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Kurzreferat

In dieser Arbeit soll erortert werden, inwieweit die diffusionsgewichtete Bildgebung bei
der Bestimmung histologischer Charakteristika in hepatozellularen Karzinomen eine
nicht-invasive Alternative zu einer Biopsie darstellt. Hierzu wurden Biopsieproben von 53
Patient:innen mikroskopisch sowie immunhistochemisch untersucht und bezuglich der
Zellularitat, dem Tumor-Stroma-Verhaltnis, der proliferativen Aktivitat (Ki67) und den
tumorinfiltrierenden Lymphozyten (CD45) mit den Apparent Diffusion Coefficienten
(ADC) der diffusionsgewichteten Bildgebung verglichen. Die erstellten ADCmaps
entsprachen mithilfe der eingezeichneten Region of interest genau dem Areal der
Biopsienadel. Die Ergebnisse stellen eine antiproportionale Korrelation zwischen den
ADC-Werten und der Zellzahl (r=-0,683; p<0,001), ADCmin sowie ADCmean und Ki67
(r=0,250; p<0,001 /r=0,320; p=0,024) und zudem eine proportionale Korrelation
zwischen ADCmin sowie ADCmean und dem Tumor-Stroma-Verhaltnis dar (r=-0,348;
p=0,011/r=-0,295; p=0,032). Eine Wechselbeziehung zwischen den ADC-Werten und
den TIL konnte nicht bewiesen werden. Aus den Ergebnissen kann geschlussfolgert
werden, dass die ADC-Werte als Surrogat-Marker fur die Tumorzellzahl, die proliferative
Aktivitat und das Tumor-Stroma-Verhaltnis genutzt werden konnen und somit die DWI
als nicht invasives Medium fur die Prognostik hepatozellularer Karzinome Verwendung

finden kann.
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1. Einfiihrung
1.1 Hepatozellulare Karzinome

1.1.1. Historische Aspekte, Epidemiologie und klinische Befunde

Die erste Beschreibung, die zurlckblickend hepatozellularen Karzinomen zugeordnet
werden kann, erfolgte bereits in der zweiten Halfte des zweiten Jahrhunderts durch
Aretaeus von Cappadocia. Die erste wissenschaftliche Veroffentlichung mit einer
genauen Beschreibung primarer Leberkarzinome folgte 1812 durch Gaspard-Laurent
Bayle (Natarajan & El-Serag, 2021).

Karzinome der Leber machten 2018 bei Mannern 2,5% und bei Frauen 1,2% der
Krebsneuerkrankungen in Deutschland aus und stehen bei Mannern somit an 12. und
bei Frauen an 18. Stelle der Tumorlokalisationen an allen Krebsneuerkrankungen
(Robert-Koch-Institut, 2022). Weltweit standen sie 2018 sogar an 6. Stelle der Liste der
diagnostizierten Karzinome (Bray, et al., 2018).

Relativ gesehen sind sie selten, jedoch zahlen sie in Deutschland aufgrund der
schlechten Prognose mit einer relativen 5-Jahres-Uberlebensrate von 18% bei Mannern
sowie 14% bei Frauen zu den haufigsten Krebstodesursachen.

2018 gab es weltweit 821.080 Neuerkrankungen und 781.631 Todesfalle durch
hepatozellulare Karzinome (Bray, et al., 2018). 2020 wurden sie in Deutschland in
insgesamt 4.538 Fallen als Todesursache angegeben, wobei Manner haufiger betroffen
waren als Frauen (3.443:1.095) (DESTATIS, 2022; Ahmadvand, et al., 2019).

Das mittlere Erkrankungsalter der Leberkarzinome lag 2018 bei 71 Jahren (Manner)
beziehungsweise 75 Jahren (Frauen) (Robert-Koch-Institut, 2022).

Ursache der hepatozellularen Karzinome ist in den meisten Fallen die Leberzirrhose,
welche sich wiederum aus einer langen Periode einer chronischen Lebererkrankung
entwickelt. Als Ausloser einer chronischen Lebererkrankung sind vor allem Infektionen
mit Hepatitis-Viren zu nennen, wobei die Halfte der Falle von hepatozellularen
Karzinomen eine Assoziation mit einer Hepatitis B-Virus-Infektion und weitere 25% eine
Assoziation mit einer Hepatitis C-Virus-Infektion zeigen.

Die Leberzirrhose weist eine verringerte Proliferation der Hepatozyten als Resultat einer
erschopften Regenerationsfahigkeit der Leber auf und zeichnet sich durch eine Fibrose



und Zerstorung von Leberzellen aus. Diese Veranderungen konnen in der Ausbildung
von Karzinomknoten enden.

Weitere Risikofaktoren fur die Entwicklung eines hepatozellularen Karzinoms sind die
alkoholische Lebererkrankung, die nichtalkoholische Fettlebererkrankung, die Aufnahme
von Alfatoxin-kontaminierter Nahrung, Diabetes mellitus und Fettleibigkeit (Sanyal, et al.
2010). Nur selten entstehen hepatozellulare Karzinome durch eine maligne
Transformation aus hepatozellularen Adenomen, einer benignen hepatozellularen
Neubildung (Micchelli, et al., 2008).

Der chronische Leberschaden und die damit einhergehende gesteigerte hepatozellulare
Proliferation fuhren letztendlich durch molekulare Alterationen teilweise Uber eine
Leberzelldysplasie und dysplastische Knoten zu der Entstehung eines hepatozellularen
Karzinoms. Die unterschiedlichen und vielseitigen Mutationen fuhren dabei zu
verschiedenen histologischen Subtypen des hepatozellularen Karzinoms (Calderaro, et
al., 2017).

Hepatozellulare Karzinome treten haufig, insbesondere in einer zirrhotischen Leber,
multifokal auf. Dabei kann es sich sowohl um synchron auftretende Karzinome als auch
um intrahepatische Metastasen handeln. Die intrahepatische Metastasierung erfolgt
dabei Uber die Portalvenen. Die extrahepatische Metastasierung erfolgt sowohl
lymphogen als auch hamatogen. Metastasen kommen dabei am haufigsten in der
Lunge, in Lymphknoten, in Knochen und in den Nebennieren vor (Oikawa, et al., 2005).
Klinisch auffallig sind die Patient:innen unter anderem mit Schmerzen im rechten oberen
Quadranten des Abdomens, Gewichtsverlust und einer rasanten Verschlechterung der
Leberzirrhose, sowie damit einhergehenden Symptomen wie beispielsweise einem
Ikterus, Mudigkeit und Odemen (Torbenson, et al. 2022).

Die Bildgebung zur Detektion und fur das Staging wird mittels kontrastmittelgestutzter
Sonographie, kontrastmittelgestutzter Computertomographie und

Magnetresonanztherapie durchgefuhrt.

1.1.2. Histologische Parameter
Hepatozellulare Karzinome sind maligne, primare Lebertumore, die aus Hepatozyten
entstehen. Sie machen 75-85% der primaren Lebertumore aus, wobei es sich bei den



restlichen Fallen meist um intrahepatische cholangiozellulare Karzinome oder seltene
Tumorentitaten handelt (Torbenson, et al. 2022).

Essentielle diagnostische Kriterien sind zunachst die hepatozellulare Differenzierung,
welche sowohl histologisch anhand der Morphologie als auch unterstutzend mittels
immunhistochemischer Untersuchungen (Arginase-1, Hep Par-1, Polyclonal CEA,
CD10, AFP) belegt werden kann. Zudem eine anhand histologischer Kriterien
bewiesene Malignitat und ein Fehlen heterotroper, nicht-hepatozellularer Differenzierung
wie zum Beispiel eine cholangiozellulare Differenzierung bei kombinierten
hepatozellular-Cholangiokarzinomen (Torbenson, et al. 2022). Als histologische
Hinweise auf Malignitat werden unter anderem die Zellularitat, Mitosefiguren, erhohte
proliferative Aktivitat und nukleare Pleomorphie gewertet (Takenaka, et al., 1999).
Hepatozellulare Karzinome kdnnen vier unterschiedliche Wachstumsmuster, die
unterschiedliche Prognosen hinsichtlich der Uberlebensraten enthalten, aufweisen. Es
handelt sich dabei um trabekulares, solides, pseudoglandulares und makrotrabekulares
Wachstum. Uber die Halfte der resezierten hepatozelluldren Karzinome besitzt ein
gemischtes Wachstumsmuster (Nzeako, et al. 1995; Lauwers, et al., 2002). Anhand
ihres morphologischen Differenzierungsgrades werden sie als gut, mafig oder gering
differenziert eingestuft, wobei bei inhomogenen Tumoren mit unterschiedlicher
Differenzierung der geringste Differenzierungsgrad entscheidend ist.

Die pathologische Klassifikation des Primartumors folgt der klinischen Klassifikation und
wird anhand der Grolde, sowie eventueller Invasionen groRerer Venenaste

beziehungsweise von Nachbarorganen vorgenommen (Wittekind, 2020).

