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AFLD: alcoholic fatty liver disease: alkoholische Fettlebererkrankung
AFP: Alphafetoprotein

AUC: area under the curve: Flache unter der Kurve

BCLC: Barcelona Clinic Liver Cancer

CLIP: Cancer of the Liver Italian Program

EASL.: European Association for the Study of the Liver

ECOG: Eastern Co-operative Oncology Group

HBV: Hepatitis-B-Virus

HCC: hepatozellulares Karzinom

HCV: Hepatitis-C-Virus

HKLC: Hong Kong Liver Cancer

LTX: Lebertransplantation

MELD: Model of End-stage Liver Disease

mRECIST: modified response evaluation criteria in solid tumors
NAFLD: non-alcoholic fatty liver disease: nicht-alkoholische Fettlebererkrankung
PBC: primar biliare Cholangitis

PELI: perkutane Ethanol-Injektionstherapie

PIGF: placental growth factor

PSC: primar sklerosierende Cholangitis

RFA: Radiofrequenzablation

ROC: receiver operating characteristic

SIRT: selektive interne Radiotherapie

TACE: transarterielle Chemoembolisation

TAE: transarterielle Embolisation

TARE: transarterielle Radioembolisation

VEGF: vascular endothelial growth factor

SVEGFR: soluble vascular endothelial growth factor receptor
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4 Zusammenfassung

4.1 Zusammenfassung

Das hepatozelluldre Karzinom (HCC) ist die zweithdufigste krebsassoziierte Todesursache
weltweit und entsteht meist auf dem Boden einer Leberzirrhose oder anderer Risikofaktoren
wie der chronischen Hepatitis-B-Infektion oder der nicht-alkoholischen Fettlebererkrankung.
Mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von 15% ist die Mortalitat hoch, da es oft erst in spaten Sta-
dien zur Diagnose kommt. Neben den bekannten Stadieneinteilungen haben sich fir eine indi-
viduelle Behandlungsstrategie bisher wenig prognostische und pradiktive Marker durchgesetzt.
Angiogene Faktoren sind potentiell nicht-invasive Marker fiir das HCC, die Zirrhose und deren
Fortschreiten und gleichzeitig mogliche Therapieziele. In der vorliegenden monozentrischen
retrospektiven Studie untersuchten wir an 263 Patienten mit HCC den Einfluss klinischer und
paraklinischer Parameter auf das Uberleben. Wir bestimmten und verglichen in drei Kohorten
(HCC (n=263), Zirrhose (n=82) und gesunde Probanden (n=30)) drei Faktoren der Angioge-
nese: placental growth factor (PIGF), vascular endothelial growth factor (VEGF) und soluble
vascular endothelial growth factor receptor-1 (SVEGFR-1).

Der Uberlebensmedian aller Patienten betrug 33 Monate. Transplantierte Patienten hatten das
beste Outcome: Nach 20 Jahren Beobachtungszeit lebten noch tber 60%. Patienten im Endsta-
dium hatten ein Uberlebensmedian von 4,5 Monaten. In der univariaten Analyse waren das
héhere Alter, eine alkoholbedingte Lebergrunderkrankung, die Anzahl und GroRe der L&sionen,
héhere Tumorstadien nach BCLC!, CLIP?, Okuda' und TNM* sowie hohere Werte fur Alpha-
fetoprotein (AFP)t, VEGF und sVEGR-1 signifikant mit einem kiirzeren Uberleben assoziiert.
Patienten, die im Intermedidrstadium aggressiver behandelt wurden, hatten ein signifikant 1an-
geres Uberleben. VEGF hatte einen annihernd signifikanten unabhangigen Einfluss. Im Ver-
gleich der drei Kohorten hatten gesunde Probanden héhere PIGF, VEGF und sVEGFR-1-Werte
als HCC- und Zirrhosepatienten (Mittelwerte in pg/mL fiir PIGF: gesunde Kontrollen: 9,68/
Zirrhose: 3,48/ HCC: 5,26; fir VEGF: gesunde Kontrollen: 300,36/ Zirrhose: 241,57/ HCC:
224,37; fir sVEGFR-1: gesunde Kontrollen: 189,81/ Zirrhose: 60,27/ HCC: 122,32). Die PIGF-
Werte fielen in allen Kohorten insgesamt sehr niedrig aus. Im Vergleich von Patienten mit HCC
und Zirrhosepatienten konnte SVEGFR-1 signifikant zwischen beiden Gruppen unterscheiden
(AUC: 0,78, p<0,0001). AFP schnitt mit einer Sensibilitat und Spezifitat von 73,8% und 90,2%
besser ab. SVEGFR-1-Werte stiegen signifikant mit fortschreitendem Tumorstadium an,
VEGF-Werte signifikant mit dem Zirrhosestadium. Eine starke Korrelation der Marker gab es
nicht.

In unserer Studie hatten VEGF und sVEGFR-1 eine prognostische Aussagekraft. Wir konnten
nicht bestatigen, dass die drei Marker zur Diagnose einer Zirrhose oder eines HCC geeignet

! Die Staging-Systeme und Tumormarker fiir das HCC werden im Kapitel 5.1.1.4 erlautert.
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sind oder zusétzlichen Nutzen zu AFP bringen. Vielmehr kdnnten sie als individuelle, nicht-
invasive Verlaufsparameter zusatzlich zu bekannten klinischen und paraklinischen Markern be-
griffen werden.

4.2 Abstract

The hepatocellular carcinoma is the second most frequent cancer related cause of death
worldwide. It is usually a complication of a cirrhosis of the liver or of other risk factors such
as a chronical hepatitis B infection or the non-alcoholic fatty liver disease. Being often dia-
gnosed only at a late stage, mortality is very high (15 % 5-year-survival-rate). Besides the
common staging systems, no further prognostic or predictive markers for an individually
adapted treatment have been established. Angiogenic factors are potentially non-invasive mar-
kers for (the progression of) HCC and cirrhosis and at the same time possible therapy objec-
tives. The retrospective study at hand investigated a cohort of 263 HCC patients and the in-
fluence of clinical and paraclinical parameters on their survival. We determined and compared
three factors of angiogenesis (PIGF, VEGF and sVEGFR-1) within the HCC cohort (n=263),
a cohort of cirrhosis patients (n=82) and a cohort of healthy probands (n=30).

The overall median survival amounted to 33 months. Transplanted patients had the best out-
come: more than 60% were still alive after 20 years of observation. End-stage patients had a
median survival of 4.5 months. The univariate analysis showed that higher age, alcohol-related
liver disease, number and size of lesions, higher tumor stage (with respect to BCLC, CLIP,
Okuda and TMN staging systems) as well as higher values of AFP, VEGF and sVEGFR-1 were
connected statistically significantly to shorter survival. Patients treated aggressively during
intermediate stage survived statistically significantly longer. VEGF had an approximately in-
dependent influence on survival. Healthy probands had higher PIGF, VEGF and sVEGFR-1
values than HCC- and cirrhosis patients (mean values in pg/mL: for PLGF: healthy: 9,68/
cirrhosis: 3,48/ HCC: 5,26; for VEGF: healthy: 300,36/ cirrhosis: 241,57/ HCC: 224,37; for
SVEGFR-1: healthy: 189,81/ cirrhosis: 60,27/ HCC: 122,32). PIGF values were overall very
low. sVEGFR-1 distinguished significantly between HCC and cirrhosis patients (AUC: 0.78,
p<0.0001). AFP performed better (sensitivity: 73.8%, specificity: 90.2%). SVEGFR-1 values
significantly increased with higher tumor stage, VEGF with higher cirrhosis stage. The corre-
lation between the markers was not strong.

Our study indicated a prognostic value of VEGF and sVEGFR-1. However, we could not con-
firm any further benefit for cirrhosis or HCC diagnosis particularely compared to and combi-
ned with AFP. They may rather be used as individual and non-invasive gradient parameters in
addition to clinical and paraclinical markers.
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5 Einleitung

5.1 Grundlagen

5.1.1 Das hepatozellulare Karzinom

5.1.1.1 Epidemiologie

Als funfthaufigste Tumorerkrankung und zweith&ufigste krebsassoziierte Todesursache welt-
weit ist das hepatozellulare Karzinom (HCC) mit steigender Inzidenz und Mortalitét (1) durch
die weiterhin tberwiegend spate Diagnose (2) fir Kliniker eine grof3e Herausforderung.

Das HCC ist der haufigste maligne Tumor der Leber. Der bedeutendste Risikofaktor fur die
Entwicklung eines HCC ist die Leberzirrhose. Circa 90% entstehen auf dem Boden einer Zir-
rhose, umgekehrt entwickeln ein Drittel der Zirrhose-Patienten? ein HCC (1) (3). Die Inzidenz
wird durch die zugrundeliegende Erkrankung beeinflusst: bei einer viral bedingten Zirrhose ist
sie hoher als bei der nicht-alkoholischen Fettlebererkrankung (NAFLD) (4) (1). Zusétzliche
Risikofaktoren sind unter anderem das hohere Alter, das mannliche Geschlecht sowie eine zu-
nehmende Verschlechterung der Leberfunktion (3). Das HCC-Risiko ist ebenfalls erhoht bei
Patienten mit chronischer Hepatitis-B (HBV)-Infektion®, mit fortgeschrittener Fibrose und
chronischer Hepatitis-C (HCV)-Infektion, mit NAFLD ohne Zirrhose und bei regelmaRiger
Aufnahme von Aflatoxin-B1 (4) (5) (2) (6). Das individuelle HCC-Risiko ist somit schwer ein-
zuschétzen.

Die unterschiedlichen und multiplen Risikofaktoren bedingen eine heterogene Verteilung der
Inzidenz weltweit. So ist sie in Ostasien und Subsahara-Afrika durch die weit verbreitete chro-
nische HBV-Infektion besonders hoch (Gber 80% der HCC-Falle weltweit). Allein in China
treten 50% der weltweiten HCC-Falle auf. Insgesamt ist dort die Inzidenz durch die HBV-Imp-
fung der Neugeborenen sinkend. In westlichen L&ndern (Europa und Nordamerika) und Japan
ist bisher die HCV-Infektion fur die Entwicklung eines HCC fiihrend, insgesamt treten dort
aber weniger als 20% der Falle weltweit auf (7) (1). Der zu erwartende positive Einfluss der
neuen antiviralen Therapien der HCV-Infektion auf die Inzidenz muss gegen die &lter werdende
Population mit zunehmendem Risiko (1) und die stetige Zunahme des metabolischen Syndroms
mit konsekutiver NAFLD aufgewogen werden. Insgesamt ist mit einer weiterhin steigenden
HCC-Inzidenz in den westlichen L&ndern zu rechnen (8), zumal die Inzidenz und der Einfluss
der NAFLD und anderen Komorbiditaten moglicherweise unterschétzt werden (1).

2 Obwohl aus Griinden der Lesbarkeit im Text die mannliche Form gewahlt wurde, beziehen sich die Angaben auf
Angehorige beider Geschlechter.

% Im folgenden Text stehen die Abkiirzungen HBV und HCV jeweils fiir die chronische Hepatitis-B- und die
chronische Hepatitis-C-Infektion.
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Trotz standardisierter VVorsorgeuntersuchungen flr bestimmte Risikopatienten kommt es durch
meist asymptomatische Anfangsstadien in vielen Fallen erst in fortgeschrittenen Stadien mit
schlechter Prognose ohne kurative Therapieoptionen zur Diagnose (2). Die sichere Identifika-
tion von Hochrisiko- bzw. Risikopatienten sowie effektives Screening zur frihen Diagnose des
HCC sind daher neben Primar- und Sekundarmalinahmen wie HBV-Impfung, antivirale The-
rapie und Lebensstildanderungen nach wie vor von Bedeutung (8) (6).

5.1.1.2 Hepatokarzinogenese

Das HCC entwickelt sich im Laufe von vielen Jahren aus dysplastischen Knoten bei chroni-
schem Leberschaden. Neben Atiologie-spezifischen molekularen Mechanismen kommt es in
der entziindeten oder bereits fibrotischen/zirrhotischen Leber zur Uberexpression von Zytoki-
nen wie Tumornekrosefaktor (TNF)-a und Interferon (INF)-y, zu einem Nitritoxid (NO)-An-
stieg und dadurch zu DNA-Schédigung sowie zu Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen und
Aktivierung von Protoonkogenen (9). Aus einem dysplastischen Fokus mit zunehmend entdif-
ferenzierten und funktionslosen Hepatozyten und Regenerationsarealen entsteht ein dysplasti-
scher Knoten und anschliefend ein friihes differenziertes Karzinom, welches sich zu einem
fortgeschrittenen, wenig differenzierten Karzinom mit Tendenz zu weiterem Wachstum, Meta-
stasierung und Invasion entwickelt (10). Die Dysregulierung von Wachstumsfaktor-Signalwe-
gen wie insuline-linke growth factor (IGF), epidermal growth factor (EGF), vascular endothe-
lial growth factor (VEGF) und fibroblast growth factor (FGF) und das komplexe Zusammen-
spiel der Tumorzellen mit dem umliegenden Gewebe spielen dabei eine groRRe Rolle. Das HCC
kann anhand der betroffenen Signalwege und Gendysregulationen in viele verschiedene, hete-
rogene Subklassen eingeteilt werden (11). Auf die spezifische Rolle des VEGF-Signalweges
und der Angiogenese wird in Kapitel 5.1.3 ndher eingegangen.

5.1.1.3 Uberwachung und Diagnostik

GemaR den aktuellen Richtlinien der European Association for the Study of the Liver (EASL)
2018 (1) sollten folgende Patienten engmaschig tberwacht werden: Patienten mit einer Leber-
zirrhose Child A und B sowie Child C-Patienten (Kapitel 5.1.2), die auf eine Lebertransplanta-
tion warten; Patienten mit einer chronischen HBV-Infektion und einem intermedidren Risiko
fiir die Entwicklung eines HCC sowie, basierend auf einer individuellen Risikoabschatzung,
Patienten mit einer fortgeschrittenen Leberfibrose. Ziel ist es, die HCC-bedingte Mortalitat zu
senken, indem Frihstadien erkannt und kosteneffizient behandelt werden. Es fehlen jedoch
weiterhin etablierte Verfahren zur besseren Identifikation von Risikopatienten (3).

Bei Risikopatienten sollte alle 6 Monate eine Abdomensonographie erfolgen. Suspekte Lasio-
nen unter 1cm sollten mindestens alle 4 Monate flr 1 Jahr kontrolliert werden. Die Sonographie
ist bezliglich der HCC-Erkennung sehr sensitiv und spezifisch (Sensitivitat 89%, Spezifitét tber
90%), aber stark untersucherabhangig. Auch werden Frihstadien nicht sicher erkannt (1).
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Bei Lasionen Uber 1cm oder bei Verédnderungen der L&sion besteht der Verdacht auf ein HCC,
und es folgen gemaR den EASL-Richtlinien (1) weitere bildgebende Verfahren. Mit der Mag-
netresonanztomographie (MRT) oder Computertomographie (CT) erzielt man nahezu 100%
Spezifitat bei Lasionen tber 1cm. Das HCC zeigt ein typisches Verhalten in der kontrastmittel-
gestutzten Untersuchung: Durch die im Gegensatz zur restlichen Leber ausgepragte arterielle
Tumorversorgung kommt es zu einer starken Kontrastierung in der arteriellen Phase und zu
einem frihen Auswaschen (washout) in der vendsen oder spaten Phase. Ferner wird der Tumor
durch Grol3e und Infiltration der Pfortader charakterisiert.

Eine Biopsie wird durchgefuhrt, wenn die Lasion sich radiologisch mit zwei Verfahren (wobei
hier auch die Kontrastmittel-Sonographie zum Einsatz kommt) nicht eindeutig einordnen l&sst.
Bei fehlender Zirrhose sollte sie grundsatzlich durchgefuhrt werden (1).

Sehr friihe Karzinome zeigen mitunter sowohl histologisch als auch radiologisch keine typi-
schen Merkmale. Sie sind in der Regel hypovaskularisiert, fettreich, weisen keine Mikroinva-
sion der GefaRe auf und sind gut differenziert. Fortgeschrittene Karzinome sind arteriell gut
vaskularisiert und weisen meist bereits eine GeféaRinvasion, eine Kapsel und eine schlechte Dif-
ferenzierung auf. Aufgrund der starken Heterogenitit des HCC auch innerhalb eines Tumors
und zwischen zwei Lé&sionen innerhalb einer Leber hat sich bisher die molekulargenetische
Analyse als diagnostische, prognostische und therapiestrategische Hilfe noch nicht durchsetzen
kénnen (3).

Mit einer Sensitivitat von ca. 60% und einer geringen Spezifitat wird der Tumormarker Alpha-
fetoprotein (AFP) beim Staging nicht berlcksichtigt (3) (8). Er ist aber ein guter prognostischer
Marker fiir Uberleben und Therapieergebnis, auch unabhéangig von anderen bekannten prog-
nostischen Markern wie der GeféaRinvasion oder der Anzahl und GroRe der Lasionen (12). Ein
erhohter AFP-Wert ist zudem mit anderen Markern schlechter Prognose wie Groéfe und Inva-
sivitat des Tumors korreliert und kann die Préadiktivitat der Milan-Kriterien (Kapitel 5.1.1.4)
bei transplantierten Patienten verbessern (3). Zu weiteren Markern wie L3-Fraktion des glyko-
silierten AFP (L3-AFP), Des-gamma-carboxiprothrombin (DCP), Alpha-Fukosidase und Gly-
pican gibt es bisher zu wenig belastbare Daten (1).

5.1.1.4 Staging und Prognose

Die Barcelona Clinic Liver Cancer (BCLC)-Klassifikation (Abbildung 1) fur das HCC basiert
auf den wichtigsten bekannten prognostischen Faktoren des HCC: der Leberfunktion, der Tu-
mormorphologie und dem Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) Performance Status
(PS) des Patienten, der das Befinden und die Einschrankungen im Alltag des Patienten objek-
tiviert (1). Die Leberzirrhose wird als Komorbiditat mit ungtnstiger Auswirkung berticksich-
tigt. Die klassische TumorgroRe-Lymphknoten-Metastasen (TNM)-Klassifikation der Union
for International Cancer Control (UICC) erfasst keine klinischen Parameter und neuerdings
die mikroskopische GefaRinvasion, die nur histologisch aufzuarbeiten ist (13). Die BCLC-Kri-
terien werden in den Leitlinien der American Association for the Study of Liver Diseases
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(AASLD) (14) und der EASL (1) sowie in den (sich in Uberarbeitung befindenden) deutschen
S3-Leitlinien zum HCC (6) bei der Prognoseabschéatzung und Therapieentscheidung berlick-
sichtigt.

Die gesamte 5-Jahres-Uberlebensrate betragt 15% (15). Ferner ergaben sich in einer multizent-
rischen Langzeitkohortenstudie, der sogenannten BRIDGE-Studie von 2015, Uberlebensmedi-
ane von jeweils 80, 27, 15 und 4 Monaten fur BCLC-Stadien A, B, C und D. Nach 96 Monaten
lebten noch tber 50% der Patienten im Stadium BCLC 0 (7).

Die tatséchliche Therapieentscheidung variiert individuell und geographisch erheblich, nicht
zuletzt durch die unterschiedlich verteilten Ressourcen bei den Therapieoptionen, aber auch
aufgrund von Unterschieden der Patientencharakteristika und der HCC-Atiologie. In Asien
wurde beispielsweise bei hdufiger fehlender zugrundeliegender Leberzirrhose das Hong Kong
Liver Cancer (HKLC)-Staging-System entwickelt, welches mit aggressiveren Therapiestrate-
gien eine bessere Pradiktion in dortigen Kohorten erzielt (16) (17).

Altere Klassifikationen wie die Staging-Systeme Okuda (A-C) (Tabelle 2) und Cancer oft he
Liver Italian Programm (CLIP) (0-6) (Tabelle 1) basieren auf Leberfunktion, Tumormorpho-
logie sowie auf dem AFP-Wert und dem Vorhandensein einer Gefalinvasion (Pfortaderthrom-
bose). Hohere Stadien korrelieren mit einer schlechteren Prognose: die Uberlebensmediane rei-
chen von 42,5 bei niedrigen zu 1 Monat bei hohen CLIP-Stadien (18) (19). Beide Klassifikati-
onen weisen den erheblichen Nachteil auf, dass sie kleine Tumore nicht erfassen oder weiter
differenzieren kénnen. Der CLIP-Score wurde zudem in einer Kohorte mit mehrheitlich lokal
behandelten Patienten validiert und ist bei operablen Patienten nicht ohne Weiteres anwendbar
(20).

Eine genauere prédiktive und prognostische Eischdtzung ist schwierig. Es gibt vielfach An-
sétze, die gangigen Staging-Systeme zu verbessern. Der hepatoma arterial-embolization prog-
nostic (HAP)-Score (basierend auf dem Albuminwert, dem AFP, der Tumorgrélie und dem
Bilirubin) hat sich beispielsweise bereits zur Verbesserung der individuellen Therapiestrategie
bei bestimmten Patienten bewahrt, wurde aber noch nicht in allgemeine Empfehlungen Uber-
nommen (13). Andererseits werden beim Staging aber noch nicht systematisch alle klinischen
Hinweise auf eine fortschreitende Leberdysfunktion erfasst. Die Zuverlassigkeit anderer Se-
rummarker wie angiogene Faktoren, verschiedene Interleukine und FGF (21) oder Angiopoeitin
2 (22) wird in Studien untersucht.

