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Kurzreferat

Als essenzielles Spurenelement ist Zink fiir wichtige Funktionen der menschlichen
Zelle notig. Verschiedene Zinktransporterproteine gewihrleisten die  zelluldre
Verteilung: Die ZIP (Zinc-Irt-like protein) -Familie besteht aus Influx-Transportern,
Gegenspieler sind die ZnT (Zinc-Transporter) -Proteine als Efflux-Transporter. Ein
entscheidendes Organ der systemischen Zinkhomdostase ist die Leber. Da ein lokaler
Zinkmangel und ein Ungleichgewicht der Zinktransporter-Expression im Verdacht
stehen mit Karzinomen assoziiert zu sein, ist die Zielsetzung unserer Studie die
Expression von drei ausgewdhlten Zinktransportern (ZIP4, ZIP14 und ZnT9) im
Hepatozelluldren Karzinom (HCC) zu ergriinden und die Eignung als prognostische
Marker fiir das Uberleben zu priifen. Es wurden insgesamt 138 Biopsien von HCC-
Patienten immunhistochemisch gefarbt und semiquantitativ ausgewertet. Bei den drei
Zinktransporterproteinen konnte eine signifikante Expressionserhéhung im HCC
verglichen mit angrenzendem extraldsionalem Gewebe nachgewiesen werden, welche
unabhéngig von der zugrunde liegenden Lebererkrankung war (AFLD, NAFLD, Virus-
Hepatitis, sonstige Atiologien). Zudem zeigten erhdhte Expressionen von ZIP4, ZIP14
und ZnT9 im Zellkern eine Assoziation mit kiirzerer Uberlebenszeit. Insgesamt ist zu
vermuten, dass die Hepatokarzinogenese eng mit einem verdnderten zelluldren
Zinkstoffwechsel verbunden ist und Zinktransporter als Ziele zukiinftiger Therapeutika

genutzt werden kdnnten.
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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1. Zink allgemein

Spurenelemente spielen zweifellos eine besondere Rolle in unserer Erndhrung und
Gesundheit. Eines der wichtigsten essenziellen Spurenelemente des Menschen ist Zink.
Die Erkenntnis der vielseitigen Funktionen des Zinks, die in den letzten Jahren
gewonnen werden konnte, lenkt immer mehr Interesse auf dieses Mineral und er6ffnet
eine Vielzahl potenzieller therapeutischer Angriffsmdglichkeiten.

Ein menschlicher Korper beinhaltet circa 2 g Zink, liberwiegend intrazellulir an
Proteine gebunden [1]. Ein Anteil von 60 % dieses Bestandes befindet sich in der
Muskulatur, 30 % im Knochen, je 5 % in der Haut und in der Leber [2]. Der Zinkbedarf
eines Erwachsenen betrdgt 7 bis 10 mg téglich [3] und erhoht sich durch pathologische
Prozesse wie Stress, Traumata oder Infektionen [4].

Zink ist ein funktioneller Bestandteil von Enzymen, Rezeptoren und
Transkriptionsfaktoren. So spielt es eine wichtige Rolle in verschiedenen zelluldren
Funktionen wie Genexpression, Zelldifferenzierung, Proliferation, Bekdmpfung von
oxidativem Stress, Apoptose und der Signaltransduktion [5-7] (s. Abbildung 1). Zink
beeinflusst die Funktion des Immunsystems [8, 9], die Heilung von Wunden, die
Produktion von Prostaglandinen, die Knochenmineralisierung, die Funktion der
Schilddriise, die Blutgerinnung, kognitive Prozesse, fetales Wachstum und auch die
Spermatogenese [4].

Aufgrund dieser Vielzahl von Funktionen ist es nicht erstaunlich, dass viele chronische
Erkrankungen wie Hepatitis [10], Diabetes mellitus [11], Arteriosklerose [12],
Alzheimer-Demenz [13], Autoimmunerkrankungen [8] oder auch Malignome [14, 15]
in Verbindung mit einem verdnderten Zinkmetabolismus stehen.

Lénger andauernder Zinkmangel duflert sich klinisch in Storungen des Geschmacks und
Geruchs, der Dunkeladaptation, zerebraler Dysfunktion, einer starken Infektanfélligkeit

sowie trockener Haut, briichigen Négeln und Wundheilungsstérungen [16].

1.1.1. Zellulare Zinkfunktionen

Als einziges essenzielles Ubergangsmetall mit geringer Redoxaktivitit und sehr guter
Proteinbindung ist Zink als Kofaktor von mehr als 300 Enzymen &uf3erst gut geeignet
[17]. Die Affinitdt von Zink-lonen zu Metalloproteinen ist so stark, dass freies Zink in

der Zelle streng reguliert werden muss [17].



1. Einleitung

Zu hohe intrazellulire Konzentrationen fithren zum Zelltod [18], vermutet werden
Funktionsstorungen vieler Metalloproteine, die ungehemmt Zink-Ionen binden [17].
Durch die Studie von Andreini et al. wurde die evolutiondr zunehmende Anzahl Zink-
bindender Proteine von Prokaryoten zur eukaryoten Zelle gezeigt [19]. Tatsdchlich
kodieren circa 10 % des menschlichen Genoms zinkbindende Proteine, dies sind
vermutlich mehr als 2000 verschiedene Genprodukte [20].

Als Kofaktor wirkt Zink zum Teil katalytisch, indem es am Substratumsatz oder an der
Stabilisierung der Enzymstruktur beteiligt ist. Auerdem stabilisiert es die Struktur von
Transkriptionsfaktoren =~ wie  Zinkfingerproteine  und  reguliert =~ Hormone,
Hormonrezeptoren und die Genexpression [4, 16].

Anderung der lokalen Zinkkonzentration vermitteln Signale, so kann Zink endokrin,
parakrin und autokrin wirken [21] (s. Abbildung 1). Zink ist Inhalt prisynaptischer
Vesikel und moduliert bei neuronaler Erregung die synaptische Ubertragung im ZNS,

indem es an Transporter und Rezeptoren bindet [21].

Signaltransduktion

extrazellular: i Proliferation
Modulierung der synaptischen Ubertragung * Kofaktor der DNA-Synthese
+ Reduktion der Insulinsekretion und + Proliferationsanregung durch GH und IGF-1

Suppression des hepatischen Insulinabbaus
Aktivierung des Zinkrezeptors
intrazellul&r (als ,Zink-Welle*, ,.Zink-Funke* oder
Expressionsanderungen der Zinktransporter):
Inhibition von Enzymen
(PTP, PDE, Calcineurin, Proteinkinase-C)

Apoptose-Inhibition
+ Inhibition von Caspasen
+ Stabilisationvon p53 an der DNA

Schutz vor oxidativem Stress
Stabilisierung der Zellmembran

+ Unterstitzung der Superoxiddismutase Immunsystem
+ Pravention vor Bildung radikaler Gruppen + T-Zellproliferation
+ Aufrechterhaltung eines ausreichenden « Aktivierung von NKZ
Spiegels an intrazellularen Radikalfangern (MT) « Zytokinproduktion von Mastzellen

+ Inhibition der NADPH-Oxidase

Abbildung 1: Ubersicht der zellularen Funktionen des Zinks

Gezeigt wird eine Auswahl bekannter zelluldrer Funktionen von Zink.

Fiir genauere Erlduterung s. Abschnitt 1.1.1.

(PTP = Protein-Tyrosin-Phosphatase; PDE = Phosphodiesterasen; GH = Growth-Hormon
(Somatotropin); IGF-1 = Insulin like-Growth-Factor-1; NADPH = Nicotinamidadenin-
dinukleotidphosphat; NKZ = natirliche Killer-Zellen; MT = Metallothionein)
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Der sogenannte Zink-Insulin-Komplex wird in den B-Zellen des Pankreas gespeichert.
Zusammen mit Insulin wird Zink bei Stimulation durch Glucose aus den Inselzellen
sezerniert. Anschliefend reduziert Zink autoregulatorisch die Insulinsekretion der -
Zellen und supprimiert endokrin den hepatischen Insulinabbau [21]. AuBBerdem aktiviert
Zink den Zinkrezeptor, ein Protein-G-gekoppelter Rezeptor, der die Proliferation,
Differenzierung, das Uberleben, den Transport von Ionen und die Homdostase von Na",
H" und CI” der Zielzelle regulieren kann [21, 22]. Die sogenannte ,,Zink-Welle®, der
rasche Anstieg der intrazelluliren Konzentration des Kations, beschreibt seine
intrazelluldre Funktion als ,,second messenger” [23]. Der schnelle Zinkanstieg kann
durch Influx, aber auch durch Freisetzung aus Organellen wie dem endoplasmatischen
Retikulum geschehen [21]. Des Weiteren kann Zink bei oxidativem Stress aus der
Bindung von Metalloproteinen im Zytosol freigesetzt werden [21]. Diese zelluldren
Mechanismen werden als ,,frilhe Zinksignale* beschrieben [24]. ,,Spite Zinksignale*
werden durch Anderung in der Expression von Zinktransportern erzielt und bewirken
erst nach gewisser Zeit eine Adaptation der Zelle [24].

Der zelluldre Zinkanstieg inhibiert viele verschiedene Proteine wie die Protein-Tyrosin-
Phosphatase, Phosphodiesterasen, Calcineurin, Caspasen sowie unterschiedliche
Kinasen wie die Proteinkinase-C [21]. Beschrieben wird auch der ,,Zink-Funke®, die
Freisetzung von akkumuliertem Zink aus der Oozyte, welche die zelluldre
Zinkkonzentration herabsetzt, intrazelluldre Kalziumschwankungen verursacht und so
vermutlich fiir den Ubergang zum Embryonalstadium wichtig ist [25].

Zinkmangel kann FEinschrdnkungen des Immunsystems auslosen und ist
moglicherweise die héufigste Ursache fiir sekundéire Storungen des Immunsystems
beim Menschen [4]. Auch in Immunzellen wird Zink zur Transduktion von Signalen
genutzt, so beeinflusst beispielsweise die Zinkkonzentration die Zytokinproduktion von
Mastzellen [24, 26]. AuBerdem reduziert der Mangel an Zink die Aktivitidt der
natiirlichen Killer-Zellen, beeintrachtigt ihre zytotoxischen Eigenschaften, und schrinkt
die T-Zellproliferation ein [4, 27, 28].

Wie schon am Beispiel der T-Zellen erwéhnt, ist auch die Proliferation von
verschiedensten Geweben und Zelltypen auf Zink angewiesen, so sind wichtige Enzyme
der DNA-Synthese wie die Desoxythymidinkinse zinkabhingig [29]. Auch die
hormonelle Regulation der Zellproliferation werde durch Zink beeinflusst. Es konnte
gezeigt werden, dass die hypophysdre Achse des Somatotropins und des Insulin-like

growth factors-1 zur addquaten Proliferationsanregung Zink benétigen [29].
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Zink wird auch als Apoptose-Inhibitor beschrieben [29]. Dariliber hinaus kann
Zinkmangel sogar den programmierten Zelltod einleiten [30]. Zink fungiert als Inhibitor
von verschiedenen Caspasen, welche eine entscheidende Rolle in der Apoptose spielen
[31]. AuBerdem kann Zink die spezifische DNA-bindende Domine von p53
stabilisieren [4]. Zinkmangel konnte also die intrazelluldre p53-Konzentration ansteigen
lassen und so den Zellzyklus inhibieren und die Apoptose aktivieren [32].

Auch der Schutz vor freien Radikalen wéhrend oxidativem Stress gehort zur Wirkung
des Zinks. Wahrscheinliche Mechanismen sind hierbei die Stabilisation der
Zellmembran, die Unterstiitzung der Superoxiddismutase und die Pridvention vor
Bildung radikaler Gruppen durch die Interaktion chemischer Gruppen mit Eisen [4].
AuBerdem sorgt Zink fiir eine ausreichende Konzentration an Metallothioneinen (MT),
welche wichtige intrazelluldre Radikalfinger darstellen, und die NADPH-Oxidase
inhibieren [4]. So wurde untersucht, dass Zinkmangel mit einer zunehmenden
Schiadigung von Lipiden, Proteinen und der DNA durch Oxidation assoziiert ist [4, 8,
33].

1.1.2. Die systemische und intrazelluldre Zinkhomoostase

Der Zinkstoffwechsel ist bisher nur in groben Ziigen erforscht. Aber bekannt ist, dass
nach der Absorption aus dem Lumen durch die Enterozyten des Diinndarms der
Zinktransport im Blut zu 80 % an Albumin und zu 20% an a2-Makroglobulin gebunden
geschieht [34] (s. Abbildung 2).

Nach oraler Verabreichung von Zink an Ratten steigt die Zinkkonzentration in den
Lebermitochondrien an [35]. Bei anhaltendem Mangel bleibt die Zinkkonzentration in
Haar, Haut, Herz- und Skelettmuskel lange konstant, wihrend sie in Plasma, Leber,
Knochen und Hoden sinkt [36]. Besonders die Leber spielt eine entscheidende Rolle in
der Regulation der systemischen Zink-Homoostase [16, 37]. Vermutlich sind neben
lokalen Regulationsmechanismen wie die Anderung der Zinkkonzentration auch
endokrine Einfliisse fiir diese Anpassungsvorginge ursdchlich [38, 39]. Es konnte
gezeigt werden, dass verschiedene Hormone wie Insulin, Glucagon, Glucocorticoide
und Zytokine wie IL-6 diesen Prozess regulieren [40—42].

Die Zink-Plasmakonzentration bleibt sehr lange auch bei grolen Variabilititen der
aufgenommenen Zinkmenge unverdndert [43]. Dies ldsst auf einen ausgeprigten

Kontrollmechanismus der Zinkhomoostase schlief3en.



1. Einleitung

Die Zink-Plasmakonzentration wird iiberwiegend durch gastrointestinale Absorption
und intestinale Zinkexkretion per Sekretion und Epithelabschilferung aus Duodenum,
Jejunum und Pankreas reguliert, eine untergeordnete Rolle spielt die renale Exkretion

[43—45] (s. Abbildung 2).
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Abbildung 2: Die Zinkverteilung im menschlichen Kérper

Das Jejunum und Duodenum nehmen ca. 30 % des angebotenen Zinks aus dem Lumen auf. Hierbei ist
ZIP4 als Influx-Transporter notig. Nur 0,1 % des Zinks befindet sich im Blut und wird durch Albumin
und a2-Makroglobulin in das periphere Gewebe verteilt. Etwa 60 % des Gesamtzinkgehaltes befindet sich
in den Skelettmuskeln, 30 % in den Knochen und ca. 5 % in der Leber und der Haut [2]. Der iibrige
Anteil verteilt sich auf andere Gewebe wie das Gehirn, Pankreas, die Brustdriisen und Nieren. Die
Zinkausscheidung geschieht iiberwiegend durch gastrointestinale Sekretion und Exkretion, wodurch der
Stoffwechsel reguliert wird. Eine untergeordnete Rolle spielt die Ausscheidung iiber den Urin. Die
gewebespezifische Expression der Zinktransporter ZIP (rot) und ZnT (blau) spielen eine wichtige
regulatorische Rolle in der Zinkverteilung. Verschiedene Untergruppen sind neben ihrer typischen
Gewebelokalisation dargestellt. (angelehnt an [34])




1. Einleitung

Freies Zn2" ist zytotoxisch und unterliegt daher im menschlichen K&rper einer strengen
Kontrolle. Die intrazellulire Konzentration freier Zn?"-Ionen wird daher im Pico- bis
maximal einstelligen Nanomolbereich gehalten [46, 47]. Der weitaus grofite Anteil des
intrazelluldren Zink ist an Proteine gebunden. Dies gewihrleistet, dass es zeitlich und
rdumlich kontrolliert an gezielte Metalloproteine abgegeben werden kann.
Metallothioneine (MT) sind intrazelluldre Proteine, die circa 20 % dieses zelluldren
Zinkanteils binden [48]. Zu 50 % befindet sich das intrazelluldre Zink im Zytoplasma,
30 bis 40 % im Zellkern und 10 % in der Membran [21, 49].

Die Zinkhomoostase in der Zelle wird durch schnelle (sog. ,,Buffering®) und verzogerte
Mechanismen (sog. ,,Muffling®) gewihrleistet [17]. Tritt freies Zn*" in die Zelle ein,
bindet es groftenteils an Proteine, sofort wird ein Gleichgewicht zwischen gebundenem
und freiem Zink erzeugt.