1.2. Proliferative Aktivitat - Ki67

Ki67 ist ein monoklonaler Mausantikorper, der ein nukledares Antigen in proliferierenden
Zellen, nicht jedoch in ruhenden Zellen (Go-Phase) detektiert. Somit ist Ki67 ein
geeignetes Werkzeug, um eine schnelle und einfache Evaluation der Proportion
proliferierender Zellen in einem Tumor beziehungsweise in Tumorbiopsien vorzunehmen
und dadurch die proliferative Aktivitat anzugeben (Gerdes, et al. 1983). Die proliferative

Aktivitat korreliert mit dem Grading und der Prognose von Tumoren.



1.3. Tumorinfiltrierende Lymphozyten - CD45

In den letzten Jahren haben tumorinfiltrierende Lymphozyten immer mehr an Bedeutung
gewonnen. Sie reprasentieren die Immunantwort auf einen Tumor und stehen somit
stark in Wechselbeziehung mit dem klinischen Outcome (Ahmadvand, et al., 2019; Xu,
et al. 2016). Da die TILs nicht nur eine Antwort in Sinne des Erkennens von abnormen
Zellen liefern, sondern auch bei der Bekampfung dieser Zellen eine Rolle spielen
werden sie fur mehrere Karzinome als Biomarker fur eine gunstigere Prognose in Bezug
auf das Progressions-freie, krankheitsfreie, Rezidiv-freie und allgemeine Uberleben
genutzt (Jun, et al. 2017; Federico, et al., 2022). Abgesehen von dem prognostischen
Wert kdnnen TIL auch therapeutisch wie etwa in Form eines adoptiven Zelltransfers
genutzt werden. Dazu werden den Patient:innen TIL entnommen, auf3erhalb des
Korpers vermehrt sowie behandelt und den Patient:innen anschliel3end zur Zerstorung
der Tumorzellen wieder eingesetzt (Kumar, et al. 2021). CD45, auch lymphocyte
common antigen genannt, wird auf allen Leukozyten exprimiert. Immunhistochemische
Untersuchungen bezuglich CD45 konnen somit Leukozyten darstellen und helfen damit

bei der Detektion von tumorinfiltrierenden Lymphozyten.

1.4. Magnetresonanztomografie

1.4.1.Historische Aspekte

Die Magnetresonanztherapie ist ein bildgebendes Verfahren, welches im heutigen
klinischen Alltag kaum wegzudenken ist.

Entgegen anderen Verfahren kommt sie ohne ionisierende Strahlungen wie zum
Beispiel den elektromagnetischen Strahlungen der Computertomographie aus und
bedient sich der Kernspinresonanz, weswegen sie auch als Kernspintomographie
bekannt ist.

Bereits 1924 sprach Wolfgang Pauli als theoretischer Physiker von der Existenz eines
Kernspins. Der indirekte Nachweis dessen erfolgte jedoch erst neun Jahre spater durch
Walther Gerlach und Otto Stern. 1946 konnten sowohl Felix Bloch als auch Edward M.
Purcell den Kernspin letztendlich experimentell nachweisen. Sie wurden daflr 1952 mit
dem Physiknobelpreis belohnt. Mit Zugriff auf das Ruckprojektionsverfahren der
Computertomographie hatte Paul Lauterbur 1971 die Idee, eine raumliche Darstellung

der elektromagnetischen Welle zu erlangen, indem er das bisweilen statische
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Magnetfeld mit einem Magnetfeldgradienten Uberlagerte. Es gelang ihm 1974 eine
lebende Maus zweidimensional darzustellen. 1978 folgte dann die erste mittels MRT
gewonnene Abbildung des menschlichen Kopfes. Seit Beginn der 1980er Jahre erfolgt
der routinemalige Einsatz im klinischen Alltag (Kramme & Nitz, 2016).

1.4.2. Physikalische Grundlagen

Der zuvor erwahnte Kernspin ist ein Eigendrehimpuls des Wasserstoffatomkerns um
seinen eigenen Schwerpunkt, welcher mit einem magnetischen Moment verknupft ist
(Semmler, et al., 2022). Der Eigendrehimpuls ist eine Grundeigenschaft der
Elemtarteilchen, wobei jedes Element eine typische und feste Frequenz besitzt. Die
Drehimpulse beziehen sich dabei lediglich auf die Protonen, also die positiven
Ladungen, von denen Wasserstoffatomkerne ein einziges haben. Bewegte Ladungen
besitzen ein magnetisches Moment, woraus ein messbares magnetisches Feld entsteht.
Da die magnetischen Momente im Korper ungeordnet und zufallig verteilt sind, resultiert
nach auf3en gerichtet kein Magnetfeld. Setzt man die Wasserstoffatome einem starken,
aulleren Magnetfeld (Bo) aus, verlaufen die Kernspinachsen an parallel zueinander
liegenden Feldlinien aus. Man sprich von einer Langsmagnetisierung. Die Protonen
selbst breiten sich dabei parallel und antiparallel im Feld in einem Verhaltnis von
1.000.007:1.000.000 bei 1 Tesla aus. Die parallele Ausrichtung uberwiegt dabei zu
einem kleinen Teil, da sie energetisch gunstiger ist. Parallele und antiparallele
Ausrichtung heben sich zunachst gegenseitig auf. Der nur minimale Uberschuss an
paralleler Orientierung reicht bei der hohen Protonenanzahl im Korper aus.

Die Kernspinachsen sind jedoch niemals ganz an den Feldlinien ausgerichtet, sondern
nahern sich lediglich immer dichter an. Die Prazisionsbewegung um die Achse herum,
welche direkt parallel zu den Feldlinien verlauft erfolgt in sehr hoher Frequenz. Diese
Frequenz wird als Larmorfrequenz (wo) bezeichnet. Die Larmorfrequenz berechnet sich
wie folgt:

wo=Y * Bo

Y ist die gyromagnetische Konstante, welche fur Protonen 42,58 MHz/T betragt. Bo ist
die Starke des aulReren Feldes, die ublicherweise 1-3 Tesla betragt.

Um das Signal zu erhalten, das fur die Magnetresonanzthomographie bendtigt wird,
muss ein Hochfrequenzimpuls zur Protonensynchronisation in das Magnetfeld

11



eingearbeitet werden. Dieser Hochfrequenzimpuls sollte der Larmorfrequenz
entsprechen, sodass die Resonanzeffekte genutzt werden kdnnen. In Anschluss an den
Hochfrequenzimpuls wird die durch ihn zugefuhrte Energie in Form von
elektromagnetischen Wellen wieder abgegeben, da sich die Kernspins der
Wasserstoffatome wieder an den Gleichgewichtszustand mit paralleler Ausrichtung an
Bo annahern. Dieser Vorgang wird relaxieren genannt. Die Energie, die als
elektromagnetische Wellen abgegeben wird, ist die Magnetresonanz. Sie kann mittels
Empfangsspulen detektiert werden.

Die longitudinale Relaxation, auch T1-Relaxation, druckt dabei das Zurtckkippen des
resultierenden Vektors aus allen Protonen-Vektoren nach dem Hochfrequenzpuls zum
Magnetfeld aus. Die Zeitkonstante T1 gibt die Zeit an, in der 63% der ursprunglichen
Longitudinalmagnetisierung (Ausrichtungen parallel zu dem Magnetfeld) wieder erreicht
sind und zeigt somit, wie schnell das Gewebe wieder angeregt werden kann. Sie ist
unabhangig von der Starke des Magnetfeldes Bo. Typische T1-Zeiten in lebendem
Gewebe betragen 100 bis 2000 ms, wobei die T1-Zeit der Leber 490 ms betragt.

Die transversale Relaxation, T2-Relaxation, beschreibt den Verlust der
Phasengleichheit. Da durch den Hochfrequenzimpuls manche Protonen-Vektoren um
180° kippen, sind sie antiparallel ausgerichtet und nicht mehr phasengleich. Die T2-Zeit
gibt an, in welcher Zeit die Transversalmagnetisierung auf 37% des ursprunglichen
Wertes zurickgegangen ist und ist somit ein Mal fur die Dauer des Signals. Die T2-Zeit
der Leber betragt 43 ms.

Die longitudinale und transversale Relaxation laufen zeitgleich, aber unabhangig
voneinander ab.

Das Magnetresonanzsignal ist abhangig von der Protonendichte, der T1-
Relaxationszeit, der T2-Relaxationszeit und von dem Magnetfeld Bo des Tomographen.
Die Protonendichte, die T1-Relaxationszeit und die T2-Relaxationszeit wiederum sind
abhangig von dem jeweiligen Gewebe, wodurch sich die unterschiedlichen
Gewebekontraste berechnen lassen.

