Abbildung 4.3.3.1G: Lebermetastasen T vs. OT (linear) 

 

Abbildung 4.3.3.1H: Lebermetastasen T vs. OT (logarithmisch) 
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Abbildung 4.3.3.1I: Übersicht qRT-PCR mit “tumorfreien” OT-Proben  

 

Abb. 4.3.3.1I zeigt die qRT-PCR-Ergebnisse des untersuchten “tumorfreien” 

umgebenden Lebergewebes (OT) von Patienten mit HCC im Vergleich zur AL. 

Dabei zeigen 12,5% der OT-Proben eine erhöhte NOPE- und 16,6% eine er-

höhte AFP-Expression. 

 

I 
 

Condition 
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4.3 .3  K l in ische Daten der  HCC -Pat ienten  mi t  N OPE-

pos i t iven HCC -Proben 

Innerhalb der NOPE-positiven Proben wurde zusätzlich nach Grunderkrankung, 

Vorhandensein bzw. Fehlen einer Zirrhose und dem histopathologischen 

Grading differenziert.  

Die höchste NOPE-Expression wurde bei HCC-Proben mit zugrundeliegender 

HBV-Infektion (37,5%) und mit unklarer Ätiologie (37,5%) nachgewiesen. Eine 

eindeutige NOPE-Expression wurde vor allem bei HCCs ohne vorbeschriebene 

Zirrhose (75%) nachgewiesen (s. Tabelle 4.3.3 2A). Im Vergleich dazu stam-

men NOPE-negative HCC-Proben hauptsächlich von zirrhotischen bzw. 

fibrotischen Lebern mit der Ätiologie einer chronischen HCV-Infektion (31,3%). 

Zusammenfassend ergab die Evaluation der NOPE-positiven HCC-Proben fol-

gende Ergebnisse: Eine eindeutige NOPE-Expression auf mRNA-Ebene ist 

hauptsächlich bei HCC-Proben mit der Ätiologie HBV-Infektion ohne vorange-

gangene Zirrhose zu detektieren. Im Gegensatz dazu waren diejenigen HCC-

Proben mit der Ätiologie einer chronischen HCV-Infektion bei vorbekannter Zir-

rhose hauptsächlich NOPE-negativ. 
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Tabelle 4. 3.3.2 A: Zusammenfassung aller NOPE-positiven HCC-Proben 

 

 

 
 
Tab.:4.3.3.2A Tabellarische Zusammenfassung aller auf mRNA-Ebene NOPE-

positiven vs. AFP-positiven HCC-Proben in Abhängigkeit von Grunderkrankung, 

Vorhandensein einer Zirrhose und Grading. Die NOPE-Expression in den ein-

zelnen Proben ist von oben nach unten in absteigender Reihenfolge dargestellt. 

Die Zahl in Klammern zeigt die qPCR-Ergebnisse der NOPE und AFP-

Expressionsstärke (=x-fache Kopienzahlerhöhung).  

 

Proben- 
nummer 

NOPE-positiv 
(+) negativ (-) 

AFP-positiv (+)  

negativ (-) 

Zir-
rhose  

Grunder- 

krankung 

Grading 

T/OT 144 +++ 

(=170,5) 

+++ 

(=42,5) 

Nein HBV HCCG2; 
pT1NxMx 

T/OT 134 +++ 

(= 52,3) 

- 

(=1,6) 

Nein HBV HCCpT3N0
MxG2 

T/OT 106 ++ 

(= 26,4) 

+ 

(=4,3) 

Ja HBV HCCpT3Nx
G3 

T/OT 110 ++ 

(= 17,9) 

- 

(=0,04) 

Nein Genese 

unklar 

HCCpT3G3 

T/OT 92 ++ 

(=14,4) 

++ 

(=29,3) 

Nein Genese 

 unklar 

HCCpT3NM
xG3 

T/OT 207 ++ 

(= 8,7) 

- 

(=0,8) 

Nein Genese 

 unklar 

HCCpT1pN
xpMxG2 

 

T/OT 131 + 

(=2,95) 

- 

(=0,47) 

Nein nutritiv-
toxischer 

Genese 

mit fokaler 
Verfettung 

HCCpT3Nx
MxG2 

T/OT 172 + 

(=2,7) 

- 

(=0,28) 

Ja HCV HCCpT3Nx
G2-3 

A 
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4.3 .4  Western Blo t  der  HCC -Proben 

Alle HCC-Proben wurden mittels Western Blot auf eine NOPE-Expression 

analysiert. Verwendet wurde der monoklonale anti-humane NOPE-Antikörper 

sowie Β-Actin als Referenzgen. 

Alle untersuchten HCC-Proben zeigten isolierte Banden bei 130 kDa, der 

erwarteten Bandengröße für NOPE (s. Hepatoma-Zellinien). In der 

Negativkontrolle mit adulter Leber wurde trotz wiederholter (> 3-facher) 

Überprüfung mit jeweils anderem Lebergewebe niemals eine Bande detektiert 

(s. Abb. 4.3.4A-B).  

Eine AFP-Bande bei 72 kDa wurde bei 62,5% der untersuchten Tumorproben 

detektiert (s. Abb. 4.3.4A-B). Dabei korrelierte die AFP-Expression auf Protein-

Ebene nicht mit den Ergebnissen auf mRNA-Ebene. So zeigten 4 auf mRNA-

Ebene AFP-negative HCCs eine AFP-Bande im Western Blot (T147, T172, 

T188, T110). Zwei auf mRNA-Ebene AFP-positive Tumorproben zeigten im 

Western Blot keine AFP-Banden (T106, T132). AL war jeweils AFP-negativ. 

Allerdings konnte auch in allen tumorfreien OT-Proben mit NOPE eine 

eindeutige Bande bei 130 kDa detektiert werden. Im Vergleich zu diesen 

Ergebnissen war die NOPE-Expression auf mRNA-Ebene dagegen nur bei 12,5 

% der OT-Proben nachweisbar (s. Abschnitt 4.2.3). Auch AFP-Banden waren in 

20,8% der OT-Proben detektierbar (s. Abb. 4.3.4 C und D), in der qRT-PCR 

lediglich bei 16,6%. Die beispielhaft gezeigten tumorfreien Proben zeigten keine 

AFP-Expression auf mRNA-Ebene (T172, T188). 