Hierbei spielen MT eine entscheidende Rolle. Es kann bis zu sieben Zn**-Ionen an sich
binden, wobei die Affinitét je zusitzlich frei gewordener Zinkbindungsstelle steigt [50].
MT dienen als Reservoir, konnen durch ihre variable Affinitdit zum Zink grofle
Schwankungen der Zinkkonzentration abpuffern und die Verteilung in unterschiedliche
Zellkompartimente steuern. Der Isotyp MT2a ist iiberwiegend in Hepatozyten
lokalisiert [18], was den Stellenwert der Leber im Zinkstoffwechsel unterstreicht. In
mehrzelligen Organismen wurde bislang ein Zink-Sensor beschrieben: MTF-1 (metal-
response element-binding transcription factor-1) [51]. Es handelt sich um einen
Transkriptionsfaktor, der das MT [51] sowie den Zinktransporter ZnT1 [52] reguliert,
zwel dullerst wichtige Proteine der Zinkhomdoostase.

Neben  diesem  schnell eintretenden  Gleichgewicht  stehen  langsamere
Umverteilungsprozesse in Zellkompartimente oder nach extrazelluldr zur Verfiigung.
Dies kann mithilfe von MT und Zinktransporterproteinen in den Intermembranraum von
Mitochondrien [53], den Zellkern [54], auch in den Golgi-Apparat [55] oder Vesikel
[56, 57, 58] geschehen.

1.2. Zinktransporterproteine

Die Zinktransporter sind membrangebundene Proteine, die dem Austausch von Zink
zwischen intra- und extrazellulir beziehungsweise verschiedenen zelluldren
Kompartimenten dienen. Spezifische Zinkkandle, die diesen Prozess unterstiitzen
wiirden, sind nicht bekannt [17], daher sind Zinktransporterproteine unverzichtbar, um

die zellulare und subzellulare Zinkhomoostase aufrechtzuerhalten.
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Zinktransporter werden in zwei antagonistisch agierende Gruppen eingeteilt. Die ZIP
(Zrt-Irt-like  protein) -Familie (SLC39) beinhaltet 14 Mitglieder, die die
zytoplasmatische Zinkkonzentration erh6hen und durch Zinkmangel aktiviert werden
[21]. Die zehn verschiedenen Proteine der ZnT (Zinc transporter) -Familie (SLC30)
erniedrigen hingegen die Zinkkonzentration im Zytoplasma [59—61]. Beide Transporter-
Familien sind vermutlich nicht auf ATP angewiesen, aber pH-abhingig [59, 62, 63].

Die ZIP-Familie wird in die Subfamilien I, II, LIV-1 und gufA weiter aufgeteilt,
Z1P4 und ZIP14 sind der grofBten LIV-1-Subfamilie zugeordnet [21]. Die Mitglieder der
LIV-1-Familie sind hauptsdchlich an der Zellmembran lokalisiert entdeckt worden (s.
Abbildung 3). Die Proteinstruktur der meisten ZIP enthilt acht Transmembrandoménen
(TMD), ihre C- und N-Termini reichen in den Extrazellularraum und zwei identische
ZIP bilden ein Homodimer [64] (s. Abbildung 4). Die TMD4 und TMDS5 haben je ein
Histidin (H, s. Abbildung 4), sind amphiphil und bilden vermutlich einen Hohlraum,
durch den der Transport stattfinden kann [62].
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Abbildung 3: Subzelluldre Lokalisation der ZIP- und ZnT-Proteine

Die ZIP-Familie (rote Pfeile) transportiert Zink in das Zytoplasma, die ZnT-Mitglieder (blaue Pfeile) hingegen
transportieren es vom Zytoplasma in das Lumen von Organellen oder in den Extrazellularraum. ZIP4 und ZIP14
wurden an der Zellmembran lokalisiert beschrieben [59], ZIP4 zusitzlich an intrazelluldren Vesikeln [66] und
ZIP14 an endosomalen Kompartimenten [67]. ZnT9 wurde im Nukleus [68] und an Vesikeln nahe dem
endoplasmatischen Retikulum gefunden [69]. (angelehnt an: [21])
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Der genaue Transportmechanismus dieser Proteine ist im Detail noch nicht bekannt.
Vermutet wird ein Zn**/ [HCOs3 ],-Symport-Mechanismus [65].

Die ZIP besitzen teilweise keine absolute Zinkspezifitit, sie sind auch eingebunden im
Transport von Eisen, Mangan, Kupfer und Kadmium [21]. Das Histidin der TMDS5
konnte eine wichtige Funktion bei der spezifischen Zinkbindung haben, da bei ZIP14
und ZIP8 hier eine Glutaminsdure das Histidin ersetzt und diese Proteine
bekannterweise auch andere Metalle transportieren konnen [21].

Kambe et al. haben mithilfe der bekannten strukturellen Information zu YiiP, einem
ZnT-dhnlichen bakteriellen Transporter, ein topografisches Modell der ZnT-Familie
erstellt [21] (s. Abbildung 5). Die ZnT bilden wie auch ZIP bis auf wenige Ausnahmen
Homodimere, haben aber meist sechs Transmembrandoménen. Die N- und C-Termini
sind im Zytoplasma lokalisiert. Dadurch dass die C-Termini je zwei Zn*" binden
[21]
(s. Abbildung 5). Zwei Histidine und zwei Asparaginsduren in den TMD2 und TMDS5
(HD-HD, s.

konnen, dienen sie moglicherweise der Stabilisierung des Homodimers
Abbildung 5) konnten als Zinkbindungsstelle dienen und fiir die
Zinkspezifitit der meisten ZnT verantwortlich sein [21]. Sie nutzen vermutlich einen

Zn2+/H+-Austauschmechanismus, wobei der H'-Gradient als treibende Kraft fiir den

Transport genutzt werden konnte [21].

NH,

H
extrazellular/
luminal

Zytosol

Abbildung 4: Die ZIP-Topografie in der Membran
Dargestellt ist ein Schema der vermuteten topografischen Lage
der ZIP in der Plasmamembran bzw. der Membran von
Zellkompartimenten. Die  meisten ZIP  haben acht
Transmembrandoménen und liegen als Homodimer vor. Die C-
und N-Termini reichen nach extrazelluldr bzw. luminal [64].
Transmembrandomédnen (TMD) 4 und TMDS besitzen
Histidine (H), die als Zinkbindungsstelle dienen kdnnten. Der
Transport geschieht vermutlich im Zn®"/[HCO; ],-Symport
(hier nicht dargestellt). (angelehnt an [21])

extrazellular/
luminal

Zytosol
NH,

Histidinreiche
Schleife

Abbildung 5: Die ZnT-Topografie in der Membran
Gezeigt wird ein Schema der vermutlichen topografischen
Lage der ZnT-Transporter in der Plasmamembran bzw.
der Membran von Zellkompartimenten. Die meisten von
ihnen besitzen sechs Transmembrandoméinen und lagern
sich zu Homodimeren zusammen. Die Proteinenden
reichen nach intrazellulir und konnen je zwei Zn®*
binden. Der Zn*'-Export geschieht vermutlich im
Austausch mit H. TMD2 und TMDS besitzen je eine
Asparaginsiure (D) und ein Histidin (H), welche als Zn*'-
Bindungsstelle dienen kdnnte. Die histidinreiche Schleife
konnte den zytosolischen Zinkgehalt erkennen, wodurch
die Bindeaffinitit zum Zink angepasst werden konnte.
(angelehnt an [211)
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Zwischen den TMD4 und TMDS ist eine histidinreiche Schleife zu finden. Deletions-
und Mutationsuntersuchungen lassen vermuten, dass dieser Proteinabschnitt die
zytosolische Zinkkonzentration erkennt und damit die Bindeaffinitdt an den HD-HD-
Abschnitt adaptieren konnte [21]. ZnT9 enthdlt vermutlich einen HD-DN
(Asparaginsdure und Asparagin) -Abschnitt, wodurch eine gednderte Metallspezifitt
vorherrschen konnte [69]. Zusidtzlich besitze ZnT9 Signalsequenzen fiir nukleére
Lokalisation oder den nukledren Export, eine DNA-Reparatur- und eine Zinkfinger-
dahnliche Doméne sowie eine Sequenz, die als Koaktivator nukledrer Rezeptoren dienen
kann [70, 71].
Viele Beeintrdachtigungen konnten durch die phinotypische Ausprigung von ZIP-
Knock-out-Mausen beobachtet werden: Eine schlechtere embryonale Entwicklung bei
limitiertem Zinkangebot (ZIP1 und ZIP2), beeintrdchtigte T-Zell-Reifung im Thymus
(ZIP3), Einschrinkung in der pankreatischen und hepatischen Zinkexkretion (ZIPS),
letale Hypoplasie multipler Organe und Storung der Hamatopoese (ZIP8), Storungen
der B-Zell-Funktion (ZIP10), Wachstumsstdrung und Entwicklungsstorung der
Knochen und des Bindegewebes (ZIP13) [21].
Homozygoter ZIP4-Knock-out fiihrt zur Letalitit in der Embryonalphase, auch bei
Zinksubstitution [21], was die auBlerordentliche Bedeutung dieses Proteins fiir das
Leben zeigt. Heterozygote ZIP4-Knock-out-Méuse weisen eine Wachstumsstérung und
gestorte Neurogenese auf [72].
ZIP14-Knock-out-Méduse  zeigen = Wachstumsstorungen, eine  beeintrichtigte
Gluconeogenese und Knochenbildung, erniedrigte Korperfettanteile, Insulinwerte und
Glucosewerte in der Leber sowie eine gestorte Proliferation von Hepatozyten [21].
Knock-out von ZnT fiihrt zu Letalitit in der Embryonalphase (ZnTl),
erniedrigter Resistenz gegeniiber toxischen Effekten des Zinks (ZnT1, ZnT2 und ZnT4),
verminderter Anreicherung von Zink in synaptischen Vesikeln glutamaterger Neurone
(ZnT3), Produktion von zinkdefizitirer Milch, sogenannter ,lethal milk®“ (ZnT4),
Knochendysplasie und Herzinsuffizienz (ZnT5) [52].
Auch verschiedene Erkrankungen des Menschen konnten durch Mutationen von
Zinktransporter-Genen erklart werden. So steht das ZIP4-Gen (SLC39A4) in
Zusammenhang mit der Acrodermatitis enteropathica, ZIP5 ist mit einer
asymptomatischen Myopie [73], ZIP13 mit der seltenen spondylocheirodysplastischen
Form des Ehlers-Danlos-Syndroms [21] und ZnT2 mit der transienten

Zinkmangeldermatitis des Neugeborenen [21] assoziiert.
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Eine ZnT3-Mutation sei mit einem erhohten Risiko fiir fieberhafte epileptische Anfille
[74] und der Ansammlung von Zink in Amyloid-Plaques beim Morbus Alzheimer [52]
assoziiert, ZnT8 mit Diabetes mellitus Typ II [75] und ZnT10 mit dem sogenannten
Zirrhose-Dystonie-Polyzythdmie-Hypermangandmie-Syndrom [21].

1.2.1. ZIP4
ZI1P4 gehort zur LIV-1-Subfamilie und wird durch das SLC39A4-Gen des
Chromosoms 8 kodiert. Die Lokalisation von ZIP4 wurde bisher im gastrointestinalen
Trakt, den Nieren und dem Hippocampus beschrieben [59]. Quantitativ befindet sich
ZIP4-RNA laut HPA-Dataset hauptsachlich in Diinn-, Dickdarm und Nieren, wihrend
die Expression in der Leber eher gering ist (HPA-Dataset, zu finden auf
www.ncbi.nlm.nih.gov) (s. Abbildung 6). Unabhédngig von der untersuchten Gewebeart
wird ZIP4 zumeist als plasmamembrangebunden angesehen [59], aber auch eine Lage
an der Membran von intrazelluliren Vesikeln wird beschrieben [66, 76]
(s. Abbildung 3). Wenige Studien haben bisher die subzellulire Lage von ZIP4 in den
Hepatozyten untersucht, aber diese fanden ZIP4 ebenso an der Plasmamembran [77,
78]. An der apikal gelegenen Zellmembran der Enterozyten dient es der Zinkaufnahme

aus der Nahrung [59].
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Abbildung 6: Die RNA-Expression der Zinktransporter in menschlichen Geweben

Die Expression der Zinktransporter ZIP4 (rot), ZIP14 (griin) und ZnT9 (blau) wurde anhand von RNA-
Sequenzierung in 27 Geweben identifiziert und in der HPA-Datenbank erfasst (zu finden auf
www.ncbi.nlm.nih.gov). ZIP4 wird iiberwiegend im Diinndarm und in den Nieren exprimiert. ZIP14 ist
ubiquitér lokalisiert, mit stirkster Expression in der Leber. ZnT9 ist ebenso weitverbreitet, hohe Werte
weisen Niere, Schilddriise und das Gehirn auf. (RPKM = reads per kilobase per million reads placed)
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In unseren Untersuchungen konnten wir ZIP4 im Zytoplasma der Hepatozyten
lokalisiert nachweisen.

Durch posttranskriptionale Mechanismen bei Erniedrigung der Zn®"-Konzentrationen
konnte die ZIP4-Expression hochreguliert werden [59]. Defekte in dem fir ZIP4
kodierenden Genabschnitt sind bei der Acrodermatitis enteropathica identifiziert
worden. Bei der autosomal-rezessiv vererbten Erkrankung kann durch den Mangel an
Z1P4 die Zinkaufnahme dem Bedarf nicht gerecht werden, es kommt zum Zinkmangel.
Dies é&uflert sich in pustuldosen, ndssenden Dermatitiden, Entziindungen der
Schleimhidute wie Glossitis, Stomatitis oder Proktitis und chronisch-rezidivierenden
Diarrhoen [16]. Bei homozygotem Ausfall ist die Acrodermatitis enteropathica letal.
Auch eine Assoziation von ZIP4 mit Karzinomen wurde festgestellt [77-80], was in

Abschnitt 1.3. ndher beleuchtet wird.

1.2.2. Z1P14
Chromosom 8 enthilt auch das SLC39A14-Gen fiir ZIP14. Die Sequenzierung von
ZIP14-RNA in verschiedenen Geweben zeigte, dass es hauptsichlich im
Gastrointestinaltrakt mit hochster Expression in der Leber lokalisiert ist (HPA-Dataset,
zu finden auf www.ncbi.nlm.nih.gov) (s. Abbildung 6). Wie ZIP4 wurde ZIP14 an der
Plasmamembran gebunden identifiziert [59] (s. Abbildung 3), aber auch eine Lage an
Transferrin-haltigen endosomalen Kompartimenten wurde beschrieben [67].
Im Nachhinein konnte gezeigt werden, dass manche der ZIP auch andere zweiwertige
Metalle transportieren. ZIP14 vermittelt neben Zink die Aufnahme von Eisen, Mangan
und Kadmium [81]. Im Tierversuch zeigten ZIP14-knockout-Miuse eine Anderung der
Eisen-, Mangan- und Kupferkonzentration in Leber, Diinndarm und Pankreas [82].
Wie die ZIP4-Expression, wird durch einen Zinkmangel auch die ZIP14-Expression
erhoht [83].
Zudem weisen mehrere Studien daraufthin, dass ZIP14 wiahrend der Akuten-Phase-
Reaktion hochreguliert wird [84, 85]. Das Zytokin IL-6 hat im Maus-Modell die ZIP14-
Proteinexpression stark erhoht und ist damit wahrscheinlich fiir die begleitende
Hypozinkdmie in der Akuten-Phase-Reaktion wihrend einer Infektion verantwortlich
[42]. Durch die experimentelle Operation von Ratten entstand ebenso eine
Hypozinkdmie, wihrend sich der hepatische Zinkgehalt der Ratten erhohte [85].
Ausloser vermag die Freisetzung von IL-1f und IL-6 und die dadurch resultierende

Induktion von MT und ZIP14 in den Hepatozyten sein [85].
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Es wurde auch beschrieben, dass die ZIP14-Proteinkonzentration durch den zelluldren
Eisengehalt moduliert werden kann [86]. Bei der Hidmochromatose wurde eine
geringere ZIP14-Expression und damit sinkende Eisenaufnahme von Hepatozyten
beschrieben [87].

Inflammatorische Erkrankungen wie das Asthma [59] oder auch das kolorektale

Karzinom [88] sind vermutlich ZIP14-assoziiert.