Im Rahmen einer Magnetresonanzbildgebung wird jede einzelne Schicht mehrfach
angeregt und gemessen. Der jeweilige Bildkontrast wird dabei durch die Gewichtung
bestimmt. Es gibt zum einen die T1-Gewichtung, die Repetitionszeit, welche sich die

Zeit zwischen dem Hochfrequenzimpuls und der longitudinalen Relaxation zunutze
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macht. Gewebe mit einer kurzen T1-Relaxationszeit geben ein hohes Signal in der T1-
Gewichtung ab, wodurch sich Flussigkeiten wie Liquor und Blut dunkel darstellen und
Gewebe mit Fett, einem hohen Proteingehalt, sowie MR-Kontrastmittel sich hell
darstellen. Zum anderen gibt es die T2-Gewichtung, die Echozeit, welche die Zeit
zwischen dem Hochfrequenzimpuls und der Messung des MR-Signals angibt.
Flussigkeiten werden in T2-gewichteten Bildern hell dargestellt.

Um einzelne Schichten in der MRT messen zu konnen wird das Magnetfeld inhomogen
gemacht und fallt dadurch zum Fuldende hin ab. Durch diesen Z-Gradienten benotigt
jede Schicht ihre eigene Larmorfrequenz. Zudem wird ein Y-Gradient, die
Phasencodierung, erzeugt. Der Y-Gradient wird nach dem Larmorfrequenzimpuls ein-
und wieder ausgeschaltet. Er resultiert in einer kontrollierten Dephasierung der
Kernspins, wodurch jede Bildzeile eine andere Phase der Prazisionsbewegung aufweist.
Der X-Gradient wird mit dem Z-Gradienten zugeschaltet und bewirkt, dass die
Larmorfrequenz mit dem Gradienten zunimmt, wodurch die Energieabgabe bei der
Relaxation wieder in unterschiedlichen Frequenzen endet.

Aus Zeitgrinden werden nicht einzelne Bildpunkte, sondern eine gesamte angeregte
Schicht gemessen. Die Rohdatenmatrix, die derartig gewonnen wird, nennt man K-
Raum. Mittels der Fouriertransformationen und Visualisierungsalgorithmen wird dieser
K-Raum dann in ein zweidimensionales Bild transferiert.

Neben der Strahlenfreiheit ist ein weiterer Vorteil der MR-Bildgebung eine hohe
Kontrastauflosung. Diese ist zehnmal grofer ist als die einer Computertomographie und
demzufolge besonders fur Weichteile gut geeignet. Der Kontrast kann zudem mittels

Kontrastmittel noch gesteigert werden (Pabst, 2013).

1.5. Diffusionsbildgebung

Die Grundlagen der Diffusionsbildgebung (Diffusion weighted imaging, DWI) wurden
schon 1954 durch Herman Y. Carr und Edward M. Purcell in Form der Carr-Purcell-
Pulssequenz beschrieben (Carr & Purcell, 1954). Erstmals an einem menschlichen
Gehirn angewandt wurde sie jedoch erst 1986 (Le Bihan, et al., 1986).

Als biologische Grundlage dient die Selbstdiffusion des Wassers, welche aufgrund
thermischer Energie standig erfolgt und erstmals 1827 durch Robert Brown beschrieben
wurde. Im Korper, welcher zum Grof3teil aus Wasser besteht, ist diese Diffusion jedoch
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nicht frei, sondern durch beispielsweise Zellmembranen und Makromolekule
eingeschrankt. Dem entgegen steht der schnellere Flussigkeitstransport zum Beispiel in
Lymph- und Blutgefalen.

Grundsatzlich entsprechen die physikalischen Grundlagen der Diffusionsbildgebung
denen der Magnetresonanztherapie. Sie ist eine T2-ahnliche Sequenz zur Darstellung
von Protonen deren molekulare Protonenbewegung (Brown’sche Molekularbewegung)
eingeschrankt ist (Pabst, 2013). Nach der Einstrahlung des Hochfrequenzimpulses wird
ein zusatzliches Gradientenfeld zugeschalten, welches die Feldstarke sowie damit
einhergehend die Larmorfrequenz entsprechend seiner Ausrichtung variiert. Die
Protonen werden somit aul3er Phase gebracht und die Spannung in der Messspule wird
eliminiert. Nach einem erneuten Hochfrequenzimpuls mit einer um 180° gedrehten
Phase wird die Drehrichtung der Protonen umgekehrt und noch einmal das
Gradientenfeld angelegt. Die Protonen werden somit aufgrund der umgekehrten
Drehrichtung und damit der Aufhebung der urspringlichen Gradientenmagnetisierung
wieder in Phase gebracht. Dies geschieht jedoch nur, wenn keine Diffusion der
Wasserstoffatome stattfindet. Findet eine Diffusion statt befinden sich die
Wasserstoffatome, wenn das Gradientenfeld erneut angeschaltet wird nicht mehr an
derselben Stelle und werden deshalb nicht wieder exakt in Phase gebracht. Das
Magnetresonanzsignal verringert sich. Anhand der Grol3e des Signalverlustes lassen
sich quantitative Aussagen uber die Diffusion in der Gradientenrichtung treffen. Da nicht
uber eine unendliche Zeit gemessen wird und auch nur Diffusionen entlang der
Gradientenrichtung detektiert werden kdonnen, spricht man von dem apparent diffusion
coefficient (ADC), welcher fur jedes Voxel berechnet und auf einer ADC-Karte
(ADCmap) dargestellt wird. Die Starke des Gradientenfeldes und die Diffusionszeit
werden in Form des sogenannten b-Wertes zusammengefasst. Dieser liegt gewohnlich
zwischen 0 und 1000 s/mm? (Padhani, et al., 2009).

1.6. Zusammenhange zwischen DWI und Histopathologie

In mehreren unabhangigen Studien wurde die diffusionsgewichtete Bildgebung als
nutzliches Werkzeug zur Differenzierung und Charakterisierung unterschiedlicher
Lasionen beschrieben. Bisweilen konnte gezeigt werden, dass sie die Mikrostrukturen
eines Gewebes spiegelt (Le Bihan D. , 2013).
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Bereits seit Anfang der 90er Jahre wird die DWI in der Schlaganfalldiagnostik eingesetzt
(Warach, et al. 1992). Es konnte dargestellt werden, dass in ischamischem Gewebe die
Diffusion bereits sehr fruh abfallt (Mosoley, et al., 1990). Ein mdglicher
Erklarungsversuch sind Veranderungen der Membranpermeabilitat und dadurch eine
Anderung des Verhaltnisses vom extrazelluldren zum intrazellularen Raum mit Zunahme
des intrazellularen Raumes (Le Bihan, et al., 2001).

Aufgrund der hoheren Zellzahl kann es auch in Tumoren zu einer eingeschrankten
Diffusion kommen. Dadurch konnte bereits belegt werden, dass mittels DWI zwischen
bestimmten malignen und benignen Tumoren differenziert werden kann, so wurde zum
Beispiel herausgefunden, dass maligne Tumoren einen niedrigeren apparent diffusions
coefficient ADC besitzen als benigne Tumoren (Wang, et al., 2001; Eida, et al, 2007).
ADC-Werte kleiner als 1,00 x 10 mm?s-! deuten dabei auf maligne Lasionen hin (Wang,
et al., 2001). Allerdings gibt es auch Arbeiten in denen gezeigt wurde, dass einige
benigne Lasionen ein malignes Geschehen simulieren und ebenfalls einen sehr
niedrigen ADC-Wert besitzen (Surov, et al. 2014; |keda, et al., 2004).

Neben der Dignitat kann in einigen Karzinomen mit Hilfe des ADC-Wertes zwischen gut
differenzierten und schlecht differenzierten Karzinomen unterschieden werden. So gibt
der ADC-Wert beispielweise in Ovarialkarzinomen einen Hinweis auf ein high- oder low-
grade Geschehen (Li, et al., 2017). Dementsprechend zeigt sich hier genauso wie bei
Mammakarzinomen und Lungenkarzinomen eine Verbindung zwischen den ADC-
Werten und der proliferativen Aktivitat (Ki67) (Zhang, et al., 2014).

Der apparent diffusion coefficient in Lungenkarzinomen und Karzinomen des Larynx und
Hypopharynx ist zudem reziprok proportional zu der Zellzahl in histologischen
Untersuchungen (Matoba, et al., 2007; Driessen, et al., 2014). Dem entgegen steht
unter anderem die proportionale Korrelation zwischen der Zellularitat von
Weichteilsarkomen und deren ADC-Wert (Schnappauff, et al., 2009). Keine Verbindung
zwischen der Zellzahl und dem ADC-Wert konnte hingegen bei diffusen B-Zell-
Lymphomen sowie follikularen Lymphomen belegt werden (Wu, et al., 2013).

Neben alldem wurde bereits flir Mammakarzinome und Osophagustumore eine
Wechselbeziehung zwischen der diffusionsgewichteten Bildgebung und dem Tumor-
Stroma-Verhaltnis bewiesen (Yamaguchi, et al., Tumor-stromal ratio (TSR) of invasive
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breast cancer: correlation with multi-parametric breast MRI findings, 2019) (Aoyagi, et
al., 2012).