Die folgenden Tabellen erldutern die Staging-Systeme CLIP und Okuda.
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Punkte | Child-Pugh-Stadium*® | Tumormorphologie AFP (ng/mL) Pfortaderthrombose
0 A Unifokal, <400 Nein
<50% der Leber
1 B Multifokal, 2400 Ja
< 50% der Leber
2 C Massiv,
>50% der Leber

Tabelle 1: Staging-System CLIP (23) (AFP: Alphafetoprotein)

Punkte | TumorgroBe Aszites Albumin (g/dL) Bilirubin (mg/dL)
0 <50% Nein >3 <3

1 >50% Ja <3 23

Stadium I: 0 Punkte ; Stadium Il: 1-2 Punkte; Stadium lll: 3-4 Punkte

Tabelle 2: Staging-System Okuda (24)

5.1.1.5 Therapie

Die Therapieoptionen ergeben sich aus den EASL-Richtlinien gemaR der modifizierten BCLC
Klassifikation (1).

Fur Patienten, die mit kleiner Tumorlast und erhaltener Leberfunktion ohne Aszites als BCLC-
Stadium 0 oder A (ein Herd unter 2cm fur Stadium 0 und ein Herd oder bis zu drei Herden
unter 3cm fir Stadium A) eingestuft werden, betragt die 5-Jahres-Uberlebensrate jeweils 89-
90% und 50-70%. Diese Patienten konnen kurativ durch lokale Ablation, Resektion oder
Lebertransplantation behandelt werden. Die Radiofrequenzablation und die Resektion werden
als gleichwertig eingestuft. Die Resektion sollte bei nicht-zirrhotischen Patienten bevorzugt
werden. Bei Patienten mit Zirrhose sollte sie denjenigen mit solitérer Lasion und ohne portale
Hypertension und normalem Bilirubin vorbehalten sein. Es zeigt sich leider eine hohe
Rezidivrate (70% innerhalb der ersten 5 Jahre nach Resektion (8)) durch bereits bestehende
Mikrometastasierung oder neue Tumore in der fortbestehenden Zirrhose. Bei friihen Rezidiven
sollte die Mdglichkeit einer Lebertransplantation gepruft werden. Diese ist innerhalb der Milan-
Kriterien (ein Herd unter 5cm oder bis zu drei Herden unter 3cm, keine makroskopische
Gefallinvasion und keine extrahepatische Manifestation) aufgrund der geringen Rezidivrate von
15% in 5 Jahren (8) Therapie der Wahl bei Patienten mit Leberzirrhose und HCC im Stadium
BCLC A, insbesondere bei dekompensierter Leberzirrhose und/oder mehreren L&sionen.
Demensprechend erhalten Patienten mit Leberzirrhose und HCC innerhalb der Milan-Kriterien
auf der Eurotransplant-Liste fir das HCC zusétzliche Punkte unabhdngig von der
Leberfunktion. Um der Progression des HCC entgegenzuwirken werden Patienten mit einer

4 Siehe Tabelle 3
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voraussichtlichen Wartezeit von (ber 6 Monaten einer sogenannten Bridging-Therapie
(Resektion oder lokale Ablation) unterzogen. Die Heterogenitdit des HCC und des
Therapieansprechens in diesem Stadium kann fir die Priorisierung auf der Transplantationsliste
problematisch sein (25). Fur Patienten im Frihstadium mit portaler Hypertension oder
assoziierten Erkrankungen und somit hohem Operationsrisiko und Patienten im Stadium A, die
fiir eine Transplantation nicht in Frage kommen, stehen mehrere Verfahren der lokalen Ablation
zur Verfugung. Am haufigsten wird die Radiofrequenzablation (RFA) mit Induktion einer
Tumornekrose durch Hyperthermie angewendet. VVoraussetzung ist prinzipiell eine HerdgroRe
unter 4cm. Ansonsten sollte eine Chemoembolisation nachgeschaltet werden. Vor allem bei
kleinen Herden unter 2cm ist die Effektivitdit der RFA bei niedrigerem Operationsrisiko
derjenigen der Resektion gleichzusetzen. Die RFA ersetzt mittlerweile weitgehend die
perkutane Ethanolinjektion (PEI). Am Campus Virchow Klinikum steht als weiteres
lokalablatives strahlentherapeutisches Verfahren das Afterloading (CT-high dose radiation
brachytherapy) zur Verfligung, mit &hnlichen Indikationen wie die RFA. Weitere Verfahren
sind die Mikrowellenablation (MWA) und die irreversible Elektroporation (IRE), bei der auch
gefalinahe Tumore behandelt werden konnen. Die stereotaktische Bestrahlung hat sich bisher
noch nicht etabliert (1), wird aber zunehmend diskutiert (26).

Ab dem Intermediérstadium BCLC B (asymptomatische Patienten mit erhaltener Leberfunk-
tion und einer Tumorausdehnung auf3erhalb der Milan-Kriterien aber ohne makroskopische Ge-
faRinvasion und extrahepatische Tumormanifestation) liegt die 2-Jahres-Uberlebensrate bei
49%. Hier wird der kurative Ansatz den Empfehlungen nach verlassen. Bei vitalem Tumorge-
webe werden repetitiv anwendbare, gleichwertige, transarterielle Verfahren wie die konventio-
nelle transarterielle Chemoembolisation (TACE), die drug-eluting beads-TACE (DEB-TACE)
durchgefiihrt oder seltener die einfache transarterielle Embolisation (TAE). In die tumorversor-
genden Arterien werden Chemotherapeutika (Doxorubicin, Cisplatin oder Mitomycin) appli-
ziert und im Falle der konventionellen TACE zusatzlich embolisiert. Zur Reduzierung der To-
xizitat wurde das DEB-TACE Verfahren mit doxorubicinbeladenen Mikrosphéren entwickelt.
Die radiologischen modified response evaluation criteria in solid tumors (MRECIST)-Kriterien
dienen der Messung des Therapieerfolgs unter TACE. Bei Therapieversagen (fehlendes An-
sprechen oder Progress nach zwei Sitzungen) sollte die Behandlung abgebrochen werden. Eine
Pfortaderthrombose, arteriovendse Fisteln und eine fortgeschrittene Zirrhose sind relative
Kontraindikationen. Die Chemoembolisation ist auch fur Patienten in Frihstadien eine Thera-
pieoption, wenn die empfohlenen Verfahren kontraindiziert sind (1).

Eine Kombinationstherapie von TACE und RFA fiir Tumore tiber 3cm zeigt einen Uberlebens-
vorteil, ist jedoch sehr aufwendig. Die Kombination von TACE mit einer systemischen Thera-
pie zeigte bisher keinen Vorteil (1).

Bei der Radioembolisation, auch selektive interne Radioembolisation (SIRT) genannt, werden
(meist mehrfach) radioaktive Substanzen in die Leberarterie gegeben. Diese wandern vornehm-
lich in die Gegend des gut vaskularisierten Tumors ein und strahlen dort hochdosiert mit kleiner
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Eindringtiefe. Die VVoraussetzung ist der Ausschluss von Shunts besonders zur Lunge. Eine der
Komplikationen ist dabei die strahleninduzierte Leberzellschédigung. Sie kann auch bei Pfort-
aderthrombose oder diffusem Tumorwachstum durchgefiihrt werden, da die radioaktiv belade-
nen Partikel die Gefél3e nicht komplett okkludieren. Sie wird derzeit an spezialisierten Zentren
in den Stadien A, B (27) und C, oft auch in Kombination mit anderen Therapien, im Rahmen
von Studien (28) (29) (30) angewandt. Ein Uberlebensvorteil bei HCC im fortgeschrittenen
Stadium gegenuber der Standardtherapie wurde bisher nicht nachgewiesen (31).

Es ist zu bemerken, dass Patienten mit einem solitaren Tumor ber 5cm mdglicherweise noch
von einer Resektion profitieren konnten. Auch kann bei Patienten, deren Tumor die Milan-
Kriterien noch erfullt, die aber in der BCLC-Klassifikation aufgrund der schlechten Leberfunk-
tion bereits als fortgeschritten gelten, noch eine Transplantation in Betracht gezogen werden
(1) (7). Die Klassifikation als Intermedi&rstadium sollte somit der individualisierten Therapie
nicht im Wege stehen.

Im fortgeschrittenen Tumorstadium BCLC C liegt die 1-Jahres-Uberlebensrate bei 25% (Tu-
mor mit makroskopischer GefaRinvasion oder extrahepatischer Manifestation sowie bei Thera-
pieversagen lokoregionaler Verfahren). Bei Patienten mit einer erhalten Leberfunktion kommt
seit 2007 der Tyrosinkinasehemmer Sorafenib zum Einsatz. Allerdings ist der Uberlebensvor-
teil gering und bereits bei Child-Pugh-Stadium B minimal (32). Neben den modifizierten RE-
CIST-Kriterien ist vor allem das klinische Ansprechen und die Toleranz fur das Therapiema-
nagement ausschlaggebend (8). Der Wirkmechanismus flhrt tber Hemmung der B-Raf- und
Raf-1-Kinase sowie der Tyrosinkinasen des vascular endothelial growth factor recep-
tor (VEGFR) und des platelet-derived growth factor receptor (PDGFR) zu einer Hemmung der
Angiogenese (Kapitel 5.1.3), der Zellproliferation und zu einer Reduktion der Tumorlast (33).
Die wichtigsten Nebenwirkungen sind das Hand-FuR-Syndrom, gastrointestinale Beschwerden
und arterieller Hypertonus. Bis zu 30% der Patienten miissen aufgrund der schlechten Toleranz
die Therapie abbrechen (34). Lenvatinib inhibiert VEGF- R1-3, fibroblast growth factor recep-
tor 1-4 (FGF-R1-4), platelet-derived growth factor receptor alpha (PDGFR-a) und die Wachs-
tumsfaktor-Rezeptoren RET und KIT und wird neuerdings ebenfalls als Erstlinientherpie enge-
setzt. Seit Kurzem gibt es mit Regorafenib, einem oralen Multikinaseinhibitor mit d&hnlichem
Wirkmechanismus, eine Zweitlinientherapie bei Therapieversagen unter Sorafenib. Cabozanti-
nib hemmt die Tyrosinkinasen MET, RET und VEGF-R2 und wurde ebenfalls als Zweitlinien-
therapie bei erfolgloser oder nicht vertragener Therapie mit Sorafenib zugelassen (1). Neuer-
dings wurde zudem Ramucirumab, ein monoklonaler Antikérper gegen VEGFR-2, als Zweit-
linientherapie bei erhohtem AFP zugelassen (35).

Neben dem Ausbau lokoregionaler Therapien werden auch antiangiogene Wirkstoffe weiterhin
als systemische Therapieoptionen und potentielle Kombinatiospartner getestet (31). Bisher
zeigte jedoch Linifanib, ein oraler Tyrosinkinasehemmer, genauso wenig einen Vorteil wie die
Kombinationen von TACE und Brivanib oder Orantinib (1).
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Checkpoint-Inhibitoren gelten auch beim HCC als vielversprechende Therapieoptionen. Flr
Nivolumab und Pembrolizumab kénnte es als Erst- beziehungsweise Zweitlinientherapie mog-
licherweise eine Indikation geben. Durvalumab oder Tremelimumab werden aktuell als Alter-
native zu Sorafenib getestet. Das Gleiche gilt flir Kombinationen von Immuntherapien mit zu-
gelassenen Tyrosinkinasehemmer oder lokoregionalen Therapien (31). Die Abbildung 2 zeigt
einen Uberblick tiber eine mogliche sequentielle Therapie des HCC.

Im fortgeschrittenen Stadium gibt es fiir das HCC keinen etablierten Biomarker zur individuel-
len Prédiktion und zur Prognoseabschatzung.

Im Endstadium BCLC D mit einer hohen Tumorlast beziehungsweise deutlich eingeschrénkter
Leberfunktion oder einem Performance Status (iber 2 und einem Uberlebensmedian von 3-4
Monaten wird lediglich eine supportive Therapie durchgefuhrt (1).

In den zwei folgenden Abbildungen wird die BCLC-KIassifikation der EASL Richtlinien 2018
dargestellt und ein méglicher sequentieller Therapieansatz gezeigt.

| HCC in cirrhotic liver |

| ! ! ' I

Very early stage (0) Early stage (A) Intermediate stage (B) Advanced stage (C) Terminal stage (D)
Single <2 cm Single or Multinodular, Portal invasion/ Not transplantable
Prognostic Preserved liver 2-3 nodules <3 cm unresectable extrahepatic spread HCC
stage function Preserved liver Preserved liver Preserved liver End-stage
PSO function function function liver function
PSO PSO PS 1-2 PS 3-4
\ 4 v
solitary 2-3 nodules
<3 cm

\ 4

Optimal surgical
candidate
v v v
Ves o > Transplant
candidate
vV
Yes No
v v v v v
Treatment | Ablation | | Resection | |Transp|ant| | Ablation | |Chemoembo|ization| | Systemic therapy | | BSC
Survival | > 5 years | | > 2.5 years | | > 10 months | | 3 months

Abbildung 1: Modifiziertes BCLC Staging-System, modifiziert nach Galle PR et al. (1)
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Special aspects " Treatment with survival benefit " Indication | | BCLC stage
= Liver function Resection, ablation, or transplantation] = Liver-only disease
= Portal hypertension = Liver tumor burden
= Tumor size * Asymptomatic .
= Number of nodules §
= Tumor localisation :’F;
[o)o]
= Associated diseases ®
= Waiting time for liver
transplantation v
= Liver function TACE Early systemic | = Liver-only disease 5
= Portal vein patency or TARE (SIRT)? treatment? = No vascular invasion 5
3
flow = Preserved liver function o
= Tumor burden =ECOGPSO %’r
= Associated diseases = Selective approach &
®
v _
First line | |= Liver function Sorafenib Lenvatinib = No tumor burden limit
= Associated diseases = Preserved liver function
= ECOG PS 0-2
v >
Q.
<
Q
- ; ; _ a
Second line | [ Previous sorafenib Regorafenib Sorafenib = No tumor burden limit 1]
tolerance = Preserved liver function gr
o)}
L s . . N o
e e Ramucirumab Cabozantinib 2IIG T
= Associated diseases
Pembrolizumab (Nivolumab) —
Best supportive care = No tumor burden limit m
= Impaired liver function o
~+
= ECOG PS 3-4 -
]

Abbildung 2: Sequentielle Therapie des HCC, modifiziert nach Forner et al. (36) (TACE: transarterielle Chemoem-

bolisation; TARE: transarterielle Radioembolisation; SIRT: selektive interne Radiotherapie)

5.1.2 Die Leberzirrhose

5.1.2.1 Epidemiologie

Die Leberzirrhose ist durch Komplikationen der portalen Hypertension in westlichen L&ndern
die vierthdufigste Todesursache bei Erwachsenen (37) und entsteht auf dem Boden eines chro-
nischen und fortschreitenden Prozesses mit vielen maglichen Ursachen.

Die Fettlebererkrankung (alkoholisch und nichtalkoholisch) und die viralen Hepatitiden (B, C
und D) sind in Europa die haufigsten Atiologien (38). Weitere Ursachen sind Autoimmuner-
krankungen (Autoimmunhepatitis, Primar bilidre Cholangitis (PBC), Primér sklerosierende
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Cholangitis (PSC), 1gG4-Cholangiopathie), Speicherkrankheiten (Hdmochromatose, M. Wil-
son, Alpha-1-Antitrypsinmangel), vaskuldre Erkrankungen (Budd-Chiari-Syndrom, Rechts-
herzinsuffizienz, M. Osler), chronische Gallenwegserkrankungen (Stenosen, rezidivierende
bakterielle Cholangitiden). Selten sind Medikamente und Porphyrien ursachlich. Das Fort-
schreiten einer Fibrose und Zirrhose ist abhéngig von der zugrundeliegenden Ursache und wird
zudem durch das histologische Bild und durch Wirtsfaktoren wie héheres Alter, ménnliches
Geschlecht oder genetische Faktoren beeinflusst. Kombinationen von Risikofaktoren beschleu-
nigen den Prozess erheblich (39).

5.1.2.2 Pathophysiologie und Klinik

Die Leberzirrhose wird ber histologische Kriterien definiert und geht einher mit der zuneh-
menden Zerstorung der Lappchen- und GefaRarchitektur durch Entstehung bindegewebiger
Septen und knotiger Strukturen. Dauerhaft einwirkende Noxen rufen eine anhaltende Inflam-
mation mit konsekutivem Zelluntergang und Reparaturmechanismen sowie Umbauvorgangen
und Narbenbildung hervor.

Durch die Nekrosen kommt es zu einem Verlust funktionsfahiger Hepatozyten und zu fort-
schreitenden Bindegewebsstrangen sowie zu portosystemischen Shunts. Durch perisinusoidale
Ansammlung von extrazellularer Matrix wird die Diffusion und somit die Entgiftungsfunktion
gestort. Eine zunehmende Kapillarisierung der Sinusoide erhéht schlieBlich den Gefalwider-
stand. Innerhalb von Regeneratknoten entstehen zunéchst funktionsfahige Einheiten, die aber
durch die gestdrte Durchblutung oftmals atrophieren. Der Ubergang einer Fibrose in eine Zir-
rhose zeichnet sich durch zunehmend zellarme Septen aus. Das histologische Schadigungsmus-
ter bei aktiver Fibrose oder Zirrhose erlaubt Rickschlisse auf die urséachliche Noxe (40). Die
abnehmende Durchblutung und die zunehmende Verhéartung der Leber kommt in fortgeschrit-
tenen Stadien durch klinische und funktionelle Symptome der zunehmenden Leberinsuffizienz
und der portalen Hypertension zum Ausdruck. Typische Befunde sind neben Allgemeinsymp-
tomen wie Mudigkeit und Abgeschlagenheit oder unspezifischen gastrointestinalen Beschwer-
den zun&chst Leberhautzeichen (unter anderem Spider Né&vi, Teleangektasien, Palmarerythem,
Lacklippen) und eine palpatorisch verhartete Leber. Neben endokriner Stérungen zeigt sich die
Synthesestérung durch ein erniedrigtes Albumin, eine erniedrigte Cholinesterase und einen er-
niedrigten Quick-Wert. Ferner kommt es zu einer Stérung der hepatischen Entgiftung mit Ikte-
rus und hepatischer Enzephalopathie. Die portale Hypertension fiihrt zu Aszites, Splenomegalie
mit Thrombopenie und Osophagusvarizen. Weitere Komplikationen sind die spontan-bakteri-
elle Peritonitis, das Auftreten von Osophagusvarizenblutung, das hepatorenale Syndrom, das
hepatopulmonale Syndrom und das HCC (39) (41). Von dekompensierter Zirrhose spricht man
bei akuter Verschlechterung oder bei neuem Auftreten von Komplikationen.
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5.1.2.3 Diagnostik

Bei Verdacht auf eine Lebererkrankung sollte die Ursache abgeklart werden. Neben einer aus-
fuhrlichen Anamnese und den oben genannten Parametern der Syntheseleistung wird die Be-
stimmung der Transaminasen, der y-Glutamyltransferase (y-GT), der alkalischen Phosphatase
(AP), der y-Globuline sowie eine Hepatitis-Serologie, eine Autoimmundiagnostik und gegebe-
nenfalls die Diagnostik von metabolischen Erkrankungen wie der Hdmochromatose empfohlen
(41). Sonographisch zeigen sich eine inhomogene Struktur des Parenchyms mit unregelmaRiger
Oberflache und eine VergrolRerung des Lobus caudatus sowie eine Splenomegalie bei portaler
Hypertension (39). Neben der Sonographie und dem Labor ist bei Hinweisen auf eine portale
Hypertension eine Gastroskopie zur Evaluation mdglicher Varizen indiziert. Die Leberbiopsie
wird ausschlief3lich bei nicht eindeutigen nicht-invasiven Befunden eingesetzt und dient der
Abklarung der Atiologie (wenn es Konsequenzen fiir die Therapie hat) sowie der Abklarung
des Stadiums. Nicht-invasive Tests umfassen laborchemische (z.B. AST to platelet Ratio Index-
(APRI-) Test) oder ultraschallbasierte Verfahren (Transiente Elastographie (TE), acoustic ra-
diation force impulse- (ARFI-) Elastometrie) zur Abschéatzung des Fibrosestadiums bezie-
hungsweise dem VVorhandensein einer Zirrhose und einer portalen Hypertension mit dem Risiko
einer Dekompensation (39). Diese Verfahren sind jedoch nur im klinischen, paraklinischen und
atiologischen Kontext zu werten. Sie sind relativ sensibel, jedoch auch in Kombination oftmals
wenig spezifisch (42), und sie sollten vor allem zur Verlaufsbeobachtung eingesetzt werden.