1.2.3.ZnT9

Das SLC30A9-Gen fiir ZnT9 liegt auf Chromosom 4 und ist ebenso bekannt als HUEL,
da es zuerst aus humanen embryonalen Lungenzellen (MRC-5) isoliert wurde [71].
Auch die ZnT9-Expression ist weitverbreitet. Hohe Konzentrationen weisen die Nieren,
das Gehirn und die Schilddriise auf, wahrend die Leber dieses Protein eher mifig
exprimiert (HPA-Dataset, zu finden auf www.ncbi.nlm.nih.gov) (s. Abbildung 6). Auch,
wenn ZnT9 eine Kationen-Efflux-Doméne besitzt, ist die Funktion als Zinktransporter
umstritten [70]. Zytosolische Zinkmessungen von embryonalen Nierenzellen mit
tiberexprimiertem und mutiertem SLC30A9-Gen ergaben erste Hinweise darauf, dass
ZnT9 in die =zellulire Zinkhomoostase eingreift [69]. Allerdings zeigten die
iiberexprimierenden Zellen, anders als bei ZnT als Efflux-Transporter zu erwarten,
hohere zytosolische Zinkkonzentrationen. Auch die regulatorischen Mechanismen sind
noch unklar. Einerseits wird es als konsekutiv exprimiertes Gen oder auch Haushaltsgen
tituliert [89], andererseits konnte im Zebrafisch-Model eine erniedrigte ZnT9-
Expression bei Embryonen zinkdefizitdrer Mutterfische erhoben werden [90]. Die
Untersuchung von Overbeck et al. konnte diese ZnT9-Expressionsdnderung bei
erniedrigter Zinkkonzentration fiir periphere Lymphozyten des Blutes dagegen nicht
bestitigen [91]. Die Lokalisation von ZnT9 wurde bisher im Zellkern und Zytoplasma
von MRC-5-Zellen beschrieben [71]. Auch in Zellkernen von neuronalem
Maiusegewebe [68] sowie vesikuldr assoziiert mit der Lage des endoplasmatischen
Retikulums im Zytoplasma von Neuroblastom-dhnlichen Zellen [69] wurde ZnT9
beschrieben (s. Abbildung 3).

Ebenso noch sehr unvollstindig ist das Verstindnis iiber die Funktion von ZnT9. Eine
Mutation des ZnT9-kodierenden Gens kann zum zerebrorenalen Syndrom fiithren, hier
sind psychomotorische Retardiertheit, renale Insuffizienz und Hypertension in der
Kindheit vordergriindig [69]. Der ZnT9-Gehalt von Leukozyten aus dem Blut

koreanischer Frauen war umgekehrt proportional zu ihrem Body-MaB-Index [92].
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Wihrenddessen waren inflammatorische Marker wie CRP und TNF-a bei Ubergewicht,
einem chronisch entziindlichen Zustand, erhoht [92]. Leukozytires ZnT9 konnte also
durch Akute-Phase-Proteine oder Zytokine herunterreguliert werden. ZnT9 spiele auch
eine Rolle im Wnt-Signalweg und beeinflusse so die Embryonalentwicklung [69].
Ebenso bei der zelluldren Aktivierung durch Hormone, wie Ostrogen, sei ZnT9 wichtig.
Es binde an den Ligand/Kernrezeptorkomplex oder an Koaktivatoren dieser nukledren
Rezeptoren und transloziere in den Zellkern, um dort die Transkription der Zielgene
anzuregen [63, 93].

Eine assoziierte ZnT9-Expressionsinderung mit der HCC-Karzinogenese ist bisher
noch nicht untersucht worden. In Tabelle 1 sind die bisherigen Erkenntnisse tiber die

drei untersuchten Zinktransporter zusammengefasst.

Tabelle 1: Ubersicht des aktuellen Forschungsstandes zu ZIP4, ZIP14 und ZnT9

Die bisherigen Erkenntnisse iiber die Lokalisation im Gewebe (HPA-Dataset, zu finden auf
www.ncbi.nlm.nih.gov) und subzelluldr, die Auswirkungen auf Knock-out-Miuse, die assoziierten
Erkrankungen, die zelluliren Funktionen und die Regulation der untersuchten Zinktransporterproteine
werden tibersichtlich dargestellt. Nahere Erlduterung und Quellenhinweise in Abschnitt 1.2.1. bis 1.2.3.

Gewebe- subzellulire ) assozilerte . .
lokalisation | Lokalisation KO-Maus Erankheiten Funktion Regulation
Diinin-, Plasma- homozygot: letal Avcrodermatitis Tinlimport T bei
=+ [Dickdam, membran, heterozygot: enteropathica, erniedrigter
& Nieren mntrazelluldre ‘i.‘h'achs;:ums stomunez HCC, mtrazell Zn-
N Vesikel und gestirte " Prankre as-Ca, Konzentration
Neurogenese Gliom
weitverbreitet, Plasma- Stémngen v. HCC, Himo- Zn- Fe- Mgz-. T hei
vermehrtin:  membran, Wachstum, chromatose Cu-Import, erniedrigter
Gastro- Transfemin-  Gluconeogenese,  kolorektales  systemische  intrazell Zn-
=+ |intestinaltrakt, haltize Enochenbildungz,  Erzinom, Hypozinkimie Fe- Mgz- Cu-
o~ |Leber endosomale  Hepatozyten- Asthima wihrend konzentration,
& Komparti- proliferation, bronichiale Alkute-Phase- IL-1undIL-6
N mente erniedrigte Eeaktion
Earperfettanteile,
Insulinwerte,
Leberglucosewerte
weitverbreitet, MNulkleus, unbekannt zerebrorenales  Zink- J bei Alute-
o |vermehriin:  Zytoplasma, Syndrom homéostase, Phase-Reltion
B= |MNiere, Schild- Vesikel nahe Kemrezeptor-
EEJ driise, Gehirn  EE. (Neurone) Koaktivierung,
Embrvonal-
entwicklung
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1.3. Zink und Zinktransporterproteine im HCC

1.3.1. HCC allgemein

Das Hepatozellulire Karzinom (HCC) entsteht durch maligne Entartung der
Hepatozyten und wird auch als Leberzellkarzinom bezeichnet. Die Inzidenz liegt in
Europa und den USA bei etwa 5 pro 100.000 Einwohner jéhrlich [94]. Sie steigt
weltweit an und fiihrt bei circa 75 % der betroffenen Patienten innerhalb eines Jahres
zum Tode [95]. In China, Siidostasien und Zentralafrika ist die Privalenz am groften
[96].

Zumeist geht eine langjéhrige Leberzirrhose dem Karzinom voraus. Somit sind die
wichtigsten Risikofaktoren fiir ein HCC der Alkoholabusus, die nicht-alkoholische
Fettlebererkrankung und  entziindliche  Lebererkrankungen = wie  chronische
Virushepatitiden (B, C und D), parasitére Leberinfektionen, Autoimmunhepatitiden, die
primér sklerosierende Cholangitis und primér billidre Zirrhose [94]. Auch verschiedene
Speichererkrankungen wie die H&mochromatose, Morbus Wilson oder der al-
Antitrypsin-Mangel und die Cirrhose cardiaque, die Exposition mit Aflatoxinen oder
hepatotoxischen Medikamenten sowie die kryptogene Leberzirrthose konnen zur
malignen Entartung der Leberepithelzellen fithren [94]. Jahrlich entwickeln circa 4 %
aller Zirrhosepatienten ein HCC, wobei Patienten mit einer chronischen Hepatitis B
(circa 50 % aller HCC-Patienten) und C (circa 25 % aller HCC-Patienten) das grofite
Entartungsrisiko aufweisen [94].

Histologisch lassen sich mehrere Karzinomformen unterscheiden. Am héufigsten ist der
trabekulér-sinusoidale, der pseudoglandulédre und der kompakte Typ, giinstige klinische
Verldufe zeigt das fibrolamelldre HCC [96].

Die Therapie richtet sind nach dem Barcelona-Clinic-Liver-Cancer (BCLC) -System.
Kurative MaBBnahmen umfassen die operative Resektion, die Lebertransplantation und
lokale Ablationsverfahren [97]. Eine medikamentdse Therapie wird bisher nur bei
palliativem Ansatz empfohlen, hierbei kommt der Proteinkinase-Inhibitor Sorafenib
zum Einsatz. Aus diesem Grunde sind Fritherkennungsmafnahmen bei Zirrhotikern wie
regelméfBige Lebersonografien und Bestimmungen des Tumormarkers (a-Fetoprotein)

verlaufsentscheidend.
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1.3.2. Zink und HCC

Die Pathomechanismen des Leberzellkarzinoms sind trotz der steigenden Relevanz und
insuffizienter medikamentdser Therapiemoglichkeiten weitestgehend unverstanden. Seit
den 1970er Jahren wurde mehrfach gezeigt, dass das HCC-Gewebe verglichen mit
gesundem und auch zirrhotischem Lebergewebe einen um circa 55 bis 75 % reduzierten
Zinkgehalt hat [98—-102]. Der Zinkmangel bestiinde schon in hochdifferenzierten HCC-
Zellen und resultiert so wahrscheinlich aus frithen Mechanismen in der Karzinogenese
[103]. Auch andere Karzinome, wie das des Pankreas, der Prostata [104] oder auch
orale Plattenepithelkarzinome [76] werden als ,,zinkdefizient erachtet. Gar eine
Zinksubstitution wird als unterstiitzende oder praventive Therapie in Erwidgung gezogen

[104].

1.3.3. Zinktransporter im HCC

In mehreren Studien wurde die Zinktransporter-Expression in unterschiedlichen
Lebererkrankungen und Immunzellen analysiert. ZIP14 spielt eine Rolle in der
Regulierung der Gluconeogenese [105, 106], dem metabolischen Syndrom [107], der
Leberzirrhose [108] und der Leberregeneration [109]. In HCC-Geweben [102, 110] und
auch im Prostatakarzinom [67] wurde bisher eine erniedrigte ZIP14-Expression
gefunden.

Dagegen wurde die ZIP4-Expression im HCC als erhoht identifiziert [78, 102, 111].
Weaver et al. verglichen aktiv-ZIP4-mRNA-exprimierende mit ZIP4-mRNA-
herunterregulierten Maéuse-Hepatozyten und konnten mittels Durchflusszytometrie
zeigen, dass bei ZIP4-Aktivitit die Zellproliferation erhéht und die Apoptoserate
erniedrigt ist [78]. Mithilfe einer Fibronectin-beschichteten Membran lieBen sich
Aussagen zum Migrationsverhalten treffen, auch diese sei bei aktivierter ZIP4-
Expression erhoht [78]. Eine weiterfiihrende Studie von Xu et al. konnte durch in vitro
Beobachtungen mittels Zellmigrations-Filter, Auswertung im Lichtmikroskop und der
Durchflusszytometrie dieses Verhalten auch bei menschlichen HCC-Zellen
wiederfinden [79].

Neben dem HCC wurden auch das Pankreas-Karzinom [66, 79], das Ovarial-Karzinom
[112], das nicht-kleinzellige Lungen-Karzinom [113] und das Gliom [80] als ZIP4-

assoziierte Tumore beschrieben.
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1.4. Die Auswahl der Zinktransporterproteine

Im Hinblick auf die Expressionsstudie der Zinktransporter in Lebergewebe und HCC
wurden innerhalb der Arbeitsgruppe um Frau Privatdozentin Dr. med. Schiitte
verschiedene Studien zwischen 2011 und 2014 durchgefiihrt, deren Ergebnisse bei der
Auswabhl der zu analysierenden Molekiile berticksichtigt wurden.

Hierzu gehorte eine Expressionsstudie zum Nachweis der 24 Zinktransporter auf RNA-
Ebene in ruhenden und stimulierten mononukledren Zellen, da Leber-infiltrierende
Immunzellen im Rahmen der Pathogenese des HCCs eine Rolle spielen [114]. Des
Weiteren wurde die Genexpression der 24 Molekiile jeweils in ldsionalem und
extraldsionalem Gewebe von zwolf HCC-Patienten in einer Pilotstudie untersucht.
Hierbei zeigten sich teilweise tendenziell erhohte Expressionsniveaus fiir verschiedene
Zinktransporter in ldsionalen Proben (Wex et al., unverdffentlichte Daten). Im Kontext
mit (I) den Expressionsdaten der Vorlduferstudien, (II) Studiendaten anderer Gruppen
zur Expression von Zinktransportern in Lebergewebe und Lebererkrankungen und (III)
der Verfiigbarkeit etablierter Antikdrper zum Nachweis der Zinktransporter,
entschieden wir uns fiir die Analyse der drei Proteine ZIP4, ZIP14 und ZnT9.

1.5. Aufgabenstellung

Die bislang gewonnenen Erkenntnisse iiber Zinktransporter und ihrer Rolle in der HCC-
Karzinogenese sind noch sehr liickenhaft. Es werden noch immer prognostische Marker
und Angriffspunkte fiir eine spezifische Therapie zur besseren Behandlung des HCCs
bendtigt.
Um diesem Ziel ndher zu kommen, haben wir die Expression von ZIP4, ZIP14 und
ZnT9 immunhistochemisch in HCC-Biopsien und angrenzendem Lebergewebe
analysiert und klinische Daten der Patienten zusammengetragen.
Folgende Teilaspekte sollen in unserer Studie untersucht werden:
1. Gibt es eine unterschiedliche Expression der Zinktransporterproteine in HCC-
Gewebe verglichen mit extraldsionalem Lebergewebe?
2. Besteht ein Zusammenhang zwischen Zinktransporter-Expression und der
zugrunde liegenden Lebererkrankung?
3. Ist die Expression der Zinktransporterproteine mit verldngertem oder verkiirztem
Uberleben assoziiert?
In den nachfolgenden Abschnitten mochte ich der Beantwortung dieser Fragen ndher

kommen, unsere Ergebnisse prasentieren und anschlieBend kritisch diskutieren.

16



2. Material und Methoden

2. Material und Methoden

2.1. Das Studiendesign

Die Auswahl der Patienten wurde anhand des digitalen Datenarchivs des
Universititsklinikums Magdeburg getroffen. Involviert sind 138 Patienten, die durch
das Institut fiir Pathologie in den Jahren 2005 bis 2014 histologisch diagnostiziert und in
der Klinik fiir Gastroenterologie, Hepatologie und Infektiologie, der Klinik fiir
Allgemein-, Viszeral-, Gefd- und Transplantationschirurgie und der Klinik fiir
Radiologie und Nuklearmedizin der Otto-von-Guericke Universitit Magdeburg
behandelt wurden. Somit handelt es sich um einen retrospektiven Studienansatz.
Patienten, deren Biopsien nicht mehr zur Verfiigung standen, wurden, wie auch
Patienten mit Zweitkarzinomen, ausgeschlossen. Fiir die durchgefiihrten
Untersuchungen liegt ein Votum der ortlichen Ethikkommission vor (Votum 91/12).

Zu jedem Patienten wurde aus dem digitalen und dem schriftlichen Aktenarchiv ein
klinischer Datensatz zum Zeitpunkt der Erstdiagnose erstellt. Dieser umfasst
epidemiologische Daten, Serumparameter, Tumorstadium und die Therapie.

Die epidemiologischen Daten umfassen Alter, Geschlecht, Grofe, Gewicht, ermittelter
Body-Mass-Index (BMI), Zeitpunkt der Erstdiagnose, Todeszeitpunkt beziehungsweise
Datum des letzten Kontaktes.

Zur Charakterisierung der Leberfunktion und der Aktivitit der Hepatitis wurden
Albumin, Bilirubin, Quick-Wert, Prothrombin-Zeit, alkalische Phosphatase, vy-
Glutamyltransferase, Alanin-Aminotransferase, Aspartat-Aminotransferase, Creatinin,
Himoglobin, Thrombozytenzahl, Harnstoff, Gesamtprotein und wenn vorhanden die
Immunglobuline G und A erfasst.

Um die Atiologie der chronischen Lebererkrankung zu belegen, wurden neben dem
BMI und dem Alkoholkonsum Ferritin, Transferrinsdttigung, Ceruloplasmin,
antinukledre Antikdrper (ANA), antimitochondriale Antikdrper (AMA), Antikorper
gegen das 10sliche Leberantigen (anti-SLA), Antikérper gegen Leber-Niere-
Mikrosomen (anti-LKM) und ol-Antitrypsin bei Bestimmung miterfasst. Als HCC-
Tumormarker wurde auch das a-Fetoprotein verzeichnet.

Um die Erkrankung der Patienten zu beschreiben, wurden folgende Parameter erfasst:
Atiologie der zugrunde liegenden Lebererkrankung, die Anzahl der Tumorherde, die
maximale HerdgroBe, die Lage innerhalb der Lebersegmente, das Stadium der

Leberzirrhose (Child-Pugh-Score) und des HCCs (BCLC).
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Ein Alkoholkonsum von mehr als 60 g Alkohol pro Tag oder ein zuriickliegender
Alkoholabusus wurde als Risikofaktor in die Daten einbezogen. Wenn vorhanden,
wurde der ECOG als Performance-Status dokumentiert. Auch ob der Tumor mehr als
die Haélfte der Leber einnimmt oder Komplikationen wie Aszites, eine hepatische
Enzephalopathie, Metastasierung, Pfortaderhochdruck, -thrombose oder -invasion
bestanden, wurden im Datensatz aufgefiihrt. AbschlieBend wurde der primére
Therapieansatz und der weitere Therapieverlauf verzeichnet. Die einzelnen klinischen

Parameter mit der Verteilung sind nachfolgend in Tabelle 2 und Abbildung 7 dargestellt.