Insgesamt kann damit auf Proteinebene mittels NOPE-Expression zwischen 

normaler adulter Leber und HCC, nicht jedoch zwischen tumorfreier, aber 

pathologisch veränderter Leber und benachbartem HCC differenziert werden. 

Im gewählten Kollektiv war jedoch auch AFP kein verlässlicher Parameter 

aufgrund hoher Inkonsistenz im Vergleich mit den qPCR-Ergebnissen und 

immerhin 20,8% AFP-positiven tumorfreien OT-Proben.  
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4.3.4 A-B: Abbildungen Western Blot Ergebnisse der Lebergeweben   

 

 

 

Abbildung 4.3.4A: Western Blot Lebergewebe  

 

 

 

 
Abb.4.3.4A-B Hierbei wird NOPE-Expression auf Protein-Ebene via Western 
Blot gezeigt. 
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Abbildung 4.3.4B: Western Blot Lebergewebe 
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Abbildung 4.3.4 C und D: Western Blot Lebergewebe T vs. OT 

  

Abb. 4.3.4 C und D Beide Abbildungen stellen exemplarisch jeweils NOPE und 

AFP-positive Ergebnisse auf Protein-Ebene sowohl im Tumor (T) als auch im 

tumorfreien Gewebe (OT) dar. Im Vergleich sind die Ergebnisse auf mRNA- vs. 

Protein-Ebene diskrepant. T173 (C) ist auf mRNA-Ebene AFP-und NOPE-

Expression-negativ, auf Protein-Ebene jedoch exprimiert. Im Gegensatz dazu 

ist auf mRNA-Ebene bei T216 (D) die AFP-Expression positiv und die NOPE-

Expression negativ, während auf Protein-Ebene sich beide Marker positiv prä-

sentieren.  
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4.3 .5  Immunhis tochemie  der  HCC -Proben 

Eine immunzytochemische Färbung mit dem monoklonalen anti-humanen 

NOPE-AK gelang bei den Hepatoma-Zellinien nicht. Der polyklonale Nope-AK 

ergab eine perinukleär-lokalisierte Färbung auch in der für die Negativkontrolle 

gewählten adulten Leber (s. Abb. 4.3.5A) und war daher in humanen Geweben 

nicht zu verwenden.  

Wir konnten allein bei der HCC-Probe mit maximaler NOPE-Expression in der 

qRT-PCR (T144) mit dem monoklonalen anti-humanen NOPE-AK ein a.e. 

zytosolisch lokalisiertes Protein nachweisen. Kofärbungen zeigten eine 

zytosolische Lokalisation von AFP und die E-Cadherin-positive Zellmemban (s. 

Abb. 4.3.5B). Die adulte Leber zeigte reproduzierbar keine spezifische Färbung 

mit dem monoklonalen NOPE-Antikörper.  

Zusammenfassend kann daher gesagt werden, dass der polyklonale Nope-AK 

im humanen Gewebe nicht spezifisch ist und somit nicht verwendet werden 

kann, während der monoklonale anti-humane NOPE-AK eine spezifische, aber 

wenig sensitive Färbung von NOPE im Zytosol erzielte. Die Ergebnisse sind 

den Abbildungen 4.3.5A und B zu entnehmen.  
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Abb. 4.3.5A Analog zu den Zelllinien, zeigt die 

Immunhistochemie mit dem polyklonalen 

Nope-AK eine perinukleäre Lokalisation von 

Nope im HCC-Gewebe (exemplarisch T144). 

E-Cadherin färbt die Zellmembran an. In der 

AL-Kontrolle lässt sich ebenfalls ein 

perinukleär lokalisiertes Protein darstellen (in 

dieser Abb. nicht gezeigt). 

    

 

 

 

            

´         NOPE-DAPI           AFP-DAPI    E.-Cadherin-DAPI 

Abbildung 4.3.5B: T144 nach Färbung mit monoklonlaem NOPE-AK  
 
Abb. 4.3.5B Immunhistochemische Kofärbung von NOPE in HCC (exempla-

risch T144). Nach der Färbung mit dem monoklonalen NOPE-AK zeigt sich die 

NOPE- Struktur als ein zytosolisch lokalisiertes Protein. Kofärbung mit AFP und 

E-Cadherin. 

 

A 

Abbildung 4.3.5A: T 144 Nope- AK (perinukleär), E.-Cadherin 

 

 

B 



Kapitel 0:  

72 
 

4 . 4  Z u s am me n fa ss u n g :  H um a ne  H C C -  Pr o be n  

Von den 24 HCC-Patientenproben waren 33,3% der Proben auf mRNA-

Ebene NOPE-positiv mit bis zu 170-facher Expression im Vergleich zu adul-

ter Leber, während alle untersuchten normalen AL-Gewebe auf allen Ebenen 

(mRNA, Proteine, IH) reproduzierbar negativ blieben. 20,8% der AFP-

negativen HCC-Proben waren NOPE-positiv. Von den NOPE-negativen Pro-

ben waren 16,6% AFP-positiv. 

Eine eindeutige NOPE-Expression konnte vor allem bei HCCs in nicht-

zirrhotischer Leber nachgewiesen werden. Die höchste NOPE-Expression 

zeigten HCC-Proben auf dem Boden einer HBV-Infektion (37,5%). Allerdings 

zeigten auch einige der tumorfreien (OT) Gewebeproben eine erhöhte Ex-

pression von NOPE (12,5%) und/oder AFP (16,6%). 

Auf Protein-Ebene konnten diese Ergebnisse jedoch nicht bestätigt werden: 

Während der monoklonale Antikörper im WB nicht in der adulten Leber, aber in 

allen Tumor- und Ohne-Tumor-Proben Nope detektierte (geringe bzw. keine 

Spezifität für HCC) und in der Immunhistochemie lediglich eine geringe 

Sensitivität für Nope aufwies, führte der polyklonale Antikörper selbst in der 

normalen adulten Leber zu einer unspezifischen Färbung (Kreuzreaktivität). 

Zusammengefasst kann damit auf Proteinebene mittels NOPE-Expression 

zwischen normaler adulter Leber und HCC, nicht jedoch zwischen tumorfreier, 

pathologisch veränderter Leber und benachbartem HCC differenziert werden.  