Gezielte Screenings, vor allem von Risikopatienten, sollten nach einem Stufenschema (korper-
liche Untersuchung, allgemeine Labordiagnostik, Sonographie, spezielle und schlielich mole-
kulare und invasive Diagnostik) erfolgen und eine Diagnose im reversiblen Stadium ermdgli-
chen (39). Mit dem Ubergang einer Fibrose in eine Zirrhose ist oftmals ein Stadium erreicht,
dessen Progression oder Dekompensation nur verlangsamt werden kann, wobei bei effektiver
kausaler Therapie auch hier noch eine Regression erzielt werden kann (41). Die gangigsten
nicht-invasiven Stadieneinteilungen der Zirrhose sind die Child-Pugh-Kriterien (Tabelle 3) und
der MELD-Score (43). Patienten mit einer Zirrhose Child-Pugh A, B und C haben eine 1-Jah-
res-Uberlebensrate von jeweils 100%, 80% und 45% (41). Eine bessere Stratifikation gelingt
laut neuerer Daten jedoch moglicherweise mithilfe invasiver Strategien, die beispielsweise
Osophagusvarizen und Blutungen beriicksichtigen (43). Durch die Symptomarmut der chroni-
schen Lebererkrankung kommt es meistens erst im Stadium einer fortgeschrittenen Fibrose oder
einer Zirrhose zu einer Vorstellung in einem spezialisierten Zentrum (39).

Die Child-Pugh-Kriterien werden in der Tabelle 3 dargestellt.

Punkte Albumin (g/dL) Bilirubin (mg/dL) Quick (%)/ INR Aszites HE
1 >3,5 <2 >70/<1,7 keine keine
2 2,8-3,5 2-3 40-70/ 1,7-2,3 leichtgradig I-11
3 <2,8 >3 <40/ >2,3 mittelgradig H-1v
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Stadium A: 5-6 Punkte; Stadium B: 7-9 Punkte; Stadium C: 10-15 Punkte

Tabelle 3: Child-Pugh-Kriterien (INR: international normalized ratio; HE: hepatische Enzephalopathie)

5.1.2.4 Therapie

Die kausale Therapie und eine Anpassung der Ernédhrungs- und Lebensgewohnheiten sowie die
Kontrolle von Komplikationen stehen im Vordergrund der Therapie. Die Therapie des Aszites
beruht auf eiweilreicher und kochsalzarmer Kost sowie Flussigkeitsrestriktion. In fortgeschrit-
tenen Fallen werden Aldosteronantagonisten und schliel3lich Schleifendiuretika eingesetzt. Blu-
tungsgefahrdete Osophagusvarizen kénnen mittels Betablockern und Varizenligatur behandelt
werden. Weitere MalRnahmen bei dekompensierter Zirrhose sind die Einlage eines transjugulé-
ren intrahepatischen portosystemischen Shunts (TIPS), eine antibiotische Prophylaxe und eine
Albumintherapie (44). Als antifibrotische und antiangiogene Medikamente konnen Statine ein-
gesetzt werden (37). Die Moglichkeit der Lebertransplantation sollte bei fortgeschrittener Le-
berzirrhose friihzeitig bedacht werden. Aktuell werden in Europa jahrlich 5500 Lebertransplan-
tationen durchgefiihrt, mit einem stetig besser werdenden Ergebnis von aktuell 83% Gesamt-
uberlebensrate nach einem Jahr (38). Die Teilleberspende spielt eine zunehmende Rolle mit
einem Anteil von 5,6% in Deutschland im Jahr 2016, auch Splitleber und Dominospende wer-
den durchgefihrt. Die Zirrhose und die alkoholbedingte Leberkrankheit waren im Jahr 2016
einer der Hauptgriinde fur eine Anmeldung zur Lebertransplantation (45).

5.1.3 Die Rolle der Angiogenese und deren Faktoren in der Entwicklung der Zirrhose
und des HCC

Die Angiogenese beschreibt das Entstehen neuer aus bereits existierenden Gefallen in physio-
logischen und pathologischen Prozessen. In der Leber sind sowohl die chronische Inflamma-
tion, die fortschreitende Fibrose und die fortschreitende Zirrhose als auch das Auftreten von
Komplikationen wie dem HCC stark mit einer pathologischen Angiogenese assoziiert (46).
Eine chronische Inflammation aktiviert Hypoxie-induktible Faktoren (HIF), welche die Angi-
ogenese auf unkontrollierte Weise in Gang setzen. Es kommt zu einer Stérung des Gleichge-
wichts von anti-und proangiogenen Faktoren. Vascular endothelial growth factor (VEGF)-AS,
-B, -C, -D, fibroblast growth factor (FGF), platelet-derived growth factor (PDGF) oder Angi-
opoietin 2 aktivieren Tyrosinkinasen, die unter anderem an Endothelzellen die Angiogenese
stimulieren (47). Die komplexe und multifaktoriell regulierte Angiogenese umfasst folgende
Schritte (46):

e Destabilisation und Permeabilitat der GefaRwand fir intravasale Proteine als Gerist und
Signal fur Endothelzellen (Angiopoietin 2- und VEGF-vermittelt)

5> Wenn nicht anders gekennzeichnet bezieht sich in der gesamten Arbeit die Abkirzung VEGF stets auf VEGF-A
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e Proliferation und Migration von Endothelzellen (VEGF-, epithelial growth factor
(EGF)- und fibroblast growth factor (FGF)-vermittelt),

e Zellkontakte zwischen Endothelzellen (koordiniert durch membranstandige Adhé&sions-
proteine VE-Cadherin- und Integrin)

o GefaRformation (TNF-a- und FGF-vermittelt)

e mesenchymale Proliferation und Migration (VEGF- und platelet-derived growth factor
(PDGF)-vermittelt)

e Differenzierung der Perizyten und Stabilisierung der neuen GefélRe (transforming
growth factor (TGF)-R- und Angiopoietin 1-vermittelt)

VEGF-A als wichtigster Faktor bindet an drei Rezeptoren (vascular endothelial growth factor
receptor (VEGFR)-1,-2,-3). Uber VEGFR-2 kommt es zu einer Stickstoffmonoxid (NO)-ab-
hangigen Vasodilatation und einer gesteigerten Permeabilitat (46). Uber den phosphatidylino-
sitol-3-kinase/ proteinkinase B/ mammalian target of rapamycin (PI3K/Akt/mTOR)-Signalweg
oder Uber den mitogen-activated protein (MAP)-Kinase-Weg werden Endothelzellen aktiviert,
migrieren und proliferieren. Es kommt zur Gefal3neubildung und Sprossung (47). Der Signal-
weg Uber VEGFR-1 (auch FLT-1, Fms-like tyrosine kinase 1) fallt schwécher aus, dieser Re-
zeptor wirkt moglicherweise in der Regulation der Angiogenese als ,,VEGF-A-Fianger* (46).
Die l6sliche Form von VEGFR-1, sSVEGFR-1 (soluble vascular endothelial growth factor re-
ceptor-1), 16st keinen intrazelluldren Signalweg aus und wirkt somit ebenfalls negativ regulie-
rend auf die Angiogenese (48).

Placental growth factor (PIGF) spielt in der physiologischen Angiogenese keine Rolle. In der
Leber wird es von Hepatozyten und Sternzellen gebildet und bindet an VEGFR-1 sowie an
seiner loslichen Form (49). Somit verdrangt er VEGF-A, das wiederum vermehrt flr den
VEGFR-2 Weg verfligbar ist (46) und tragt so zur pathologischen Angiogenese bei. Ferner
wirkt PIGF wahrend der GeféalRbildung aktivierend auf mesenchymale Fibroblasten, glatte Mus-
kelzellen, myeloide Stammzellen und Makrophagen und stimuliert die Expression weiterer an-
giogener Faktoren. PIGF unterscheidet sich von VEGF durch seinen Wirkungsort (nur an Zellen
mit hochregulierten VEGFR-1) aber auch durch die ausgel6sten intrazelluléaren Signalwege
iiber VEGFR-1. Bei PIGF-Uberexpression in malignen Tumoren scheint durch die Bildung von
VEGF:PIGF-Heterodimeren auch ein gewisser antiangiogener Effekt moglich zu sein (49).

Waéhrend der Entwicklung einer Fibrose und Zirrhose kommt es parallel zur Fibrogenese zur
Ausbildung neuer, abnormer GeféRe, sinusoidalem Remodelling mit zunehmender Kapillari-
sierung und intrahepatischen Shunts (50) (46). Neben den auch in anderen Geweben beobach-
teten VVorgéangen sind leberspezifische Prozesse und Zellen wie die Kupffer-Zellen und die he-
patischen Sternzellen beziehungsweise Myofibroblasten involviert. Diese modulieren als Ant-
wort auf eine andauernde Leberzellschadingung eine starke Interaktion zwischen chronischer
Entziindung, Angiogenese und Fibrogenese. Durch die abnorme Struktur und Funktion der
neuen Gefalle, eine zunehmende Kapillarisierung der Sinusoide sowie durch hypoxische Areale
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innerhalb von Regenerationsknoten und fibrosierten Arealen werden die Hypoxie und somit die
sich gegenseitig verstarkenden Angiogenese, Fibrogenese und chronische Entziindung aufrecht
erhalten (40). SchlieBlich tritt die fir eine Zirrhose charakteristische Geféal3architektur mit er-
hohtem hepatischen Widerstand auf (46). Die Atiologie der Fibrose beeinflusst moglicherweise
vor allem im Anfangsstadium die Auspragung der Angiogenese. Sie ist in chronischen Leber-
erkrankungen dominanter, bei denen eine durch Briickennekrose bedingte Fibrose entsteht, also
in viralen und autoimmunen Prozessen. Bei von perisinusoidaler Fibrose gezeichneten Leber-
erkrankungen (AFLD und NAFLD) fallt sie diskreter aus (40).

Das HCC entsteht meistens im Rahmen einer chronischen Lebererkrankung (8) und ist stark
vaskularisiert. Aus kleinen dysplastischen Arealen bilden sich groRere neoplastische Knoten,
die flr ein schnelles Wachstum Sauerstoff und Né&hrstoffe bendtigen und die weitere Deregu-
lierung der Angiogenese fordern. Die VEGF-Uberexpression wirkt an Endothelzellen, aber
auch an Tumorzellen mit hochregulierten Rezeptoren VEGFR-1 und 2 (51) und ist fur den so-
genannten angiogenic switch in der Hepatokarzinogenese ausschlaggebend (46). Der Tumor
selbst bildet schlie3lich angiogene Faktoren und fordert das Gefaliremodelling mit Rekrutie-
rung endothelialer Stammzellen. Das Fortschreiten der Vaskularisation im Sinne einer Kapilla-
risierung und Arterialisierung korreliert mit der Progression (47) und fuhrt in der Bildgebung
zu der typischen Kontrastierung (3). Die unkontrollierte Proliferation und die atypische Mor-
phologie der neuen GefaRe fuhrt im Tumor zu einer abnormalen GeféaRhierarchie (52) und zu
einer Endothelstruktur mit Stérung der Durchblutung, Leckagen und einer Tendenz zur H&mor-
rhagie, so dass die Hypoxie nicht behoben wird und zu einer weiteren Stimulation der Angio-
genese fiihrt.

Die VEGF-Konzentration im Blut ist mit dem Fortschreiten einer Zirrhose und einem Tumor-
progress sowie einer schlechten Prognose assoziiert (46) (53). In einer prospektiven Studie an
90 Patienten hatte VEGF als diagnostischer Marker fir das HCC eine Sensitivitat und Spezifitat
von 90% (54). Die Rolle von PIGF als wichtiger Faktor der pathologischen Neoangiogenese
wurde in verschiedenen Tumorerkrankungen untersucht (49). Die PIGF-Expression beim HCC
konnte mit fortschreitendem Tumorstadium und schlechterem Outcome korreliert werden (55).
Bei chronisch entziindlichen Lebererkrankungen konnte PIGF im Serum nachgewiesen und mit
verschiedenen Stadien der chronischen Lebererkrankung korreliert werden (42). Der l6sliche
VEGFR-1-Rezeptor wird bei pathologischer Angiogenese hochreguliert und wurde als mogli-
cher prognostischer Marker fir HCC identifiziert (56) (57). Der genaue Zusammenhang zwi-
schen sVEGFR1 und PIGF bei Tumorpatienten ist jedoch noch nicht abschlieRend geklart (48).

Die Angiogenese und insbesondere die VEGF-Familie als wichtiger Faktor der Tumorprogres-
sion ist zudem bereits seit vielen Jahren ein Therapieziel. Angiogenesehemmer werden als Mo-
notherapie oder in Kombination mit anderen Therapien eingesetzt. Tyrosinkinasehemmer wie
Sorafenib und Lenvatinib sind als Erstlinientherapie flr das fortgeschrittene HCC zugelassen,
Regorafenib und Cabozantinib werden als Zweitlinientherapien eingesetzt (1) (Kapitel 5.1.1.5).
PIGF ist als rein pathologischer angiogener Faktor ebenfalls ein mdgliches Therapieziel.
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Molekile wie Aflibercept werden bereits bei der altersabhangigen Makuladegeneration und
beim kolorektalen Karzinom eingesetzt (49). Das klinische Ergebnis unter VEGF-Inhibition bei
eher ungunstigem Nebenwirkungsprofil fiel bisher jedoch moderat aus. Etablierte prognosti-
sche und pradiktive nicht-invasive Marker vor und unter antiangiogener Therapie kdnnten bei
der Selektion von geeigneten Patienten helfen (58).

5.2 Ziel der vorliegenden Arbeit

In Anlehnung an diese Ergebnisse und Fragestellungen wurden in der vorliegenden monozent-
rischen Langzeitstudie neben klinischen und paraklinischen prognostischen Faktoren des HCC
bekannte (AFP) und neue potentielle Marker fir Zirrhose und HCC im Serum in drei unter-
schiedlichen Kohorten untersucht: Wir bestimmten PIGF, VEGF und deren gemeinsamen Re-
zeptor sSVEGFR-1 bei HCC- und Zirrhosepatienten und bei gesunden Probanden.

Unsere Studie reiht sich in neuere Bemiihungen ein, innovative Biomarker fur das HCC und
die Zirrhose zu etablieren, um die Einschdtzungen zur Prognose und die Pradiktion dieser he-
terogenen und multifaktoriellen Erkrankungen zu verbessern. Wir untersuchten den prognosti-
schen Wert von PIGF, VEGF und sVEGFR-1 sowie den Zusammenhang zwischen dem Vor-
handensein einer Zirrhose beziehungsweise eines HCC in allen Krankheitsstadien und dem
Nachweis erhohter Werte der genannten Serummarker. Schlielich testeten wir das diagnosti-
sche Potential der jeweiligen Marker fir das HCC im Vergleich zu AFP einzeln und in Kom-
bination miteinander.

6 Material und Methoden

6.1 Studiendesign

Es handelt sich um eine retrospektive monozentrische Langzeitstudie an 263 HCC-Patienten
aus dem Interdisziplinaren Leberzentrum der Charité - Universitatsmedizin Berlin, Campus
Virchow-Klinikum. Wir setzten Patienten-, Zirrhose- und Tumoreigenschaften mit Uberlebens-
daten in Beziehung. AulRerdem bestimmten und verglichen wir PIGF-, VEGF- und sVEGFR-
1-Spiegel in der HCC-Kohorte und in zwei Vergleichskohorten: einer Kohorte von Patienten
mit Zirrhose ohne HCC-Nachweis (n=82) und einer Kohorte von gesunden Probanden (n=30).
Die Werte wurden parallel zu AFP den Uberlebensdaten und den Parametern des Tumor- und
Zirrhosestadiums gegentibergestellt. Ferner wurde fur PIGF, VEGF und sVEGFR-1 im Ver-
gleich zu AFP anhand der Kohorten das Differenzierungspotential zur Diagnose eines HCC
oder einer Zirrhose getestet.
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6.2 Probanden und Seren

Aus der Datenbank des Interdisziplinaren Leberzentrums der Charité- Universitatsmedizin Ber-
lin, Campus Virchow-Klinikum wurden 284 Patienten identifiziert, bei denen zwischen 1989
und 2015 stationar oder ambulant ein HCC diagnostiziert beziehungsweise behandelt wurde.
Nach Identifizierung doppelter Falle (n=11, beispielsweise bei Vorstellung mit Rezidiv; es
wurde stets der spatere Kontakt als Fall eingeschlossen) konnten zu 263 Patienten klinische und
paraklinische Daten sowie gegebenenfalls Uberlebensdaten aus den Akten erhoben werden.
Teilweise bereits vorhandene Daten aus zwei friheren Arbeiten (22) (59) wurden durch eine
Archivrecherche (Zentralarchiv, Archiv des Leberzentrums samt Studienarchiv, SAP) vervoll-
standigt. Patienten, zu denen in einer oder mehr Kategorien mehrfach Daten fehlten (Patien-
tencharakteristika, Zirrhoseparameter oder Tumorparameter, insbesondere Daten zur Ermitt-
lung der Tumorstadien und das AFP), wurden ausgeschlossen (n=10). Folgende Daten erhoben
wir zum Zeitpunkt der HCC-Diagnose: Geschlecht, Alter bei HCC-Diagnose, genaue Tu-
morcharakteristika (GroRe und Anzahl der Herde, Nachweis einer Geféal3invasion, Nachweis
von Metastasen, TNM-Stadium, BCLC-Stadium), AFP-Wert, Vorhandensein einer Zirrhose,
deren Ursache und Child-Pugh-Stadium, Vorhandensein eines Aszites, einer portalen Hyper-
tension und einer hepatischen Enzephalopathie, Albumin, Bilirubin, Quick- bzw. INR-Wert,
der Zeitpunkt und die Art der Therapien sowie Uberlebensdaten. Bei Patienten, deren HCC
bereits bekannt und gegebenenfalls schon therapiert worden war, diente als Grundlage der Da-
tenerhebung der Zeitpunkt des ersten Kontaktes mit der Klinik.

Des Weiteren verfligten wir aus derselben Klinik fiir Hepatologie und Gastroenterologie tiber
eine Kohorte von 183 Patienten, bei denen zwischen 1992 und 2005 eine Zirrhose ohne Hinweis
auf ein HCC diagnostiziert wurde. Bekannt waren neben Alter und Geschlecht das Zirrhosesta-
dium nach Child-Pugh und die Ursache der Zirrhose. Der AFP-Wert zum Zeitpunkt der Erst-
vorstellung war in einer vorigen Arbeit ermittelt worden (22).

Alle HCC- und Zirrhose-Féalle wurden pseudonymisiert.

Schlie3lich verfligten wir tber eine Kontrollgruppe aus 30 anonymen gesunden Probanden. Es
handelt sich hier um Studenten und Labormitarbeiter der Klinik, bei denen kein Hinweis auf
eine Erkrankung vorlag.

In der Serumbank der Medizinischen Klinik mit Schwerpunkt Hepatologie und Gastroentereo-
logie des Campus Virchow Klinikums werden Seren der ambulant und stationér betreuten Pa-
tienten pseudonymisiert aufbewahrt und kdnnen einem genauen Abnahmedatum zugeordnet
werden. Wir fanden zu insgesamt 97 unserer HCC-Patienten Seren, die zum Zeitpunkt des ers-
ten Kontaktes abgenommen wurden. 82 Patienten mit Zirrhose konnte ein Serum zugeordnet
werden, das dem Datum der Erhebung der klinischen Daten entsprach. Uberschneidungen mit
der HCC-Kohorte gab es nicht. Die Seren der gesunden Probanden stammten aus dem Zentral-
labor des Campus Virchow Klinikum.
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Mittels eines ELISA-Verfahrens wurden aus diesen Seren die Spiegel von PIGF, VEGF und
deren gemeinsamem Rezeptor SVEGFR-1 ermittelt (Kapitel 6.3).

In der folgenden Abbildung wird das Studiendesign dargestellt.
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(1989-2015)
n=284

Leberzirrhose
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n=263

Daten zu Zirrhose- und
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|
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n=211
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}
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Seren vorhanden zum
Zeitpunkt der Datenerhebung
n=97

Seren vorhanden zum
Zeitpunkt der Datenerhebung
n=82
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}
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Bestimmung von
PIGF (n=97)
VEGF (n=96)

SVEGFR-1 (n=94)¢

Bestimmung von
PIGF (n=80)
VEGF (n=78)

sVEGFR-1 (n=80)

Bestimmung von
PIGF (n=30)
VEGF (n=30)

SVEGFR-1 (n=30)

Abbildung 3: Studiendesign mit 3 Kohorten aus dem Interdisziplindren Leberzentrum der Charité- Universitats-

medizin Berlin, Campus Virchow-Klinikum

6 Die unterschiedlichen Zahlen kommen dadurch zustande, dass bei einzelnen Patienten nicht mehr ausreichend
Serum vorhanden war, um alle Bestimmungen durchzufthren.
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6.3 Labor
6.3.1 Grundprinzip enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

PIGF, VEGF und sVEGFR-1 wurden jeweils mittels quantitativer Sandwich-Enzym Immunas-
says bestimmt. Hierbei wird das nachzuweisende Antigen zwischen zwei spezifischen Antikor-
pern an unterschiedlichen Epitopen gebunden, um durch Hinzugabe eines Chromogens sichtbar
und messbar gemacht zu werden. Im Idealfall ist die Konzentration eine lineare Funktion in der
Farbintensitat. Dieser Zusammenhang wird genutzt, um mittels einer exponentiellen Verdin-
nungsreihe bekannter Konzentrationen die sogenannte Standardkurve zu erstellen, anhand derer
jede gemessene Farbintensitét einer Konzentration zugeordnet werden kann.