Tabelle 2: Die klinischen Parameter

Die klinischen Parameter der Studienpatienten zum Zeitpunkt der Erstdiagnose werden mit der absoluten
Stichprobenanzahl (n) und dem prozentualen Anteil (%) angegeben. Ein mit (*) markierter Patient wurde
in der statistischen Analyse iiber alle Atiologien erfasst, bei der Gruppierung allerdings ausgeschlossen.
Bei sieben Patienten fehlte eine Festlegung des Gradings. Bei zwei Patienten fehlte die Angabe der
Metastasenlokalisation.

(AFLD = alkoholische Fettlebererkrankung; NAFLD = nicht-alkoholische Fettlebererkrankung;
HBV = chron. Hepatitis B; HCV = chron. Hepatitis C)

n Y n %

mannkich 116 | 841 HCC 138 | 100
weiblich 22 | 159 extralisionales Gewebe 72 | 522
lebendig 39 | 283 unifoleal 66 | 47.8
verstorben 72 | 522 bifokal 18 13
unbekannt 27 | 195 multifolkal 54 | 392
AFLD 51 37 gut differenziert (G1) 46 | 333
NAFLD 41 | 297 milig differenziert (G2) 71 | 514
Virus-Hepatitis: 20 | 145 | |schlecht differenziert (G3) 14 | 101
HC“{ 11 FS nicht-metastasiert 111 | 804
En HB" - § 5.8 metastasiert 27 | 196
.% HC: + HBV 1 0.7 mtrahepatisch 2 1.4
ii j"E‘D - HC\ . IF 0.7 %ﬂ lymphogen 7 5.0
sonstige Ancrlog:u.en: _ p 18,1 z pulmonal 5 3.6
.-—"Uftmmnmﬂlepauns 3 22 E 0SsSAr 1 0.7
Hamuchrmna.tose 2 E._4 E Nebenmiere 1 0.7

krvptogene Zirrhose 3 5.8 ﬁ peritoneal 1 0.7

unbekannt 12 | 87 kleines Becken 1 0.7

keine Firrhose 45 | 326 unbekannt 1 0.7
Child-Pugh A 63 | 457 multipel 3 5.8
Child-Pugh B 27 | 19.3 P71 eherteiresektion 49 | 355
Child-Pugh € 3 22 Lebertransplantation 1 0,7
A 22 | 159 | |terstitielle Brachytherapie 16 | 116

H B 71 | 514 |'Z [Radiofrequenzablation 13 | 94
2|C 42 | 30.5 | £ |iransarterielle Chemotherapie 15 | 109
D 3 | 22 |8 |selektive interne Radiotherapie 3 | 65
systemische Chemothetapie 24 | 174

E Spannweite 32 - 85 Jahre| |Best-supportive-care 2 1.4
= |Mittelwert = Standardabweichung | 67+ 10,0 unbekannt 9 6.5
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Abbildung 7: Die prozentuale Verteilung der klinischen Parameter

Dargestellt werden (A) die zugrunde liegende Lebererkrankung, (B) das Zirrhosestadium, (C) der BCLC-
Score, (D) der Differenzierungsgrad, (E) die Lokalisation der Metastasen und (F) die primére Therapie in
Form von Kreisdiagrammen. Die Prozentsitze und Stichprobenanzahlen sind der Tabelle 2 zu entnehmen.
Aus Ubersichtlichkeitsgriinden Prozentangaben in ganzen Zahlen und daher leichte Abweichungen.

(AIH = Autoimmunhepatitis; AFLD = alkoholische Fettlebererkrankung; NAFLD = nicht-alkoholische
Fettlebererkrankung; HBV = chron. Hepatitis B; HCV = chron. Hepatitis C; TACE = transarterielle
Chemoembolisation; Chemo = systemische Chemotherapie; RFA = Radiofrequenzablation;
AL = Afterloading/Brachytherapie; SIRT = Selektive Interne Radiotherapie; BSC = Best Supportive
Care)
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2.2. Die Gewebeproben und immunhistochemische Farbungen

Die Biopsien wurden unabhingig von unserer Studie durch Feinnadelpunktionen oder
operativer Resektion an dem Universititsklinikkum Magdeburg gewonnen. Dann
wurden die Proben in Formalin eingelegt und im Institut fiir Pathologie in Paraffin
eingebettet. Die Gewebeproben sind archiviert worden und anschlieend fiir unsere
Studienzwecke aufgearbeitet.

Im Labor fiir Immunhistochemie wurden die Biopsien nach Schneiden mittels
Mikrotom auf Objekttrager fixiert und immunhistochemisch geférbt.

Hierfiir wurde die zu den indirekten Farbemethoden zdhlende Biotin-freie-Komplex-
Methode des Firbeautomaten BenchMark ULTRA [IHC/ISH Staining Model von
Ventana (Ventana Medical System, Strasbourg, Frankreich) genutzt.

Sie zeichnet sich durch eine hohe Sensitivitdt in Biotin-haltigem Gewebe, wie Leber,
Niere oder Milz aus, da das endogene Biotin zu Fehlinterpretationen fithren kann. Die
verwendeten primdren Antikorper sind in Tabelle 3 charakterisiert.

Die Entparaffinierung der circa 2 pm dicken histologischen Schnitte sowie die
Hitzevorbehandlung mit Kochpuffer Cell Conditioner 1 erfolgte im Automaten, der
jeweilige primdre Antikorper mit der entsprechenden Verdiinnung (s. Tabelle 3) wurde

als Titration aufgetragen.

Tabelle 3: Charakteristika der primaren Antikdrper
(CC1 = Cell Conditioner 1; HRP = Meerrettichperoxidase; DAB = 3,3"-Diaminobenzidin-Tetrahydro-
chlorid)

Antigen Z1P4 1P14 ZnT9
Antikorper Produktname SLC39A4 SLC39A14 SLC3049/
(Internal) (Internal) ZNT9 Rabbit
antibody antibody anti-Human
Polyclonal
(2a103-151)
Antibody
Produkttyp primdrer AK | primérer AK | primérer AK
Katalog-Nr. pab79249 pab73247 LS-B9652
Art Kaninchen Kaninchen Kaninchen
Klonalitit polyklonal polyklonal polyklonal
Firma Covalab R&D | Covalab R&D LSBio,
in Bio- in Bio- LifeSpan
technology, technology, BioScience,
Villeurbanne, | Villeurbanne, | Inc., Seattle,
Frankreich Frankreich USA
Verdiinnung 1:200 1:200 1:500
Kochpuffer CC1lmild CClmild CClmild
Sekundiirer AK HRP-Multimer{ HRP-Multimer{ HRP-Multimer-
komplex komplex komplex
Chromogen DAB DAB DAB
Positiv-Kontrolle Niere Niere Hoden
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Um die positive Reaktion der primiren Antikdrper sichtbar zu machen, wurde das
ultraVIEW™ DAB Detection Kit (Ventana Medical Systems, Tuscon, Arizona, USA)
eingesetzt. Hierbei ist der sekundédre Antikorper direkt mit den Meerrettichperoxidase
(HRP)-Enzymen konjugiert (s. Abbildung 8). Das Chromogen 3,3’-Diaminobenzidin-
Tetrahydrochlorid (DAB) reagiert mit diesem zu einem braunen Reaktionsprodukt.

Fiir die Negativ-Kontrollen wurde entweder auf den primiren Antikdrper verzichtet
oder er wurde durch unwirksames IgG1 ersetzt, beides ergab kein Signal der Epitope.
Um die Differenzierung des Gewebes sichtbar zu machen, wurde dic Hamalaun-
Farbung nach Mayer als Gegenfarbung eingesetzt.

Wiéhrend der Studie wurden die ZIP14-Antikorper einmalig nachbestellt, es waren
Proteine der Firma Covalab aus der gleichen Charge -erhiltlich, sodass die
Férbeeigenschaften identisch blieben. Geeignete ZIP4-Antikorper waren leider auch
von anderen Firmen zum gewiinschten Zeitpunkt nicht erhéltlich, sodass die
Stichprobenanzahl der geférbten Biopsien auf 72 beschriankt werden musste. Der ZnT9-
Antikdrper war fiir alle Biopsien ausreichend. Fiir die fotografische Dokumentation der

histologischen Schnitte wurde das Zeiss Axioskop 50 und eine Nikon DP26 verwendet.

@ \/ W DAB
{ _ sekundarer
—| % Antikérper

primarer
Antikorper

g W, Zinktransporter-
protein

Abbildung 8: Schematische Darstellung der immunhistochemischen Farbung

Nach Bindung des priméren Antikérpers an dem Epitop des Zinktransporters, bindet der sekundire
Antikoérper am Fc-Fragment des priméren Antikorpers. Die HRP-Enzyme sind direkt mit dem sekundéren
Antikorper konjugiert und sorgen fiir den bridunlichen Farbumschlag des DAB. (angelehnt an die
Broschiire des Ultra View DAB Detection Kid von Vantana)
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2.3. Die semiquantitative mikroskopische Auswertung

Die immunhistochemisch gefiarbten Gewebeschnitte der HCC-Biopsien wurden in
Zusammenarbeit mit Professor Dr. med. Kalinski (Institut fiir Pathologie, Otto-von-
Guericke Universitit Magdeburg) lichtmikroskopisch ausgewertet. Verwendet wurde
ein Zeiss Axioskop 50.

Dabei wurde das HCC-Gewebe in seiner Gesamtheit auf prozentuale Positivitit
(Farbausbreitung) bewertet und die Zelle mit der stirksten Farbung (Farbintensitét)
beurteilt.

Miterfasstes extraldsionales Gewebe betrachteten wir separat und legten auch hier die
Farbintensitdt und die -ausbreitung fest. ZnT9 war im Zytoplasma und zum Teil auch in
den Zellkernen lokalisiert, diese beiden Lokalisationen wurden ebenso separat beurteilt.
Zur Semiquantifizierung wurde die Intensitdt in vier Grade abgestuft:

- O keine Férbung

- 1: schwach
- 2 mittel
- 3 stark

Zudem wurde die Ausbreitung je nach prozentualem Anteil am insgesamt im Schnitt
erfasstem Tumor- beziehungsweise extraldsionalem Gewebe eingeteilt.
Es wurden fiinf Grade festgelegt:

- 0 keine Farbung

- 1: 1-9%
- 2: 10-49 %
- 3: 50-79 %

- 4 80 - 100 %

Zur Ermittlung des Expressionsgrades (Summenscore) der Zinktransporterproteine
wurde die Intensitit und die Ausbreitung der immunhistochemischen Firbung
herangezogen. Der Intensitdtsgrad und der Grad der Ausbreitung wurden addiert, sodass
die ermittelten Summenscores minimal 0 und maximal 7 Punkte betragen.

Auf das Scoring wird in Abschnitt 3.1. des Ergebnisteils mithilfe von Bildbeispielen
ndher eingegangen.

Um die Expressionsinderung zu beriicksichtigen, wurde bei der Uberlebensanalyse die
lasionale Expression auf die extraldsionale normiert. Hierfiir wurde der extraldsionale
Summenscore von dem ldsionalen subtrahiert. So konnen Werte (A ldsional —

extraldsional) von -7 bis 7 entstehen.
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2.4. Gruppierung nach Atiologie

Um der Frage nachzugehen, ob die zugrunde liegende Lebererkrankung mit der
Zinktransporter-Expression zusammenhingt, wurden die Patienten nach der Atiologie
thres HCCs gruppiert. Festgelegt wurden vier Gruppen: Alkoholbedingte
Fettlebererkrankung (AFLD), nicht-alkoholische Fettlebererkrankung (NAFLD),
Virushepatitis (VH) und sonstige Atiologien.

Die Patienten mit einer chronischen Hepatitis B und C wurden als Virushepatitis-
Gruppe zusammengefasst. Sonstige Atiologien umfasst Patienten mit Himochromatose,
Autoimmunhepatitis, kryptogener Leberzirrhose und einer unbekannten Ursache ohne
Leberzirrhose.

Ein Patient hatte eine ethyltoxische Genese und eine Hepatitis B, er wurde folglich in
der statistischen Analyse iiber alle Atiologien erfasst, bei der Gruppierung allerdings

ausgeschlossen (s. Tabelle 2). Die Aufteilung ist in Abbildung 7 A dargestellt.

2.5. Die statistische Auswertung

Mithilfe des klinischen Datensatzes und der immunhistochemischen Summenscores
wurde eine Tabelle in  Microsoft Excel 10 (Microsoft Corporation,
Redmond, USA) erstellt. Diese Tabelle war die Grundlage der statistischen Analyse, die
mithilfe von IBM SPSS Statistics 22.0.0 (IBM Corporation, New York, USA)
durchgefiihrt wurde. Genauere Angaben der durchgefiihrten Tests sind im Abschnitt 3.2.
bis 3.4. zu finden.
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3. Ergebnisse

In dem ersten Abschnitt des Ergebnisteils werden mikroskopische Bildbeispiele
vorgestellt, um die immunhistochemische Auswertung zu verdeutlichen. In den darauf
folgenden Abschnitten werden die statistischen Ergebnisse sowohl fiir den gesamten
Stichprobenumfang (s. Abschnitt 3.2.) als auch fiir die Subgruppe der Patienten, von
welchen neben ldsionalen auch extraldsionale Gewebeproben vorlagen (s. Abschnitt
3.3.), préasentiert. AbschlieBend wird in Abschnitt 3.4. die Korrelation mit dem

Uberleben gezeigt.

3.1. Die immunhistochemische Auswertung

Insgesamt  wurden 138  histologisch  diagnostizierte = HCC-Gewebeproben
immunhistochemisch fiir die drei Zinktransporter gefirbt und ausgewertet. Bei 72 dieser
Proben war extraldsionales Lebergewebe miterfasst.

In Abbildung 9 ist ein gut differenziertes HCC eines Patienten mit einer kryptogenen
Leberzirrhose dargestellt. Man erkennt die typische Verbreiterung des Trabekelwerks
sowie verminderte Bindegewebsanteile in der H&amatoxylin/Eosin- und Gomori-
Farbung. Die Zellen zeigen eine verdnderte Kern-Plasma-Relation mit Kernhdufung.
Die Leberldppchenarchitektur ist aufgehoben.

Bildabschnitt C der Abbildung 9 zeigt die ZIP14-Farbung mit mittlerer Intensitét
(Score 2) und maximaler prozentualer Ausbreitung (Score 4), was einen Summenscore
(2+4) von 6 ergibt (s. auch Material und Methoden).

Die immunhistochemische ZnT9-Féarbung in Abbildung 9 D ist sowohl zytoplasmatisch
als auch nukledr nachweisbar. Beide subzelluldren Kompartimente wurden bei der
Auswertung separat betrachtet. Das Zytoplasma zeigt eine starke Intensitét (Score 3) mit
maximaler Ausbreitung (Score 4), woraus ein Summenscore von 7 folgt. Die Zellkerne
sind ebenfalls stark gefdrbt (Score 3), die Ausbreitung betrdgt allerdings 70 Prozent
(Score 3), sodass sich ein Summenscore von 6 ergibt.

In Abbildung 9 E ist die ZIP4-Farbung abgebildet. Die schwache zytoplasmatische bzw.
perinukledre Farbung (Score 1) ist in ihrer Ausbreitung iiberall nachweisbar (Score 4),
so dass der Summenscore mit 5 klassifiziert wurde.

Weitere exemplarische Férbungen zur [llustration der immunhistochemischen
Primédrergebnisse sowie ndhere Erlduterungen zur mikroskopischen Auswertung
hinsichtlich der einzelnen Zinktransporterproteine sind in den nachfolgenden

Abschnitten 3.1.1. bis 3.1.3. dokumentiert.
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Abbildung 9: Exemplarische Férbungen am
Beispiel _eines gut _differenzierten
Hepatozellularen Karzinoms

Dargestellt wird (A) eine Hamatoxylin/Eosin-,

(B) Gomori-Farbung, (C) immunhisto-

chemische  ZIP14-Farbung mit einem

Summenscore von 6, (D) ZnT9-Féarbung mit

einem Summenscore von 7 im Zytoplasma

und 6 nukleédr und (E) eine ZIP4-Farbung mit
einem Summenscore von 5 (200-fach optisch
vergroBert).
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3.1.1. ZIP4
Bei der Auswertung der ZIP4-Farbungen wurde das Zytoplasma der HCC-Zellen
beurteilt. In Abbildung 10 sind verschiedene Farbintensititen (fehlend — stark)
exemplarisch gezeigt. Die Pfeile in Abbildung 10 C und 10 D markieren die intensivere

Férbung in der Nidhe des Zellkerns.