Im gewählten Kollektiv war jedoch auch AFP kein verlässlicher Parameter 

aufgrund hoher Inkonsistenz im Vergleich mit den qPCR-Ergebnissen und 

immerhin 20,8% AFP-positiven tumorfreien OT-Proben.  
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5 .  D i s k u s s i o n   

Im Rahmen der vorgestellten Arbeit mit der Fragestellung, “NOPE als 

potenzieller Biomarker für das HCC”, konnte Neighbor of Punc E11 (NOPE) 

erstmalig als neuer Biomarker an unterschiedlichen humanen Hepatoma-

Zelllinien und auch an HCC-Patientenproben untersucht werden. 

Als Grundlage dieser Studie dienten Nope-Analysen im Mausmodell. Nachdem 

Nope dort als Oberflächenmarker muriner fetaler Leberstammzellen identifiziert 

worden war[86], erfolgte eine Analyse der Nope-Expression im Laufe der 

murinen Hepatokarzinogenese. Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass 

keine Nope-Expression in den frühen Stadien der Tumorentstehung 

(Hyperplasie, Dysplasie) und in der adulten Leber (AL) stattfindet, während 

nach der Entstehung von HCC eine signifikant erhöhte Expression von Nope 

nachweisbar war. Es konnte somit nachgewiesen werden, dass Nope als 

potenter muriner onko-fetaler Marker eingesetzt werden kann[69]. 

Die Eigenschaften eines idealen Markers berücksichtigend (s.u.), wurden in 

dieser Arbeit zur NOPE-Identifikation als Tumormarker unterschiedliche 

Auswertungs-kriterien der Analysenergebnisse (mRNA-, Protein-und 

Immunhistochemie-Ebene) verwendet. 

Die Auswertung der im ersten Teil der Arbeit untersuchten Hepatoma-Zelllinien 

(HuH7, HepG2, Hep3B) und der HCC-Patientenproben auf den oben genannten 

Ebenen haben gezeigt, dass NOPE sowohl in AFP-positiven als auch AFP-

negativen Proben detektiert wird. Dabei ergab die Analyse an den Hepatoma-

Zelllinien, dass NOPE in einem Drittel der AFP-negativen Proben zusätzlich 

nachweisbar war (s. Abschnitt 4.1.1). Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit 

Resultaten des “Laboratory of Experimental Carcinogenesis (LEC)” Mary-

land/USA für Hepatoma-Zellllinien und HCC-Proben größerer Kollektive[69].  

Die Übertragbarkeit der Hepatoma-Zelllinien-Resultate auf HCC-Patientenproben 

wurde im zweiten Teil dieser Arbeit demonstriert (s. Abschnitt 4.4). Mit dem Ziel, 

sowohl die Sensitivität als auch die Spezifität von NOPE optimal darzulegen, 

wurde strengen Auswertungskriterien gefolgt. Dabei wurden als eindeutig NOPE-

positiv nur HCC-Proben definiert, die zum einen auf mRNA-Ebene in Dreifachbe-

stimmung mindestens eine 2,5-fach höhere NOPE-Expression im Vergleich zu 



Kapitel 5: Diskussion 

74 
 

AL-Gewebe und zum anderen eine höhere NOPE-Expression verglichen mit ih-

rem eigenen tumorfreien Gewebe (OT-Proben) aufwiesen. Zudem wurden als 

Detektionslimit max. 32 Zyklen bis zum Erreichen des Thresholds bestimmt (s. 

Abschnitt 4.3.2). 

Es konnte gezeigt werden, dass auf mRNA-Ebene in 33,3% der untersuchten 

HCC-Proben eine erhöhte NOPE-Expression im Vergleich zur adulten Leber 

und OT vorliegt. Dabei waren 75% der NOPE-positiven HCC-Gewebeproben 

ohne vorangegangene Leberzirrhose entstanden. Im Gegensatz dazu ist 

bekannt, dass mehr als 70% aller HCCs auf dem Boden einer Leberzirrhose 

entstehen und nur ca. 20% aller HCCs ohne Zirrhose vorkommen[19]. Während 

HCC-Proben auf dem Boden einer HCV-Infektion mit vorangegangener 

Zirrhose in dieser Arbeit hauptsächlich NOPE-negativ waren (s. Abschnitt 

4.3.3), ergab die Evaluation aller NOPE-positiven Ergebnisse auf mRNA-

Ebene, dass die HCC-Proben mit der Ätiologie HBV-Infektion (37,5%) die 

stärkste NOPE-Expression zeigten (s. Tabelle 4.3.3.2A). Dies kann 

dahingehend interpretiert werden, dass bei Entwicklung eines HCC ohne 

Zirrhose (75%) eine Korrelation zwischen der hohen NOPE-Expression und der 

Ätiologie einer HBV-Infektion bestehen könnte. NOPE könnte somit eine 

ätiologische Selektivität anzeigen. Daraus resultiert, dass ein eventueller 

Zusammenhang zwischen der Induktion von NOPE bei HCCs auf dem Boden 

einer HBV, die auch ohne Zirrhose entstehen, bestehen könnte. Wie im 

Abschnitt 1.3.2 dargestellt, zeigten einige Forschungsergebnisse[5] die sehr 

komplexen molekularen Mechanismen einer HBV-Infektion bei der 

Hepatopathogenese. Ein Beispiel hierfür ist die zentrale Rolle von Protein X 

(HBX-Protein) und dessen Interaktion bei der Regulation während der 

Transkription und der Signalübertragung. Das Protein X bindet unter anderem 

das p53 Tumorsuppressorgen. Es deaktiviert und hemmt so den DNA-

Reparaturmechanismus und die Apoptose der Zelle[5][25][120]. Elmore et al. 

(1997) konnten in einer in-vitro-Studie zeigen, dass durch die Bindung des 

Protein X an das C-Terminus des humanen Tumorsuppressor P53-Gen die 

aktive Apoptose verhindert wird. Demnach spielt dieser Mechanismus in einer 

sehr frühen Phase der Hepatokarzinogenese eine Rolle. Es ist vorstellbar, dass 

bei der NOPE-Induktion ähnliche Vorgänge ablaufen. Solche Mechanismen 

wurden schon bei anderen HCC-Tumormarkern bzw. Prognosefaktoren (s. Abb. 
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1.7), wie z. B. bei dem HSP-70 beschrieben. HSP-70 (welches schon in 

anderen Forschungsergebnissen als Prognosefaktor vorgeschlagen wurde) war 

vor allem bei HBV-assoziiertem HCC hochreguliert[58]. 