Zuletzt wurde unter anderem in oropharyngealen Karzinomen und Mammakarzinomen
ein Zusammenhang zwischen dem ADC-Wert und den tumorinfiltrierenden
Lymphozyten gezeigt. Dabei ist die Verbindung in Mammakarzinomen proportional und
in oropharyngealen Karzinomen reziprok proportional (Swartz, et al., 2018; Fogante, et
al., 2019).

In hepatozellularen Karzinomen konnte mit Hilfe der diffusionsgewichteten Bildgebung
ein Hinweis auf das Tumorgrading, aber auch auf mikroskopisch nachweisbare
Gefaliinfiltrationen gegeben werden (Surov, et al., 2021). Auch eine Korrelation
bezuglich der proliferativen Aktivitat in hepatozellularen Karzinomen ist wiederholt
dargelegt worden, fuhrte jedoch teilweise zu unterschiedlichen Ergebnissen mit einem
teils proportionalen, teils antiproportionalen Verhaltnis mit den ADC-Werten (Huang, et
al., 2015; Hu, et al., 2016).

1.7. Zielstellung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es histologische Gegebenheiten von hepatozellularen
Karzinomen anhand eines dafur passenden Parameters in der diffusionsgewichteten
Bildgebung sicher hervorzusagen.

Hierzu wurden retrospektiv vorhandene DWI-Daten der Patient:innen ausgewertet,
ADC-maps erstellt, ADCmin und ADCmax bestimmt und anschliefend mit den

histologischen Parametern der entsprechenden Praparate korreliert.

Es sollten folgende Fragen beantwortet werden:
- Lasst sich ein Zusammenhang zwischen der Zellularitat und des ADC
herstellen?
- Gibt es eine Wechselbeziehung zwischen dem Tumor-Stroma-Verhaltnis und
dem ADC?
- Lasst sich anhand des ADC eine Vorhersage bezuglich der proliferativen
Aktivitat treffen?

- Korreliert der ADC mit den tumorinfiltrierenden Lymphozyten?
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Konnen aus den gefundenen Korrelationen klinisch relevante Folgerungen
gezogen werden, die eine chirurgische Resektion und eine histologische
Untersuchung gegebenenfalls Uberflussig oder auch erforderlich machen?
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2. Material und Methoden
2.1 Patient:innen
Far die vorliegende Arbeit wurde retrospektiv die radiologische Datenbank der
Universitatsklinik Magdeburg fur den Zeitraum von 2012 bis 2021 computergestutzt
durchsucht, um Falle mit hepatozellularen Karzinomen zu detektieren, welche
nadelbioptiert wurden, eine MR-Bildgebung mit DWI erhalten haben und bei denen eine
gute Bildqualitat erreicht wurde.
Die Einschlusskriterien fur diese Arbeit waren:

- Dokumentierte Position der Biopsienadel in der CT/MR-Bildgebung,

Vorhandene MRT mit ADC-Bildgebung vor der Biopsie,

Grofde der Lasion >5 mm,

Vorhandenes und ausreichendes Paraffin-eingebettetes Material der Lasion.
Ausschlusskriterien hingegen waren:

- Fehlende Bildgebung der Nadelposition wahrend der Biopsie,

- Fehlende MRT und ADC-Bildgebung vor der Biopsie,

- Signifikante Artefakte in der ADC-Bildgebung,

- Grole der Lasion <5 mm,

- Fehlendes oder zu wenig Paraffin-eingebettetes Material der Lasion.
Insgesamt wurden 53 Patient:innen mit den genannten Kriterien gefunden und in die

Arbeit eingeschlossen.

2.2. Radiologische Untersuchungen

2.2.1. Bildgebung

Bei allen Patient:innen wurde die MRT der Leber an einen 1,5 T Gerat durchgefuhrt
(Achieva, Philips Healthcare, Best, Niederlande). Das Bildprotokoll inkludierte axiale T2-
gewichtete single-shot und Turbo-Spin-Echo-Sequenzen mit und ohne
Fettsupprimierung (TR/TE 1600:100). Die dynamischen Kontrast-verstarkten Scans
wurden nach Gabe von GD-EOB-DTPA (0.1 mmol/kg body weight, Primovist®, Bayer
HealthCare, Leverkusen, Deutschland) erlangt: T1 gewichtete Gradientenecho-Sequenz
in der arteriellen, portal-vendsen und vendsen Phase ebenso wie eine hepatobiliare
Bildgebung 20 Minuten nach Kontrastmittelgabe (TR/TE: 4:2). Die DWI wurde mittels
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multi-slice single-shot echo-planarer Bildsequenz (TR/TE: 1959/59 ms; FOV: 360 x 360
mm; Akquisitionsmatrix 144 x 142) erstellt, mit b Werten von 0 und 600 s/mm?>.

Die ADC-maps wurden mit mithilfe einer implementierten Software automatisch
generiert.

2.2.2. Analyse der Bildgebung

Lediglich die prainterventionellen MRT-Untersuchungen wurden einbezogen. Die
Messungen wurden auf einer Picture Archiving and Communication System (PACS)
Workstation durchgefuhrt (Infinitt, Version 3.0, Infinitt Healthcare, Seoul, Korea).
Zunachst wurde fur jeden Fall die Bildgebung mit der genauen Position der Biopsienadel
analysiert und daraus folgernd die Ziellasion festgelegt. Danach wurde exakt,
entsprechend der Biopsienadelpositionen in den ADCmaps, eine zylinderférmige region
of interest (ROI) in der zuvor detektierten Ziellasion eingezeichnet. Die ADC-maps
wurden ebenso wie die T1-gewichteten 3D-gradienten-Echo-Sequenzen nach
Kontrastmittelgabe eingefligt, um die Korrelation und Visualisierung zu verbessern.

Die Analyse der Bildgebung erfolgte unabhangig voneinander durch zwei erfahrene
Radiologen (S.G. mit 2 Jahren Erfahrung in hepatobilliaren MRT und A.S. mit 16 Jahren
Erfahrung in hepatobiliaren MRT), unabhangig voneinander und verblindet bezuglich
den histopathologischen Befunden.

FUr jede einzelne Lasion wurde der Mittlere ADC-Wert sowie der ADCmin- und
ADCmax-Wert ermittelt.

2.3. Histopathologische Untersuchungen

2.3.1. Fixierung, Einbettung und histochemische Farbung

Das Biopsiematerial wurde vor jeder Art von Interventionen gewonnen.

Das retrospektiv beurteilte Patientenmaterial wurde ursprunglich direkt nach der
Entnahme in einer 4%-igen Formalinlosung an das Institut fur Pathologie der
Universitatsklinik Magdeburg Ubersandt. Hier erfolgte anschlielend die automatisierte
Entwasserung mit Athylalkohol und Xylol in aufsteigender Konzentration sowie die
darauffolgende Einbettung in Paraffin.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden fur die histochemischen und immunhistochemischen

Untersuchungen von dem Paraffin-eingebetteten Gewebe 2um dicke Schnitte
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angefertigt (Mikrotom RM 2155, Leica Instruments GmbH, Nussloch, Deutschland). Die
getrockneten Schnitte wurden mittels einer standardisierten Hamatoxilin-Eosin-(H&E)-
Farbung histochemisch gefarbt.

2.3.2. Immunhistochemische Farbung

Die immunhistochemische Detektion der Expression von Ki67 und CD45 fand ebenfalls
an 2um dicken Paraffinschnitten statt. Die Schnitte wurden Uber Nacht dehydriert
(60°C), in Xylol entparaffiniert, in einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert (3x 100%,
2x 96% und 1x 75% Ethanol), sowie zweifach in destilliertes Wasser getunkt.

Die Antigen-Detektion wurde mit Hilfe des vollautomatisierten Farbesystems VENTANA
BenchMark ULTRA (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany), dem VENTANA
iVIEW DAB Detection Kit (Roche Diagnostics GmbH) und der indirekten Biotin-
Streptavidin Methode durchgefuhrt, bevor die Kerngegenfarbung mittels Hamatoxylin
nach Mayer erfolgte.

Die Antigendemaskierung wurde mittels CC1mild bewirkt, gefolgt von der Inkubation mit
einem spezifischen Primarantikorper fur CD45/leucocyte common antigen (polyclonal
mouse antibody, clone 2B11 + PD7/26; DAKO/Agilent #M0701) beziehungsweise Kic7
(polyclonal mouse antibody, clone Mib1; DAKO/Agilent #M7240), fur 32 Minuten bei

36°C mit einer Verdunnung von 1:500 beziehungsweise 1:100.

2.3.3. Histopathologische Parameter

Die histopathologische Evaluation wurde durch zwei erfahrene Pathologinnen (D.J.,
K.E.) erhoben. Sie erfolgte verblindet bezuglich der Patientendaten und Daten der
Bildgebung unter Verwendung eines Nikon ECLIPSE Ni-E Mikroskops. Die Bilder der
Lasionen wurden mittels der Nikon DS-Ri2 Kamera gefertigt und als unkomprimiertes
Tagged Image File Format (TIFF) gesichert.