Abbildung 10: Immunhistochemische Farbungen von ZI1P4 in HCC-Gewebeproben

Vergleichend gezeigt wird (A) ein méBig differenziertes HCC mit negativer Zytoplasma-Féarbung, (B) mit
schwacher Féarbung, (C) mit mittlerer Farbung und (D) ein schlecht differenziertes HCC mit starker
zytoplasmatischer Fiarbung. Die Pfeile weisen exemplarisch auf eine perinukledre Farbintensivierung
(200-fach optisch vergroBert).
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3.1.2. ZIP14
Bei der histologischen Auswertung von ZIP14 wurde wie bei ZIP4 die zytoplasmatische
Expression der HCC-Zellen (ldsional) und der Hepatozyten im umliegenden Gewebe
(extraldsional) untersucht. In Abbildung 11 sind die einzelnen Abstufungen der
Farbintensitdt dargestellt. Die Férbung erscheint leicht granuliert, wie auch perinukledr

intensiver, besonders bei insgesamt starkerem Kolorit (Pfeile in Abbildung 11 B, C
und D).

Abbildung 11: Immunhistochemische Farbungen von ZI1P14 in HCC-Gewebeproben

Vergleichend gezeigt wird (A) ein gut differenziertes HCC mit negativer Zytoplasma-Farbung, (B) mit
schwacher Firbung, (C) ein miBig differenziertes HCC mit mittlerer Farbung und (D) ein schlecht
differenziertes HCC mit starker zytoplasmatischer Farbung. Die Pfeile weisen exemplarisch auf eine
perinukleédre Farbintensivierung (200-fach optisch vergroBert).
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3.1.3.ZnT9

Bei der mikroskopischen Auswertung der ZnT9-Expression sind neben der
zytoplasmatischen, auch Farbungen der Zellkerne aufgefallen. Die beiden
Kompartimente wurden darauthin stets separat ausgewertet.

In Abbildung 12 sind unterschiedliche Expressionsstirken fiir ZnT9 im Zytoplasma der
HCC-Zellen dargestellt. Insgesamt erwies sich die ZnT9-Farbung als deutlich starker als
die der beiden anderen Transporter. Alle Proben wiesen eine positive zytoplasmatische
Farbung fiir ZnT9 auf. Auffillig ist eine granuldre Anordnung von ZnT9 im
Zytoplasma. Des Weiteren erkennt man eine den Zellkern umgebende, kappenartige

Expression. Dies erinnert an die Zellen eines neuroendokrinen Tumors (Pfeile in
Abbildung 12 B und C).

Abbildung 12: Immunhistochemische Farbungen von ZnT9 in HCC-Gewebeproben

Gezeigt werden (A) die Negativkontrolle eines miBig differenzierten HCCs sowie gut differenzierte
HCC-Zellen mit (B) schwacher, (C) mittlerer und (D) starker Zytoplasma-Farbung. Die Pfeile weisen
exemplarisch auf eine kappenartige ZnT9-Expression hin (200-fach optisch vergrofert. Bildausschnitte
rechts unten 400-fach vergroBert).
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Die immunhistochemische ZnT9-Féarbung im Kern der HCC-Zellen unterschiedlicher
Intensitdt ist in Abbildung 13 zu erkennen. Die Zellkerne einer Biopsie zeigen eine
homogene Farbung. Auch die einzelnen Nuklei sind gleichméBig schattiert. Bei einigen
Kernen lédsst sich erkennen, dass das Kernkorperchen nicht angeférbt ist (s. Pfeile in
Abbildung 13 B).

Abbildung 13: Immunhistochemischer Nachweis nukledrer ZnT9-Expression in HCC-
Gewebeproben

Gezeigt wird (A) ein maBig differenziertes HCC mit negativer Zellkern-Farbung, (B) ein gut

differenziertes HCC mit schwacher Farbung, (C) ein gut differenziertes HCC mit mittlerer Farbung und

(D) ein schlecht differenziertes HCC mit starker nukledrer Farbung. Die Pfeile weisen exemplarisch auf

die fehlende Farbung des Kernkdrperchens hin (200-fach optisch vergroBert. Bildausschnitte rechts unten

zusitzlich zweifach digital vergroBert).
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In Abbildung 14 wird eine Gegeniiberstellung extraldsionalen und ldsionalen Gewebes
einer Gewebeprobe beispielhaft an ZnT9- und ZIP14-Férbungen dargestellt, wobei
verschiedene Atiologien ausgewihlt wurden.

Abbildung 14 A zeigt die ZnT9-Farbung im Zytoplasma anhand einer Biopsie eines
Patienten mit nicht-alkoholischer Fettlebererkrankung. Das extraldsionale Gewebe ist
maiBig, das ldsionale hingegen stark geférbt.

Die ZnT9-Féarbung der HCC-Zellkerne wird in Abbildung 14 B anhand der Biopsie
einer Leberzirrhose kryptischer Genese dargestellt. Die Nuklei im extraldsionalen
Gewebe zeigen keine Fiarbung, wihrend jene im HCC maBig gefarbt sind.

Auch ZIP14 ist ldsional tendenziell stirker exprimiert (s. Abbildung 14 C). Die
Gewebeprobe eines Patienten mit ethyltoxischer Leberzirrhose weist extraldsional eine

negative, lisional eine schwach positive Zytoplasma-Féarbung auf.
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Abbildung 14: Immunhistochemische Farbung der Zinktransporter in extraldsionalem und

lasionalem Gewebe

(A) Immunhistochemischer Nachweis von ZnT9 in einer HCC-Gewebeprobe eines Patienten mit einer
nicht-alkoholischen Fettlebererkrankung. Das extraldsionale Gewebe weist eine mittlere, das lasionale
eine starke zytoplasmatisch lokalisierte ZnT9-Farbung auf, wohingegen die Zellkerne nicht angeféarbt
sind.

(B) Immunhistochemischer Nachweis von ZnT9 in Lebergewebe eines Patienten mit kryptischer
Lebererkrankung. Das Augenmerk soll hier auf die Zellkernfarbung gelegt werden. Das extraldsionale
Gewebe weist eine negative, das ldsionale eine mittlere positive nukledre Farbung auf. Die
zytoplasmatisch lokalisierte Anfarbung ist extraldsional schwach, 1dsional méBig positiv geférbt.

(C) Immunhistochemischer Nachweis von ZIP14 in Lebergewebe eines Patienten mit ethyltoxischer
Leberzirrhose. Das extraldsionale Gewebe weist keine ZIP14-Expression auf, wohingegen im
lasionalen Gewebe eine schwache zytoplasmatische ZIP14-Expression nachweisbar ist.

(200-fach optisch vergroBert, in Panel B ldsional rechts unten 400-fach optisch vergroBert)
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3.2. Die statistische Analyse des gesamten Stichprobenumfangs

Die immunhistochemisch basierten Daten sind grundsitzlich ,,nicht-parametrisch. Die
Darstellung als Median und dem dazugehorenden Konfidenzintervall fiihrt aber in der
Regel zu einem Verlust an Information, da kleine statistisch signifikante Differenzen
nicht immer gut visuell dokumentiert werden konnen. Daher wird in der
wissenschaftlichen Praxis bei der Prisentation von histopathologischen und
immunhistochemischen ,,Scoring*“-basierten Ergebnissen oft auf die Darstellung der
Mittelwert und Standardabweichungen zuriickgegriffen, da diese kleine Differenzen und
tendenzielle Verdnderungen besser illustrieren. Aus diesem Grunde haben wir den
gesamten Stichprobenumfang sowohl nicht-parametrisch (Mann-Whitney-U-Test) als
auch parametrisch (zweifaktorielle ANOVA und T-Test) in verschiedenen Subgruppen
analysiert. Da beide Testformen in den untersuchten Analysen nahezu identische
Ergebnisse erbrachten (s. Anhang), wurde aus Ubersichtsgriinden die Darstellung der
Mittelwerte und Standardabweichungen als adidquat angesehen und fiir die
nachfolgenden Ergebnisabschnitte verwandt. Als signifikant anerkannt werden
p-Werte < 0,05.

Um den Einfluss der Biopsielokalisation einzuschitzen und moégliche Subgruppen
bilden zu konnen, haben wir zu Beginn die zweifaktorielle ANOVA berechnet. Auf diese
Weise konnten wir die beiden Faktoren Biopsielokalisation (extraldsional oder ldsional)
und Atiologie der zugrunde liegenden Lebererkrankung hinsichtlich der Beeinflussung
des Summenscores und einer moglichen Interaktion der Faktoren untersuchen.

Tabelle 4 zeigt die Ergebnisse der ANOVA fiir den gesamten Stichprobenumfang. Man
erkennt, dass die Biopsielokalisation beziiglich aller Zinktransporterproteine einen
signifikanten Einfluss auf die Summenscores hat. Mittels Standard-t-Test als Post-hoc-
Test wird nachfolgend in diesem Abschnitt die Beeinflussung der Biopsielokalisation
auf den Summenscore nidher untersucht.

Die Patienten wurden im Hinblick auf ihre zugrunde liegende Lebererkrankung
gruppiert. Es ergaben sich vier Gruppen: ethyltoxische Lebererkrankung (AFLD), nicht-
alkoholische Fettlebererkrankung (NAFLD), Virus-Hepatitis (VH) und sonstige
Atiologien. Auf die Gruppierung wird in Material und Methoden (s. Abschnitt 2.4.)
genauer eingegangen. Die Vermutung, dass die Gruppenzugehorigkeit mit
Unterschieden im Summenscore einhergeht, konnten wir fiir die Zinktransporterproteine
ZIP14 und ZnT9 nicht bestdtigen (s. Tabelle 4). Allein ZIP4 zeigt mit p=0,081 eine

allerdings nicht-signifikante Neigung, dass Atiologie und Expression interagieren.
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Tabelle 4: Einfluss der Probenlokalisation und der Atiologie der Lebererkrankung auf die

Zinktransporterprotein-Expression bei Betrachtung des gesamten Stichprobenumfangs
Gezeigt wird der Mittelwert + Standardabweichung. Zur statistischen Analyse wurde die zweifaktorielle
ANOVA verwandt. Es wurden der Einfluss der beiden Faktoren Lokalisation der Biopsie und Atiologie
der Lebererkrankung, wie auch ihre Interaktion untereinander untersucht. Als signifikant anerkannt
werden p-Werte<0,05. Signifikante Unterschiede sind durch Fettdruck hervorgehoben. P-Werte>0,2 sind
als nicht signifikant (n.s.) illustriert. Nahere Erlduterung in Abschnitt 3.2.

Stichproben-| Biopsielokalisation p-Wert
Atiologien anzahl N . zweifaktorielle
- e extraldsional | ldsional ANOVA
é AFLD n=24:51 20165 | 3.1+£209 Biopsie- 0.0053
NAFLD n=23:41 29+158 | 34+ 195 |lokalisation ’
VH n=11;20 27+£220 36237 zitiologie ns.
sonstige n=13:25 25156 3.2+ 182 | Interaktion ns.
o z_&.FLD n=24:50 55+£093 | 63+£0.89 Bio.psie:- <0,0001
= S| NAFLD n=23:41 52+130 | 6,2+104 |lokalisation
5 o VH n=11;20 5.9+083 6.4+139 zitiologie ns.
sonstige n=13;25 55+1.39 6=+1,00 Interaktion ns.
o AFLD n=2450 22+243 38+247 Bio.psier— <0,0001
~ .| NAFLD n=2341 21+271 | 35+261 |lokalisation
5 N VH n=11;20 22+268 36274 ﬁtiolagie ns.
sonstige n=13;25 1.8+283 3,3+ 2,61 | Interaktion ns.
AFLD n=15;36 1.6+1,50 28201 Biopsie-
-+ . - . L. <0,001
B NAFLD n=10;24 27+216 | 39+142 |lokalisation
E VH n=7;14 2+2,00 3,2+1,89 | Atiologie 0,081
sonstige n=9;17 24+£133 3,2+ 1,75 | Interaktion ns.
Eine unerwiinschte Interaktion der beiden Faktoren, die fiir eine interfaktorielle

Abhingigkeit sprechen wiirde, sich bei keinem der drei

(s. Tabelle 4).

zeigte Transporter
Im Folgenden wird die Frage, ob HCC-Gewebe eine hohere Zinktransporter-Expression
aufweist, ndher betrachtet. Beim Umgang mit zwei unabhédngigen Stichproben ist der
Standard-t-Test Mittel der Wahl. Aus diesem Grunde haben wir hiermit den Einfluss
der Probenlokalisation auf den Summenscore in geeigneter Weise gepriift.

Tabelle 5 zeigt, dass alle untersuchten Zinktransporter mit p<0,0001 einen signifikanten
Unterschied beziiglich extraldsional vs. ldsional aufweisen. Aufgrund der Tendenz, dass
Atiologie und Expression interagieren (s. Tabelle 4), wurde ZIP4 aus Interesse in
Subgruppen eingeteilt. Man erkennt, dass die signifikanten p-Werte des gesamten
Stichprobenumfangs, wie zuvor beschrieben, hinsichtlich ZIP4 vorwiegend auf
Patienten mit ethyltoxischer Genese beruhen (p=0,029, s. Tabelle 5). Die {iibrigen
Gruppen zeigen lediglich die Tendenz, dass in ldsionalem Gewebe die ZIP4-Expression

erhoht sein konnte.
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Tabelle 5: Die Ergebnisse der statistischen Analyse des gesamten Stichprobenumfangs extralésional

vs. lasional der einzelnen Zinktransporterproteine
Gezeigt wird der Mittelwert + Standardabweichung. Zur statistischen Analyse wurde der Standard-t-Test
verwandt. Die Stichprobenanzahlen sind dquivalent zu jenen aus Tabelle 6 im Anhang. Es werden die
Ergebnisse beziiglich aller Atiologien und, fiir ZIP4 zusitzlich, die der Subgruppen aufgefiihrt. Als
signifikant anerkannt werden p-Werte<0,05. Signifikante Unterschiede sind durch Fettdruck
hervorgehoben. P-Werte>0,2 sind als nicht signifikant (n.s.) illustriert. Nahere Erléuterung in
Abschnitt 3.2.

p-Wert
stralisional | Tisional
extraldsiona dsiona T-Test
ZIP14 24+1,73 32+2,04 <0,0001

ZNT9cyto | 55+1,15 | 631,04 | <0,0001

ZNT9 zk 2,1+2,57 3,6 +2,57 <0,0001

ZIP4

alle 211,71 | 32+185 | <0,0001

Atiologien
AFLD 1,6 £ 1,50 2,8+2,01 0,029
NAFLD 2,7+2,16 39+1,42 0,12
Virus- 24200 | 324189 02
Hepatitis
SONSUGE | ) 4s133 | 324175 ns.
Atiologien

Um die im T-Test signifikant hohere ldsionale Zinktransporterprotein-Expression zu
veranschaulichen, werden in Abbildung 15 die Ergebnisse der Analyse in Form von
Boxplotdiagrammen dargestellt. Gezeigt werden, entsprechend der untersuchten
Zinktransporterproteine, die extraldsionale und ldsionale Expression im Vergleich. Die
Stichproben beziehen sich jeweils auf alle Patienten, sowie ergdnzend fiir ZIP4 auf die

Gruppe AFLD.
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Abbildung 15: Darstellung der extralésionalen und  l&sionalen Expression  der
Zinktransporterproteine bezuglich der Gesamtstichprobenanalyse

Als Boxplotdiagramm wie in der Legende oben rechts dargestellt. Der Standard-t-Test ist fiir alle

dargestellten Untersuchungen signifikant. Gezeigt werden Diagramme fiir die drei Zinktransporter iiber

alle Atiologien (p<0,0001) und fiir ZIP4 zusitzlich AFLD (p=0,029). Signifikanzen sind markiert (*).

Nihere Erlduterung in Abschnitt 3.2. und Tabelle 5.

35



3. Ergebnisse

3.3. Die statistische Analyse der paarweisen Stichproben

Da wir aufgrund der Probenauswahl eine grofere Anzahl von ldsionalem Gewebe
ausgewertet haben (s. Abschnitt 2.3.), wird hier ndher auf die paarweise Analyse von
extraldsionalen und ldsionalen Stichproben eingegangen. Diejenigen Patienten, bei
denen kein extraldsionales Gewebe ausgewertet wurde, werden nicht beriicksichtigt, um
mogliche Auswahlfehler aufzudecken. Die Stichprobenanzahlen von ldsional und
extraldsional sind somit fiir diese Analyse identisch (s. Tabelle 7). Auch in dieser
Untersuchung beschreiben wir, im Sinne der Anschaulichkeit, ausschlieBlich die
parametrische Analyse mit Mittelwert, ANOVA und Standard-t-Test. Die nicht-
parametrische Analyse ist in Tabelle 9 im Anhang nachzuempfinden. Die paarweise
Analyse beruht auf der gleichen Zielsetzung wie die des gesamten Stichprobenumfangs
in Abschnitt 3.2.

Die Tabelle 7 zeigt hierfiir die Ergebnisse der zweifaktoriellen ANOVA. Man erkennt,
dass bei gepaarten Stichproben die Biopsielokalisation die zytoplasmatische ZnT9-

Expression signifikant beeinflusst (p=0,008, s. Tabelle 7).