6.3.2 Prozedere

Es wurden die Quantikinine® ELISA der Marke R&D systems benutzt (60) (61) (62). Details
zu den verwendeten Materialien sind im Kapitel 6.3.3 aufgefiihrt. Jede Probe und jede Stan-
dardkonzentration wurde doppelt gemessen.

Wenn alle Proben und Reagenzien die Raumtemperatur erreicht hatten, konnte die Verdin-
nungsreihe fir den Standard hergestellt werden. Hierbei wurden exponentiell abnehmende
Konzentrationen aus dem jeweiligen rekombinanten Enzym hergestellt, welches im gleichen
MafRe wie das naturlich vorkommende Enzym von den Antikdrpern erkannt wird.

Der gefriergetrocknete Standard fur PIGF und VEGF wurde mit 1mL einer Kalibrierungsver-
dinnungslosung (Verdinnungsldsung 1) rekonstituiert und diente als hochste Konzentration
(1000 beziehungsweise 2000 pg/mL). Fir sVEFGR-1 wurden 0,8 mL destilliertes Wasser zu
dem gefriergetrockneten Standard hinzugefiigt. Davon wurden 100puL mit 900uL Kalibrie-
rungsverdinnungslésung gemischt, um die hochste Konzentration, in diesem Fall 2000 pg/mL,
herzustellen. Fur die Verdunnungsreihen wurden die Konzentrationen schrittweise in dem glei-
chen Verdinnungsmittel halbiert. Sie reichten bei PIGF von 1000 bis 15,6 pg/mL und bei VEGF
und sVEGFR-1 von 2000 bis 31,3 pg/mL. Als Leerwert zur Bestimmung der unteren Nach-
weisgrenze diente das Verdiinnungsmittel.

Die Mikrotiterplatte ist mit einem monoklonalen, spezifisch gegen PIGF, VEGF oder sVEGFR-
1 gerichteten Erstantikorper beschichtet. In die 96, vorab mit jeweils 100uL. Verdiinnungslo-
sung 2 befiillten Wannen wurden jeweils 100uL Leerwertkonzentration, Standardkonzentration
oder Serum verteilt. Uberschiissige, ungebundene Substanzen wurden nach zwei Stunden In-
kubation mittels Waschpuffer ausgewaschen. Der polyklonale, spezifische und Enzym-gebun-
dene, mobile Zweitantikérper wurde hinzugefiigt (Konjugat, jeweils 200uL), und es folgte wie-
der eine zweistlindige Inkubationszeit. Ungebundene Reagenzien wurden durch erneutes Wa-
schen entfernt und anschliefend das farbende Substrat hinzugegeben (jeweils 200puL Substrat,
hergestellt aus Substrat A und B in gleicher Menge). Hinweis auf ein gutes Ablaufen des Test-
verfahrens war die Blaufarbung der Wannen mit hohen Konzentrationen, also beispielsweise in
der Verdiinnungsreihe. Nach 30 Minuten wurde die Reaktion durch jeweils SO0uL Stopp-LGsung
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angehalten, was zu einem erneuten Farbumschlag zu Gelb fiihrte. Uber die Farbintensitat wur-
den durch ein Lesegerat die dazugehdrigen Standardkurven und schliefflich die Konzentratio-
nen errechnet.

6.3.3 Materialien

6.3.3.1 Materialien flr ein Assay

Mikrotiterplatte | PIGF Polystyrol Mikrotiterplatte bestehend aus 96 Wannen angeordnet in 12
Spalten (1-12) und 8 Reihen (A-H), beschichtet mit einem monoklonalen
spezifischen Antikorper gegen humanes PIGF

VEGF Polystyrol Mikrotiterplatte bestehend aus 96 Wannen angeordnet in 12
Spalten (1-12) und 8 Reihen (A-H), beschichtet mit einem monoklonalen
Antikorper spezifisch gegen VEGF

sVEGFR-1 Polystyrol Mikrotiterplatte bestehend aus 96 Wannen angeordnet in 12
Spalten (1-12) und 8 Reihen (A-H), beschichtet mit einem monoklonalen
spezifischen Antikérper gegen humanes VEGFR-1

Standard PIGF In Pufferlosung mit Konservierungsstoffen gefriergetrocknetes rekom-
binantes humanes PIGF

VEGF In Pufferlosung mit Konservierungsstoffen gefriergetrocknetes rekom-
binantes VEGF 165

sVEGFR-1 In Pufferldsung mit Konservierungsstoffen gefriergetrocknetes rekom-
binantes humanes sVEGFR-1

Konjugat PIGF Mit Meerrettichperoxidase und Konservierungsstoffen konjugierter po-
lyklonaler, spezifisch gegen humanes PIGF gerichteter Antikorper

(21mL)
VEGF Mit Meerrettichperoxidase und Konservierungsstoffen konjugierter po-

lyklonaler, spezifisch gegen VEGF gerichteter Antikérper (21mL)

sVEGFR-1 Mit Meerrettichperoxidase und Konservierungsstoffen konjugierter po-
lyklonaler, spezifisch gegen humanes VEGFR-1 gerichteter Antikorper
(21mL)
Verdiinnungs- PIGF Calibrator Diluent DR6-11 Pufferlésung mit Konservierungs-
Iosung 1 stoffen (21mL)
VEGF Calibrator Diluent RD6U Tierisches Serum mit Konservie-

rungsstoffen (21mL)

sVEGFR-1 Calibrator Diluent RD6-10 Pufferlésung mit Konservierungs-
stoffen (21mL)

Verdiinnungs- PIGF Assay Diluent RD1-22 Pufferlésung mit Konservierungs-
I6sung 2 stoffen (11mL)
VEGF Assay Diluent RD1W Pufferlésung mit Konservierungs-

stoffen (11mL)

sVEGFR-1 Assay Diluent RD1-68 Pufferlésung mit Konservierungs-
stoffen (11mL)
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Farbreagenz A Stabilisiertes Hydrogenperoxid (12mL)

Farbreagenz B Stabilisiertes Tetramethylbenzidin (12mL)

Waschpuffer- 25fach konzentrierte Losung eines Puffertensids mit Konservierungsstoffen (21mL)
konzentrat
Stopplosung 2N Schwefelsdure (6mL)

Tabelle 4: Materialien fur ein Assay

6.3.3.2 Weitere Hilfsmittel
-Mikroplatten-Reader der Marke Molecular devices mit der Software Softmax Plus
-Pipetten

-Destilliertes Wasser

6.4 Statistische Methoden

Folgende Datenerhebung und statistische Anwendungen erfolgten Gber das IBM SPSS Statistics
25 Programm:

Patientendaten wurden pseudonymisiert und ausschlieBlich als Identifikationsnummer mit Ko-
hortenzugehorigkeit (HCC, Zirrhose oder gesunde Probanden) in die SPSS-Tabelle fur die sta-
tistische Auswertung aufgenommen. Nach erfolgter Bestimmung wurden die jeweiligen Werte
fur PIGF, VEGF und sVEGFR-1 eingetragen sowie die oben genannten klinischen und parakli-
nischen Daten fur die Kohorten der HCC-Patienten und der Zirrhose-Patienten. Fir die Serum-
marker wurden fur die statistischen Analysen verschiedene Cut-off-Werte bestimmt: nachweis-
bares PIGF (vgl. dazu weiter unten sowie Kapitel 8.3), 154 pg/mL fiir VEGF (entspricht dem
Gesamtmedian), fur sVEGFR-1 86 pg/mL (entspricht dem Gesamtmedian) und 70 pg/mL (Cut-
off-Wert in unserer ROC-Analyse HCC versus Zirrhose, siehe Kapitel 7.5.1), fir AFP 10
ng/mL (entspricht dem géngigem Normwert) und 400 ng/mL (Cut-off-Wert des Staging-Sys-
tems CLIP). Flr die HCC-Kohorte wurde bei jedem Patienten in regelméRigen Zeitabstdnden
der Status dokumentiert: 1 (lebend), O (zwischenzeitlich verstorben), 3 (verloren) oder 2 (bei
Abschluss der Studie noch lebend). SchlieRlich wurde die Uberlebenszeit oder Beobachtungs-
zeit in Monaten berechnet.

Uber die Fallzusammenfiihrung und die deskriptive Statistik und mit Hilfe von Variablentrans-
formationsprozessen wurden Fallzahlen (beispielsweise Anzahl der Frauen und Manner in der
HCC-Kohorte oder Anzahl der fortgeschrittenen Zirrhosen) und Héaufigkeiten innerhalb von
Subgruppen (beispielsweise 13 Patienten mit BCLC-Stadium A erhielten eine primare Resek-
tion) berechnet und in Prozenten angegeben (Kapitel 7.1.1 - 7.1.3).

Die Uberlebenszeitanalysen (Kapitel 7.4) der HCC-Patienten erfolgten nach dem Kaplan-
Meier-Verfahren. Die Patienten wurden in 3 Kategorien eingeteilt: Todeszeitpunkt bekannt (1),
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Patient lebt beim Abschluss der Studie noch (2), Patient ist zu einem bestimmten Zeitpunkt
verloren gegangen (3). AnschlieRend konnte die Uberlebenszeit nach dem Kaplan-Meier-Ver-
fahren analysiert und als Ereignis ,,1 definiert werden. Die anderen Patienten (verloren, noch
lebend) wurden somit zensiert und flossen tber den Kaplan-Meier-Schétzer in die Analyse mit
ein: Anhand der bereits vorhandenen Daten zu Ereignissen wurde zu jedem Zeitpunkt das Ri-
siko abgeschatzt zu versterben und auf die verlorenen und noch lebenden Patienten angewandt.
Die mediane Uberlebenszeit gibt an, wann die Halfte der Patienten ein Ereignis erfahren hat.
Diese kann nur bestimmt werden, wenn die Kurve die 50% unterschreitet (63). Wir analysierten
zum einen die gesamte Uberlebenszeit. Zum anderen analysierten wir das Uberleben in Abhén-
gigkeit verschiedener Parameter (beispielsweise friihes und spéates Tumorstadium). Bei der An-
nahme von proportionalen Risiken (Hazards) (liber die Zeit ann&hernd gleichbleibender Unter-
schied des Sterberisikos zwischen den Gruppen) verglichen wir anhand des Log-Rank-Testes
die Signifikanz der Unterschiede (p<0,05). Wenn sich die Kurven kreuzten waren die Hazards
nicht durchgehend proportional und somit nicht vergleichbar (63).

Zur ldentifizierung unabhangiger Einflussgrofien fuhrten wir eine multivariate Regressionsana-
lyse mit den signifikanten Variablen der univariaten Analyse durch (Kapitel 7.4.6). Dabei wur-
den nur Parameter eingeschlossen, die sich nicht tberschneiden und sich somit nicht vorher-
sehbar beeinflussen (wie es beispielsweise bei Anzahl und Gréf3e der Lasion mit BCLC-Stadien
der Fall wére). Die Regressionsanalyse erfolgte nach der Einschluss-Methode, bei der alle Va-
riablen in einem Schritt in die Analyse aufgenommen werden. Bei signifikant ausfallenden Er-
gebnissen konnten Hazard-Ratio (vergleicht die Sterberaten der jeweiligen Gruppen), Betawert
und Wald-Wert (spiegeln die Richtung und die Stérke des Einflusses wider) verglichen werden.

Wir ermittelten anschlielend (Kapitel 7.5) insgesamt und in Untergruppen die Mittelwerte und
Mediane von PIGF, VEGF und sVEGFR-1 fur alle 3 Kohorten: fur HCC-Patienten, fir Zir-
rhose-Patienten und flir gesunde Probanden, innerhalb der HCC-Kohorte fiir verschiedene Tu-
morstadien und innerhalb der Zirrhose-Kohorte fiir verschiedene Zirrhosestadien. Die Werte
der HCC-Kohorte und der Zirrhose-Kohorte und die Werte der verschiedenen Tumor- und Zir-
rhosestadien wurden den Werten der Gesunden gegentibergestellt, bei der HCC-Kohorte auch
den Werten der Zirrhose-Kohorte. Mittels des t-Tests fur Mittelwertgleichheit testeten wir, nach
Prufung der Varianzhomogenitat anhand des Levene-Tests, die vorhandenen Unterschiede auf
ihre Signifikanz.

Bei den PIGF-Werten ist an dieser Stelle zu bemerken, dass es viele Negativbestimmungen und
Bestimmungen unterhalb der Nachweisegrenze von 15,6 pg/mL gab. Um dennoch zwischen
nicht nachweisbaren Werten und Werten zwischen 0 und 15,6 pg/mL zu unterscheiden, werte-
ten wir alle Bestimmungen aus und wahlten fiir PIGF (als rein pathologischer Faktor) 0 pg/mL
als Cut-off-Wert (vgl. dazu Kapitel 8.3). Wir fiihrten an den positiven Werten jedoch keine
ROC-Analysen durch.
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Anhand von receiver operating characteristics (ROC)-Analysen der HCC- und Zirrhoseko-
horte untersuchten wir anschlieBend die vier Marker hinsichtlich ihres Differenzierungspoten-
tials zum Vorhandensein eines HCC insgesamt und in verschiedenen Tumorstadien. Flr jeden
Wert wurde die Sensitivitat und Spezifitat, mit der das HCC diagnostiziert wird, bestimmt, in
ein Diagramm eingetragen und durch eine Linie verbunden. Je groRer der Abstand zur Diago-
nalen, umso groRer die diagnostische Aussagekraft. Die Analyse wurde unter einer nicht para-
metrischen Verteilungsannahme und unter Ausschluss fehlender Werte durchgefuhrt, wenn die
Mittelwerte beziehungsweise Mediane eine entsprechende Tendenz aufzeigten. Die Signifikanz
des Unterschiedes einer Flache unter der Kurve (area under the curve= AUC) in Bezug zur
Diagonalen wurde anhand des nicht-parametrischen Verfahrens des Mann-Whitney-U-Tests
bestimmt. Der Wert, dessen Koordinate auf dem Diagramm der linken oberen Ecke am néchs-
ten ist, gilt als bestmdglicher Cut-off-Wert. Ein AUC-Wert von 0,5 bis 1 ist positiv (unterschei-
det somit in die vermutete Richtung), wobei die Entscheidungskraft umso groRer ist je mehr
sich der Wert der 1 annahert; bei einem Wert von 0,5 kann der getestete Marker zwischen 2
Gruppen nicht unterscheiden.

Anhand einer Vierfeldertafel bestimmten wir die jeweiligen Sensitivitat und Spezifitat fir das
Vorhandensein eines HCC bei Zirrhose und kombinierten die Marker untereinander. Dabei
wurden folgende Cut-off Werte benutzt: fir AFP der gangige Normwert 10 ng/mL; fir PIGF 0
pg/mL; fur VEGF der Gesamtmedian unserer Messungen 154 pg/mL, da in der Literatur kein
einheitlicher Cut-off-Wert vorliegt; fir sSVEGFR-1 der anhand unserer AUC (HCC versus Zir-
rhose) ermittelte Cut-off-Wert 70 pg/mL.

AbschlielRend untersuchten wir die Marker auf eine mogliche lineare Korrelation nach der Pear-
son-Methode fiir metrische Daten.

Die aufgefihrten Ergebnisse sind bis auf die p<0,01 nach der zweiten Dezimalstelle gerundet.

Alle Tests mit statistischer Signifikanz basieren auf einem Alphaniveau von 0,05.

7 Ergebnisse

In der vorliegenden Studie konnten PIGF, VEGF und sVEGFR-1 das VVorhandensein einer Zir-
rhose oder eines HCC bei zugrundeliegender Zirrhose nicht sicher vorhersagen. VEGF und
SVEGFR-1 hatten jedoch unter anderem eine prognostische Aussagekraft. Im Folgenden wer-
den die Ergebnisse ausfihrlich dargestellt.
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7.1 Patienteneigenschaften

7.1.1 Kohorte der HCC-Patienten

Die Kohorte von 263 Patienten setzte sich aus 204 Mannern (77,6%) und 59 Frauen (22,4%)
zusammen. Der Altersmedian betrug 65 Jahre (24-85 Jahre). Bei 262 Patienten war der Zirrho-
sestatus bekannt. 234 Patienten hatten eine nachgewiesene Zirrhose (89,3%), 28 hatten keine
Zirrhose (10,7%). Bei 227 Patienten war die Ursache der Zirrhose bekannt. Die drei haufigsten
Ursachen waren chronische Hepatitis C (37%), Alkoholkonsum (35,2%) und chronische Hepa-
titis B (16,3%). Bei einer Mehrzahl der Patienten lag bereits eine portale Hypertension vor
(71,9%). Dabei tiberwogen die Zirrhose-Friihstadien mit 65,3% Child-Pugh-Stadium A, 28,9%
Stadium B und lediglich 5,8% Stadium C. Der MELD-Score konnte bei 207 Patienten errechnet
werden und lag auch unter Berlcksichtigung der Punktevergabe durch HCC-Friihstadien uber-
wiegend im niedrigen Bereich von unter 9 Punkten (57,5%). Das AFP bei HCC-Diagnose lag
in 69,3% der Félle unter 400 ng/mL (Tabelle 5).

7.1.2 Kohorte der Zirrhose-Patienten

Die Kohorte der 82 Patienten mit Zirrhose aber ohne HCC-Nachweis setzte sich aus 43 Man-
nern (52,4%) und 39 Frauen (47,6%) zusammen. Der Altersmedian lag bei 55 Jahren. Die vier
haufigsten Ursachen der Zirrhose waren Alkohol (36,3%), chronische Hepatitis C (20%), Au-
toimmunhepatitis (13,8%) und chronische Hepatitis B (11,3%). Die Zirrhose-Patienten befan-
den sich zu 38,8% im Child-Pugh-Stadium A, zu 36,3% im Stadium B und zu 25% im Stadium
C (Tabelle 6).

7.1.3 Kohorte der gesunden Probanden

Uber die 30 gesunden Probanden aus der Kontroll-Gruppe waren keine weiteren Daten bekannt.
Es handelte sich um gesunde Mitarbeiter und Studenten des Forschungszentrums der Klinik mit
Schwerpunkt Hepatologie und Gastroenterologie des Virchow-Klinikums in Berlin, die sich zu
einer Blutabnahme zu Forschungszwecken bereit erklart hatten.