FUr jeden histopathologischen Parameter wurden funf High-Power-Fields (400-fache
VergroRerung; 0,23mm?) begutachtet. AnschlieRend wurde flr jeden Parameter der
Mittelwert errechnet.

Die Zelldichte wurde fur jede Lasion als durchschnittliche Zellzahl pro funf High-Power-
Fields am HE-gefarbten Schnitt berechnet.
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Die Dichte der CD45-positiven tumorinfiltrierenden Leukozyten wurde ebenso als
durchschnittliche Zellzahl pro funf High-power-Fields ermittelt, hierzu wurden die CD45-
gefarbten immunhistochemischen Schnitte verwendet.

Das Tumor-Stroma-Verhaltnis wurde an den HE-gefarbten Schnitten evaluiert und in
Prozenten angegeben.

Die proliferative Aktivitat der Tumore ergab sich aus dem prozentualen Anteil der Ki67-

positiven Tumorzellen gegenuber allen Tumorzellen (Ki67-Index).

2.4. Statistische Analyse

FUr die statistische Analyse wurde das SPSS-Statistik-Softwarepaket (IBM SPSS
Statistics for Windows, version 25, Armonk, NY, USA: IBM corporation) verwendet.
Die erhobenen Daten wurden mittels deskriptiver Statistik inklusive absoluter und
relativer Haufigkeiten ausgewertet.

Der Vergleich der ADC-Werte und der histopathologischen Parameter wurde mittels
Mann-Whitney-U-Test durchgefuhrt. P Werte <0,05 wurden fur alle Ergebnisse als
Zeichen statistischer Signifikanz angesehen (Altman, 1991). Die Korrelation der ADC-
Werte und histopathologischen Besonderheiten erfolgte mit Hilfe des Pearson
Korrelationskoeffizienten. Der Intraklassen-Korrelationskoeffizient (ICC) wurde zur
Quantifizierung der Interreader-Variabilitat verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1. Patientenkollektiv

Anhand der zuvor erwahnten Kriterien bezuglich der Auswahl wurden hepatozellulare
Karzinome von 53 Patien:innen detektiert und in die weiteren Untersuchungen
eingeschlossen. Das Patientenkollektiv verteilt sich auf ein Alter zwischen 42 und 91
Jahren, wobei das durchschnittliche Alter der Patient:innen bei 71,81 Jahre (Median: 72
Jahre) liegt. Die Geschlechterverteilung belauft sich auf circa 1/5 weibliche und 4/5
mannliche Patienten (Verhaltnis 11:42) (Siehe Abbildung 1).
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Abbildung 1: Patientenkollektiv mit Geschlechtsverteilung und Alter.

Das Patientenkollektiv beinhalltet 11 weibliche und 42 ménnliche Patienten (Kreisdiagramm). Das
Alter der Patient:innen betrégt im Mittel 71,81 Jahre mit einem Median von 72 Jahren, maximalem

Alter von 91 Jahren und minimalem Alter von 42 Jahren (Boxplot).

3.2. ADC-Werte

Far die 53 untersuchten Patient:innen mit hepatozellularen Karzinomen ergaben sich
entsprechend der zuvor erlauterten Vorgehensweise (siehe auch Abbildung 3, 4 und 5)
ADCmin-Werte mit einem arithmetischen Mittel von 753,0+230,0 x10-3 mm?/s
(Spannbreite: 300-1532 x10-°* mm?/s, Median: 700 x103 mm?/s), fir ADCmax
1289,1+337,5 x10* mm?/s (Spannbreite: 700-2000 x10-3 mm?/s, Median: 1243 x10-3
mm?/s), sowie ADCmean von 961,2+280,9 x10-3 mm?/s (Spannbreite: 450-1721,65 x10-
3 mm?/s, Median: 920,63 x10-3 mm?/s) (siehe Abbildung 2)..
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Abbildung 2: Verteilung der ADC-Werte in den untersuchten L&sionen

Darstellung der ADC-Werte als Boxplot: Blau=ADCmin (Durchschnitt 753 x103 mm?/s, Median 700 x10°3
mm?/s, Spannbreite 300-1532 x10° mm?/s), Rot=ADCmax (Durchschnitt 1289,1 x10° mm?/s, Median 1243
x10° mm?/s, Spannbreite 700-2000 x10° mm?/s), Gelb=ADCmean (Durchschnitt 961,2 x10° mm?/s,
Median 920,63 x10° mm?/s, Spannbreite 450-1721,65 x10° mm?/s).

Abbildung 3: Kontrastmittelverstérkte T1-gewichtete Aufnahme eines hepatozelluldren Karzinoms mit
einem Kontrastmittel-Auswaschen in der spéten venésen Phase

MRT-Bildgebung auf Héhe der Leber mit einem Hilus-nahem Tumor (grau).
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Abbildung 4: Lage der Nadel bei percutaner Leberbiopsie des gleichen hepatozelluldren Karzinoms

Die Nadel stellt sich in dieser Bildgebung als scheinender Zylinder im Tumor dar.

Abbildung 5: ADC-map mit eingezeichneter zylinderférmiger ROl im gleichen hepatozelluldren Karzinom

Die ROI wurde genau in der Lage der Nadel auf der ADC-map eingezeichnet (weilles Rechteck)
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3.3. Verhaltnis von ADC zur Zellzahl

Die erhobenen Zellzahlen (siehe Abbildung 6 und 7) reichten von 33 bis hin zu 440
Zellen pro High Power Field mit einem arithmetischen Mittel von 148+59,8 Zellen/HPF
(Median: 135 Zellen/HPF) (siehe Abbildung 8).

Abbildung 6: HE-geférbter Schnitt eines hepatozelluldren Karzinoms:

Die Zellzahl in diesem Préparat betrug im Mittel 151,2 Zellen/HPF. Die MaRstableiste entspricht 500 um
(OriginalvergréRerung 50:1).
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Abbildung 7: HE-geférbter Schnitt eines hepatozelluldren Karzinoms:

Die Zellzahl in diesem Préparat betrug im Mittel 336 Zellen/HPF. Die Maf3stableiste entspricht 50 um

(OriginalvergréBerung 300:1).
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Abbildung 8 Verteilung der Zellzahl in allen untersuchten HPFs

Zellzahl

1

Boxplot mit Darstellung der Zellzahl pro HPF. Mittlere Zellzahl: 148 Zellen, Medain: 135 Zellen Spannbreite:

33-440 Zellen.
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Auffallig hierbei waren signifikante negative Korrelationen zwischen der Zellzahl und
ADCmin (r=-0,548; p<0,001) (siehe Abbildung 9), der Zellzahl und ADCmax (r=-0,403;
p=0,003) (siehe Abbildung 10), sowie zwischen der Zellzahl und ADCmean (r=-0,683;
p<0,001) (siehe Abbildung 11).
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Abbildung 9 Korrelation der Zellzahl gegentiber ADCmin

Streudiagramm zur Veranschaulichung der Zellzahl (y-Achse) gegeniiber ADCmin (x-Achse). Es lasst sich
eine negative Korrelation erkennen.
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Abbildung 10 Korrelation der Zellzahl gegeniiber ADCmax

Streudiagramm zur Veranschaulichung der Zellzahl (y-Achse) gegentiber ADCmax (x-Achse). Es ldsst sich
eine negative Korrelation erkennen.
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Abbildung 11 Korrelation der Zellzahl gegeniiber ADCmean

Streudiagramm zur Veranschaulichung der Zellzahl (y-Achse) gegeniiber ADCmin (x-Achse). Es lasst sich
eine negative Korrelation erkennen.
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3.4. Verhaltnis von ADC zum Tumor-Stroma-Verhaltnis

Auch hinsichtlich des Tumor-Stroma-Verhaltnisses konnten signifikante Korrelationen
bewiesen werden. Es wurden Tumor-Stroma-Verhaltnisse von 0-100% gefunden. Der
Mittelwert bei den untersuchten hepatozellularen Karzinomen betrug dabei 17.1+20.0
(Median: 5%) (siehe Abbildung 12).

Tumor-Stroma-Verhaltnis

120
100 o
o
o
80 o
o
o
o
60 o
o
o
40
20 X
0

1

Abbildung 12 Verteilung des Tumor-Stroma-Verhéltnisses in allen HPFs

Boxplot mit Darstellung des Tumor-Stroma-Verhéltnisses in allen HPFs in Prozent mit einem Durchschnitt
von 17,1%, einem Median von 5% und einer Spannbreite von 0-100%.