Tabelle 7: Einfluss der Probenlokalisation und der Atiologie der Lebererkrankung auf die
Zinktransporterprotein-Expression bei Betrachtung der paarweisen Stichproben

Gezeigt wird der Mittelwert + Standardabweichung. Zur statistischen Analyse wurde die zweifaktorielle

ANOVA verwandt. Es wurden der Einfluss der beiden Faktoren Lokalisation der Biopsie und Atiologie

der Lebererkrankung, wie auch ihre Interaktion untersucht. Als signifikant anerkannt werden p-

Werte<0,05. Signifikante Unterschiede sind durch Fettdruck hervorgehoben. P-Werte>0,2 sind als nicht

signifikant (n.s.) illustriert. Nahere Erlauterung in Abschnitt 3.3.

. Stichproben- Biopsielokalisation Zwe?f-;lt/t(e;eue
< anzahl |extralisional| ldsional NSO
E AFLD n=24 2,0+ 1,65 24+ 1,82 Biopsie-

N = lokalisation 0,187
NAFLD n=23 29+1,58 | 3,6+2,00
VH n=11 2,7+2.20 342,65 Atiologie 0,048
sonstige n=13 2,5+1,56 2,4+1,39 Interaktion n.s.
- AFLD n=24 5,5+0,93 6,2 +0,87 Biops ie_- 0008
— S| NAFLD n=23 524130 | 6,0+1,15 | lokalisation ’
ﬁ 3 VH n=11 5,9+ 0,33 6,1+1.81 Atiologie n.s.
sonstige n=13 55+1,39 5,5+ 1,05 Interaktion n.s.
- AFLD n=24 2,2+243 29+2,57 Biops ie_- 0111
| NAFLD n=23 2,1+2,71 | 3,1+2,63 [ lokalisation ’
ﬁ N VH n=11 22+2638 224271 Atiologie n.s.
sonstige n=13 1,8 +2,83 2,5+244 | Interaktion n.s.
AFLD n=15 1,6 + 1,50 1,9+1,88 Biopsie-
S | NAFLD =10 27216 | 3.7+157 | lokalisation e
N VH n=7 24200 | 21+177 | Atologie 0,039
sonstige n=9 2,4+ 1,33 23+1,66 | Interaktion n.s.
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Die ZIP14- (p=0,187) und nukleédre ZnT9-Farbung (p=0,111) zeigen hingegen lediglich
einen tendenziellen Zusammenhang zwischen Lokalisation und Summenscore. ZIP4
weist diesbeziiglich keine Signifikanz auf. Nachfolgend in diesem Abschnitt wird
mittels T-Test der Einfluss der Biopsielokalisation auf den Summenscore genauer
untersucht.

Die zweifaktorielle  ANOVA der paarweisen Stichproben erbrachte auflerdem
signifikante Ergebnisse beziiglich des Zusammenhangs zwischen Atiologie und ZIP14-
(p=0,048) sowie ZIP4-Expression (p=0,039, s. Tabelle 7), wihrend die ZnT9-
Expression im Zytoplasma und im Zellkern nicht von der zugrunde liegenden
Lebererkrankung beeinflusst wird. Wie zu erwarten, zeigt auch die paarweise
Untersuchung keinen Hinweis auf Interaktionen zwischen Biopsielokalisation und
Atiologie (s. Tabelle 7). Fiir die folgende Analyse von ZIP14 und ZIP4 ist es also
sinnvoll, Subgruppen beziiglich der Genese der Lebererkrankung zu bilden. Fortan
werden nur diejenigen Gruppen betrachtet, deren ANOVA-Ergebnis signifikant ist.

Wie in Abschnitt 3.2. haben wir auch bei der paarweisen Analyse mithilfe des Standard-
t-Testes untersucht, ob HCC-Gewebe im Vergleich zu extraldsionalem Gewebe eine
hohere Zinktransporterprotein-Expression aufweist.

In Tabelle 8 sind die Mittelwerte, Standardabweichungen und p-Werte des Standard-t-
Testes der Zinktransporterproteine beziiglich aller Atiologien aufgefiihrt. Die
Stichproben von ZIP14 und ZIP4 haben wir angesichts der ANOVA-Ergebnisse
zusétzlich in Subgruppen aufgeteilt.

Tabelle 8: Ergebnisse der statistischen Analyse Gber die paarweise angeordneten Stichproben

extraldsional vs. lasional der einzelnen Zinktransporterproteine
Gezeigt wird der Mittelwert = Standardabweichung. Zur statistischen Analyse wurde der Standard-t-Test
verwandt. Die Stichprobenanzahlen sind dquivalent zu jenen aus Tabelle 9 im Anhang. Es werden die
Ergebnisse beziiglich aller Atiologien und, fiir ZIP14 und 4 zusitzlich, die der Subgruppen aufgefiihrt.
Als signifikant anerkannt werden p-Werte<0,05. Signifikante Unterschiede sind durch Fettdruck
hervorgehoben. P-Werte>0,2 sind als nicht signifikant (n.s.) illustriert. Néhere Erlduterung in
Abschnitt 3.3.

T WA
extralidsional ldsional e extralisional ldsional e
T-Test T-Test
E]]u L INT9 zk 21+257 | 28+236 0.12
ate 24173 2822 0.2
Atiologien ZIP4
AFLD 20+165 | 24182 ns. :;_thliel _ 11=171 | 24185 s
Atiologien
NAFLD ( 29+158 | 3.6+200 0.2 AFLD 16150 | 19188 ns.
Virus- - P
Hepatitis | — — 0 | =28 ns. NAFLD | 27£216 | 372137 ns
sonstige - - =
- 251356 | 24+139 s Virus- -
Atiologien ’ ’ ’ = ns Hegpatitis 2200 21177 1.5
INTO cvto | 55=115 | 60=116 0,009 5.;:[_“[“5? 24133 | 23166 ns.
- Atiologien
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Bei Betrachtung der p-Werte wird deutlich, dass sich die zuvor in Abschnitt 3.2.
beschriebenen signifikanten Unterschiede bei der paarweisen Analyse nur fir ZnT9 im
Zytoplasma bestitigen lassen (p=0,009, s. Tabelle 8). ZIP14 (p=0,2) und ZnT9 im
Zellkern (p=0,12) lassen lediglich eine nicht-signifikante Tendenz, in HCC-Gewebe
erhoht zu sein, erkennen. Betrachtet man die ZIP4-Féarbung tiber alle Gruppen hinweg,
findet sich keine hohere Expression im HCC-Gewebe (s. Tabelle 8).

Die Boxplotdarstellungen in Abbildung 16 zeigen dic Analyse des gesamten
Stichprobenumfangs vergleichend mit der paarweisen fiir ZnT9 im Zytoplasma und
ZIP14. Der signifikante Unterschied bei extraldsional vs. ldsional, der fir ZnT9 im
Zytoplasma im gesamten Stichprobenumfang ermittelt wurde, findet sich auch in der
paarweisen Analyse wieder (s. Abbildung 16 A.1 und A.2). Dem Gegeniiber ist bei der
ZIP14-Farbung im gesamten Stichprobenumfang eine Signifikanz erkennbar, die bei der

paarweisen Untersuchung hingegen nicht zu bestitigen ist.

gesamt paarweise
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Abbildung 16: Gegeniberstellung der Analyse des gesamten und paarweisen Stichprobenumfangs
in Bezug auf die extralé@sionale und l&sionale Expression von zytoplasmatischem ZnT9 und
ZIP14

Als Boxplotdiagramm wie in der Legende von Abbildung 15 dargestellt. Der Standard-t-Test ist fiir ZnT9

im Zytoplasma und ZIP14 (jeweils p<0,0001) hinsichtlich des gesamten Stichprobenumfangs signifikant

(s. Tabelle 5). Die paarweise Analyse ergab einzig fiir ZnT9 cyto ein signifikantes Ergebnis (p=0,009,

s. Tabelle 8). Signifikanzen sind markiert (*). Nédhere Erlduterung in dem Abschnitt 3.3.
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3.4. Die Korrelation mit dem Uberleben

Die Korrelation der Zinktransporterproteine mit dem Uberleben wurde mithilfe der
Rangkorrelation nach Spearman ermittelt. In dieser Analyse wurden wie in
Abschnitt 3.2. und 3.3. Subgruppen beziiglich der zugrunde liegenden Lebererkrankung
gebildet, hier allerdings fiir simtliche Zinktransporterproteine. Um die Expression im
HCC auf die extraldsionale zu normieren, haben wir den extraldsionalen Summenscore
von dem ldsionalen subtrahiert. Nédhere Erlduterungen zu der Gruppierung und der
Normierung sind in Material und Methoden (s. Abschnitt 2.3. und 2.4.) beschrieben.
Diese Differenz sowie die ldsionalen und extraldsionalen Summenscores isoliert wurden
mit den Uberlebenstagen korreliert (s. Tabelle 10). Bei der ldsionalen Analyse wurde
der gesamte Stichprobenumfang betrachtet.

In der Tabelle 10 ist ein uneinheitliches Bild erkennbar. Die Rangkorrelation mit der
Summenscoredifferenz zeigt groftenteils keine Signifikanzen (s. Tabelle 10). Bei
Patienten mit einer Virushepatitis (r=-0,8; p<0,01) ist ein starker signifikanter
Zusammenhang zwischen erhdhter ZIP14-Expression und kiirzerem Uberleben

erkennbar. Dies ist auch bei der separaten Betrachtung des HCC-Gewebes zu sehen.

Tabelle 10: Ergebnisse der Rangkorrelation nach Spearman der Zinktransporterprotein-Expression
mit dem Uberleben

Die Rangkorrelation mit dem Uberleben wurde anhand des ldsionalen und extralisionalen Summenscores
einzeln sowie deren Differenz ermittelt. Fiir die Analyse der lidsionalen Proben wurde der gesamte
Stichprobenumfang verwendet. Angegeben ist der Rangkorrelationskoeffizient r und der dazugehorige p-
Wert. Als signifikant anerkannt werden p-Werte<0,05. Signifikante Unterschiede sind durch Fettdruck
hervorgehoben. P-Werte>0,2 sind als nicht signifikant (n.s.) deklariert. Mit (*) markierte Werte sind in
Abbildung 18 als Kaplan-Meier-Kurven dargestellt. Ndhere Erlduterung in Abschnitt 3.4.

ZIP14 INTY cyto INT9 zk Z1P4
—_ E _ r;p rp r;p rp
g .g alle Atiologien -0.19; 0.11 -0.06; n.s. -0.20: 0,10 -0.02:n.s.
g = AFLD -0.12:ns. 0.11; ns. -0.20:n.s. -0.49: 0,07
= E NAFLD -0.15:ns. 0.07:ns. -0.08:n.s. 0.32:ns.
< 4 Virus-Hepatitis -0.80; <0,01 -032:ns. -0.13:n.s. -0.11; ns.
sonstige z'itiulugien 0.12:ns. -0.17:n.s. -0,61; 0,03 0.50;0.17
alle Atiologien -0.25; <0,01* | -0,16;0.06* -0.19; 0,02* | -0,28; <0,01*
E AFLD -0,25; 0,08 -0.20; 0,16 -0,13;n.s. -0,42; <0,01
; NAFLD -0,29; 0,06 -0.17; n.s. -0.14;n.s. -0.41; 0,05
= Virus-Hepatitis -0,46; 0,04 -0.30; n.s. -0.31; 0,19 -0.20; n.s.
sonstige ;litiulugien -0.05: n.s. 0.17; n.s. -0.22:ns. 0.12; n.s.
alle z'itiulugien -0.10:ns* -001:ns* -0.14:ns* -0.42; 0,01*
- E AFLD -0,24;ns. -0.16; n.s. -0,31; 0,12 -0.50; 0,06
% g NAFLD 0.18; ns. -0.10; ns. -0.03:n.s. -0.57: 0,09
i Virus-Hepatitis -025:ns. -0.09:ns. -0.23:ns. -0.20: n.s.
sonstige z'itiulugien -0.17:ns. 0.40; 0,18 0.25:n.s. -037:ns.
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Patienten mit erhohter ldsionaler ZIP14-Expression der Gruppe Virus-Hepatitis
(r=-0,46; p=0,04) und auch iiber alle Atiologien (r=-0,25; p<0,01) zeigen ein
signifikant kiirzeres Uberleben (s. Tabelle 10).

In der Rangkorrelation des ldsionalen Gewebes ist insgesamt eine Tendenz zur
Beziehung der Zinktransporterproteine mit kiirzerem Uberleben erkennbar. Besonders
eine erhohte ZIP4-Expression im HCC von Patienten mit ethyltoxischer Genese
(r=-0,41; p=0,01) und einer nicht-alkoholischen Fettlebererkrankung (r=-0,41; p=0,05)
korreliert signifikant mit einer geringeren Uberlebenszeit (s. Tabelle 10). Diese beiden
Gruppen sind die Hauptursache fiir die Signifikanz, die iiber alle Atiologien bestimmt
werden konnte (r=-0,28; p<0,01).

Der Zusammenhang zwischen extralisionaler Expression und Uberleben ist weniger
ausgeprigt. Allein die erhdhte ZIP4-Expression iiber alle Atiologien (r=-0,42; p<0,01)
korreliert signifikant mit dem Uberleben, was sich auf die Gruppen AFLD und NAFLD
mit einer gleichartigen Tendenz zum kiirzeren Uberleben zuriickfithren ldsst
(s. Tabelle 10).

In Abbildung 17 sind ausgewihlte Rangkorrelationsanalysen mit dem Uberleben als
Regressionsgerade der Rédnge veranschaulicht. Die ldsionale Analyse sowie die der
Summenscoredifferenz werden vergleichend dargestellt. Die Abbildung 17 A zeigt die
Korrelation zwischen der ZIP14-Expression von Patienten mit Virus-Hepatitis und den
Uberlebenstagen. Die Differenz (r=-0,8; p<0,01) und auch die lisionalen
Summenscores (r=-0,46; p=0,04) weisen eine signifikant negative Korrelation mit dem
Uberleben auf.

Die erhohte ZIP4-Expression bei ethyltoxischer Genese (r=-0,42; p=0,01) korreliert bei
Betrachtung des ldsionalen Gewebes (s. Abbildung 17 B.2) signifikant mit kiirzerem
Uberleben. Bei Normierung auf extraldsionales Gewebe ist hingegen keine Signifikanz
zu ermitteln (r=-0,49; 0,07, s. Tabelle 10). Man erkennt jedoch einen klaren Trend hin
zur  Korrelation von hoher Expression mit geringerer  Uberlebenszeit
(s. Abbildung 17 B.1).

Gegensitzlich ist in Abbildung 17 C die Rangkorrelation von ZnT9-Expression im
Zellkern bei der Gruppe sonstige Atiologien nur in der Analyse der
Summenscoredifferenz (r=-0,61; p=0,03) eindeutig.

Zusammenfassend ist eine in ihrer Auspriagung variierende Tendenz, dass eine erhohte
Expression mit kiirzerem Uberleben korreliert, erkennbar. Hervorzuheben sind die

Signifikanzen bei ldsionaler Auspriagung von ZIP4, ZIP14 und ZnT9 im Zellkern.
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3. Ergebnisse

Allerdings zeigt sich das Bild der Spearman-Analyse sehr heterogen.
Die Ergebnisse der Uberlebenszeitanalyse haben wir erginzend in der Form von
Kaplan-Meier-Kurven zusammengefasst (s. Abbildung 18). Es werden nebeneinander

die Untersuchungen der extraldsionalen und der lasionalen Stichproben dargestellt.
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Abbildung 17: Grafische Darstellung der Rangkorrelation nach Spearman mit dem Uberleben
Gezeigt werden Regressionsgeraden basierend auf den Réngen der Summenscoredifferenz (Aldsional-
extralisional) links, beziehungsweise der ldsionalen Summenscores rechts, und der Uberlebenstage. Es
wird beispielhaft der Zusammenhang zwischen Uberleben von Patienten der Gruppe Virus-Hepatitis und
deren ZIP14-Score, ethyltoxischer Lebererkrankung und dem ZIP4-Score sowie Patienten der Gruppe
sonstige Atiologien und ihren ZnT9-Scores des Zellkerns dargestellt. Signifikante Werte sind mit (*)
markiert (s. Tabelle 10). Néhere Erlduterung in Abschnitt 3.4.
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3. Ergebnisse

Die Zinktransporter ZIP14, ZIP4 und ZnT9 im Zellkern zeigen die Tendenz, dass
hohere Expressionen mit geringerer Uberlebenszeit assoziiert sind. Eine Ausnahme ist
7ZnT9 im Zytoplasma (s. Abbildung 18 B). Tabelle 10 zeigt, dass bei diesem Protein der
Regressionskoeffizient r sehr viel ndher an null liegt als bei den anderen Transportern.
Insgesamt erkennt man, dass sich die extraldsionale und die ldsionale Analyse jeweils

sehr dhnlich verhalten.
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Abbildung 18: Darstellung der Uberlebenszeitanalyse als Kaplan-Meier-Kurven der einzelnen
Zinktransporterproteine

Links sind die Analysen der extraldsionalen und rechts der ldsionalen Summenscores dargestellt. Die

Prozentangaben beziehen sich auf den Anteil der Uberlebenden. Es wurden drei Gruppen hinsichtlich des

Summenscores gebildet: Blau 0-2; Gelb 3-4; Rot 5-7; die griine Kurve in (B) vereint die Gruppen Blau

und Gelb. Die mit (*) markierten Kurven zeigen in der Spearman-Korrelation ein signifikantes Ergebnis

(s. Tabelle 10). Nihere Erlduterung in Abschnitt 3.4.
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4. Diskussion

4. Diskussion

Unsere hier vorgestellte Studie gibt Hinweise auf das Expressionsverhalten der drei
ausgewdhlten Zinktransporterproteine im HCC. Wichtige Erkenntnisse sind: (I) die
unterschiedliche subzellulidre Lokalisation der Transporter, (II) dass alle untersuchten
Proteine eine signifikant hohere Expression in HCC-Gewebe zeigen, dies fiir ZnT9 im
Zytoplasma auch fiir den paarweisen Vergleich gilt und unabhingig von der zugrunde
liegenden Lebererkrankung ist und (III) die prognostisch ungiinstige Aussagekraft von
lasional erhohtem ZIP14, ZIP4 und ZnT9 im Zellkern.