In den folgenden Tabellen werden Patienteneigenschaften der HCC- und Zirrhose-Kohorten
zusammengefasst.
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Patientencharakteristika Anzahln %
Alter (n=260)
<50 27 10,4
50-59 51 19,6
60-69 104 40
70-79 68 26,2
80-89 10 3,8
Geschlecht (n=263)

Mannlich 204 77,6
Weiblich 59 22,4
Zirrhose (n=262)

Ja 234 89,3
Nein 28 10,7
Ursachen der Zirrhose (n=227)

HCV 84 37
Alkohol 80 35,2
HBV 37 16,3
Kryptogen 11 4,8
NAFLD 3,1
Haemochromatose 2,2
Andere metabolische Ursachen 3 1,3
Portale Hypertension (n=242)

Ja 174 71,9
Nein 68 28,1
Child-Pugh-Kriterien (n=225)

A 147 65,3
B 65 28,9
C 13 5,8
Enzephalopathie (n=240)

Ja 14 5,8
Nein 226 94,2
Aszites (n=244)

Ja 78 32
Nein 166 68
MELD-Score (n=207)

<9 119 57,5
10-19 37 17,9
20-29 50 24,2
30-39 0 0
>39 0,5
AFP (ng/mL) bei Diagnose (n=244)

<400 169 69,3
2400 75 30,7
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Tabelle 5: Patienteneigenschaften der HCC-Kohorte (HCV: chronische Hepatitis C; HBV: chronische Hepatitis B;
NAFLD: non alcoholic fatty liver disease: nicht-alkoholische Fettlebererkrankung; MELD: Model for End-Stage Li-

ver Disease; AFP: Alphafetoprotein)

Patientencharakteristika n %
Geschlecht (n=82)

Mannlich 43 52,4
Weiblich 39 47,6
Ursachen der Zirrhose (n=80)

Alkohol 29 36,3
HCV 16 20
Autoimmunhepatitis 11 13,8
HBV 9 11,3
Kryptogen 8 10
PBC 7 8,8
Child-Pugh-Kriterien (n=80)

A 31 38,8
B 29 36,3
C 20 25
AFP (ng/mL) (n=82)

<10 74 90,2
210 8 9,8

Tabelle 6: Patienteneigenschaften der Zirrhose-Kohorte (HCV: chronische Hepatitis C; HBV: chronische Hepatitis
B; NAFLD: non alcoholic fatty liver disease: nicht-alkoholische Fettlebererkrankung; PBC: primar bilidre Cholan-

gitis; AFP: Alphafetoprotein)

7.2 Tumoreigenschaften

Bei den diagnostizierten Tumoren handelte es sich ausschlielich um hepatozelluldre Karzi-
nome. Anhand verschiedener Staging-Systeme lieRen sich die Tumore in Friih- und Spétstadien
unterteilen (Kapitel 5.1.1.4). BCLC-Stadien A, B und C waren mit 18%, 40,8% und 34% ver-
treten. Sowohl das sehr frihe Stadium 0 und das Spéatstadium D waren schwach représentiert
mit 2% und 5,2%. Mit der TNM-KlIassifikation zeigte sich eine regelméRige Verteilung der
Tumore auf alle Stadien (21,9% Stadium 1, 28,8% Stadium Il, 26,2% Stadium Ill und 23%
Stadium 1V). Bei den Klassifikationen CLIP und Okuda uberwogen die friheren Stadien 0-3
beziehungsweise A und B. Es gab weniger uni- als multifokale L&sionen (44,4% versus 55,6%).
Die Tumore lieRen sich der Grél3e nach in vier Gruppen von unter 3cm bis Gber 10cm einteilen
(25,5%, 30,4%, 31,9% und 12,2%). Bei den meisten Tumoren (61,5%) konnte keine Gefalin-
vasion nachgewiesen werden. Metastasen traten selten auf (regional 15,4%, Fernmetastasen
8,9%) (Tabelle 7).
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Tumorcharakteristika n %
BCLC (n=250)

0 5 2

A 45 18

B 102 40,8
C 85 34
D 13 5,2
TNM (n=260)

I 57 21,9
I 75 28,8
Ila 41 15,8
b 27 10,4
llc 0 0
IVa 37 14,2
IVb 23 8,8
Okuda (n=224)

A 122 54,5
B 94 42
C 8 3,6
CLIP (n=201)

0 35 17,4
1 67 33,3
2 55 27,4
3 31 15,4
4 10 5

5 1,5
6 0 0
GroRe der Lasionen (n=263)

<3cm 67 25,5
3-5cm 80 30,4
5-10cm 84 31,9
>10cm 32 12,2
Anzahl der Lasionen (n=261)

1 116 44,4
>1 145 55,6
GefiaBinvasion (n=247)

Keine 152 61,5
GefaRinvasion 60 24,3
Invasion V. portae/ Vv. hepaticae | 35 14,2
Metastasen (n=247)

Keine 187 75,7
Regional 38 15,4
Fernmetastasen 22 8,9
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Tabelle 7: Tumoreigenschaften (BCLC: Barcelona Clinic Liver Cancer Staging-System (0-D); Okuda: Okuda Staging-
System (A-C); CLIP: Cancer of the Liver Italian Program Staging-System (0-6))

7.3 Therapiearten

Bei 27 Patienten (10,3%) war eine Therapie aufgrund des Tumorstadiums oder Allgemeinzu-
standes des Patienten nicht mehr indiziert. Die restlichen Patienten erhielten als erste Therapie
sowohl palliative Therapien, Downstaging, als auch kurative Therapien: Sorafenib (19,5%),
TACE (18%), primare Tumorresektion (14,5%) und Afterloading (14,1%). In 12,5% der Falle
wurde primar eine Lebertransplantation durchgefihrt, wobei in der Kohorte auch Patienten ein-
geschlossen wurden, die in den 90er-Jahren auch aullerhalb der Milan-Kriterien transplantiert
wurden. Weitere Therapien sind jeweils mit unter 10% vertreten: SIRT (Uberwiegend in Kom-
bination mit Sorafenib), RFA, TAE, konventionelle Chemotherapie, PEI und Metastasenbe-
strahlung.

134 Patienten (51%) erhielten nur eine Therapielinie, 61 Patienten (23,3%) erhielten insgesamt
zwei Therapielinien, 34 Patienten (12,9%) erhielten eine dritte oder mehr Therapielinien. Als
zweite Therapielinie war das Afterloading mit 22,1% am haufigsten und Sorafenib mit 17,9%
am zweithdufigsten vertreten. TACE kam mit 14,7% als Zweitlinientherapie &hnlich haufig vor.
In 15,8% der Félle wurde (meist nach lokoregionaler Therapie) transplantiert. Weitere potenti-
ell kurative Verfahren wurden ebenfalls durchgefiihrt: RFA in 6,3% der Falle, Resektion in
8,4% der Félle. Als dritte Therapielinie war die Metastasenbehandlung mit 26,5% am haufigs-
ten. Es wurde in 17,6% der Félle eine Transplantation durchgefihrt, seltener eine Resektion
(8,8%). Die restlichen Patienten erhielten lokoregionale Verfahren oder Sorafenib (Tabelle 8).

Insgesamt erhielten 158 Patienten ein primar palliatives Verfahren. In dieser Zahl sind After-
loading, PEI und RFA enthalten, die jedoch auch kurativ eingesetzt werden kénnen.

Patienten in frihen BCLC Stadien (0 und A, n=46) wurden vornehmlich kurativ behandelt: 13
Resektionen, 11 Transplantationen, 8 Afterloading und 2 RFA. Im Stadium B (n=100) wurden
ebenfalls viele Patienten noch in kurativer Intention therapiert: 16 Resektionen, 7 Transplanta-
tionen, 18 Afterloading, 2 RFA. Bei 22 Patienten wurde eine TACE oder TAE durchgefihrt,
19 Patienten erhielten primar Sorafenib, 9 wurden nicht therapiert. In fortgeschrittenen Stadien
(C und D) (n=97) wurde am haufigsten Sorafenib verabreicht (n=30). 6 Patienten wurden rese-
ziert, 4 transplantiert, 16 erhielten primar TACE und 11 Afterloading oder RFA. 17 Patienten
wurden nicht therapiert.
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Art der Therapie n %
Patienten, die 2 61 von 263 23,2
Therapielinien erhielten

Patienten, die 3 oder mehr 34 von 263 12,2
Therapielinien erhielten

Erste Therapie (n= 256)

Sorafenib 50 19,5
TACE 46 18
Resektion 37 14,5
Afterloading 36 14,1
LTX 32 12,5
BSC 27 10,5
SIRT 13 51
RFA 5 2
TAE 3 1,2
Konventionelle Chemotherapie 3 1,2
Anderes 2 0,8
PEI 1 0,4
Metastasenbestrahlung 1 0,4
Zweite Therapielinie (n=95)

Afterloading 21 22,1
Sorafenib 17 17,9
LTX 15 15,8
TACE 14 14,7
Metastasenbehandlung 8 8,4
Resektion 8 8,4
RFA 6 6,3
Chemotherapie 3 3,2
SIRT 2 2,1
TAE 1 1,1
Dritte Therapielinie (n=34)

Metastasenbehandlung 9 26,5
LTX 6 17,6
Sorafenib 5 14,7
Afterloading 5 14,7
TACE 4 11,8
Resektion 3 8,8
SIRT 2 5,9

Tabelle 8: Therapiearten in absteigender Haufigkeit (TACE: transarterielle Chemoembolisation; LTX: Lebertrans-

plantation; RFA: Radiofrequenzablation; TAE: transarterielle Embolisation; BSC: best supportive care; SIRT: selek-

tive interne Radiotherapie; PEl: perkutane Ethanol Injektion)
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7.4  Uberlebenszeitanalysen

7.4.1 Gesamtiuberleben

Die Kohorte der HCC-Patienten umfasste 151 Patienten mit vollstandigen Uberlebensdaten.
Diese waren beim Abschluss der Studie zu einem bekannten Zeitpunkt verstorben. 60 Patienten
waren am Ende der Beobachtungszeit noch am Leben und wiesen teilweise sehr unterschiedli-
che Beobachtungszeiten auf. 52 Patienten waren im Laufe der Beobachtungszeit verloren ge-
gangen. Die Uberlebenskurven wurden nach dem Kaplan-Meier-Prinzip erstellt. Noch lebende
oder verloren gegangene Patienten wurden zensiert und entsprechend markiert. Zudem kénnen
transplantierte Patienten aufgrund der friilhen Diagnose und der therapiebedingten guten Prog-
nose mit teilweise extrem langer Beobachtungszeit als Sonderfall betrachtet werden (dies be-
trifft 32 Patienten der HCC-Kohorte). Wir haben im Folgenden die nicht-transplantierten Pati-
enten gesondert analysiert und entsprechend kommentiert, wenn das Ergebnis dadurch beein-
flusst wird. Patienten, die weniger als 9 Monate vor Abschluss der Studie eingeschlossen wur-
den, mussten aufgrund der sehr kurzen Beobachtungszeit aus den Uberlebenszeitanalysen voll-
standig ausgeschlossen werden. Tabelle 9 (alle HCC-Patienten) und Tabelle 10 (transplantierte
Patienten ausgenommen) fassen die gesamten Ergebnisse der univariaten Analyse zusammen.

Die Kaplan-Meier-Uberlebenskurve aller Patienten zeigte eine mediane Uberlebenszeit von 33
Monaten (Abbildung 4, Tabelle 9, Tabelle 10) mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von 28,3%.
Eine Uberlebenszeitanalyse aller nicht-transplantierten Patienten, die kurativ, palliativ oder gar
nicht therapiert wurden ergab einen Uberlebensmedian von 27 Monaten. Die 1-Jahres, 3-Jahres
und 5-Jahres-Uberlebensraten waren 65%, 35,1% und 18,5% (Abbildung 5, Tabelle 9, Tabelle
10).

Von den 32 transplantierten Patienten lebten nach 20 Jahren noch tber 60%.
27 Patienten erhielten keine Therapie, ihre mediane Uberlebenszeit betrug 4,5 Monate.

Patienten, die mit palliativem Ansatz behandelt wurden (n=148)7, hatten eine mediane Uberle-
benszeit von 22,5 Monaten.

7.4.2 Uberlebenszeitanalysen differenziert nach Patientencharakteristika

Die Uberlebenskurven aufgeschliisselt nach Geschlecht zeigten eine nicht signifikante Ten-
denz zu langerem Uberleben bei Frauen: Der Uberlebensmedian bei Frauen betrug 39 Monate,
bei Ménner 27 Monate. Ohne transplantierte Patienten wurde dieser Unterschied signifikant
(Tabelle 9, Tabelle 10).

7 Der Unterschied zu den unter 7.3 genannten 158 palliativ behandelten Patienten entsteht dadurch, dass hier die
individuellen Therapiestrategien, beispielsweise Downstaging oder Bridging, beriicksichtigt wurden und nicht
zu den palliativen Konzepten gezéhlt wurden.
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Teilte man die Patienten in 3 Altersgruppen von unter 60 Jahren, 60-69 Jahren und ab 70
Jahren zeigte sich ein signifikanter Uberlebensunterschied zwischen den Gruppen 1 und 2
(p=0,01) sowie den Gruppen 1 und 3 (p<0,001), nicht jedoch zwischen den Gruppen 2 und 3.
Der Uberlebensmedian in der jiingsten Gruppe betrug 102 Monaten gegeniiber jeweils 27 Mo-
naten in den beiden anderen Gruppen (Tabelle 9, Tabelle 10).

Bei Patienten mit den drei haufigsten Ursachen der Zirrhose (Alkohol, HBV und HCV) wurde
mit und ohne transplantierte Patienten ein Uberlebensvorteil fiir Patienten mit chronischer vi-
raler Hepatitis deutlich (Tabelle 9, Tabelle 10). Patienten mit einer alkoholbedingten Zirrhose
hatten einen Uberlebensmedian von 27 Monaten, Patienten mit allen anderen Ursachen von 45
Monaten. Patienten mit einer chronischen viralen Hepatitis lebten im Median 51 Monate, Pati-
enten mit allen anderen Ursachen nur 27 Monate.

7.4.3 Uberlebenszeitanalysen differenziert nach Zirrhose-Parametern

Insgesamt gab es in der HCC-Kohorte wenig Patienten mit einer Zirrhose im Child-Pugh-Sta-
dium C, so dass wir im Folgenden die Stadien B und C zusammenfassten.

Patienten mit einer Child A-Zirrhose hatten einen langeren Uberlebensmedian als Patienten mit
Zirrhose Child B und C (33 versus 19,5 Monate). Problematisch war, dass sich die Uberlebens-
kurven Uberschnitten (vgl. dazu Kapitel 6.4). Untersuchte man die Kohorte ohne die transplan-
tierten Patienten, zeigten sich signifikant unterschiedliche Uberlebenskurven (Tabelle 9, Ta-
belle 10).

7.4.4 Uberlebenszeitanalysen differenziert nach Tumorcharakteristika
Wir untersuchten die Uberlebensdaten anhand vier verschiedener Staging-Systeme.

BCLC Stadien 0 und D wurden aufgrund der niedrigen Fallzahlen in die Friih- beziehungsweise
Spatstadien eingeschlossen. Die mediane Uberlebenszeit bei Patienten mit einem Tumor im
Stadium BCLC 0+A betrug 57 Monate, im Stadium BCLC B 33 Monate, im Stadium BCLC
C+D 19,5 Monate. Im Endstadium D betragt der Uberlebensmedian 4,5 Monate. Im Log-Rank-
Test fanden sich signifikante Unterschiede nur zwischen den Gruppen A und C, die Unter-
schiede zwischen A und B sowie B und C waren mit einem p von 0,07 fast signifikant (Abbil-
dung 6, Tabelle 9, Tabelle 10).

Patienten im BCLC Stadium B erhielten teilweise primar potentiell kurative Therapien. Diese
wiesen im Vergleich zu Patienten, die nicht-kurativen lokoregionalen Therapie unterzogen wur-
den ein signifikant langeres Uberleben auf. Mehr als 50%, die aggressiv behandelt wurden (22
von 62), waren bei Studienabschluss noch am Leben; der Uberlebensmedian der richtlinienge-
mal behandelten Patienten (40 von 62) lag bei 45 Monaten (p=0,02) (Abbildung 10).
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Patienten, die in fortgeschrittenen BCLC Stadien primar lokoregionale Therapien erhielten, leb-
ten im Vergleich zu Patienten, die Sorafenib erhielten, langer (33 versus 16,5 Monate). Der
Unterschied war fast signifikant (p=0,06) (Abbildung 11).

Der Uberlebensmedian der TNM-Stadien I+11 betrug 57 Monate, der der TNM-Stadien I11+1V
22,5 Monate®. Im Log-Rank Test fand sich ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Gruppen (Abbildung 7, Tabelle 9, Tabelle 10).

Patienten mit einem Stadium C nach Okuda wurden aufgrund der niedrigen Fallzahl in das
Stadium B eingeschlossen. Der Uberlebensmedian fiir das Okuda-Stadium A betrug 45 Monate,
der fur die Okuda-Stadien B+C 13,5 Monate. Im Log-Rank-Test war der Unterscheid signifi-
kant (Abbildung 8, Tabelle 9, Tabelle 10).

Fur das Staging-System CLIP gab es keine Patienten im Stadium 6 und niedrige Fallzahlen fur
die Stadien 4 und 5, so dass diese in die Stadien 2 und 3 eingeschlossen wurden. Der Uberle-
bensmedian fur die CLIP-Stadien 0+1 betrug 39 Monate, flr die CLIP-Stadien 2+3+4+5 19,5
Monate®. Im Log-Rank-Test war der Unterschied signifikant (Abbildung 9, Tabelle 9, Tabelle
10).

Auch die Uberlebenskurven differenziert nach der Anzahl der Lasionen (uni- versus multifo-
kal) zeigten einen signifikanten Unterschied mit Uberlebensmedianen von 57 und 27 Monaten
(Tabelle 9, Tabelle 10). Analysierte man die Uberlebenskurven differenziert nach der GroRe
der La&sionen (groRte Lasion Gber versus unter 5cm), fand sich auch hier ein signifikanter Un-
terschied im Uberleben der Patienten mit Medianen von 57 und 22 Monaten. (Tabelle 9, Tabelle
10).

Aufgrund der sehr unterschiedlichen Fallzahlen von Patienten mit (35) und ohne (212) Invasion
der Portalvene konnten diesbeziiglich keine aussagekraftigen Uberlebenskurven erstellt wer-
den.

Trennte man die Patienten anhand des AFP bei Diagnose gemaR dem Staging-System CLIP
(< versus >400 ng/mL) waren die Uberlebenskurven signifikant unterschiedlich mit Medianen
von 45 und 16,5 Monate (Abbildung 12, Tabelle 9, Tabelle 10).

7.4.5 Uberlebenszeitanalysen differenziert nach PIGF, VEGF und sVEGFR-1

Bei PIGF unterschieden sich die Uberlebensmediane von Patienten mit positivem Ergebnis von
denen mit nicht nachweisbarem PIGF (39 und 19,5 Monate), ohne eine statistische Signifikanz
zu erreichen (Tabelle 9, Tabelle 10). Ohne transplantierte Patienten ndherte sich der Unter-
schied mit einem p von 0,06 einer Signifikanz an.

8 Untersuchte man alle vier Stadien einzeln, kreuzten sich die Kaplan-Meier-Kurven und man erhielt keine ver-
gleichbaren Uberlebensmediane.

% Untersuchte man die CLIP-Stadien 0,1,2 und 3+4+5 einzeln ergaben sich auch hier sich kreuzende Kaplan-Meier-
Kurven. Wir fassten deswegen die Stadien 0 und 1 sowie 2,3,4 und 5 zusammen.
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Bei VEGF mit einem Cut-off von 154 pg/mL (entspricht dem Median der gesamten untersuch-
ten Patienten) zeigten sich signifikante Unterschiede in den Kurven (p=0,05), die Uberlebens-
mediane sind 27 und 13,5 Monate (Abbildung 13, Tabelle 9, Tabelle 10). Ohne transplantierte
Patienten wurden die Unterschiede der Mediane geringer, die Uberlebenskurven unterschieden
sich nicht mehr.

Fur sVEGFR-1 bestand bei einem Cut-off von 86 pg/mL (entspricht dem Median der gesamten
Patienten) ein signifikanter Unterschied der Uberlebenskurven auch unter Einschluss der trans-
plantierten Patienten. Die Uberlebensmediane waren 65,5 und 19,5 Monate (Abbildung 14, Ta-
belle 9, Tabelle 10).

Die folgenden Abbildungen stellen die Kaplan-Meier-Kurven der gesamten HCC-Patienten,
nach den verschiedenen Tumor-Staging-Systemen und Therapielinien sowie nach den Biomar-
kern AFP, VEGF und VEGFR-1 dar.