Die zuvor erwahnten Korrelationen belaufen sich auf das Tumor-Stroma-Verhaltnis und
ADCmin (r=0,250; p<0,001) (siehe Abbildung 13) sowie das Tumor-Stroma-Verhaltnis
und ADCmean (r=0,320; p=0,024) (siehe Abbildung 14). Dartber hinaus konnte
zwischen dem Tumor-Stroma-Verhaltnis und ADCmax jedoch konnte keine Signifikanz

aufgewiesen werden (r=0,268; p=0,052).
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Abbildung 13 Korrelation des Tumor-Stroma-Verhéltnisses gegeniiber ADCmin

Streudiagramm zur Veranschaulichung des Tumor-Stroma-Verhéltnisses (y-Achse) gegeniiber ADCmin (x-
Achse). Es lasst sich eine positive Korrelation erkennen.
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Abbildung 14 Korrelation des Tumor-Stroma-Verhéltnisses gegeniiber ADCmean

Streudiagramm zur Veranschaulichung des Tumor-Stroma-Verhéltnisses (y-Achse) gegeniiber ADCmean
(x-Achse). Es l&sst sich eine positive Korrelation erkennen.
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3.5. Verhaltnis von ADC zu der proliferativen Aktivitat/Kic7

Die mittels des immunhistochemischen Markers Ki67 analysierte proliferative Aktivitat in
dem untersuchten Biopsiematerial (siehe Abbildung 15 und 16) belief sich im Mittel auf
12,0+£13,4% bei einer Spannweite von 1-75% (Median: 5%) (siehe Abbildung 17).
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Abbildung 15: Immunhistochemische Untersuchung mittels Ki67

Die proliferative Aktivitét in diesem Préparat betrug im Mittel 13%. Die Mal3stableiste entspricht 500 um
(OriginalvergréRerung 40:1).
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o Abbi}dung 16: Immunhistochemische Uﬁférsuchdng mittels Ki67

Die proliferative Aktivitét in diesem Préparat betrug im Mittel 3,4% Die Mal3stableiste entspricht 500 um
(OriginalvergréRerung 40:1).
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Abbildung 17: Verteilung der proliferativen Aktivitat/Ki67 in allen HPFs

Boxplot mit Darstellung der mittels Ki67 detektierten proliferativen Aktivitét in allen HPFs in Prozent mit
einem Durchschnitt von 12,0 %, einem Median von 5% und einer Spannbreite von 1-75%.

Die proliferative Aktivitat beziehungsweise Ki67 wies einen auffallig negativen
Zusammenhang mit ADCmin (r=-0,348; p=0,011) (siehe Abbildung 18), sowie mit
ADCmean (r=-0,295; p=0,032) (siehe Abbildung 19) auf. Dies war allerdings nicht bei
ADCmax der Fall (r=-0,255; p=0,066).
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Abbildung 18 Korrelation von Ki67 gegenliber ADCmin
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Streudiagramm zur Veranschaulichung der Korrelation von Ki67 in Prozent (y-Achse) gegentliber ADCmin
(x-Achse). Es lésst sich eine negative Korrelation erkennen.
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Abbildung 19: Korrelation von Ki67 gegentiber ADCmean

2000

Streudiagramm zur Veranschaulichung der Korrelation von Ki67 in Prozent (y-Achse) gegeniiber ADCmean
(x-Achse). Es lésst sich eine negative Korrelation erkennen.
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3.6. Verhaltnis von ADC zu den tumorinfiltrierenden Lymphozyten/CD45

Die immunhistochemischen Untersuchungen mittels CD45 zur Detektion der
tumorinfiltrierenden Lymphozyten (siehe Abbildung 20 und 21) ergaben durchschnittlich
7,42+7,97 TIL in einem High Power Field. Es wurden insgesamt zwischen 0 und 56

Lymphozyten in einem HPF mit Tumorinfiltraten ausgezahlt (Median: 4 TIL/HPF) (siehe
Abbildung 22).
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Abbildung 20: Immunhistochemische Untersuchung mittels CD45

Es wurden in diesem Prédparat im Mittel 3,8 TIL/HPF gezahit. Die Mal3stableiste entspricht 500 um
(OriginalvergréRerung 40:1).
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Abbildung 21: Immunhistochemische Untersuchung mittels CD45

Es wurden in diesem Préparat im Mittel 2,6 TIL/HPF ausfindig gemacht. Die Mal3stableiste entspricht 500
um (Originalvergré8erung 40:1).
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Abbildung 22: Verteilung der tumorinfiltrierenden Lymphozyten/CD45 in allen HPFs

Boxplot mit Darstellung der mittels CD45 detektierten tumorinfiltrierenden Lymphozyten in allen HPFs mit
einem Durchschnitt von 7,42 TIL/HPF, einem Median von 4 TIL/HPF und einer Spannbreite von 0-56
TIL/HPF.
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Eine signifikante Wechselbeziehung zwischen den tumorinfiltrierenden Lymphozyten
und denen in der DWI festgestellten ADC-Werten konnte nicht bewiesen werden. Es
ergab sich im Mann-Whitney-U-Test fur die TIL und ADCmin: r=-0,092 (p=0,511), fur TIL
und ADCmax: r=-0,264 (p=0,056), sowie fur TIL und ADCmean: r=-0,154 (p=0,271).

36



4. Diskussion

4.1. Bedeutung der DWI bei hepatozellularen Karzinomen

Im Vorfeld gab es mehrere wissenschaftliche Arbeiten, die sich auf die Untersuchung
von hepatozellularen Karzinomen mittels diffusionsgewichteter Bildgebung konzentriert
haben.

Das Hauptaugenmerk dieser Arbeiten liegt speziell auf der Korrelation der DWI mit dem
Tumorgrading, sowie mit der Tumorangioneogenese und mit mikrovaskularen
Invasionen. Es gibt jedoch teils widerspruchliche Ergebnisse. So konnte machgewiesen
werden, dass die ADCmean-Werte in gering differenzierten hepatozellularen
Karzinomen (G3) geringer sind als solche von gut (G1) und mafig (G2) differenzierten
HCCs (Heo, et al., 2010). Gering differenzierte Karzinome gehen gehauft mit einer
erhohten Zellzahl und einem schnelleren Tumorwachstum einher, was wiederum, wie
eingangs erwahnt, eine geringere Diffusion als in weniger zellreichen und so konsekutiv
besser differenzierten Karzinomen zur Folge haben kann. In einer Meta-Analyse
hingegen wurde anhand der gesammelten Daten und Arbeiten gezeigt, dass zwar die
ADCmaps zur Vorhersage des Tumorgradings hilfreich sind, dabei jedoch nicht
ADCmean, sondern ADCmin die benotigten Werte liefert (Surov, et al., 2021). Die
tumorassoziierte Angiogenese spielt sowohl fur das Tumorwachstum, die Invasion, die
Metastasierung als auch fur Therapieoptionen eine bedeutende Rolle. Es verwundert
somit nicht, dass auch dieses mikrostrukturelle Charakteristikum anhand der VEGF-
Expression in immunhistologischen Untersuchungen analysiert und mit der
Diffusionsbildgebung verglichen wurde. Die Ergebnisse dieser Vergleiche legten eine
inverse Korrelation der ADC-Werte, aber auch der Signalintensitat in der arteriellen
Phase in der Magnetresonanzbildgebung mit der VEGF-Expression und somit der
tumorassoziierten Angiogenese offen (Huang, et al., 2014). VEGF reguliert nicht nur die
Gefalversorgung der Tumore, sondern bestimmt auch die vaskulare Durchlassigkeit
und das Uberleben der Endothelien. Die inverse Korrelation mit der
diffusionsgewichteten Bildgebung Iasst sich also durch intakte und wenig durchlassige
tumoreigene Blutgefalle erklaren.

Ein weiterer wichtiger Faktor fur das klinische Outcome inklusive intrahepatischer
Metastasen des hepatozellularen Karzinoms ist das Vorhandensein beziehungsweise
die Abwesenheit einer (Mikro-)Angioinvasion durch den Tumor. Die vaskulare Invasion
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kann demnach Uber das weitere klinische Vorgehen entscheiden (Wang, et al., 2021).
Auch hinsichtlich der mikrovaskularen Invasion konnte eine signifikante
Wechselbeziehung mit ADCmin herausgearbeitet werden (Surov, et al., 2021). War eine
Invasion vorhanden, waren die ADCmin-Werte geringer als in den Karzinomen ohne
mikrovaskulare Invasion.

Daruber hinaus wurden Untersuchungen zur Darstellung eines Verhaltnisses zwischen
HCCs und der Hypoxie in hepatozellularen Karzinomen durchgefuhrt. Es konnte zuvor
gezeigt werden, dass eine erhohte immunhistochemische Expression des Hypoxie
induzierten Faktors Alpha (HIF-a) mit einer Portalveneninfiltration,
Leberkapselinfiltration, sowie einer geringeren Uberlebenszeit von Patient:innen mit
hepatozellularen Karzinomen assoziiert wird (Wilson, et al. 2014; Yang, et al., 2014).
2015 konnte dann auch ein Zusammenhang zwischen den ADC-Werten und der
immunhistochemischen HIF-a-Expression belegt werden (Huang, et al., 2015). Eine
vermehrte Hypoxie geht mit einem vermehrten Zellschaden und somit mit einer erhdhten
Permeabilitat und Diffusion einher, was wiederum die ebenfalls erhdhten ADC-Werte
bestatigen.