Es wurde weiterhin festgestellt, dass der größte Anteil der auf mRNA-Ebene 

NOPE-positiven HCC-Proben (75%) keine zirrhotischen Veränderungen zeigte. 

Neben den HCC-Proben mit der Ätiologie HBV ist zudem auffällig, dass eine 

NOPE-Expression bei den HCC-Proben mit einer unklaren Genese ebenfalls in 

nicht-zirrhotischen HCCs detektiert wurde. Außerdem wurden die NOPE-

positiven Proben auf mRNA-Ebene der AFP-Expression gegenübergestellt. Es 

konnte gezeigt werden, dass die Proben mit starker NOPE-Expression eine 

tendenziell niedrige bzw. negative AFP-Expression aufwiesen (s. Tabelle 

4.3.3A), vor allem in HCCs ohne Zirrhose (75%). 62,5% der NOPE-positiven 

HCC-Proben waren AFP-negativ, 37,5% der Proben waren dagegen sowohl 

NOPE- als auch AFP-positiv. 

Es ist bekannt, dass nur circa ein Drittel aller HCCs ohne Zirrhose vorkommen[19]
. 

Diese Tatsache berücksichtigend, ist hier vorstellbar, dass mit NOPE als 

Tumormarker eine diagnostische “Lücke” (d.h. Detektion von HCCs, die einher-

gehende ohne Zirrhose entstehen) gefüllt werden könnte.  

Bei der Auswertung entsprechend der für NOPE verwendeten Kriterien zeigte 

die Analyse der AFP-Expression, dass nur 29,2% der untersuchten HCC-

Proben auf mRNA-Ebene positiv waren, wobei eine ätiologische 

Subgruppierung nicht feststellbar war. Sowohl AFP- als auch NOPE-positiv 

waren 12,5% der untersuchten Proben. 20,8% der AFP-negativen HCC-Proben 

waren NOPE-positiv. Von den NOPE-negativen Proben waren 16,6% AFP-

positiv. Zum Screening auf ein HCC kann daher AFP nicht durch NOPE ersetzt 

werden, jedoch könnte NOPE als potentieller zusätzlicher Detektionsmarker 

das AFP ergänzen.  

Zusammenfassend ergeben sich daher für die NOPE-Analyse auf mRNA-

Ebene folgende Interpretationsansätze: 

1. Eine hohe NOPE-Expression auf mRNA-Ebene geht mit einer niedrigen AFP-

Expression und folglich einem niedrigen AFP-Serumwert einher. 

 

2. Durch NOPE kann, ähnlich wie für GLP-3, HSP-70 und DCP beschrieben, 

nur eine bestimmte HCC-Subgruppe detektiert werden. 
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Wenn man die oben genannten Resultate auf mRNA-Ebene zusammenfasst, ist  

festzustellen, dass in dieser Phase der NOPE-Analyse eine Subgruppierung in 

HCCs nach HBV-Infektion ohne Zirrhose und in HCCs mit niedriger AFP-

Expression naheliegend ist. NOPE könnte somit auf mRNA-Ebene als potentieller 

zusätzlicher HCC-Detektionsmarker hauptsächlich bei HCCs ohne Zirrhose im 

HCC-Gewebe eingesetzt werden. Ähnlich verhält es sich bei dem neu etablierten 

Tumormarker GLP-3 (s. Abschnitt 1.7). Bei 40-50% aller HCC-Patienten konnte 

ein Anstieg von GLP-3 im Serum detektiert werden, während GLP-3 weder in 

zirrhotischem, noch in chronisch krankem Lebergewebe nachweisbar 

war[17][82][112]. Zudem wurde eine GLP-3-Erhöhung im Serum bei 33% der AFP- 

und DCP-negativen Patienten nachgewiesen[35][82][108]. Vergleichbar verhält sich 

auch der HCC-Tumormarker DCP. Hierbei zeigen, wie im Abschnitt 1.7 

beschrieben, nicht alle DCP-produzierenden HCC-Proben auch eine AFP-

Erhöhung im Serum und umgekehrt. Daher wurde bereits vorgeschlagen, dass 

die Kombination beider Marker das HCC-Screening verbessern kann[104]. Somit 

lassen die oben genannten Analysen in dieser Arbeit die Schlussfolgerung zu, 

dass NOPE in Kombination mit AFP die Erfassung von AFP-negativen HCC-

Proben verbesseren könnte. Hierfür sind jedoch weitere NOPE-Analyse in 

humanen Zellen notwendig. 

Weiterhin haben unsere Analysen gezeigt, dass in insgesamt 12,5% der 

untersuchten Proben im tumorfreien Lebergewebe (OT) eine erhöhte NOPE-

Expressionen auf mRNA-Ebene nachweisbar waren (s. Abbildung 4.3.3.1I). 

Diese Tatsache wurde ebenfalls bei dem einzigen bisher klinisch eingesetzten 

Tumormarker AFP nachgewiesen. Hier war bei 16,6% der OT-Proben eine AFP-

Expression detektierbar. Die Erklärung dafür liegt vermutlich darin, dass die 

Tumorresektion makro- und mikroskopisch zwar vollständig war, aber die 

Resektion aller bereits auf molekularer Ebene infiltrativ-wachsender maligner 

Tumorzellen nicht vollständig gelang.  