Kum. Uberleben
Kum. Uberleben

T T T T T T T T T T T T T T
00 50,00 10000 15000 20000 25000 300,00 00 50,00 10000 15000 20000 25000 300,00
Zeit (in Monaten) Zeit (in Monaten)

Abbildung 4: Gesamtiiberleben der HCC-Patienten Abbildung 5: Gesamtiberleben der HCC-Patienten,
(n=237, zensiert=86) transplantierte Patienten ausgenommen (n=206, zen-
siert=63)
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Abbildung 6: Uberleben nach BCLC-Stadien (n=224,
zensiert=76); p(A/B)=0,07; p(A/C)=0,001; p(B/C)=0,07

Abbildung 7: Uberleben nach TNM-Stadien (n=234,
zensiert=84); p<0,0001
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Abbildung 8: Uberleben nach Okuda-Stadien (n=202,

zensiert=69); p<0,0001

Abbildung 9: Uberleben nach CLIP-Stadien (n=178,
zensiert=59); p=0,001
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Abbildung 10: Kurative versus lokale Therapie im Abbildung 11: Lokale Therapie versus Sorafenib im

BCLC Stadium B (n=62, zensiert=29), p=0,02

BCLC Stadium C und D (n=52, zensiert=14), p=0,06
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Abbildung 12: Uberleben nach AFP (ng/mL) (n=219,
zensiert=79); p=0,002
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Abbildung 14: Uberleben nach sVEGFR-1 (pg/mL)
(n=81, zensiert=29); p=0,04

7.4.6 Multivariate Analysen

Zur Uberpriifung moglicher Abhangigkeitsstrukturen zwischen den getesteten Einfliissen auf

Abbildung 13: Uberleben nach VEGF (pg/mL) (n=82,

zensiert=29); p=0,05

das Uberleben filhrten wir eine Cox-Regression durch. Die zwei folgenden Tabellen fassen zu-

nachst die univariaten Analysen zusammen. In der Tabelle 9 werden die Uberlebenszeitanaly-

sen aller Patienten zusammengefasst. In der Tabelle 10 werden die Ergebnisse ohne transplan-

tierte Patienten aufgefuhrt.
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Variable (Anzahl n) p Uberlebensmedian 95%-KI
in Monaten
Gesamtiiberleben (237) 33 26,13-39,88
Geschlecht
Mannlich (187) 0,13 27 20,61-33,39
Weiblich (50) 39 6,45-71,55
Alter in Jahren
(1) <60 (69) p(1/2)=0,01 102 0-208,66
(2) 60-69 (92) p(1/3)<0,0001 27 19,65-34,35
(3) 270 (73) p(2/3)=0,28 27 18,79-35,21
Ursachen der Zirrhose
Alkohol (74) vs 0,003 27 vs 45 22,63-31,37 vs 24,00-66,00
nicht-alkoholbedingte
Ursache (132) 30,68-71,33 vs 22,23-31,73
Virale (HBV+HVC) (109) | 0,022 51vs 27
vs nicht-virale Ursache
(97)
Child-Pugh-Kriterien
A (131) Entfallt  (Kurven | 33 20,81-45,19
kreuzen)
B/C (71) 19,5 6,48-32,52
BCLC
0+A (47) p(A/B)= 0,07 57 26,61-87,38
B (94) p(A/C)= 0,001 33 18,40-47,60
C+D (83) p(B/C)=0,07 19,5 12,13-26,87
TNM
I+11 (123) <0,0001 57 39,95-74,05
H+1V (111) 22,5 17,20-27,80
Okuda
A (109) <0,0001 45 27,30-62,70
B+C (93) 13,5 7,23-19,77
CLIP
0+1 (93) 0,001 39 25,09-52,91
2+3+4+5 (85) 19,5 10,73-28,27




7 Ergebnisse

45

Anzahl der Lasionen

Unifokal (110) 0,006 57 38,13-75,87
Multifokal (125) 27 22,58-31,43
GroRe der Ldsionen in

cm

<5 (132) <0,0001 57 31,99-82,01
>5 (105) 22,5 15,25-29,75
AFP in ng/mL

<400 (154) 0,002 45 29,20-60,80
> 400 (65) 16,5 5,92-27,08
PIGF in pg/mL

0 (45) 0,35 39 18,80-59,19
>0 (37) 19,5 9,09-29,91
VEGF in pg/mL

<154 (43) 0,05 27 17,78-36,22
>154 (39) 13,5 0-31,66
SVEGFR-1 in pg/mL

<86 (27) 0,04 65,5 20,52-110,48
>86 (54) 19,5 8,20-30,80

Tabelle 9: Zusammenfassung der univariaten Uberlebenszeitanalysen mit transplantierten Patienten (signifi-

kante p markiert); p: Signifikanz; KI: Konfidenzintervall; HCV: chronische Hepatitis C; HBV: chronische Hepatitis

B; BCLC: Barcelona Clinic Liver Cancer Staging-System; TNM: Tumor, Nodus, Metastasen (TNM-Klassifikation ma-

ligner Tumore); CLIP: Cancer of the Liver Italian Program Staging-System; AFP: Alphafetoprotein; PIGF: placental

growth factor; VEGF: vascular endothelial growth factor; sVEGFR-1: soluble vascular endothelial growth factor

receptor-1)
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Variable (Anzahl n) P Uberlebensmedian 95%-KI
in Monaten
Gesamtiiberleben (206) 27 22,01-31,99
Geschlecht
Mannlich (161) 0,03 22 18,91-26,09
Weiblich (45) 39 24,94-53,06
Alter (in Jahren)
(1) <60 (51) p(1/2)=0,03 33 18,10-47,90
(2) 60-69 (81) p(1/3)=0,04 22 17,50-27,50
(3) 270 (73) Entfillt  (Kurven | 27 18,79-35,21
kreuzen)
Ursachen der Zirrhose
Alkohol (69) vs 0,008 22,5vs 33 16,99-28,01 vs 22,28-43,73
nicht-alkoholbedingt
Ursache (107) 20,98-45,02 vs 18,03-27,00
Virale (HBV+HVC) (87) vs | 0,051 33vs 22,5
nicht-virale Ursache (89)
Child-Pugh-Kriterien
A (120) <0,0001 33 28,19-37,81
B/C (57) 10 5,35-15,65
BCLC
0+A (36) p(A/B)= 0,12 39 28,98-49,02
B (88) p(A/C)= 0,008 27 19,64-34,26
p(B/C)=0,11
C+D (79) 19,5 11,84-27,17
TNM
I+l (101) <0,0001 39 29,19-48,81
+1V (104) 19,5 14,04-24,97
Okuda
A (104) <0,0001 45 29,20-60,80
B+C (84) 10,5 6,24-14,76
CLIP
0+1 (81) <0,0001 39 27,80-50,20
2+3+445 (78) 13,5 6,21-20,79
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Anzahl der Ldsionen

Unifokal (90) 0,002 39 28,54-49,46
Multifokal (115) 22,5 18,07-26,93
GroBe der Ldsionen

(cm)

<5 (104) 0,002 33 24,76-41,25
>5 (102) 22,5 15,41-29,59
AFP (ng/mL)

<400 (130) 0,001 33 24,40-41,60
> 400 (59) 13,5 6,55-20,45
PIGF (pg/mL)

0(37) 0,06 33 17,44-48,56
>0 (28) 10,5 4,67-16,33
VEGF (pg/mL)

<154 (30) 0,13 22,5 17,20-27,80
>154 (35) 10,5 6,29-14,71
SVEGFR-1(pg/mL)

<86 (21) 0,02 45 10,97-79,03
>86 (43) 10,5 5,74-15,26

Tabelle 10: Zusammenfassung der univariaten Uberlebenszeitanalysen ohne transplanierte Patienten (signifi-
kante p markiert); p: Signifikanz; KI: Konfidenzintervall; LTX: Lebertransplantation; HCV: chronische Hepatitis C;
HBV: chronische Hepatitis B; BCLC: Barcelona Clinic Liver Cancer Staging-System; TNM: Tumor, Nodus, Metasta-
sen (TNM-Klassifikation maligner Tumore); CLIP: Cancer of the Liver Italian Program Staging-System; AFP: Alpha-
fetoprotein; PIGF: placental growth factor; VEGF: vascular endothelial growth factor; sVEGFR-1: soluble vascular

endothelial growth factor receptor-1)

In der multivariaten Analyse wurden folgenden Variablen mit einbezogen, die in den univaria-
ten Analysen einen signifikanten Einfluss auf das Uberleben hatten: das Geschlecht, das BCLC-
Stadium, das AFP mit einem Cut-off von 400 ng/mL sowie die Ursache der Zirrhose (alkohol-
bedingt versus nicht-alkoholbedingt). Aufgrund der Uberschneidungen zwischen den verschie-
denen Klassifikationen wurden die Child-Pugh-KTriterien, die TNM-Klassifikation, die Staging-
Systeme CLIP und Okuda sowie die Parameter GroRRe und Anzahl der L&sionen aus der Analyse
ausgenommen und nur die BCLC-Klassifikation berticksichtigt. Da die virale Ursache der Zir-
rhose in der nicht-alkoholbedingten Ursache enthalten ist wurde nur die Ursache Alkohol ver-
sus nicht-alkoholbedingt eingeschlossen. Trotz erheblicher Fallzahlverringerung bezogen wir
die Serumwerte VEGF und sVEGFR-1 mit in die Analyse ein. Die Fallzusammenfiihrung ergab
eine verfligbare Fallzahl von 65 bei 42 eingetretenen Ereignissen und 23 zensierten Fallen.
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Tabelle 11 fasst die Ergebnisse der Regressionsanalyse zusammen. Keiner der Parameter
konnte als unabhangige Einflussgrofe identifiziert werden. Mit p=0,14 war VEGF mit einem
Cut-off von 154 pg/mL bei einem Hazard Ratio von 1,63 als Einflussgréfie einem signifikanten
Ergebnis am ndchsten. SVEGFR-1 und AFP zeigten als EinflussgréRRe eine Signifikanz von je-
weils 1,9 mit Hazard Ratios von 1,60 und 1,65. Mit einem Wald-Wert von 2,14 hatte VEGF
einen starkeren Einfluss auf das Uberleben als sVEGFR-1 und AFP (Wald-Werte von jeweils
1,70).

B SA Wald p Hazard Ratio | KI
Geschlecht

0,16 0,40 0,17 0,68 1,18 0,54-2,56
mannlich/ weiblich
Ursache der Zirrhose
Alkohol/ nicht-alkoholbe- | 0,23 0,34 0,45 0,50 1,26 0,65-2,45
dingt
AFP (ng/mL)

0,50 0,38 1,70 0,19 1,65 0,78-3,48
<400/ 2400
BCLC-Stadium

0,27 0,22 1,44 0,23 1,31 0,84-2,02
0+A/ B/ C+D
VEGF mL

(pg/mL) 0,49 0,33 2,14 0,14 1,63 0,85-3,13

<154/ >154
SVEGFR-1 (pg/mL)

0,47 0,36 1,70 0,19 1,60 0,79-3,25
<86/ 286

Tabelle 11: Cox-Regression (BCLC: Barcelona Clinic Liver Cancer Staging-System; AFP: Alphafetoprotein; B: Beta-
wert; SA: Standardabweichung; Wald: Wald-Wert; p: Signifikanz; KI: Konfidenzintervall)

7.5 Analyse der Serummarker

In dieser Studie wurde bei Patienten mit bekanntem HCC (n=96), bei Zirrhose-Patienten ohne
bekanntes HCC (n=80) und bei gesunden Probanden (n=30) PIGF, VEGF und ihr gemeinsamer
Rezeptor VEGFR-1 in seiner l6slichen Form gemessen. Bei den HCC-Patienten und den Zir-
rhose-Patienten war zudem das AFP bekannt.

In Tabelle 12 und Tabelle 13 sind die Mittelwerte und Mediane der Marker insgesamt und
innerhalb aller Kohorten aufgefiihrt. Bemerkenswerterweise fielen PIGF-Werte in allen Kohor-
ten sehr niedrig aus. Es gab viele Negativbestimmungen (123 von 207) und viele Werte unter-
halb der Nachweisegrenze von 15,6 pg/ml (54 von 207). Wie in Kapitel 6.4 bereits beschrieben,
werteten wir diese Ergebnisse dennoch aus, ohne jedoch die positiven PIGF-Werte in die ROC-
Analysen einzubeziehen.
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75.1 PIGF, VEGF, sVEGFR-1 und AFP als Marker fir HCC und Zirrhose

Vergleich von Gesunden und HCC-Patienten. Insgesamt fanden sich bei allen drei Markern
die hochsten Mittelwerte und bei PIGF sowie VEGF auch die hochsten Mediane bei den gesun-
den Probanden. Lediglich bei sSVEGFR-1 war der Median bei HCC-Patienten hoher (Tabelle
12). Im Vergleich von gesunden Probanden und HCC-Patienten differenziert nach Tumorsta-
dien zeigten sich fir sVEGFR-1 nur in fortgeschrittenen Tumorstadien hohere Mediane (Ta-
belle 16, Kapitel 7.5.2). In der ROC-Analyse (vgl. Kapitel 6.4) zeigte sich hier jedoch keine
gute Differenzierung zwischen Gesunden und HCC-Patienten insgesamt oder in fortgeschritte-
nen Tumorstadien, in friihen Stadien fielen die AUC teilweise negativ aus (Tabelle 16, Kapitel
7.5.2).

Vergleich von Gesunden und Zirrhose-Patienten. Die Mittelwerte und Mediane von Zir-
rhose-Patienten waren niedriger als die von gesunden Probanden (Tabelle 12). Im Vergleich
mit den verschiedenen Child-Pugh-Stadien zeigten sich nur fir VEGF bei Patienten mit einer
Zirrhose Child B oder C hohere Mediane als bei gesunden Probanden (Tabelle 18, Kapitel
7.5.3).

Vergleich von Zirrhose-Patienten und HCC-Patienten. Betrachtete man nur die Gruppe der
kranken Probanden, also HCC-Patienten und Zirrhose-Patienten, waren die PIGF-Mittelwerte
und sVEGFR-1-Werte bei HCC-Patienten hoher als bei Zirrhose-Patienten. Der sVEGFR-1-
Wert war bei HCC-Patienten im Test fur Mittelwertgleichheit bei unabhangigen Stichproben
signifikant hoher (p<0,001, Tabelle 12). In der ROC-Analyse zeigte sich bei SVEGFR-1 eine
signifikante Differenzierung zwischen HCC-Patienten und Zirrhose-Patienten. Mit einer AUC
von 0,78 zeigte SVEGFR-1 eine gute Entscheidungskraft (Tabelle 16, Kapitel 7.5.2, Abbildung
21).

Im Vergleich von Zirrhose-Patienten mit HCC-Patienten differenziert nach Tumorstadien zeig-
ten sich auch hier fir PIGF teilweise und fir SVEGFR-1 stets sogar in Tumorfriihstadien héhere
Mittelwerte bzw. Mediane als bei Zirrhose-Patienten. In Spatstadien waren teilweise auch die
VEGF-Werte hoher als bei Patienten ohne HCC. Die ROC-Analysen fir sSVEGFR-1 fielen in
allen Tumorstadien im Vergleich zu Zirrhose-Patienten signifikant aus (Tabelle 16, Kapitel
7.5.2). Die ROC-Analysen fir VEGF in diesen Subgruppen ergab teilweise negative Ergebnisse
mit einer AUC<0,5 (Tabelle 15, Kapitel 7.5.2).

AFP-Werte fielen bei HCC-Patienten deutlich hoher aus als bei Zirrhose-Patienten ohne HCC-
Nachweis. Durch die groe Streuung und die stark unterschiedliche Fallzahl fiel der Mittel-
wertvergleich nicht signifikant aus (p=0,07, Tabelle 13). In der ROC-Analyse zeigte sich mit
einer AUC von 0,884 eine gute Differenzierung von HCC-Patienten zu Patienten mit alleiniger
Zirrhose (p<0,001, Abbildung 22). In den ROC-Analysen zeigte sich ebenfalls eine gute Diffe-
renzierung zwischen Zirrhose und allen Tumorstadien unabhangig vom Staging-System (Ta-
belle 17, Kapitel 7.5.2).
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PIGF (pg/mL)

Gruppe n MW (SA) Med??
HCC 97 5,26 (8,41) 0,00
Zirrhose 80 3,48 (8,19) 0,00
Gesunde Kontrollen 30 9,68 (7,91) 9,37
Gesamt 207 5,22 (8,46) 0,00
VEGF (pg/mL)

Gruppe n MW (SA) Med
HCC 96 224,37 (239,25) 133,56
Zirrhose 78 241,57 (253,79) 156,41
Gesunde Kontrollen 30 300,36 (317,17) 170,37
Gesamt 204 242,12 (257,37) 154,20
SVEGFR-1 (pg/mL)

Gruppe n MW (SA) Med
HCC 94 122,32 (83,98) 103,69
Zirrhose 80 60,27 (41,03) 62,15
Gesunde Kontrollen 30 189,81 (353,89) 98,09
Gesamt 204 107,91 (154,14) 86,72

Tabelle 12: PIGF, VEGF und sVEGFR-1 in den verschiedenen Kohorten (n=Anzahl der Probanden; MW: Mittelwert;

Med: Median; SA: Standardabweichung)

AFP (ng/mL)

Gruppe n MW (SA) Med
HCC 244 8658,45 (43180,31) 53,50
Zirrhose 82 5,45 (6,32) 4,00

Tabelle 13: AFP in den Kohorten HCC und Zirrhose (n=Anzahl der Probanden; MW: Mittelwert; Med: Median; SA:

Standardabweichung)

Diese Ergebnisse sind in den folgenden Abbildungen als Boxplots dargestellt.

10 Die Mediane von 0 oder nahe 0 pg/mL sind Ausdruck der vielen Negativbestimmungen bei PIGF.
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Abbildung 15: Boxplots von PIGF in den verschiede-
nen Kohorten (°: moderate Ausreiler; *: extreme
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Abbildung 17: Boxplots von sVEGFR-1 in den verschie-
denen Kohorten (°: moderate Ausreiller; *: extreme
Ausreiler (mit Identifikationsnummer))

Abbildung 18: Boxplot von AFP in den Kohorten HCC
und Zirrhose (°: moderate Ausreiler; *: extreme Aus-
reiRer (mit Identifikationsnummer))

In den folgenden Abbildungen sind fir VEGFR-1 und AFP die ROC-Kurven fiir die Differen-
zierung zwischen HCC und Zirrhose dargestellt. Da die VEGF-Werte in der HCC-Gruppe nied-
riger als in der Zirrhose-Gruppe waren, wurde hierfir keine ROC-Analyse erstellt.
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Abbildung 19: ROC-Kurve flur sVEGFR-1 zur Differenzie- Abbildung 20: ROC-Kurve fiir AFP zur Differenzierung
rung von HCC und Zirrhose (80 Zirrhose+94 HCC=174, von HCC und Zirrhose (82 Zirrhose+244 HCC=326,
p<0,0001) p<0,0001)

75.2 PIGF, VEGF, sVEGFR-1 und AFP als Marker fir Tumorcharakteristika

Innerhalb der HCC Kohorte gab es eine einheitliche Tendenz zu héheren Werten bei PIGF,
VEGF und sVEGFR-1 in fortgeschrittenen Tumorstadien bei allen getesteten Staging-Syste-
men. Die PIGF-Mediane lagen jedoch zwischen 0 und 0,3 pg/mL. Signifikante Ergebnisse im
Mittelwertvergleich lieRen sich nur bei SVEGFR-1 zwischen den Stadien A und B+C nach dem
Staging-System Okuda und zwischen den Stadien 0+1 und 2+3+4+5 nach dem Staging-System
CLIP erzielen (Tabelle 14, Tabelle 15 und Tabelle 16).

AFP-Werte waren im Median in fortgeschrittenen Tumorstadien hoher, allerdings gab es fur
die Mittelwerte keine einheitliche Tendenz (Tabelle 17).

Die vier folgenden Tabellen geben einen Uberblick tiber PIGF, VEGF, VEGFR-1 und AFP in
verschiedenen Tumorstadien. Es sind die Mittelwerte mit Standardabweichung und Mittelwert-
vergleiche sowie die Mediane aufgefuhrt. Diese Serumwerte werden in den Tabellen mit den
Ergebnissen bei den gesunden Kontrollen und den Zirrhose-Patienten gegeniibergestellt. Wenn
HCC-Patienten tendenziell hthere Werte aufwiesen als eine der beiden Vergleichsgruppen, er-
folgte eine ROC-Analyse, die hier ebenfalls aufgefihrt ist.
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PIGF (pg/mL)

BCLC TNM Okuda CLIP

0+A B C+D I-11 H-1v A B+C 0+1 2+3+4+5
n 18 40 34 47 49 46 33 42 36
MW |2,85 5,50 6,20 3,99 6,32 5,66 5,83 4,67 5,99
SA 584 7,20 10,93 6,51 9,84 8,59 9,78 7,20 10,49
p A/B B/C A/C 0,18 0,95 0,53

0,15 0,75 0,23
Med |O 0,30 0 0 0,13 0 0 0 0,06
vgl. n=30
Ges. |MW=9,68

SA=7,90

Med=9,37
Vgl. n=80
Zirrh. | MW= 3,48

SA=8,19

Med= 0,00

Tabelle 14: Vergleich von PIGF in verschiedenen Tumorstadien, Vergleich der HCC-Kohorte (insgesamt und in
verschiedenen Tumorstadien) mit Zirrhose-Patienten und gesunden Probanden; n=Anzahl der Probanden; MW:
Mittelwert; SA: Standardabweichung; Med: Median; p: Signifikanz; Vgl.: verglichen; Ges.: gesunde Probanden;
Zirrh.: Zirrhose; NB: Mittelwerte und Mediane von HCC-Patienten waren hier wie im Gesamtvergleich immer nied-
riger als bei Gesunden, so dass kein statistischer Vergleich erfolgte. Mittelwerte (nicht Mediane) waren insgesamt
und vor allem in fortgeschrittenen Tumorstadien bei HCC-Patienten héher als bei Zirrhose-Patienten. Aufgrund
der vielen Negativbestimmungen in allen Kohorten wurden PIGF-Werte in keine ROC-Analyse einbezogen.
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VEGF (pg/mL)

BCLC TNM Okuda CLIP

0+A B C+D I-1l n-1v A B+C 0+1 2+3+4+5
n 18 40 33 47 48 45 33 41 36
MW 136,81 245,17 257,90 186,77 262,56 224,57 257,44 157,67 243,93
SA 165,93 253,44 253,96 206,59 266,33 244,57 246,67 212,01 239,65
p A/B B/C A/C 0,12 0,56 0,10

0,10 0,83 0,08
Med |93,33 156,26 157,84 103,00 158,60 125,02 186,15 92,21 151,97
vgl. n=30
Ges. | MW=300,36

SA=317,17

Med= 170,37
vgl. n=78
Zirrh. | MW= 241,57

SA=253,79

Med= 156,41

AUC (Zirrh. vs HCC gesamt)=0,47 ; p=0,47

AUC=0,35 |AUC=0,49 |AUC=0,53 |AUC=0,42 |AUC=0,51 |AUC=0,46 |AUC=0,52 |AUC=0,36 |AUC=0,51

p=0,05 p=0,88 p=0,69 p=0,13 p=0,76 p=0,50 p=0,69 p=0,01 p=0,83

n=96 n=118 n=111 n=125 n=126 n=123 n=111 n=119 n=114

Tabelle 15: Vergleich von VEGF in verschiedenen Tumorstadien (signifikante p herausgehoben), Vergleich der
HCC-Kohorte (insgesamt und in verschiedenen Tumorstadien) mit Zirrhose-Patienten und gesunden Probanden
(signifikante Differenzierungen herausgehoben); n=Anzahl der Probanden; MW: Mittelwert; SA: Standardabwei-
chung; Med: Median; p: Signifikanz; Vgl.: verglichen; Ges.: gesunde Probanden; Zirrh.: Zirrhose; NB: Mittelwerte
und Mediane von HCC-Patienten waren hier (mit einer Auffnahme: Median Okuda B+C) immer und im Gesamt-
vergleich niedriger als bei Gesunden, es erfolgte keine weitere statistische Auswertung. Mittelwerte und Mediane
unterschieden sich in fortgeschrittenen Tumorstadien von denen der Zirrhose-Patienten, so dass trotz negativ
ausfallendem Gesamtvergleich die ROC-Analysen fiir die Subgruppen der Tumorstadien erfolgten.
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SVEGFR-1 (pg/mL)