4.1.1. Zur Einschatzung der Zellzahl

Wie zuvor dargestellt, kann die hohe Tumorzellularitat mit einer geringen Diffusion und
damit geringen ADC-Werten einhergehen. Auch in dieser Arbeit konnte eine signifikante
negative Korrelation zwischen der Tumorzellularitat und ADCmin, ADCmax, sowie
ADCmean festgestellt werden. Somit kann in hepatozellularen Karzinomen auch
nichtinvasiv mit Hilfe der diffusionsgewichteten Bildgebung ein Riuckschluss auf das
Ansprechen nichtchirurgischer Therapien gegeben werden. Da sowohl durch die lokale
Chemotherapie, die transarterielle Chemoembolisation, als auch durch die systemische
Chemotherapie eine Storung der zellularen Integration sowie ein erhohter Zelluntergang
verursacht wird, steigt konsekutiv die Diffusion an (Ludwig, et al. 2015). Kostek et al.
konnte bereits fur das systemische Chemotherapeutikum Sorafenib in der ersten
radiologischen Evaluation nach der Einnahme einen Anstieg der ADC-Werte in
hepatozellularen Karzinomen beweisen (Kostek, et al., 2018).
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4.1.2. Zur Einschatzung des Tumor-Stroma-Verhaltnisses

Aufgrund der versorgenden Eigenschaften des Tumorstromas spielt eben dieses eine
grofl3e Rolle in der nicht-chirurgischen Therapie von Tumoren. Das Tumorstroma ist
sowohl fur die Entsorgung von Abfallprodukten als auch fur die
ernahrungsphysiologische Versorgung der Tumorzellen zustandig. Abgesehen von der
Ver- und Entsorgung des Tumors stellt das Stroma auch eine Art Barriere dar. Besitzt
ein Tumor viel Stroma mit wenig Gefalen, so ist die Versorgung der einzelnen
Tumorzellen reduziert, was wiederum mit einer erhohten Diffusionsstrecke eventueller
Chemotherapeutika einhergeht. Ein Tumor mit viel Stroma hat demnach ein geringeres
Ansprechen auf das Therapeutikum (Werb & Lu, 2015). Des Weiteren spielt das
Tumorstroma auch nach initialer Chemotherapie eine Rolle in der Reaktivierung von
Tumorzellen und somit in der Entstehung von Rezidiven und dem klinischen Outcome
(Valkenburg, et al. 2018). Fur Stroma-arme hepatozellulare Karzinome konnte eine
glnstigere Uberlebensrate sowie eine Assoziation mit einem rezidivfreien Uberleben
aufgezeigt werden (Lv, et al., 2015).

Entsprechend der theoretischen Grundlagen konnte die vorliegende Arbeit eine
signifikante Korrelation zwischen ADCmin beziehungsweise ADCmean und dem Tumor-
Stroma-Verhaltnis zeigen. Hohe ADCmin- und ADCmean-Werte konnen somit als
positiver prognostischer Marker beziiglich der Uberlebensrate und Rezidiven

herangezogen werden.

4.1.3. Zur Einschatzung der proliferativen Aktivitat

Ki67 und damit die proliferative Aktivitat werden als prognostischer Marker vieler
maligner Tumore verwendet. Auch bei hepatozellularen Karzinomen weist eine hohe
proliferative Aktivitat auf eine geringere Differenzierung hin und gilt als ungunstiger
Faktor im Hinblick auf ein rezidivfreies Uberleben und das Gesamtiiberleben (Luo, et al.,
2015). Sowohl durch Hu et al. als auch durch Huang et al. wurde eine inverse
Korrelation zwischen dem Ki67-Index und den ADC-Werten zum Vorschein gebracht.
Die Patientenkohorten der beiden genannten Arbeiten umfassten 57 beziehungsweise
47 Patienten, wobei das durchschnittliche Alter mit 54 bzw. 53 Jahren deutlich unter
dem gemittelten Alter der hier untersuchten Kohorte (71,81 Jahre) lag. Zudem wurden in
den Arbeiten von Hu et al., sowie Huang et al. jeweils Tumorresektate und keine
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Biopsien immunhistologisch aufgearbeitet und der vollstandige Tumor mit der
diffusionsgewichteten Bildgebung untersucht. Nichtsdestotrotz konnte auch in der
vorliegenden Arbeit eine signifikante inverse Korrelation zwischen ADCmin bzw.
ADCmean und der Ki67 Expression aufgefunden werden. Eine Wechselbeziehung
zwischen ADCmax und Ki67 konnte jedoch nicht belegt werden.

4.1.4. Zur Einschatzung der tumorinfiltrierenden Lymphozyten

Wie zu Anfang der Arbeit dargelegt spielen die tumorinfiltrierenden Lymphozyten eine
prognostische Rolle in Tumoren. Kim et al. konnten in ihrer Arbeit von 2019 nur eine
fragliche Korrelation der ADC-Werte und den infiltrierenden Lymphozyten in
hepatozellularen Karzinomen zeigen. Dabei korrelierten die ADC-Werte zwar signifikant
mit den TIL (p=0,049), in einer angeschlossenen multivarianten Analyse konnte der
ADC jedoch nur als unabhangige Variable gegenluber den tumorinfiltrierenden
Lymphozyten definiert werden (Kim, et al., 2019). Limitierender Faktor in Bezug auf die
Reprasentativitat der Arbeit von Kim et al. ist, dass nur kleine hepatozellulare Karzinome
mit einem Durchmesser < 2cm untersucht wurden. Weitere Arbeiten in Hinblick auf die
Untersuchungen der tumorinfiltrierenden Lymphozyten im Vergleich zu der
diffusionsgewichteten Bildgebung wurden nicht gefunden. Die hier durchgefuhrten
Untersuchungen konnten keine signifikante Wechselbeziehung zwischen den
tumorinfiltrierenden Lymphozyten und den ADC-Werten aufzeigen.

4.2. Ergebnisse im Hinblick auf Studien anderer Tumorentitaten
Fur viele verschiedene Tumorentitaten wurden bereits zahlreiche Arbeiten zur
Darstellung moglicher Zusammenhange zwischen der diffusionsgewichteten Bildgebung

und unterschiedlichen histologischen Parametern veroffentlicht.

Surov et al. stellten die Zusammenhange der Zellularitat unterschiedlicher
Tumorentitaten mit ADCmin in einer Metaanalyse dar, hierbei lieRen sich in allen
Tumoren eine moderate negative Korrelation ermitteln (Surov, et al. 2017).

Santucci et al. verglichen die ADC-Werte der diffusionsgewichteten Bildgebung unter
anderem mit der Zellzahl in Biopsien und Resektaten invasiver Mammakarzinome und

konnten eine signifikante Wechselbeziehung zeigen (Santucci, et al., 2021). Auch in
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Larynx- und Hypopharynxkarzinomen wurde eine hohe reziproken Korrelation
nachgewiesen (r=-0,57, p=0,02) (Driessen, et al., 2014). Ebenso wurde in
Lungenkarzinomen ein negativer Korrelationskoeffizient von r=-0,60 (p=0,001) detektiert
(Chen, et al., 2014).

Auch in nicht epithelialen malignen Tumoren wie Lymphomen des zentralen
Nervensystems ein signifikanter negativer Zusammenhang beweisen (r=-0,500,
p=0,021) (Schob, et al., 2016). In Weichteilsarkomen lie3 sich eine hohe inverse, jedoch
nicht signifikante Wechselbeziehung auffinden (r=-0,88, p=0,08) (Schnappauff, et al.,
2009).

Fiar das Ausmal} des Tumorstromas in intrahepatischen cholangiozellularen Karzinomen
wurde eine Korrelation mit ADCmin ermittelt (Yamada, et al., 2020). Auch in Karzinomen
der Kopf-Hals-Region spiegelt die diffusionsgewichtete Bildgebung den Anteil an
Tumorstroma wider und kann wie in der vorliegenden Arbeit zur Prognose der
Uberlebensrate und eventueller Rezidive genutzt werden (Meyer, et al. 2022).

Ferner konnten fur ADCmean und die Tumor-Stroma-Ratio in Rektumkarzinomen eine
hohe signifikante Wechselbeziehung gefunden werden (r=0,671, p<0,001) (Cai, et al.,
2021). Dem entgegen stehen die Ergebnisse von Zunder et al., demnach keine
Korrelation bezuglich der ADC-Werte und der Tumor-Stroma-Ratio dargestellt werden
konnte (ADCmean-r=-0,162, p= 0,38; ADCmin-r=0,041, p=0,82) (Zunder, et al., 2020).
Korrespondierend hierzu konnte auch in invasiven Mammakarzinomen kein signifikanter

Zusammenhang eruiert werden (Yamaguchi, et al., 2019).

Entsprechend der negativen Korrelation in der vorliegenden Arbeit konnte unter
anderem bei extrahepatischen cholangiozellularen Karzinomen, Rhabdomyosarkomen,
invasiven duktalen Mammakarzinomen und in neuroendokrinen Tumoren des Pankreas
eine gleichartige Wechselbeziehung zu den ADC-Werten dargelegt werden (Cui, et al.
2019; Yuan, et al., 2020; Shen, et al., 2018; Hu, Rao, Xu, Tang, & Zeng, 2018).