Zusätzlich wurde bei den untersuchten Lebermetastasen (Kolon- und 

Pankreaskarzinom) eine hohe NOPE-Expression bei der Metastase eines 

Kolonkarzinoms detektiert. Bei einem neuroendokrinen Pankreaskarzinom hin-

gegen war keine Erhöhung nachweisbar. Es ist erwiesen, dass bei der Genese 

eines Kolonkarzinoms zahlreiche Gene (Erbin, gp96, KLF5, 12SrRNA, TCLF5, 

DUSP11) hochreguliert werden[21]. In diesem Zusammenhang lässt sich die 
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NOPE-Expression in einer Lebermetastase des Kolonkarzinoms am 

wahrscheinlichsten mit der chromosomalen Lokalisation und starken Homologie 

von Nope und Punc erklären. Nope weist hierbei neben einer hohen Homologie 

zu Punc und Neogenin, eine große Übereinstimmung mit dem 

Tumorsuppressorgen DCC auf (s. Abb. 2.1A). Bei DCC (Deleted in Colorectal 

Cancer) handelt es sich um einen Tumormarker, welcher bei einem 

Kolonkarzinom herunterreguliert bzw. “verloren geht”. Nope ist bei den 

Führungsrezeptoren von DCC (“guidance receptors”) beteiligt und weist eine 

hohe Verwandtschaft zu DCC auf[103][104]. Diese „enge Nachbarschaft“ und die 

gleiche chromosomale Lage wirft die Frage auf, ob NOPE in Kolonkarzinomen 

ähnlichen Regulationsmechanismen unterliegt wie sie in der Leber vorkommen. 

Daraus kann gefolgert werden, dass eine Erforschung der NOPE-Expression 

bei Kolonkarzinomen in einem größeren Kollektiv unabdingbar ist.  

Nach der Analyse der NOPE-Expression auf mRNA-Ebene folgte die 

Untersuchung der NOPE-Expression auf Protein-Ebene. Wie im Abschnitt 4.1.3 

beschrieben, gab es zur immunhistochemischen Färbedarstellung des 

gesuchten Proteins mit dem NOPE-AK gegen humane Zellen keinerlei 

Vorerfahrungen. Bei der im ersten Teil dieser Analyse durchgeführten Färbung 

von Hepatoma-Zelllinien mit dem bereits etablierten polyklonalen Nope-AK (s. 

Abb. 4.3.5A) wurde ein perinukleär-lokalisiertes Protein mit einer hohen 

Signaldeckung mit dem transGolgi-Apparat gezeigt. Als Kontrolle unspezifischer 

Ergebnisse wurden Färbungen mit IgG-Isoantikörpern durchgeführt. Trotz hoher 

Homologie von Nope-AK zu humanen Zellen (mehr als 90%) reagiert dieser 

Antikörper in humanem HCC-Gewebe unspezifisch, da auch in der normalen 

adulten Leber eine Färbung detektiert wurde. Es kann angenommen werden, 

dass durch den polyklonalen Nope-AK in humane HCC-Proben auch „NOPE-

ähnliche“ Strukturen gefärbt werden. Hierbei handelt es sich wahrscheinlich um 

eine Kreuzreaktivität des polyklonalen Nope-AKs mit ähnlichen Epitopen in der 

Leber. Eine Kreuzreaktion bezeichnet die Bindung eines Antikörpers an 

verschiedene Antigene, die gleiche oder ähnlich strukturierte Epitope haben[49].  

Daraufhin wurden die immunhistochemischen Färbetechniken (s. Abschnitt 

4.3.5) mit dem gegen humane Zellen gerichteten monoklonalen NOPE-AK 

erneut optimiert und das gesuchte Protein im HCC-Gewebe gefärbt. Wie 

immunhistochemisch bestätigt, liegt NOPE in humanen Zellen nicht membranös 
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vor, sondern lässt sich wie AFP als zytosolisch-lokalisiertes Protein darstellen 

(s. Abb. 4.3.5). Dieses steht im Gegensatz zu der membranösen Lokalisation im 

murinen Gewebe des Leberkarzinoms[69] (s. Abb. 4.1.3A). Allerdings ist dies nur 

bei einer HCC-Probe (T144) deutlich detektierbar. Diese Probe weist auf 

mRNA-Ebene die stärkste (170-fache) NOPE-Expression auf (s. Abb. 4.3.3.1A). 

Die zytosolische Lokalisation von NOPE in HCCs korreliert somit mit den 

Ergebnissen des Western Blots der TED-Methode, die der selektiven 

Membranprotein-Isolation dient (s. Abschnitt 4.2.4). Hierbei konnten keine 

NOPE-Banden detektiert werden. Es wurde daher gefolgert, dass der 

monoklonale anti-humane NOPE-AK als immunhistochemische Bestätigung 

zwar hohe Spezifität aufweist, jedoch keine gute Sensitivität besitzt. Das erklärt, 

warum die Färbung der Zelllinien im ersten Abschnitt der Arbeit nicht 

aussagekräftig war.  

Parallel dazu wurde die Darstellung der NOPE-Expression auf Protein-Ebene 

durch den monoklonalen anti-humanen NOPE-AK im Westen Blot durchgeführt 

(s. Abschnitt 4.3.4). Die Untersuchung der Gesamtproteine ergab, dass NOPE-

AK alle HCC-Proben unabhängig von ihrer Ätiologie erfasst. Die adulte Kontroll-

Leber blieb reproduzierbar negativ (s. Abb. 4.3.4 A/B). Im Gegensatz zu den 

Ergebnissen auf mRNA-Ebene wurde NOPE nicht nur im Bereich des Tumors, 

sondern auch im tumorfreien Gewebe der HCC-Leberproben detektiert. Anhand 

dieser Tatsache ist auf Proteinebene eine Unterscheidung zwischen gesunder 

(AL) und kranker Leber (HCC jeglicher Ätiologie) möglich. Eine Differenzierung 

des Tumorbereiches von tumorfreiem aber pathologischem Lebergewebe des 

HCCs durch z.B. eine Feinnadelpunktion (zur Histologiegewinnung HCC-

verdächtiger Herdbildungen) würde hierbei nicht zum Ziel der Selektion des 

Tumorbereiches führen.  