In der Literatur gibt es bisher kaum vergleichbare Daten, nur beziiglich ZIP4 hat die
Forschungsgruppe um Xu et al. mit einem kleineren Patientenkollektiv &hnliche

Ergebnisse prisentiert [77].

4.1. Das Studiendesign

In vorherigen Studien der Arbeitsgruppe um Frau Privatdozentin Dr. med. Schiitte
wurde die Expression der 24 Zinktransporterproteine in ruhenden und stimulierten
mononukledren Zellen sowie in HCC-Geweben untersucht [114] (Wex et al.,
unveroffentlichte Daten). Um die Ergebnisse dieser Studien weiter zu priifen,
entschieden wir uns, die Expression von ZIP4, ZIP14 und ZnT9 in HCC-Geweben zu
studieren. Um die Lokalisation der Zinktransporterproteine den Hepatozyten
zuzuordnen und auch eine subzelluldre Lokalisationsaussage treffen zu konnen,
entschieden wir uns fiir die Immunhistochemie als geeignete Untersuchungsmethode.
Eine quantitative Genexpressionsanalyse wire zwar dem semiquantitativen Ansatz der
Immunhistochemie beziiglich Aussagen iiber die Expressionsunterschiede iiberlegen,
bietet aber keine Moglichkeit die Expression den Hepatozyten zuzuordnen.
Praanalytische  Mikrodissektionsverfahren  zur alleinigen  Untersuchung des
Hepatozyten-Genmaterials standen uns nicht zur Verfligung. Sinnvoll wére es, in
nachfolgenden Studien die Immunhistochemie mit Transkriptionsanalysen zu
kombinieren, um durch zwei methodische Ansitze die Ergebnisse zu bekriftigen und
bestmogliche Aussagen 1iiber die Expressionsniveaus sowie die subzellulédre
Lokalisation zu erhalten.

Aufgrund des retrospektiven Designs unserer Studie war es nicht mdglich, Zink-
Plasmakonzentrationen im Verlauf zu erfassen. Es ist denkbar, dass die Zinktransporter-
Expression der Leber von der Zink-Plasmakonzentration abhéngt, was somit nicht

beriicksichtigt werden konnte.
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4. Diskussion

Eine prospektive Studie wire besser geeignet um den Verlauf der Expression der
untersuchten Zinktransporter zu verfolgen und zu kldren, ob sie wihrend der
Tumorentwicklung ansteigt. Allerdings ist eine derartige Studie schwer zu
verwirklichen, da es nur wenige Patienten gibt, denen zu mehreren Zeitpunkten

Biopsien entnommen werden.

4.2. Das Patientenkollektiv und Biopsiematerial

Es wurden Patienten, denen eine Biopsie zur Sicherung der Diagnose entnommen
wurde, in die Studie eingeschlossen, somit umfasst das untersuchte Biopsiematerial
Feinnadelpunktionen und Operationspriaparate zum Zeitpunkt der Erstdiagnose. Es
wurde das extraldsionale Gewebe betrachtet, das mit auf dem Objekttrager des
diagnostizierten HCCs erfasst wurde.

Moglicherweise zeigt weiter entferntes extraldsionales Gewebe eine andere
Zinktransporter-Expression. Dieses Gewebe sowie auch gesundes Lebergewebe steht
allerdings aufgrund ethischer Aspekte oft nicht zur Verfligung, somit bleibt unklar, ob
die Expression der Zinktransporter unserer Studienpatienten bereits im Vergleich zu
gesunden Probanden erhdht ist oder ob ein groferer Unterschied zu weiter entferntem
Gewebe libersehen wurde.

AuBerdem sind Farbeartefakte besonders bei kleinen Proben oder Kreuzreaktionen des
Antikorpers mit anderen Zinktransporterproteinen, trotz gepriifter Spezifitit, nicht
vollkommen auszuschlieBen. In zukiinftigen Studien sollten zwei unterschiedliche
Antikorper genutzt werden, um die Validitéit der Ergebnisse zu stérken.

In Abschnitt 3.3. wird deutlich, dass das Ergebnis iiber den gesamten
Stichprobenumfang nach der Analyse des paarweisen Stichprobenumfangs relativiert
wird. Eine Ursache konnte hierbei eine Stichprobenverzerrung sein, da grole Tumore
moglicherweise bei der paarweisen Analyse herausfielen. Aufgrund der GroBe eines
Objekttragers sind eher kleinere Tumore zusammen mit extraldsionalem Gewebe auf
einem histologischen Schnitt zu finden. Das bedeutet, dass wir mit unserem paarweisen
Ansatz der Analyse einen fritheren Zeitpunkt der Hepatokarzinogenese in kleineren
Tumoren betrachtet haben konnten. Dies ist mdglicherweise ein Hinweis darauf, dass
ZnT9 im Zytoplasma schon zu einem frithen Zeitpunkt in der HCC-Karzinogenese
involviert ist, wiahrend nukledres ZnT9, ZIP4 und ZIP14 erst spiter hoher exprimiert
werden. Die Diskrepanz zwischen Analyse des gesamten und des paarweisen
Stichprobenumfangs sollte Gegenstand weiterfiihrender Forschung sein, wobei auch das

extraldsionale Gewebe groBerer Tumore mit einbezogen werden sollte.
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4. Diskussion

AuBerdem konnte man die GroBe des Tumors beziehungsweise das Grading mit
einbeziechen, um dem Hinweis nachzugehen, ob es einen frithzeitigen
Expressionsanstieg von zytosolischem ZnT9 gibt und ob der oben beschriebene Verlauf
der Expression der drei Proteine wiederzuerkennen ist.

Ebenso konnte der von uns analysierte klinische Datensatz als Grundlage fiir weitere
statistische Analysen beziiglich einer Assoziation der Zinktransporterproteine zur

Metastasierung, Child-Pugh-Score und BCLC dienen.

4.3. Die subzelluldaren Nachweise der Zinktransporterproteine

Die subzelluldre Lage der Zinktransporterproteine wurde in unserer Studie anhand der
immunhistochemischen Fiarbung bestimmt. Aufgrund der unzureichenden Studienlage
beziiglich der subzelluliren Lokalisation von Zinktransportern in Lebergewebe und
besonders im HCC, konnen unsere Erkenntnisse hieriiber nur eingeschrankt mit anderen
Studien verglichen werden. Die Zinktransporter ZIP4 und ZIP14 sind intrazelluldr im
Zytoplasma lokalisiert und zum Teil auch perinukledr nachgewiesen worden. Dieser
Nachweis konnte fiir eine Lokalisation in der Membran von Organellen oder Vesikeln
sprechen.

Andere Arbeitsgruppen fanden ZIP4 und ZIP14 vorwiegend in der Zellmembran, aber
auch an intrazelluliren Vesikeln (ZIP4) beziehungsweise an endosomalen
Kompartimenten (ZIP14) wurden sie beschrieben [59, 66, 67]. Ob die Proteine an
intrazelluldren Kompartimenten Ionen transportieren oder hierher zur Inaktivierung
transloziert wurden, ist unklar. Moglicherweise sind Zinktransporter in der Leber als
wichtiges Organ der systemischen Zinkhomoostase, anders als in anderen Geweben,
eher intrazelluldr lokalisiert. Denkbar ist auch, dass ZIP4 und ZIP14 im HCC und in
umliegendem erkranktem Lebergewebe aufgrund eines veridnderten Zinkmetabolismus
zytoplasmatisch lokalisiert sind. Wihrend eines lokalen Zinkmangelzustandes konnte
eine ausgeprigte Biosynthese dieser Proteine vorliegen [59, 83].

Unsere Erkenntnis tliber die subzellulire Lage von ZnT9 stimmt mit anderen Studien
tiberein [68, 69, 71]. Die in Abbildung 12 dargestellte granuldre kappenartige Farbung
des Zytoplasmas ist gut vereinbar mit der Lage des endoplasmatischen Retikulums in
der Zelle. Auch die Lokalisation im Zellkern stimmt mit der Beschreibung von ZnT9 als
Koaktivator nukledrer Rezeptoren anderer Autoren iiberein [63, 93].

Moglicherweise transportiert ZnT9 Zink nur subzelluldr, zum Beispiel aus dem

Zytoplasma in den Zellkern oder das endoplasmatische Retikulum.
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4. Diskussion

Man sollte die subzelluldre Zinkkonzentration erforschen, auch im Hinblick auf
Expressionsidnderungen der Zinktransporter.

Da nur eine begrenzte Anzahl an Studien die immunhistochemische Farbung von ZIP4,
ZIP14 und ZnT9 in Lebergewebe untersucht hat, sollte unsere Analyse als eine der

ersten Datensdtze angesehen und durch Folgestudien validiert werden.

4.4. Die Unabhangigkeit der Zinktransporter-Expression von der zugrunde
liegenden Lebererkrankung

Um einen moglichen Zusammenhang zwischen Zinktransporter-Expression und der
zugrunde liegenden Lebererkrankung zu untersuchen, haben wir das Patientenkollektiv
nach Atiologie des HCCs gruppiert. Hierbei haben wir die hiufigsten Atiologien
beriicksichtigt (AFLD, NAFLD, Virus-Hepatitis) und seltene Erkrankungen als
,»sonstige Atiologien® zusammengefasst. Eine realistische Abbildung der Gesamtheit
der Erkrankten ist somit gegeben.

In der statistischen Analyse hat sich gezeigt, dass die Expression der Zinktransporter
unabhéngig von der zugrunde liegenden Lebererkrankung ist (s. Abschnitt 3.2 und 3.3.).
Dieses Ergebnis spricht dafiir, dass unabhingig von der Atiologie gemeinsame
pathogenetische Prozesse in der Hepatitis, Zirrhose und Karzinogenese wirksam werden

und somit auch die Regulation der Zinktransporter dhnlich verladuft.

4.5. Die Eignung als prognostische Marker

Unsere Analyse 1tber die Korrelation der Zinktransporterexpression mit den
Uberlebenstagen zeigt kein einheitliches Bild. Aber folgende Aspekte sind dennoch
interessant: (I) Eine erhohte ldsionale Expression von ZIP14, nukledrem ZnT9 und ZIP4
zeigt einen prognostisch ungilinstigen Verlauf an, (II) bei HCC-Patienten mit einer
Virushepatitis als zugrunde liegende Lebererkrankung scheint ein erhohtes ZIP14 ein
kiirzeres Uberleben vorherzusagen, (III) AFLD- und auch NAFLD-Patienten mit
erhohten ldsionalen ZIP4-Scores zeigen einen prognostisch ungiinstigen Verlauf und
(IV) auch schon extraldsionale ZIP4-Erhohung korreliert mit einer kiirzeren
Uberlebenszeit (s. Tabelle 8). ZnT9 im Zytoplasma scheint im HCC verglichen mit
extraldsionalem Gewebe erhoht (s. Abschnitt 3.2 und 3.3) zu sein, aber keinen
prognostischen Aussagewert zu haben.

Die umgekehrten Proportionalititen der erhdhten ldsionalen ZIP14, ZnT9 im Zellkern
und ZIP4 weisen keinen groflen Rangkorrelationskoeffizienten auf, wodurch die
Umsetzung als prognostischer Marker in die histologische Diagnostik erschwert wird

und aktuell nicht sinnvoll erscheint.
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Der Aussagewert von ZIP14 bei Patienten mit einer Virushepatitis zeigt einen steileren
Verlauf der Regressionsgeraden (s. Abbildung 17), sollte aber aufgrund der geringen
Stichprobenanzahl (l4sional: n=14; Alésional-extraldsional: n=7) in zukiinftigen
Studien tiberpriift werden.

Eine erhohte ZIP4-Expression wurde bereits in Zusammenhang mit verstarkter
Proliferation, erniedrigter Apoptoserate und gesteigertem Migrationsverhalten
beschrieben [78, 79] (s. Abschnitt 1.3.3.). Xu et al. erachten ZIP4 im HCC-Gewebe als
geeigneten prognostischen Marker fiir kiirzeres Uberleben [79]. Diese Erkenntnis ist in
Einklang mit unseren Ergebnissen der Uberlebensanalyse. Besonders AFLD- und
NAFLD-Patienten mit einem HCC scheinen eine schlechte Prognose aufzuweisen,
wenn ZIP4 ldsional erhoht ist. Die extraldsional erhohte Expression von ZIP4 ist nur in
der Analyse iiber alle Atiologien signifikant und kénnte fiir einen bereits verinderten
Zinkmetabolismus in tumorumgebendem Gewebe sprechen.

Insgesamt betrachtet gibt die Korrelation der Zinktransporterproteine mit dem
Uberleben in unserer Studie Hinweise darauf, dass ein verinderter Zinkmetabolismus
mit erhohten Zinktransporterproteinen ein prognostisch ungiinstiges Zeichen darstellt.
Diesbeziiglich sollten weitere Untersuchungen von ZIP4 bei AFLD- und NAFLD-

Patienten erfolgen sowie von ZIP14 bei Patienten mit Virushepatitiden.

4.6. Die Zinkstoffwechselalteration in Verbindung mit der
Hepatokarzinogenese

Der Zinkstoffwechsel beeinflusst wie in der Einleitung beschrieben vermutlich viele
essenzielle Funktionen der Zelle und konnte somit bei einem Ungleichgewicht
entscheidende Auswirkungen auf die Zelleigenschaften haben. In diesem Abschnitt
mochte ich eine schematische Verbindung zwischen Zinkhomoostase und Malignitit
skizzieren und gleichzeitig unsere Ergebnisse in die bisherigen Erkenntnisse iiber Zink
und die Zinktransporterproteine eingliedern.

Bekanntlich ist die Leberzirrhose der Hauptrisikofaktor fiir die Entstehung eines
Leberzellkarzinoms. Sie wird in einer Vielzahl an Studien als ein lokaler
Zinkmangelzustand beschrieben [98-102]. Dieser Mangel konnte auf dem
bindegewebigen Umbau basieren. Hierbei entstehe eine fibrose lonenbarriere mit
gestorten sinusoidalen Strukturen. Hinzu komme eine geringere Hepatozytendichte und
somit erniedrigte Albumin-Plasmakonzentrationen mit gestortem hidmatogenen
Zinktransport. Diese Konfiguration konnte zu einem gehemmten mikrovaskuldren

Austausch in der Leber und einem lokalen Zinkmangel fithren [102].
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Besonders wihrend inflammatorischen Zustidnden sei Zink in erhohtem Malle nétig [4].
Bei Zinkmangel kann es dazu kommen, dass Immunzellen wie natiirliche Killer-Zellen
nicht ausreichend aktiviert werden, die T-Zellproliferation abnimmt und so die
Bekdampfung von virusinfizierten oder malignen Zellen schwindet [4, 27, 28].

Liaw et al. fanden neben erniedrigtem Zink auch erniedrigte Aktivitit der
Superoxiddismutase im HCC verglichen mit angrenzendem zirrhotischem Lebergewebe
[100]. Wahrend eines Zinkmangelzustandes konnte also die Immunantwort schwicher
ausfallen, der Schutz vor freien Radikalen und die Proliferation der Zelle sinken sowie
die Apoptoserate ansteigen (s. Abschnitt 1.1.1.).