Obwohl im Rahmen dieser Arbeit kein bezeichnendes Verhaltnis zwischen den
tumorinfiltrierenden Lymphozyten und den ADC-Werten belegt werden konnte, ist dies

dennoch in unterschiedlichen Tumorentitaten erfolgreich gelungen. Meyer et al.
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detektierten eine signifikante Korrelation zwischen TIL und ADC-Werten in
Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region (r=0,46, p=0,01) (Meyer, et al. 2022).
Auch in Gehirnmetastasen wurden hohe ADC-Werte mit hohen TIL assoziiert (Meyer, et
al., 2021). In Her2-positiven Mammakarzinomen ist ein niedriger ADC-Wert hingegen
ein unabhangiger Pradiktor fur eine hohe Anzahl tumorinfiltrierender Lymphozyten (Lee,
et al., 2022).

Obgleich bei hepatozellulare Karzinomen keine Korrelation gesichert werden konnte,
zeigten Miyazaki et al. in intrahepatischen cholangiozellularen Karzinomen als primare
Lebertumoren ein signifikantes Verhaltnis zwischen niedrigen ADC-Werten und
niedrigen TIL (Miyazaki, et al., 2021).

4.3. Starken und Schwachen der Arbeit

Die Limitationen dieser Arbeit belaufen sich zum einen darauf, dass es sich um eine
Studie mit einem retrospektiven Design handelt, wodurch jedoch das Material zum
Zeitpunkt des Studienbeginns bereits vorlag und keine erneute invasive Intervention der
Patient:innen notwendig war. Zum anderen handelt es sich bei dem untersuchten
Gewebe um bioptische Proben, die Heterogenitat der hepatozellularen Karzinome und
damit die moglicherweise unterschiedlichen histologischen Charakteristika der
verschiedenen Bereiche werden somit nur bedingt abgebildet.

Des Weiteren werden hepatozellulare Karzinome im Allgemeinen betrachtet, eine
weitere Differenzierung der von der WHO genannten Subtypen erfolgte nicht. Hier sei
jedoch erwahnt, dass die speziellen Subtypen einen nur sehr geringen Anteil der
hepatozellularen Karzinome ausmachen.

Eine Tumorbiopsie bei hepatozellularen Karzinomen ist laut der S3-Leitlinie in
Deutschland vor einer palliativen Therapie oder in einer kurativen Situation bei unklaren
Kontrastmittelverhaltnissen in zwei unabhangigen Bildgebungen empfohlen, es wird
somit zumindest aktuell nur ein Teil der Patien:innen mit hepatozellularen Karzinomen
vor einer Intervention bioptiert. Mit 53 Patient:innen handelt es sich um eine zwar
reprasentative, jedoch kleinere Kohorte, eine noch hohere Reprasentativitat wirde
selbstverstandlich durch eine groRere Untersuchungsgruppe erlangt werden.

In den zuvor genannten Studien bezuglich hepatozellularer Karzinome wurde im

Rahmen der Bildgebung der gesamte Tumor betrachtet und aus diesem Tumor eine
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winzige histologische Probe untersucht. Als aul3erordentliche Starke der vorliegenden
Arbeit ist besonders die genaue Korrelation der Bildgebung mit der mikroskopisch
betrachteten Probe aufgrund der Gewinnung mittels einer Biopsienadel und der genau
in dieser Lokalisation eingezeichneten ROI fur die weitere Analyse der Bildgebung zu
sehen.

Die Ergebnisse der radiologischen wurden gegenuber der histopathologischen
Untersuchungen und umgekehrt verblindet erhoben was unabhangigere Daten
vorherbringt.

Zudem wurden in vorherigen Arbeiten jeweils lediglich einzelne histologische und
immunhistochemische Parameter mit der diffusionsgewichteten Bildgebung verglichen,
somit bildet diese Studie eine breite Ubersicht in Hinblick auf die unterschiedlichen

Zusammenhange.

4.4. Ausblick

Die vorliegende Studie zeigt eine signifikante Korrelationen bezuglich der Zellzahl, dem
Tumor-Stroma-Verhaltnis und der proliferativen Aktivitat mit ADC-Werten in Biopsien
von hepatozellularen Karzinomen vor jeglicher Form einer Intervention.

Entsprechend anderen Studien kann bei einem hohen ADC-Wert und damit hohem
Tumorstroma sowie niedriger proliferativen Aktivitat von einem gunstigeren
Gesamtiiberleben und einer héheren Wahrscheinlichkeit fir ein rezidivfreies Uberleben
ausgegangen werden. Somit ist die diffusionsgewichtete Bildgebung als geeignetes,
nicht-invasives Verfahren zur Pradiktion des klinischen Outcome anzusehen und sollte
perspektivisch in die Routineuntersuchungen mit eingepflegt werden.

Des Weiteren kann im Rahmen einer nicht-chirurgischen Intervention mit Hilfe der
diffusionsgewichteten Bildgebung aufgrund der reziproken Korrelation mit der Zellzahl
ein Ruckschluss auf das Ansprechen einer Therapie gezogen werden.

Um ein besseres Bild der Moglichkeiten diffusionsgewichteter Bildgebungen zu
bekommen, sollten die hier gewonnenen Erkenntnisse anhand einer groferen Studie
inklusive der Betrachtung der Subtypen hepatozellularer Karzinome, eventueller
Unterschiede in den Grading der Tumore und im Vergleich zu anderen Entitaten in der
Leber Uberpruft werden. Auch die tumorinfiltrierenden Lymphozyten, die in
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hepatozellularen Karzinomen nur sehr eingeschrankt betrachtet wurden, kdnnen erneut
miteinbezogen werden.

Diese Arbeit hat das Potential zur Gewinnung histologischer und immunhistochemischer
Informationen mit Hilfe eines nicht invasiven Verfahrens, der diffusionsgewichteten
Bildgebung, gezeigt und soll daher als Grundlage fur weitere, sowohl tiefgrundigere, als
auch breiter gefacherte Studien dienen.
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5. Zusammenfassung

Die diffusionsgewichtete Bildgebung (DWI) spielt eine immer bedeutendere Rolle in der
Diagnostik, Charakterisierung und Prognostik maligner Tumore. Hepatozellulare
Karzinome gehoren zu den haufigeren und zumeist letalen Krebserkrankungen unter
anderem in Deutschland. Ziel dieser Arbeit ist es, die Assoziation der durch die
diffusionsgewichtete Bildgebung erlangten Werte des Apparent Diffusions Coefficient
(ADC) mit der Zellzahl, dem Tumor-Stroma-Verhaltnis, der Expression von Ki67 und der
tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TIL) in hepatozellularen Karzinomen darzustellen.
Hierzu haben wir 53 Patient:innen identifiziert, welche eine prainterventionelle
Leberbiopsie erhalten haben. Die Magnetresonanztherapie wurde mit Hilfe eines 1,5 T
Scanners mit einer axialen DWI Echo-planar-Sequenz (TR/TE:1959/59, b Werte von 0
und 600 s/mm?) durchgefuhrt. Fur jeden Fall wurden die Bilder mit Dokumentation der
Nadelposition bei Biopsie der Ziellasion verwendet, um eine zylindrische Region of
Interest (ROI) in genau dieser Lokalisation auf den ADCmaps zu konfigurieren. Die
mittleren, minimalen und maximalen ADC Werte wurden ermittelt. Die Bildanalysen
wurden unabhangig voneinander durch zwei erfahrene Radiologen durchgefuhrt. Fur die
histologischen Charakteristika wurde das Tumor-Stroma-Verhaltnis und die Zellzahl als
Mittelwert aus je 5 High Power Fields (HPFs) ermittelt. Zudem wurde die proliferative
Aktivitat und die TIL mit Hilfe immunhistochemischer Untersuchungen durch Ki67
beziehungsweise CD45 durch zwei erfahrene Pathologen evaluiert. Der Pearson
Korrelationskoeffizienten und der Intraklassen-Korrelationskoeffizient (ICC) wurden
evaluiert. Die Ergebnisse stellen eine inverse Korrelation zwischen den ADC-Werten
und der Zellzahl (r=-0,683; p<0,001), ADCmin sowie ADCmean und Ki67 (r=0,250;
p<0,001 /r=0,320; p=0,024) und zusatzlich eine positive Korrelation zwischen ADCmin
sowie ADCmean und dem Tumor-Stroma-Verhaltnis dar (r=-0,348; p=0,011 / r=-0,295;
p=0,032). Eine Wechselbeziehung zwischen den ADC-Werten und den TIL konnte nicht
bewiesen werden. Aus den Ergebnissen kann geschlossen werden, dass die ADC-
Werte als Surrogat-Marker fur die Tumorzellzahl, die proliferative Aktivitat und das
Tumor-Stroma-Verhaltnis genutzt werden konnen und somit die DWI als nicht invasives

Medium fur die Prognostik hepatozellularer Karzinome Verwendung finden kann.
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