In Bezug auf die NOPE-Genexpression gibt es somit eine Diskrepanz zwischen 

den Ergebnissen auf mRNA- und auf Protein-Ebene. Eine vergleichbare Abwei-

chung auf diesen beiden Ebenen wurde für den Tumormarker AFP ebenfalls 

nachgewiesen. Hierbei wurde, wie im Abschnitt 4.3.4 dargestellt, hinsichtlich der 

AFP-Expression auf Proteinebene bei 62,5% der untersuchten Proben eine Ban-

de in der erwarteten Größe detektiert, während auf mRNA-Ebene nur 29,2% po-

sitiv waren (s. Abschnitt 4.3.2). Dabei korrelierte die AFP-Expression auf Protein-

Ebene nicht immer mit den Ergebnissen auf mRNA-Ebene. Einige auf mRNA-
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Ebene AFP-negative HCC-Proben zeigten eine AFP-Bande im Western Blot 

(T147, T172, T188, T110), und umgekehrt wurden bei auf mRNA-Ebene AFP-

positiven Tumorproben im Western Blot keine AFP-Banden (T106, T132) detek-

tiert. Diese Diskrepanz im Bezug auf die NOPE-Expression gründet mit hoher 

Wahrscheinlichkeit auf der Tatsache, dass sich die Phasen der NOPE-Erfassung 

im Zellzyklus von der Transkription im Zellkern bis zur Translation im Cytoplasma 

unterscheiden. Hierfür gibt es verschiedene Erklärungsmöglichkeiten, die im Fol-

genden vorgestellt werden. 

Nach Transkription und Translation findet eine posttranslationale 

Proteinmodifikation statt. Dies bedeutet, dass die Proteine nach der Translation 

verändert bzw. gekennzeichnet werden[93].  

Der Ablauf des Zellzyklus wird von einigen wichtigen Regulationsproteinen 

gesteuert, z.B. durch Cycline, Cyclin dependete kinases (CdK): 

 

Zellzyklus-Schema  

             Zellkern          Cytoplasma 

DNA         → RNA      →  Protein 

       Transkription             Translation 
 

Diese Mechanismen, d.h. Transkription, Translation und postranslationale 

Modifikation, sind bei der Tumorgenese gestört und laufen unkontrolliert ab. 

Somit können in der Tumorgenese zahlreiche typische Mutationen nachgewiesen 

werden[93]. Forschungsergebnissen zufolge konnte andererseits gezeigt werden, 

dass viele identifizierte Mutationsgene nicht unbedingt an der Tumorgenese 

kausal beteiligt sind. Hierbei handelt es sich um einfache Mutationen, die bei 

einem normalen Zellzyklus vorkommen und ohne Konsequenz bleiben[44][111]. 

Andere neuere Forschungsergebnisse demonstrieren dagegen, dass das 

veränderte Gen-Expressionsmuster auf der mRNA-Ebene nicht zwingend auf die 

Protein-Ebene der Tumorzellen übertragbar ist. Demnach sind Diskrepanzen 

zwischen mRNA-und Protein-Ebene eindeutig auf posttranskriptionelle und 

posttranslationale Modifikationen der Proteine zurückzuführen (z.B. durch 

Phosphorylierung entstandene verschiedene Isoformen eines einzigen 

Proteins[106]
).  

Wie bei der eingangs vorgestellten „Vorarbeit am Mausmodell“ von Nierhoff 

(2008) gezeigt, wird Nope bei der Hepatogenese hochreguliert und in 
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unterschiedlichen Zellzyklusstadien detektiert. Hierbei konnte Nope erst ab der 

achten Woche nach der Tumorinduktion bzw. Tumorentstehung nachgewiesen 

werden, während in der adulten Leber und auch in frühen Stadien der 

Tumorentstehung keine Expression von Nope zu detektieren war.  

Nach dieser Analyse ist davon auszugehen, dass die genetische Information auf 

mRNA-Ebene im Tumorgewebe vs. „tumorfreiem“-Gewebe direkt nach der 

Transkription im aktiven Zustand quantitativ dargestellt wird. Nach der Translation 

und der vorangegangenen Synthese der Proteine bleiben diese in Hepatozyten 

gespeichert. Es wurde ein Gesamtprotein sowohl bei den Hepatozyten direkt 

nach der Transkription gemessen als auch zu einem späteren Zeitpunkt der 

Gesamtproteingehalt der Hepatozyten, die das Protein in gespeicherter Form 

enthielten. Mit NOPE-AK wurde somit das Protein in unterschiedlichen Zellzyklen 

als absoluter Wert präsentiert. Man kann folglich annehmen, dass NOPE von 

Beginn an bei Umbauprozessen und Veränderungen im Rahmen der 

Leberpathogenese entsteht. Diese Annahme wird durch Forschungen an „Nope-

verwandten“ Proteinen in Mauszellen unterstützt. Dort wurde gezeigt, dass Nope 

in fibrotischen Zellen hochreguliert wird, wobei bei einer Fibrose Grad IV Nope 

am stärksten exprimiert wird und eventuell als Fibrose- bzw. Zirrhosemarker in 

der Maus verwendet werden könnte (unpublizierte Daten der Arbeitsgruppe 

Nierhoff (2009)). Eine eventuelle Übertragbarkeit dieser Ergebnisse auf humane 

Zellen ist folglich differenziert zu untersuchen. Demgegenüber stehen, wie oben 

dargestellt, die qRT-PCR-Ergebnisse der HCC-Proben, bei denen auf mRNA-

Ebene NOPE überwiegend in nicht-zirrhotischem Gewebe detektiert wurde. 

Daher ist es zwingend notwendig, Untersuchungen eines größeren Kollektives an 

HCC unterschiedlicher Ätiologien (alkoholtoxisch, HBV, HCV, Speicher- und 

Stoffwechselkrankheiten, u.a.) auf NOPE-Expression anzuschließen. Um dem 

gerecht zu werden, wurden im Rahmen dieser Arbeit zusätzlich weitere 40 HCC-

Proben aus dem Institut für Pathologie der Universität zu Köln in erster Linie nach 

HBV-und HCV-Infektion untersucht. Diese Proben waren bereits mit Paraffin 

fixiert, was die Qualität der mRNA und der Proteine sehr beeinträchtigte. 

Insbesondere die mRNA war sehr degradiert, so dass die umschriebene cDNAs 

keine brauchbaren Ergebnisse lieferten. Die Konsequenz für nachfolgende 

Untersuchungen ist, dass für die Analysen der Lebergewebeproben diese direkt 
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nach Resektion oder Biopsie zu verarbeiten bzw. schonendere 

Konservierungsmethoden (z.B. Kryo-Konservierung) zu verwenden sind.  