Generell wird Zink zwar als Apoptose-Inhibitor bezeichnet [115], allerdings hat sich
auch gezeigt, dass maligne Zellen, die einer physiologischen Zinkkonzentration
ausgesetzt werden, apoptotisch werden [116]. AuBlerdem inhibiere Zink die Invasivitét
und die Migration von HCC-Zellen [103]. Franklin et al. zeigten, dass HCC-Zellen der
Zellreihe HepG2 bei erhohter zelluldrer Zinkkonzentration weniger proliferieren. Dies
beschrieben sie als ,,Tumor-suppressiven Effekt“ (TSE) des Zinks. In
Zinkmangelzustinden nehme dieser schiitzende Effekt ab [102]
(s. Aund B in Abbildung 19).
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Abbildung 19: Schematische Darstellung der Alteration des Zinkstoffwechsels in Verbindung mit
der Hepatokarzinogenese

(A) Hepatozyt geschiitzt vor maligner Entartung durch den ,,Tumor-suppressiven Effekt“ (TSE) von

Zink. (B) Durch zirrhotischen Umbau sinkt die zellulire Zinkkonzentration. (C) Die Aktivierung des

ZnT9-Gens erniedrigt weiter das zytoplasmatische Zink und erhoht die Proliferation. (D) Zinkmangel

aktiviert ZIP4 und ZIP14. ZIP4 erhoht die Proliferation, Migration und erniedrigt die Apoptoserate.

Nihere Erlduterung s. Abschnitt 4.4.
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In der Leber entsteht moglicherweise ein Milieu, in dem gesunde Zellen in ihrem
Wachstum gehemmt oder sogar apoptotisch werden, das Immunsystem entartete Zellen
weniger effektiv unterdriickt, freie Radikale schlechter abgefangen werden kénnen und
entartete Leberepithelzellen besonders zur Proliferation neigen.

Ein Expressionsanstieg des vermeintlichen Efflux-Transporters ZnT9 im Lebergewebe
konnte die zytoplasmatische Zinkkonzentration weiter senken (s. C in Abbildung 19).
Bei Ubertragung des Zebrafisch-Modells von Beaver et al. auf den Menschen [90]

(s. Abschnitt 1.2.3.), ldge in den HCC-Biopsien unserer Studie eine ZnT9-Expression
vor, die fiir einen Zinkmangelzustand ungewohnlich erscheint. In der HCC-
Karzinogenese konnte die Aktivierung des SLC30A9-Gens ein entscheidender Schritt
sein.

Die Proteinstruktur legt eine Wirkung von ZnT9 im Zellkern, dem Ort der
Transkription, nahe und schon in vorherigen Studien wurde darauf hingewiesen, dass
7ZnT9 die Proliferation der Zelle anregen konnte [63, 93] (s. Abschnitt 1.2.3.).

Speziell in HCC-Zellen der Zellrethe PLC/PRF/5 konnten Sim et al. zeigen, dass
wihrend der S-Phase des Zellzyklus eine Translokation von ZnT9 aus dem Zytoplasma
in den Zellkern stattfinde und es dann mit mitotisch-aktiven Proteinen interagiere [89].
Dies ldsst vermuten, dass ZnT9 eng verbunden ist mit der zelluldren Proliferation, der
DNA-Synthese und womdglich auch regulatorisch in die Transkription eingreift,
merklich auch im HCC.

Eine erhohte Expression von ZnT9 konnte somit die Proliferation steigern und eine
pramaligne Leberzelle entstehen lassen (s. C in Abbildung 19).

Die ZIP4- und ZIP14-Expression wird vermutlich durch erniedrigte
Zinkkonzentrationen  erhéht [59, 83]. Die erniedrigte zytoplasmatische
Zinkkonzentration der prdmalignen Zelle konnte sekunddr zu einer Aktivierung von
ZIP4 und ZIP14 fiihren (s. D in Abbildung 19). Allerdings konnte auch die zelluldre
Konzentration von Eisen oder Kupfer einen Einfluss auf den Zinkmetabolismus und die
Zinktransporter haben [86].

In Untersuchungen mit Zellreihen des oralen Plattenepithelkarzinoms [76] und des
Pankreaskarzinoms [117] wiesen ZIP4-herunterregulierte Zellen einen Arrest des
Zellzyklus in der G1-Phase auf. Auch eine geringere Apoptoserate und Resistenz
gegeniiber Zinkmangelzustdinden von Pankreaskarzinomzellen durch erhohtes ZIP4

konnte gezeigt werden [117].
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4. Diskussion

Ebenso beschrieben Xu et al. eine Assoziation zwischen erhohter ZIP4-Expression in
HCC-Zellen und gesteigerter Proliferation, Migration sowie erniedrigter Apoptoserate
in vitro (s. D in Abbildung 19). Durch Auswertung klinischer Daten wiesen sie auch
eine signifikante Assoziation mit einer gesteigerten Rezidivrate, Metastasierung, Child-
Pugh-Score, TumorgroBe, erniedrigtem insgesamtem und tumorfreiem Uberleben nach
[79]. Diese vermittelten zelluliren Eigenschaften konnten auch das kiirzere Uberleben
in unserer Studie bei erhohter ZIP4 und ZIP14-Expression bedingen.

Diese genetischen und metabolischen Verdnderungen koénnten somit die malignen
Eigenschaften des HCCs vermitteln.

In der Entwicklung des Prostatakarzinoms wurde entsprechend ein Zinkstoffwechsel
mit erniedrigter ZIP1-Expression und geringer Zink-Plasmakonzentration im PIN
(prostatische intraepitheliale Neoplasie) beschrieben [118]. Auch das pridmaligne
Stadium des Pankreaskarzinoms PanIN (pankreatische intraepitheliale Neoplasie) wird
in Verbindung mit einer Zinkkonzentrationserniedrigung und herunterregulierter ZIP3-
Expression gesehen [119]. Bisher wurde eine erniedrigte ZIP14-Expression im HCC
gefunden [102, 110]. Entgegen dem hier dargestellten Schema, beschrieben Franklin et
al. — analog zur Entstehungstheorie des Prostata- und Pankreaskarzinoms — die
erniedrigte ZIP14-Expression als wursdchlich fiir das Absinken der zelluldren
Zinkkonzentration [102]. Eine prdmaligne Zelle in der Hepatokarzinogenese ist noch
unbekannt, aber es liegt nahe, dass eine schrittweise Entstehung der Malignitét auch im
HCC vorliegt und diese mit einem veridnderten Zinkmetabolismus einhergeht.
Moglicherweise werden diese malignen Eigenschaften durch eine subzellulédre
Verschiebung von Zink in zelluldre Kompartimente und damit entstehender Bindung zu
unterschiedlichen Metalloproteinen vermittelt. Dies konnte die zytoplasmatische
Lokalisation in der immunhistochemischen Féarbung erkldren. Aber auch eine direkte
Beeinflussung der zelluldren Eigenschaften durch die Zinktransporter, wie sie schon bei

ZnT9 beschrieben wurde, wire denkbar.

4.7. Ausblick
Insgesamt betrachtet konnten wir eine Erhohung der ZnT9-, ZIP14- und ZIP4-
Expression in HCC-Zellen nachweisen. Diese Verdnderungen haben vermutlich
funktionelle Effekte auf die zellulire Zinkhomdostase und auch auf die Entwicklung

maligner Zelleigenschaften.
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4. Diskussion

Die molekularen Vorgédnge der Zinkhomoostase in der Zelle und auch die Lage der
Zinktransporter in subzelluldiren Kompartimenten sind bisher noch weitestgehend
unbekannt. Erkenntnisse hieriiber konnten die molekularen Abldufe wahrend der
Karzinogenese nicht nur der Leberepithelzellen aufdecken.

Der vermeintliche ,,Tumor-suppressive Effekt“ konnte anhand von prospektiven
Studien durch Kontrollen des Serumzinkgehaltes von HCC-Patienten untersucht
werden, wobei der lokale hepatische Zinkgehalt allerdings unbekannt bliebe. Eine
Zinksubstitution  bei  systemischen  Zinkmangelzustinden  besonders  bei
Leberzirrhotikern ist als sinnvoll zu erachten, da Zink, auch wenn der ,,Tumor-
suppressive Effekt noch nicht bewiesen ist, unumstritten eine wichtige Funktion als
essenzielles Spurenelement im menschlichen Korper erfiillt.

Zweifellos sind weitere Untersuchungen notwendig um das prognostische und
therapeutische Potenzial der Zinktransporterproteine bei HCC-Patienten weiter zu
belegen. Auch wére es von Interesse, ob eine Zinksubstitution bei Zirrhotikern eine
Auswirkung auf die hepatische Zinktransporter-Expression oder gar einen schiitzenden
Effekt vor der HCC-Entstehung haben konnte.

Moglicherweise kann der Zinkmetabolismus in Verbindung mit den Tumor-
suppressiven Eigenschaften des Zinks Ziel fiir spezifische Tumortherapien sein.
Vielleicht werden in Zukunft Zinktransporterprotein-Modulatoren die Zinkhomd&ostase
der Zelle beeinflussen und so das Tumorwachstum und eine Metastasierung hemmen

konnen.
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5. Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Das essenzielle Spurenelement Zink ist ein wichtiger Bestandteil zelluldrer Funktionen
wie Proliferation, Apoptose-Inhibition, Schutz vor freien Radikalen, Signaltransduktion
und Aktivierung des Immunsystems. Die 24 verschiedenen membrangebundenen
Zinktransporterproteine teilen sich in zelluldre Influx-Transporter, die ZIP (Zinc-Irt-like
protein) -Familie, und Efflux-Transporter, die Familie der ZnT (Zinc-Transporter), auf.
Lokaler Zinkmangel sowie eine Expressionsdnderung unterschiedlicher Zinktransporter
stehen in Verdacht, mit Karzinomen assoziiert zu sein.

Die Leber ist ein wichtiges Organ der systemischen Zinkhomoostase. Durch eine
Entartung von Leberepithelzellen, zumeist verursacht durch eine langjéhrige Zirrhose-
Erkrankung, entsteht ein Hepatozellulidres Karzinom (HCC). Zielsetzung unserer Studie
ist es, die Expression von drei ausgewihlten Zinktransportern (ZIP4, ZIP14 und ZnT9)
in HCC-Geweben zu analysieren und eine Eignung als prognostischen Marker fiir das
Uberleben zu priifen. Hierzu analysierten wir klinische Daten von 138 Patienten, die in
der Universititsklinik Magdeburg in den Jahren 2005 bis 2014 eine histologische
Sicherung eines Hepatozelluliren Karzinoms erhielten. Die Proben wurden mit
AntikOrpern gegen die Zinktransporter immunhistochemisch gefarbt und die Expression
der Proteine semiquantitativ ausgewertet. Wenn extraldsionales Gewebe auf dem
Objekttrager miterfasst war, wurde dies ebenso mikroskopisch bewertet. ZIP4 und
ZIP14 waren im Zytoplasma der Hepatozyten lokalisiert. ZnT9 befand sich im
Zytoplasma und im Zellkern, diese beiden subzelluliren Lokalisationen wurden
wihrend der Analyse immer separat betrachtet. Die statistische Analyse des gesamten
Stichprobenumfangs ergab eine signifikante Expressionserhéhung im HCC-Gewebe
verglichen  mit  extraldsionalem  Gewebe fir alle drei  untersuchten
Zinktransporterproteine unabhédngig von der zugrunde liegenden Lebererkrankung
(AFLD, NAFLD, Virus-Hepatitis, sonstige Atiologien). Bei Betrachtung des
paarweisen Stichprobenumfangs — nach Ausschluss der Patienten, deren extraldsionales
Gewebematerial nicht zur Verfiigung stand — konnte dieses signifikante Ergebnis nur
fiir ZnT9 im Zytoplasma bestitigt werden. Die Korrelation mit dem Uberleben ergab
Hinweise darauf, dass bei erhohter ldsionaler Auspriagung von ZIP4, ZIP14 und ZnT9
im Zellkern ein kiirzeres Uberleben zu erwarten sein kdnnte. Zusammenfassend weist
unsere Studie darauf hin, dass ZnT9, ZIP4 und ZIP14 in der Hepatokarzinogenese eine
entscheidende Rolle spielen und auch Auswirkung auf den klinischen Verlauf haben

konnten. Weiterfithrende Studien sind dringend empfehlenswert.
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7. Anhang

7. Anhang

7.1. Tabellen der parametrischen und nicht-parametrischen Analyse

Tabelle 6: Die Ergebnisse der parametrischen und nicht-
parametrischen Analyse des gesamten Stichprobenumfangs
extralasional vs. lasional der einzelnen Zinktransporterproteine

Gezeigt wird in der jeweils oberen Zeile der Median mit der Spannweite

(Minimum - Maximum) sowie unten der Mittelwert =+

Standardabweichung. Zur statistischen Analyse wurde der Mann-Whitney-

U-Test und Standard-t-Test verwandt. Es werden die Ergebnisse

beziiglich aller Atiologien und, fiir ZIP4 zusitzlich, die der Subgruppen

aufgefiihrt. Als signifikant anerkannt werden p-Werte<0,05. Signifikante

Unterschiede sind durch Fettdruck hervorgehoben. Néhere Erlduterung in

Abschnitt 3.2.

p-Wert
Stichpro- *Mann-
benanzahl |extralisional| ldsional | Whitney-U-
[extr;lds] Test,
**T-Test
o 2(0-6) 3(0-7) 0,006*
ZIP14 n=72;138 24+173 | 32£204 | <00001%*
6(0-7) 72-7) <0,001*
=72;13
INTIcyto | n=72137 | 5\ 15 | 63104 | <0,0001%*
00-7) 4 (0-7) <0.001*
=72;137
INTOZK | n=72 214257 | 36+257 | <0,0001%*
ZIP4
alle 201 2(0-6) 3,5(0-7) 0,001*
Atiologien ’ 2,1+1,71 32+1,.85 | <0,0001**
. 2(0-4) 3(0-7) 0,043*
AFED n=IS36 1 6150 | 2.8+201 | 0020
N 3(0-6) 4(0-7) 0,135*
NAFLD n=10;24 274216 39+ 142 0,12%*
Virus- —7.14 2(0-6) 3(0-6) 0,156*
Hepatitis | | 24200 | 32+1,89 0,2%*
sonstige 0=9:17 2(0-4) 3(0-6) 0,196*
Atiologien ’ 2,4+1.33 32+1,75 0,21%*
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Tabelle 9: Ergebnisse der parametrischen und nicht-
parametrischen Analyse Uber die paarweise angeordneten
Stichproben  extraldsional vs. l&sional der einzelnen
Zinktransporterproteine

Gezeigt wird in der jeweils oberen Zeile der Median mit der

Spannweite (Minimum — Maximum) sowie unten der Mittelwert +

Standardabweichung. Zur statistischen Analyse wurde der Mann-

Whitney-U-Test und Standard-t-Test verwandt. Die Stichprobenanzahl

ist extraldsional und ldsional gleich. Es werden die Ergebnisse

beziiglich aller Atiologien und, fiir ZIP14 und 4 zusitzlich, die der

Subgruppen aufgefiihrt. Als signifikant anerkannt werden p-

Werte<0,05. Signifikante Unterschiede sind durch Fettdruck

hervorgehoben. Néhere Erlduterung in Abschnitt 3.3.

p-Wert
. *Mann-
Stichpro- extraldsional [ ldsional | Whitney-U-
benanzahl
Test,
**T-Test
ZIP14
alle —n 2(0-6) 3(0-7) 0,267*
Atiologien 24+1,73 28+2 0,198**
B 2(0-5) 2,5(0-6) 0,412%
AFLD N4 0165 | 24x18 | 037%
B 3 (0-6) 3(0-6) 0,230%*
NAFLD N3 91158 | 364200 0,2%*
Virus- 1l 2(0-6) 2(0-7) 0,842%*
Hepatitis 2,7+2,20 3+2,65 0,8**
s"onstige n=13 2(0-5) 2(0-5) 0,976*
Atiologien 2,5+1,56 2,4+1,39 0,9%*

6(0-7) 6(2-7) 0,002*
55+115 | 60+1,16 | 0009**
0(0-7) 3(0-7) 0,112%
2,14£257 | 284256 0,12%*

ZNT9 cyto n=72

ZNT9 zk n=72

ZIP4
alle —0 2(0-6) 2(0-7) 0,437*
Atiologien 2,1+1,71 2,4+1,85 0,465%*
2(0-4) 2(0-6) 0,803*
AFLD =15
" 1,6£150 | 19+18 | 067%
3(0-6) 42-7) 0,384
NAFLD =10
" 27+216 | 37+157 | 025%*
Virus- s 2(0-6) 2(0-5) 0,704
Hepatitis 2+2,00 2,1+1,77 0,89**
sonstige =9 2(0-4) 2(0-5) 1*
Atiologien 24+133 | 23+1,66 0,88%**
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