BCLC TNM Okuda CLIP
0+A B C+D I-1l 1-1v A B+C 0+1 2+3+4+5
n 18 39 32 46 47 43 33 40 36
MW 99,67 122,39 135,66 106,20 (136,80 (96,22 157,41 |96,44 153,45
SA 52,43 77,88 106,90 68,40 95,54 48,15 119,69 |51,77 112,21
p A/B B/C A/C 0,08 0,003 0,007
0,20 0,56 0,12
Med 97,59 96,43 119,14 95,32 124,31 |87,41 124,31 |90,22 143,02
Vvgl. [n=30
Ges. [MW=189,81
SA=353,89
Med= 98,09
AUC (Ges vs HCC)=0,52 ; p=0,71
AUC=0,47 |AUC=0,51 |AUC=0,57 |AUC=0,46|AUC=0,57|AUC=0,40(AUC=0,63|AUC=0,43 |AUC=0,63
p=0,72 p=0,93 p=0,36 p=0,60 |p=0,29 |p=0,16 |p=0,071 |p=0,29 |p=0,07
n=48 n=69 n=62 n=76 n=77 n=73 n=63 n=70 n=66
Vgl. [n=80
Zirrh. |MW=60,27
SA=41,03
Med=62,15
AUC (Zirrh. vs HCC gesamt)=0,780 ; P<0,0001
AUC=0,74 |AUC=0,78 [AUC=0,80 |AUC=0,74|AUC=0,82|AUC=0,71|AUC=0,84/AUC=0,71|AUC=0,85
p=0,001 p=<0,0001|p<0,0001 p<0,0001 |p<0,0001 (p<0,0001 |p<0,0001 |p<0,0001 [p<0,0001
n=98 n=119 n=112 n=126 n=127 n=123 n=113 n=120 n=116

Tabelle 16: Vergleich von sVEGFR-1 in verschiedenen Tumorstadien (signifikante p herausgehoben), Vergleich
der HCC-Kohorte (insgesamt und in verschiedenen Tumorstadien) mit Zirrhose-Patienten und gesunden Proban-
den (signifikante Differenzierungen herausgehoben); n=Anzahl der Probanden; MW: Mittelwert; SA: Standardab-
weichung; Med: Median; p: Signifikanz; Vgl.: verglichen; Ges.: gesunde Probanden; Zirrh.: Zirrhose; NB: Mittel-
werte von HCC-Patienten fielen immer niedriger aus als bei Gesunden, so dass kein Mittelwertvergleich erfolgte.
Da die Mediane jedoch bei HCC-Patienten in fortgeschrittenen Tumorstadien héher ausfielen, erfolgte eine ROC-
Analyse HCC versus Gesunde fiir die Subgruppen der Tumorstadien. Bei h6heren sVEGFR-1-Werten von HCC-Pati-
enten insgesamt (p<0,001) und in allen Tumorstadien im Vergleich zu Zirrhosepatienten erfolgten die ROC-Ana-
lysen fiir die Subgruppen.
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AFP (ng/mL)

BCLC TNM Okuda cLIp!

0+A B C+D I-11 1i-1v A B+C 0+1 2+3+4+5
n 48 92 92 124 118 111 98 102 99
MW 168,78 [11537,95 (9842,96 |6462,20 (11105,67 [10267,33 8392,97 359,00 12297,20
ISA 428,18 |61812,31 [30500,23 {49821,87 135364,99 |55816,89 |30826,05 2133,93  37001,68
p A/B B/C A/C 0,40 entfallt 0,001

0,21 entfdllt |0,03
Med 23 51,85 119,6 30,35 196,00 31,00 148,80 17,25 632,5
Vgl. n=82
Zirrh. MW :5,451220

ISA=6,32

Med : 4,00

IAUC (Zirrh. vs HCC gesamt)=0,89 ; p<0,0001

IAUC=0,91/AUC=0,87 AUC=0,88/AUC=0,87|AUC=0,9 |AUC=0,87)AUC=0,90 |AUC=0,87 |AUC=0,91

p<0,0001 p<0,0001 [p<0,0001 [p<0,0001 |p<0,0001 p<0,0001 |p<0,0001 p<0,0001 [p<0,0001

n=130 n=174 n=174 n=206 n=200 n=193 n=180 n=184 n=181

Tabelle 17: Vergleiche von AFP in verschiedenen Tumorstadien (signifikante p herausgehoben), Vergleich mit
Zirrhose-Patienten; n=Anzahl der Probanden; MW: Mittelwert; SA: Standardabweichung; Med: Median; p: Signi-
fikanz; Vgl.: verglichen; Zirrh.: Zirrhose

75.3 PIGF, VEGF, VEGFR-1 und AFP als Marker fir Zirrhosestadien

HCC und Zirrhose kénnen nicht als unabhéngige Variablen betrachtet werden. Im Folgenden
untersuchten wir somit ausschlief3lich die Zirrhose-Kohorte.

Im gesamten Mittelwert- und Medianvergleich fand sich lediglich bei VEGF eine signifikante
Tendenz zu héheren Werten in fortgeschrittenen Zirrhosestadien (Tabelle 18). Im Vergleich zur
gesunden Kohorte war nur der Median im fortgeschrittenen Zirrhosestadium hoher (Tabelle
18).

Der AFP-Wert war in unserer Kohorte kein sinnvoller Indikator des Child-Pugh-Stadiums (Ta-
belle 19).

11 AFP ist Teil des Staging-System CLIP, somit zeigt sich eine gute Korrelation.
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Child-Pugh-Stadium
A B+C
n 31 47
= |Mw (sA) 4,57 (9,78) 2,30 (6,67)
%, Med 0,00 0,00
f" Vgl. Ges. MW= 9,68 (SA=7,91)
g Med=9,37
n 31 45
MW (SA) 167,65 (167,17) 296,46 (293,77)
‘g p p (A vs B/C)=0,03
E Med 107,18 223,60
t":'i Vgl. Ges. MW= 300,36 (SA=317,17)
> Med= 170,37
n 31 47
}ET MW (SA) 57,94 (44,83) 59,98 (38,45)
B [p p (A vs B/C)=0,83
E Med 54,42 63,06
& | Vel Ges. MW= 189,81 (SA=353,89)
%J. Med= 98,09

Tabelle 18: Vergleiche von PIGF, VEGF und sVEGFR-1 in verschiedenen Zirrhose-Stadien; n=Anzahl der Seren;
MW: Mittelwert; SA: Standardabweichung; p: Signifikanz; Med: Median; Vgl.: verglichen; Ges.: Gesunde, Zirrh.:
Zirrhose; NB: Mittelwerte und Mediane fielen bei Zirrhose-Patienten fiir PIGF und sVEGFR-1 immer niedriger aus
als bei Gesunden. Bei VEGF fand sich nur im fortgeschrittenem Zirrhosestadium ein héherer Median als bei Ge-
sunden.

Child-Pugh-Stadium
A B+C
= |n 31 49
£
2 [Mw(sA) 6,87 (8,93) 4,49 (3,81)
&
< |Med 4,00 4,00

Tabelle 19: AFP in verschiedenen Zirrhosestadien; n=Anzahl der Seren; MW: Mittelwert; SA: Standardabwei-
chung; Med: Median

7.5.4 Kombination der Marker

Im Folgenden wurden innerhalb der kranken Population (HCC-Patienten und Zirrhose-Patien-
ten), einzeln und in Kombination, Marker auf ihr diagnostisches Potential fiir das Vorhanden-
sein eines HCC untersucht. Die Werte der gesunden Probanden wurden nicht beriicksichtigt.

7.5.4.1 Sensitivitat und Spezifitat einzelner Marker zur HCC-Diagnose

In der folgenden Tabelle wurden die Sensitivitaten und Spezifitaten der einzelnen Werte in
Bezug auf die HCC-Diagnose bei Zirrhose-Patienten aufgefiihrt. Fir das AFP wahlten wir ein
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Cut-off von 10 ng/mL gemal? dem gangigen Normwert. Fir PIGF wurde aufgrund der insge-
samt sehr niedrig ausgefallenen Werte ein Cut-off von 0 pg/mL gewéhlt?, fir VEGF wurde der
Gesamtmedian von 154 pg/mL beibehalten. Da sSVEGFR-1 in der ROC-Analyse eine gute Dif-
ferenzierung aufwies, erhielten wir einen Cut-off von 70 pg/mL.

Auffallend war bei AFP die hohe Spezifitat von 90,2%, bei einer Sensitivitat von 73,8%. PIGF
und VEGF waren mit einer Sensitivitat von 45,4% bzw. 46,9% sowie einer Spezifitat von
78,8% bzw. 50% keine guten diagnostischen Marker. SVEGFR-1 hatte eine Sensitivitat von
80,9% und eine Spezifitat von 62, 5%.

AFP <10 AFP210 Gesamt PIGF=0 PIGF >0 Gesamt
HCC 64 180 244 HCC 53 44 97
Kein HCC 74 8 82 Kein HCC 63 17 80
Gesamt 138 188 326 Gesamt 116 61 177
Sensitivitat=180/244=73,8% Sensitivitdt=44/97=45,4%
Spezifitdt=74/82=90,2% Spezifitdt=63/80=78,8%

VEGF<154 VEGF2154 Gesamt sVEGFR-1<70 sVEGFR-1270 Gesamt
HCC 51 45 96 HCC 18 76 94
Kein HCC 39 39 78 Kein HCC 50 30 80
Gesamt 90 84 174 Gesamt 68 106 174
Sensitivitit=45/96=46,9% Sensitivitdt=76/94=80,9%
Spezifitat=39/78=50% Spezifitat=50/80=62,5%

Tabelle 20: Sensitivitdt der einzelnen Marker AFP, PIGF, VEGF und sVEGFR-1 zur Differenzierung von HCC vs.
Zirrhose ohne Nachweis von HCC (AFP in ng/mL, PIGF, VEGF und sVEGFR-1 in pg/mL).

7.5.4.2 Sensitivitat und Spezifitat der Kombinationen verschiedener Marker

Die drei folgenden Tabellen zeigen das Verhalten der verschiedenen Serumwerte bei HCC-
Patienten in Kombination miteinander.

Kombinierte man das AFP mit den potentiellen neuen Markern, verbesserte sich die Sensitivitat
erheblich von 73,8% auf 84%, 83,7% und 92,2% bei PIGF, VEGF bzw. sVEGFR-1. Allerdings
verschlechterte sich die Spezifitat wie erwartet, vor allem bei einer Kombination mit VEGF,
von 90,2% auf 42,3%. Bei der Kombination mit PIGF sank die Spezifitat lediglich auf 71,3%,
bei Kombination mit SVEGFR-1 auf 61,3%.

Die Kombination von PIGF mit VEGF bzw. sVEGFR-1 verbesserte auch hier die Sensitivitét
von 45,4% auf 69,8% bzw. 84%. Leider verschlechterte sich die urspriingliche Spezifitat von
78,8% auf 37,2% bzw. 53,8%. Auch fir VEGF und sVEGFR-1 ging die Kombination mit PIGF
mit einer verbesserten Sensitivitat und einer Abnahme der Spezifitat einher.

12 vgl. Kapitel 6.4 fir die Erklarung des Cut-off-Wertes 0 pg/mL fiir PIGF.
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Die Kombination von VEGF und sVEGFR-1 zeigte auch eine deutlich bessere Sensitivitat von
89,4% im Vergleich zu den beiden Werten alleine, dies ging aber mit einem dramatischen Rlck-
gang der Spezifitat auf 24,4% einher.

Insgesamt bedeutet das, dass mehr HCC-Patienten erfasst wurden, zugleich aber auch mehr

Zirrhose-Patienten ohne HCC in den Verdacht kamen, ein HCC zu haben.

AFP<10 AFP210 Gesamt AFP<10 AFP210 Gesamt
und oder und oder
PIGF=0 PIGF>0 VEGF<154 VEGF2154
HCC 14 79 93 HCC 15 77 92
Kein HCC 57 23 80 Kein HCC 33 45 78
Gesamt 71 102 173 Gesamt 48 122 170
Sensitivitdt=79/93=84,0% Sensitivitdt=77/92= 83,7%
Spezifitdt=57/80=71,3% Spezifitdt=33/78=42,3%
AFP<10 AFP210 Gesamt
und oder
sVEGFR-1<70 sVEGFR-1270
HCC 7 83 90
Kein HCC 49 31 80
Gesamt 56 114 170

Sensitivitdt= 83/90=92,2%
Spezifitdt=49/80=61,3%

Tabelle 21: Sensitivitat und Spezifitat zur HCC-Diagnose vs Zirrhose ohne HCC-Nachweis bei Kombination von AFP
mit PIGF, VEGF und sVEGFR-1 (AFP in ng/mL, PIGF, VEGF un sVEGFR-1 in pg/mL)

PIGF=0 PIGF>0 Gesamt PIGF=0 PIGF>0 Gesamt
und oder und oder
VEGF<154 VEGF2154 SsVEGFR-1<70 sVEGFR-1270
HCC 29 67 96 HCC 15 79 94
Kein HCC 29 49 78 Kein HCC 43 37 80
Gesamt 58 116 174 Gesamt 58 116 174

Sensitivitat=67/96=69,8%
Spezifitat=29/78=37,2%

Sensitivitat=67/96=69,8%
Spezifitdt=43/80=53,8%

Tabelle 22: Sensitivitat und Spezifitat zur HCC-Diagnose versus Zirrhose ohne HCC-Nachweis bei Kombination von
PIGF mit VEGF und sVEGFR-1 (AFP in ng/mL, PIGF, VEGF un sVEGFR-1 in pg/mL).
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VEGF<154 VEGF 2154 Gesamt
und oder
sVEGFR-1<70 sVEGFR-1270
HCC 10 84 94
Kein HCC 19 59 78
Gesamt 29 143 172
Sensitivitat= 84/94=89,4%
Spezifitat=19/78=24,4%

Tabelle 23: Sensitivitdt und Spezifitat zur HCC-Diagnose vs. Zirrhose ohne HCC-Nachweis bei Kombination von
VEGF mit sVEGFR-1 (VEGF un sVEGFR-1 in pg/mL)

7.5.,5 Korrelation von AFP, PIGF, VEGF und sVEGFR-1

Ein erhohtes PIGF war schwach positiv und signifikant mit einem erhohten sSVEGFR-1 korre-
liert (Korrelationskoeffizient=0,222; p=0,001). VEGF korrelierte nicht signifikant mit PIGF.
Ein hohes AFP korrelierte schwach positiv und signifikant mit einem erhohten PIGF (Korrela-
tionskoeffizient=0,176; p=0,021). Es bestand keine signifikante Korrelation mit den beiden an-
deren Markern.

8 Diskussion

In dieser Studie befassten wir uns zum einen mit dem Zusammenhang von verschiedenen kli-
nischen und paraklinischen Merkmalen und dem Uberleben bei HCC-Patienten, einschlieRlich
dreier potentieller neuer Serummarker aus einer Familie angiogener Faktoren, PIGF, VEGF und
deren gemeinsamen l6slichen Rezeptor sSVEGFR-1. Zum anderen untersuchten wir mogliche
Zusammenhange zwischen erhéhten Werten dieser Marker und dem Vorhandensein einer Zir-
rhose oder eines HCC. Dabei wurden drei Gruppen betrachtet: HCC-Patienten, Zirrhose-Pati-
enten ohne HCC-Nachweis und eine Kontrollgruppe gesunder Probanden. Zusétzlich unter-
suchten wir einen moglichen Zusammenhang mit dem klinischen Fortschreiten der Zirrhose
oder des HCC. SchlieRlich befassten wir uns mit dem diagnostischen Potential der Marker im
Einzelnen und in Kombination fir die Erkennung eines HCC bei Patienten mit Zirrhose.

Der Uberlebensmedian insgesamt lag bei 33 Monaten. In der univariaten Analyse waren fol-
gende Parameter signifikant mit einem kiirzeren Uberleben assoziiert: ein hoheres Alter, die
Ursache der Zirrhose (Alkohol bzw. nicht-virale Ursache), ein fortgeschrittenes Tumorstadium
und einzelne Kriterien wie Grofle und Anzahl der Léasionen, ein AFP>400 ng/mL, ein
VEGF>154 pg/mL und ein SVEGFR-1>86 pg/mL. Tendenzen zu einem kiirzeren Uberleben
zeigten sich bei dem ménnlichen Geschlecht, einem fortgeschrittenem Zirrhosestadium und ei-
nem positiven PIGF. In der multivariaten Analyse war keiner der eingeschlossenen Parameter
eine signifikant unabhangige Einflussgrofie.
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In der Analyse der Serummarker PIGF, VEGF und sVEGFR-1 wurden die hochsten Mittelwerte
bei den gesunden Kontrollen gemessen. PIGF wies insgesamt betrachtet viele Negativbestim-
mungen und Werte unterhalb der angegebenen Nachweisgrenze auf (vgl. Kapitel 6.4, 7.5, 8.2.3
und 8.3). Der Vergleich der Zirrhose- und HCC-Kohorte ergab fir sSVEGFR-1 eine signifikante
Differenzierung mit einer AUC von 0,78 und einer Sensitivitat und Spezifitit von 80,9% und
62,5%. AFP konnte mit einer AUC von 0,88 und mit einer Sensitivitat und Spezifitit von 73,8%
und 90,2% sicherer zwischen Zirrhose- und HCC-Patienten unterscheiden. Auch die Kombina-
tion der Marker untereinander und mit AFP erbrachte keinen Vorteil zu AFP alleine. Insbeson-
dere VEGF und sVEGFR-1 zeigten aber deutliche Tendenzen zu hoheren Werten bei fortschrei-
tendem Tumorstadium. Signifikante Ergebnisse wurden hierbei fir sVEGFR-1 und den
Staging-Systemen CLIP und Okuda erzielt. VEGF zeigte einen signifikanten Anstieg mit fort-
schreitender Zirrhose. Somit kénnten diese Marker als individuelle Verlaufsparameter unter
Berlicksichtigung des komplexen Zusammenspiels und multifaktorieller Schwankungen angi-
ogener Faktoren bei Zirrhose und HCC verstanden werden.

Im Folgenden besprechen wir zundchst die Vergleichbarkeit unserer Kohorten mit der aktuellen
Datenlage beziiglich Patientencharakteristika, Tumoreigenschaften, Therapiearten und Prog-
nose. AnschlieBend werden die Ergebnisse der Serumanalysen in Bezug zu aktuellen For-
schungsergebnissen gesetzt.

8.1 Kohortencharakteristika und Uberlebensdaten im Kontext der

aktuellen Datenlage

8.1.1 Patientencharakteristika

Die Kohorte der HCC-Patienten wies deutlich mehr Méanner als Frauen auf (77,6% versus
22,4%, Tabelle 5). Dies entspricht bekannten epidemiologischen Daten. Manner erkranken ins-
gesamt und innerhalb der Risikopopulation zwei- bis viermal so haufig an HCC wie Frauen
(64). Bei Kitai et al. (65) waren beispielsweise 70% der Betroffenen Manner.

Wie auch in anderen grofieren Kohorten beschrieben (3), war in unserer Kohorte bei HCC meis-
tens (in 90% der Falle, Kapitel 7.1.1) eine Zirrhose vorbekannt.

Der Altersmedian bei HCC-Diagnose war mit 65 Jahren (Kapitel 7.1.1) ebenfalls mit aktuellen
epidemiologischen Daten in Europa und USA vergleichbar. Je nach Kohorte liegt dieser zwi-
schen 63 Jahren (66) (67) und 69 Jahren (68). In asiatischen Landern tritt aufgrund der hohen
HBV-Pravalenz im Kindesalter die Erkrankung friher auf. Die Erkrankungsmediane liegen un-
ter 60 Jahren (68).

Die haufigsten Ursachen der Zirrhose beziehungsweise des HCC entsprachen mit HCV und
Alkohol (Tabelle 5) ebenfalls den bekannten Risikofaktoren in westlichen Landern (2). Wenig
vertreten war hingegen die Nicht-alkoholische Fettlebererkrankung als Ursache fur die
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Leberzirrhose und des HCC. Tatséchlich ist die Fettleber mit 30% Prévalenz die haufigste Le-
bererkrankung in Europa und ein von der Zirrhose unabhéngiger Risikofaktor fur die Entwick-
lung eines HCC (6) (39).