Nach wie vor ist eines der wichtigsten Ziele der HCC-Forschung, den Tumor so 

früh wie möglich und möglichst nicht-invasiv zu diagnostizieren. Dies ist aus-

schlaggebend für den Erfolg kurativer Therapien und führt zu einer Verbesserung 

der Überlebensrate[44][100]. Invasive Nachweismethoden, wie z. B. eine Biopsie, 

erhöhen das Risiko einer Stichkanalmetastasierung erheblich. Studien belegen, 

dass das Risiko für eine Tumorstreuung im Stichkanal bei 2-3% liegt[107]. Zudem 

ermöglicht eine nicht-invasive Früherkennungs-Diagnostik, im Patientenserum 

leicht und schnell an das Untersuchungsmaterial zu gelangen, ohne den Patien-

ten zu belasten. Diese Tatsachen rechtfertigen einen Einsatz von geeigneten 

Biomarkern. Die Effizienz der etablierten Nachweismethoden hinsichtlich einer 

verlässlicheren frühzeitigen Diagnosestellung mit Tumormarkern ist allerdings nur 

sehr eingeschränkt. Zur Identifizierung von HCC-Biomarkern sind bisher unter-

schiedliche Wege beschritten worden. Keiner der in den letzten Jahren entdeck-

ten Tumor- bzw. Prognosemarker (HSP70, CAP2, Glutamin Synthetase AFP-L3, 

Golgi-Protein-73, DCP sowie GPC-3)[17][57][72][73] oder derzeit klinisch angewand-

ten onkologischen Marker weist die Anforderungen idealer Markereigenschaften 

auf. Wie im Abschnitt 1.7.bereits dargestellt, sollte ein optimaler Biomarker neben 

hoher Sensitivität und Spezifität keine Expression im gesunden Gewebe zeigen. 

Zusätzlich sollte der Tumormarker idealerweise im Serum des Patienten vor einer 

klinischen Manifestation ansteigen und es sollte eine direkte Relation zwischen 

dem Anstieg des Markers im Serum und der Tumorgröße bestehen. Zur Erfas-

sung eines HCC ist AFP derzeit der einzige routinemäßig eingesetzte Tumormar-

ker. Er wird jedoch bei circa einem Drittel aller Patienten nicht sezerniert. In unse-

rer Studie waren ebenfalls nur 29,2% auf mRNA-Ebene AFP positiv. Auf der Pro-

teinebene waren dagegen 62,5% der Proben AFP positiv (s. Abschnitt 4.3.4). 

Daher sind weitere Untersuchungen unabdingbar. 

Fasst man alle genannten Analysen in dieser Studie zusammen, ist festzustellen, 

dass in dieser Phase der NOPE-Analyse eine Subgruppierung in HCCs nach 

HBV-Infektion ohne Zirrhose und in HCCs mit niedriger AFP-Expression 

naheliegend ist. Daher erscheint ein Einsatz von NOPE als Biomarker beim 

humanen HCC auf RNA-Ebene aus Biopsiematerial möglich. Folglich könnte 

NOPE auf mRNA-Ebene als potentieller zusätzlicher HCC-Detektionsmarker 



Kapitel 5: Diskussion 

82 
 

hauptsächlich bei HCCs ohne Zirrhose im HCC-Gewebe eingesetzt werden. 

Allerdings ist NOPE auf mRNA-Ebene nur bei 20,8 % AFP-negativer, vor allem in 

nicht-zirrhotischen Lebern entstehenden HCCs im Vergleich zum umgebenden 

tumorfreien Lebergewebe überexprimiert nachweisbar. Die Analyse auf Protein-

Ebene mittels Western Blot dagegen erlaubt eine Differenzierung zwischen 

normaler Leber und HCC. Eine Differenzierung zwischen HCC und 

zugrundeliegender Lebererkrankung ist jedoch nicht möglich. Eine 

immunhistochemische Darstellung gelingt nur bei maximaler NOPE-Expression. 

Aufgrund der geringen Sensitivität und Spezifität wurde daher auf nicht-invasiven 

NOPE-Nachweis verzichtet, d.h. im Patientenserum erscheint aufgrund der 

Ergebnisse und ungünstigen Analysekriterien auch wenig sinnvoll. Außerdem ist 

davon auszugehen, dass die NOPE-Expression nicht auf die Leber beschränkt 

existiert.  

Die Schlussfolgerung unserer Studie ist daher, dass eine NOPE-Verwendung 

zum Screening von HCC nicht möglich ist. Jedoch könnte NOPE-Einsatz in 

Kombination mit anderen Faktoren als prognostischer Marker wertvoll sein. Eine 

prognostische Bedeutung von NOPE beim humanen HCC kann in der aktuellen 

Arbeit allein aufgrund der zu niedrigen Fallzahlen nicht endgültig beurteilt werden. 

Unter Berücksichtigung aller oben dargestellten und diskutierten Ergebnisse der 

erstmaligen Analyse von NOPE als potenziellem HCC-Biomarker wurde mit 

dieser Arbeit ein erster Grundstein gelegt, welcher weiterer Analysen bedarf. 

 

Ausblick und Fortsetzung der Arbeit 

Nach den erstmals hier dargestellten Forschungsergebnissen zu NOPE als 

Tumormarker für das HCC sollte eine Anschlussarbeit das Ziel verfolgen, die hier 

gezeigten Ergebnisse der NOPE-Expression in HCC an einem größeren 

Patienten-HCC-Kollektiv mit unterschiedlichen Ätiologien und Subgruppierungen 

zu erforschen und zu verifizieren. Aus den oben genannten Gründen sollte 

hierbei auf eine Paraffin-Fixierung der HCC-Proben verzichtet werden. Zudem 

sollte, um die Frage der „NOPE-Expression eventuell auch in Kolonkarzinomen“ 

zu klären, ebenfalls ein Kollektiv von Kolonkarzinom-Patienten untersucht 

werden.  

Zudem sollte zur weiteren Verifizierung von NOPE-AK zur Erfassung eines HCCs 

eine Spezifitätsanalyse von NOPE auf molekularbiologischer Ebene erfolgen. Für 
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die Spezifitätsprüfung der NOPE-Genexpression können zwei unterschiedliche 

Methoden verwendet werden, die nachstehend vorgestellt werden: Die 

Überexpression des Zielgens oder das sogenannte „Silencing“ (siRNA). Die 

Überexpressionsmethode beschreibt die Klonierung von Zellen, die ursprünglich 

keine NOPE-Expression zeigen. Hierfür könnte man z. B. adultes gesundes 

Lebergewebe verwenden und durch einen Träger (Vektor) die genetische 

Information einschleusen, um die Zelle anschließend auf eine Überexpression 

von NOPE zu untersuchen. 

„Silencing“ (Genabschaltung) durch RNA-Interferenz ist eine anspruchsvollere 

und genauere Methode. Dabei wird ein Gen „ausgeschaltet“ indem siRNA (kleine 

doppelsträngige RNA-Moleküle von 20-23 Basenpaaren Länge) mit Nuklease- 

und Helikase-Molekülen einen RNA-induzierten Silencing-Komplex (RISC) bilden 

(s. Abbildung 5.1A). Dies bewirkt eine Stilllegung des betreffenden 

Gens[18][24][47][75][93]. In diesem Fall würden beide Methoden (Überexpression und 

“Silencing”) den Beleg liefern, dass es sich um NOPE handelt, welches bei der 

Hepatogenese exprimiert wird. Des Weiteren würden diese Methoden zum 

besseren Verständnis der Regulationsmechanismen von NOPE bei der 

Tumorgenese dienen und die durchgeführte Analysen als eventueller Tumor- 

bzw. Verlaufsmarker oder Prognosemarker optimieren und vervollständigen. 
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Abb.5.1A Nach der RNA-induzierten Aktivierung des Silencing-Komplex (RISC) 

wird die mRNA degradiert und somit die genetische Information in der Zelle (z.B. 

HuH7) ausgeschaltet. Das Ergebnis der qPCR nach erneuter mRNA-Isolation 

würde keine genetische Information für z.B. NOPE enthalten. 

Abbildung 5.1A: Silencinschema, modifiziert nach Cerrutti[18] 
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6 .  Z u s a m m e n f a s s u n g  

Ziel der vorliegenden Arbeit war, die Bedeutung von Neighbor of Punc E11 

(NOPE) als Tumormarker für das humane hepatozelluläre Karzinom (HCC) zu 

analysieren. Hierbei dienten die Vorarbeiten von Nope-Analysen im 

Mausmodell als Grundlage. Nope wurde ursprünglich als Oberflächenmarker 

muriner fetaler Leberstammzellen identifiziert, und anschließend die Nope-

Expression im Laufe der murinen Hepatokarzinogenese analysiert[86]. Die 

Analyse ergab, dass keine Nope-Expression in AL und in den frühen 

Tumorstadien stattfindet, nach einer HCC-Manifestation jedoch eine signifikant 

erhöhte Nope-Expression nachweisbar war. Es wurde somit gezeigt, dass Nope 

als potenter muriner onko-fetaler Marker eingesetzt werden kann[69]. Auf diesen 

Ergebnissen aufbauend, wurden in der vorliegenden Arbeit die Analysen an 

verschiedenen humanen Hepatoma-Zelllinien (1.Teil) und an HCC-

Patientenproben (2.Teil) durchgeführt. Dabei sind die Expression von NOPE im 

Vergleich zu AFP- und Albumin-Expression mittels qRT-PCR sowie die 

Proteinexpression mittels Western Blot im Vergleich zur adulten Leber 

quantifiziert worden. NOPE war in allen untersuchten Hepatoma-Zelllinien hoch 

exprimiert und erfasste sowohl die AFP-positiven als auch AFP-negativen 

Hepatoma-Zelllinien. Die Untersuchung aller HCC-Patientenproben ergab, dass 

33,3% der Proben auf mRNA-Ebene eine deutliche NOPE-Expression in 

unterschiedlicher Stärke aufweisen. Die AL blieb auf allen Ebenen (mRNA, 

Proteine, IH) reproduzierbar negativ. Die stärksten NOPE-Expressionen wurde 

bei HCCs nach HBV-Infektion (37,5%) überwiegend ohne Zirrhose (75%), 

nachgewiesen. Die Proteinanalyse (WB) ergab, dass NOPE-Expression auch in 

zirrhotischen Lebern nachweisbar ist. Folglich ist auf Proteinebene eine 

Differenzierung mittels NOPE-Expression zwischen normaler adulter Leber und 

HCC, allerdings nicht zwischen tumorfreier, pathologisch veränderter Leber und 

benachbartem HCC möglich. Mittels immunhistochemischer Darstellung in 

HCC-Gewebe konnte NOPE eine zytosolische Lokalisation aufweisen, wobei 

die Sensitivität der Färbung niedrig war. 
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Schlussfolgerung: NOPE-Einsatz als Biomarker scheint bei humanen HCCs 

nach HBV-Infektion, die ohne Zirrhose einhergehen und niedrige AFP-

Expression aufweisen, auf RNA-Ebene aus Biopsiematerial möglich. Jedoch ist 

NOPE auf mRNA-Ebene nur bei 20,8 % AFP-negativer Proben, vor allem in 

HCCs nicht-zirrhotischer Leber im Vergleich zum umgebenden Lebergewebe 

überexprimiert nachweisbar. Die Proteinanalyse weist somit eine geringe 

Spezifität auf. Es ist zwar eine Differenzierung zwischen normaler adulter Leber 

und HCC, aber nicht zwischen tumorfreier, jedoch bereits pathologisch 

veränderter Leber und benachbartem HCC möglich. Zudem zeigt die 

Immunhistochemie eine geringe Sensitivität, weil ein Nachweis nur bei Proben 

mit maximaler (170-fache) NOPE-Expression gelingt. Aufgrund der niedrigen 

Sensitivität und Spezifität und ungünstigen Testbedingungen ist ein NOPE-

Nachweis im Patientenserum daher kaum sinnvoll. Außerdem ist davon 

auszugehen, dass die Expression von NOPE nicht alleine auf die Leber 

beschränkt ist. Folglich ist eine Verwendung zum Screening nicht möglich, 

sondern könnte allenfalls in Kombination mit anderen Markern als 

prognostischer Marker sinnvoll sein. Ob eine prognostische Wertigkeit von 

NOPE beim humanen HCC besteht, kann in der aktuellen Arbeit jedoch 

aufgrund der zu niedrigen Fallzahlen nicht abschließend beurteilt werden.  
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