In retrospektiven und prospektiven Kohortenstudien zur Leberzirrhose uberwogen mannliche
Patienten (42) (43). Im Gegensatz dazu waren es in unserer Kohorte der Zirrhose-Patienten
etwa gleich viele Ménner und Frauen, was darauf beruht, dass sie Patienten willkurlich und
nicht zufallig in die Kohorte rekrutiert wurden, um eine mdglichst représentative Kontroll-
gruppe zu ergeben (Tabelle 6). Die h&ufigsten Ursachen Alkohol und virale Hepatitiden (37)
waren vertreten, wobei die Nicht-alkoholische Fettlebererkrankung fehlt oder unerkannt geblie-
ben ist. Mit 38,8 % war das kompensierte Friihstadium wie auch beispielsweise bei d”Amico et
al. (43), einer prospektiven Langzeitstudie zu Komplikationen der Leberzirrhose bei 495 Pati-
enten, stark vertreten.

8.1.2 Tumoreigenschaften

Insgesamt gab es in unserer Kohorte viele Tumorfriihstadien unabhéngig vom Staging-System
(Tabelle 7). In vergleichbaren Kohorten fanden sich ebenfalls bei Diagnose ungeféhr 40-50%
lokale Stadien beziehungsweise Friihstadien (65) (69). Dabei muss beachtet werden, dass an
spezialisierten Zentren und in westlichen Landern mit effektiveren Screening- und Beobach-
tungsmaoglichkeiten ein Selektionsfehler entstehen kann. Weltweit, teils auch in industrialisier-
ten Landern, muss man davon ausgehen, dass das HCC meist in intermedidren und fortgeschrit-
tenen Stadien diagnostiziert wird (7) (70) (66).

8.1.3 Therapiearten

Wie in der BRIGDE-Studie (7) beschrieben, gibt es hinsichtlich der Therapien weltweit grolRe
geographische Unterschiede. Kosten- und ressourcenintensive Therapien wie die Transplanta-
tion und die Gabe von Sorafenib kamen in den USA und Europa 6fter zur Anwendung als in
vergleichsweise d&rmeren Landern. Entgegen der BCLC-gestltzten Empfehlungen wurde So-
rafenib bei BCLC-C Patienten nicht grundsétzlich als erste Therapie angewendet. Vielmehr
pradominierte weltweit die Anwendung der TACE in diesem Stadium.

Mit Sorafenib als haufigste Therapie (19,5%) unterschied sich unsere Kohorte somit deutlich
von der grof3en Kohorte der BRIDGE-Studie (unter 5% Sorafenib als erste Therapie). In Europa
kam in 20-30% der Falle die TACE als Ersttherapie am h&ufigsten zur Anwendung. Die Resek-
tion hingegen wurde in unserer Kohorte etwa gleich haufig als erstes durchgefuhrt (14,5%), die
PEI und die RFA jedoch vergleichsweise selten (0,4% und 2% im Vergleich zu insgesamt circa
30% in der BRIDGE-Studie). Afterloading wurde deutlich hdufiger angewendet (14,1% im
Vergleich zu unter 5% in der BRIDGE-Studie). Diese Unterschiede kommen durch die Spezi-
alisierung des Leberzentrums des Campus Virchow Klinikum auf das Afterloading zustande.
Auch die Lebertransplantation spielte in unserer Kohorte aufgrund der langen
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Beobachtungszeit (Beginn vor Einfihrung der Milan-Kriterien) eine deutlich gréRere Rolle
(12,5% Ersttherapie) als in der BRIDGE-Studie beschrieben (unter 5%) und wurde in allen
BCLC-Stadien A-C durchgefiihrt, meist jedoch in frihen Stadien (16 von 31).

Therapieentscheidungen wurden in unserer Kohorte individuell getroffen (Tabelle 8). So wur-
den beispielsweise 9 bzw. 8 von 46 Patienten bereits im Frihstadium mit TACE bzw. Afterloa-
ding behandelt. Patienten mit intermedidren Tumoren wurden teilweise noch einer primaren
Resektion unterzogen (16 von 100) und Patienten mit fortgeschrittenem Tumor noch primér
lokoregional behandelt (16 bzw. 10 von 97 mit TACE und Afterloading). Multiple beziehungs-
weise multimodale Therapien wurden vornehmlich bei intermediaren und fortgeschrittenen Sta-
dien angewandt. Auch in der BRIDGE-Studie beobachtet man Abweichungen der strikt BCLC-
orientierten Therapieempfehlungen: Weltweit wurden bereits in friihen Stadien weit Gber 20%
primér mit TACE behandelt; andererseits wurde in spaten Stadien noch reseziert (7).

8.1.4 Uberlebenszeitanalysen

Die 5-Jahres-Uberlebensrate von 28,5% aller Patienten lag deutlich tiber den in der Literatur
beschriebenen 15% in Europa (15) und unter 5% in weniger entwickelten Landern (64). Sie
spiegelt den hohen Anteil an transplantierten Patienten und die Behandlung an einem hochspe-
zialisierten Zentrum wider.

In der BRIDGE-Studie (7) fanden sich abnehmende Uberlebensmediane von 80, 27, 15 und 4
Monaten fiir die BCLC-Stadien A, B, C und D. Unsere Uberlebenszeitanalysen zeigten eben-
falls abnehmende Mediane von 57, 33 und 19,5 Monaten bei BCLC Stadien 0+A, B und C+D
(Kapitel 7.4.4). Der Uberlebensmedian von 4,5 Monaten im Endstadium D war vergleichbar.

Fur palliativ behandelte Patienten fanden sich in der Literatur kiirzere Uberlebensmediane von
10-20 Monaten (71) als in unserer Kohorte (22,5 Monate, Kapitel 7.4.1). Dieser Unterschied ist
vermutlich darauf zurtickzufthren, dass die Studienteilnehmer an einem hochspezialisierten
Zentrum behandelt wurden. Dies fiihrte womdglich auch zu Unterschieden innerhalb einer
BCLC-Kategorie mit tendenziell besserem Uberleben fiir aggressiver behandelte Patienten au-
Rerhalb der Empfehlungen (Kapitel 7.4.4). Ferner fiel auf, dass in unserer Kohorte bei den
HCC-Patienten die Zirrhose meistens nicht weit fortgeschritten war. Wenige Patienten hatten
eine Enzephalopathie oder Aszites, so dass vielfaltige Therapieoptionen zur Verfligung stan-
den. Transplantierte Patienten hatten in unserer Kohorte, wie auch in anderen Kohorten be-
schrieben, das beste Outcome (Uberlebensrate von 60% nach 20 Jahren, Kapitel 7.4.1). Zhang
etal. (72) beschrieben fiir transplantierte Patienten beispielsweise eine 5-Jahres-Uberlebensrate
von 69,4%.

Insgesamt verzerrten transplantierte Patienten in unserer Analyse nicht wesentlich die Uberle-
benszeit im Hinblick auf einzelne Kriterien, auf die im Folgenden eingegangen wird. Der Ein-
fluss transplantierter Patienten beschrankte sich auf die Signifikanz bestimmter Ergebnisse in
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der univariaten Analyse (Uberleben nach Geschlecht, Zirrhosestadium oder VEGF), veranderte
aber nicht die jeweiligen Tendenzen (Tabelle 9, Tabelle 10).

In einer groRen Meta-Analyse von 2010 zu Uberlebensdaten bei unbehandelten Patienten in
randomisierten Studien konnte fur das mannliche Geschlecht, spate Zirrhose- und Okuda-Tu-
morstadien, eine alkoholbedingte Lebererkrankung sowie einzelne BCLC-Kriterien ein negati-
ver Einfluss auf das Uberleben nachgewiesene werden; die chronische Hepatitis B war hinge-
gen insgesamt mit einem kdrzeren, die Hepatitis C bei BCLC-Stadien B und C mit einer besse-
ren 1-Jahres-Uberlebensrate assoziiert (68). Bei Zhang et al. (72) zeigte die univariate Analyse
signifikante Ergebnisse unter anderem flr héhere VEGF-Werte, eine TumorgroRe tber 5 cm
sowie eine GefaBinvasion. Ein AFP (iber 100ng/mL beeinflusste das Uberleben nicht. In der
multivariaten Analyse war nur die GefaRinvasion eine unabhangige EinflussgroRe fiir das Uber-
leben bei transplantierten Patienten. In einer prospektiven Studie zum fortgeschrittenen HCC
hingegen konnte in der univariaten Analyse fur fast alle einzelnen Kriterien und fiir ein hoheres
VEGF ein signifikanter Einfluss festgestellt werden, in der multivariaten Analyse blieben die
fortgeschrittene Zirrhose, die Tumormorphologie und das AFP uber 400 ng/mL unabh&ngige
EinflussgroRen. Das Vorhandensein einer viralen Hepatitis wirkte sich in der univariaten Ana-
lyse negativ auf das Uberleben aus, allerdings befanden sich in dieser Studie viele Patienten
ohne Zirrhose (73).

Fur das AFP, die Staging-Systeme und die einzelnen Patienten-, Tumor- und Zirrhoseparameter
waren somit in dieser Studie deutliche Tendenzen zu sehen, die sich mit aktuellen Daten de-
cken. Die Ursache der Leberschadigung ist mdglicherweise ebenfalls von prognostischer Be-
deutung, abhéngig davon, ob bereits eine Zirrhose oder noch ein Fibrosestadium vorliegt. Wir
berucksichtigten jedoch weder, dass bei einer chronischen HBV-Infektion im Gegensatz zur
HCV-Infektion die Hohe der Viruslast und der Transaminasen mit dem HCC-Risiko korreliert
(14), noch, dass die Kumulation zusétzlicher Risikofaktoren wie Alkoholkonsum oder Fettle-
bererkrankung oftmals schwer zu erfassen sind. Auf die Serummarker VEGF, sVEGFR-1 und
PIGF gehen wir im Kapitel 8.2 naher ein.

Sowohl bei der BCLC-Klassifikation als auch bei den Staging-Systemen CLIP und Okuda las-
sen sich Intermediar- und Spatstadien schlecht differenzieren und prognostisch einordnen (20).
Auch in unserer Kohorte konnten wir bei der TNM-Klassifikation und dem Staging nach CLIP
nur durch Zusammenfihren von Frihstadien einerseits und Intermediér- und Spatstadien ande-
rerseits einen signifikanten Unterschied in der Kaplan-Meier-Analyse darstellen. Bei den
BCLC-Stadien hoben sich nur die Spatstadien mit einem signifikanten Uberlebensnachteil im
Vergleich zu Stadium 0, A und B hervor.

Es ist auch zu bemerken, dass die Child-Pugh-Klassifikation nicht alle fortgeschrittenen Zir-
rhosen erfasst. Faktoren wie Varizenblutung, Malnutrition, das hepatorenale Syndrom und ein
Blutdruckabfall werden nicht berlicksichtigt, obwohl sie auch eine rasche Progression der
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Zirrhose widerspiegeln und das Uberleben beeinflussen (5). Die fortschreitende Zirrhose als
starke EinflussgréRe wurde in unserer Kohorte moglicherweise unterschétzt.

8.2 Analyse der Serummarker

8.2.1 Das klinische Management des HCC und seine Grenzen

Eine Verbesserung der Therapiestrategien geht mit einer moglichst friihen Diagnose und einer
sicheren individuellen Prognoseeinschatzung bei der Diagnose und vor oder unter Therapie
einher. Zwar konnten bestimmte, schon langer bekannte, klinische und paraklinische Parameter
ein schlechtes Ergebnis auch in unserer Kohorte vorhersagen (Kapitel 7.4), der Progress der
Erkrankung ist jedoch nicht linear und wahrscheinlich durch starre Staging-Systeme nicht si-
cher zu erfassen (3). Prognostisch relevante Parameter wie Histologie, Molekularbiologie, Bi-
omarker, Lokalisation des Tumors oder Ursache der Zirrhose werden bisher in der Praxis nicht
berucksichtigt (1). Auch fehlen eindeutige Empfehlungen zum Vorgehen bei Patienten mit fort-
schreitender Zirrhose, die vom Child-Pugh-Score nicht erfasst wird (beispielsweise mit Vari-
zenblutungen). Zudem gibt es nur wenig Empfehlungen zu Kombinationstherapien und Zweit-
linientherapien (13). Aufgrund heterogener Mechanismen ist sogar die Definition der Tumor-
progression schwierig: Nicht alle Patienten ohne radiologischen Progress leben langer (3). Im
klinischen Alltag fehlt es somit an anwendbaren pratherapeutischen Markern.

Es bleibt insbesondere schwierig, individuell zu bestimmen, welche Patienten von einer aggres-
siven Therapie profitieren. Anhand unserer Daten kénnen wir vermuten, dass aggressivere und
multimodale Therapieschemata zu einem verbesserten Uberleben fiihren (Kapitel 7.4.4). Mul-
tizentrische retrospektive Studien deuteten darauf hin, dass die Milan-Kriterien moglicherweise
zu restriktiv sind und die BCLC-KTriterien keine adaquate Selektion von Patienten erlauben, die
von einer Resektion oder Transplantation profitieren (74) (75) (13). Starke Pradiktoren flr das
Outcome nach Transplantation, wie die GefaRinvasion, lassen sich nur intraoperativ sicher di-
agnostizieren (72). AFP sowie Anzahl und GroRe der L&sionen sind gute prognostische Marker.
Aber akkurate Pradiktoren fir ein gutes Ergebnis und somit flr ein gerechtes Management ge-
listeter Patienten sind noch nicht etabliert (3). Der HAP-Score (basierend auf Albumin, Biliru-
bin, TumorgrdRe und AFP) selektierte bereits in prospektiven Kohortenstudien Patienten, die
am ehesten von einer TACE profitieren und wird fiir weitere Studien benutzt (13). Bei interme-
didren und fortgeschrittenen Tumorstadien konnten auch in westlichen Kohorten teilweise gute
Ergebnisse und differenziertere Therapiestrategien mit der HKLC-Klassifikation (Kapitel
5.1.1.4) erzielt werden (76) (77), was flr eine aggressivere Therapiestrategie in manchen Fallen
spricht. Unklar bleibt jedoch, ob Patienten, die von einer derartigen Strategie nicht profitieren,
sogar einen Nachteil erleiden (3).

Ferner bleibt die Friihdiagnose des HCC weiter eine Herausforderung, da sie hauptsachlich auf
radiologischen Kriterien basiert. Risikopatienten werden zudem nicht immer erkannt und
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entsprechender Diagnostik zugefiihrt, da es kein einheitliches Screening-Programm ftr chroni-
sche Lebererkrankungen gibt (39) (8). Das AFP weist im Gegensatz zu unseren Daten (Kapitel
7.5.4.1) insgesamt keine reproduzierbare gute Sensitivitat und Spezifitat auf und wird aktuell
in diagnostischen Algorithmen nicht berticksichtigt (1), zumal es auch bei Leberzirrhose oder
chronischer Hepatitis ansteigen kann (78).

8.2.2 Angiogene Faktoren als diagnostische, prognostische und pradiktive Marker fur
das HCC in der Literatur

Wie in der Einleitung erwéhnt sind Faktoren der Angiogenese in verschiedenen Schritten des
Tumorwachstums involviert. Deren Bestimmung im Serum konnte fur Diagnose, Prognose und
Therapiemanagement des HCC hilfreich sein.

Bei Yvamoto et al. (79) waren die VEGF-Serumwerte bei HCC-Patienten signifikant héher als
bei Patienten mit einer Zirrhose, einer chronischen HCV-Infektion oder bei der gesunden Kon-
troll-Gruppe. Atta et al. (54) untersuchten HCC-Patienten im Vergleich zu Patienten mit Zir-
rhose und Gesunden. Das Plasma-VEGF konnte bei einem Cut-off-Wert von 271,85 pg/mL mit
einer Sensitivitat und einer Spezifitat von jeweils 90% ein HCC diagnostizieren.

Ferner konnte die VEGF-Konzentration in prospektiven Studien und Subgruppenanalysen gro-
Rer Phase-111-Studien bei fortgeschrittenem HCC mit verschiedenen klinischen Markern flr
schlechtes Therapieansprechen (wie beispielsweise der Metastasierung und der GroRe) und mit
einer schlechter Prognose in Zusammenhang gebracht werden (53) (80) (81) (82). In einer mo-
nozentrischen Studie an 164 Patienten von Zhang et al. (72) konnten niedrige VEGF-Plasma-
konzentrationen das rezidivfreie Uberleben nach Transplantation vorhersagen, auch bei Patien-
ten, die auBRerhalb der Milan-Kriterien transplantiert wurden. In der retrospektiven Studie von
Nagoka et al. (57) an fast 200 HCC-Patienten mit tiberwiegend friihen Stadien konnte der PIGF-
Wert alleine im Serum nicht als unabhangiger Prognosemarker identifiziert werden - trotz deut-
licher Tendenz zu erhdhten Werten bei schlechter Prognose und héheren Werten bei fortge-
schrittenen Tumoren und fortgeschrittener Zirrhose. Ahnliche Ergebnisse erzielten Zhu et al.
(82) im Plasma. PIGF wird jedoch in tumoralem und peritumoralem Gewebe vermehrt expri-
miert (55) und ist auch in chronischen Lebererkrankungen im Serum erhoht (42) (83). sSVEGFR-
1 konnte in den zwei 0.g. retrospektiven Studien als unabhéngiger Marker das Uberleben vor-
hersagen (57) (82). Der PIGF/sVEGFR-1 Quotient war ein unabhéngiger prognostischer Mar-
ker fur das Uberleben (57).

Wir untersuchten in Anlehnung an diese Ergebnisse die Serumkonzentrationen der potentiellen
Marker PIGF, VEGF und sVEGFR-1 in verschiedenen Gruppen auf einen moglichen Zusam-
menhang mit dem Uberleben und mit Tumor- und Zirrhosestadien sowie auf ihren moglichen
diagnostischen Wert fiir das HCC.



8 Diskussion 67

8.2.3 Angiogene Faktoren und AFP als diagnostische und prognostische Marker in
unseren Kohorten

In der vorliegenden Studie konnten zun&chst in der univariaten Analyse erhdhte Spiegel von
VEGF und sVEGFR-1 mit einem Uberlebensnachteil innerhalb der gesamten HCC-Kohorte in
Zusammenhang gebracht werden. Bei PIGF fiel das Ergebnis trotz einer deutlichen Tendenz
nicht signifikant aus (Tabelle 9). Die multivariate Analyse ergab fiir keinen der eingeschlosse-
nen Parameter als unabhangige EinflussgroRe ein signifikantes Ergebnis. In Anbetracht der Tat-
sache, dass die Fallzahl sich durch Hinzunahme der Serumwerte stark verringerte, waren signi-
fikante Ergebnisse aber nicht unbedingt zu erwarten. VEGF (Cut-off-Wert von 154 pg/mL),
SVEGFR-1 (Cut-off-Wert 86 p/mL) und AFP (Cut-off-Wert 400 ng/mL) zeigten als Einfluss-
grole ein vergleichsweise niedriges p von 0,14 (VEGF) und jeweils 0,19 (SVEGFR-1 und
AFP); es ist moglich, dass diese Ergebnisse in einer grolieren Population signifikant ausfallen
wirden. Die Hazard Ratios fir VEGF, sVEGFR-1 und AFP zeigten hier ein 1,63-, 1,6- und
1,65-fach erhohtes Sterberisiko an.

Insgesamt jedoch zeigten sich fiir PIGF sehr niedrige Werte und die hdchsten Mittelwerte fur
alle drei Marker bei der gesunden Kontrollkohorte. Im Vergleich ausschlielich der kranken
Patienten, also HCC- und Zirrhose-Patienten, konnte anhand von sVEGFR-1 zwischen HCC
und Zirrhose-Patienten insgesamt und zwischen einer Zirrhose und allen Tumorstadien diffe-
renziert werden. AFP zeigte deutlich h6here Werte bei HCC-Patienten als bei Zirrhose-Patien-
ten und unterschied in der ROC-Analyse am besten zwischen den beiden Gruppen - und dies in
jedem Tumorstadium. Mit fortschreitendem Tumorstadium zeigten sich fur alle drei Marker
PIGF, VEGF und sVEGFR-1 tendenziell héhere Mittelwerte, die Ergebnisse fielen aber nur bei
SVEGFR-1 und fiir die Staging-Systeme CLIP und Okuda signifikant aus. VEGF zeigte einen
signifikanten Anstieg bei fortschreitender Zirrhose. AFP zeigte weder fur Tumorstadien noch
fiir Zirrhosestadien einheitliche Ergebnisse. Betrachtete man die gesamte Kohorte, waren le-
diglich PIGF und sVEGFR-1 (schwach) positiv untereinander korreliert (Kapitel 7.5).

Durch Kombination von AFP mit den neuen potentiellen Markern flr eine sicherere Diagnose
des HCC innerhalb der HCC- und Zirrhose-Kohorten konnte zwar die Sensitivitat erhoht wer-
den, jedoch nur auf Kosten einer erheblichen Verringerung der Spezifitat. Keine der Kombina-
tionen erreichte eine Spezifitat Uber 72%. Das AFP alleine war in unserer Studie mit einer Sen-
sitivitat von 73,8% und einer Spezifitat von 90,2% deutlich besser (Kapitel 7.5.4).

Im Folgenden gehen wir naher auf die Literatur ein, um Ahnlichkeiten mit unseren Ergebnissen
und mdogliche Erklarungen zu finden. Zum einen wurden in Studien sehr unterschiedliche und
ebenfalls uneinheitliche Werte gemessen und analysiert. Es wurden selten Kontroll-Gruppen
mit gesunden Patienten einbezogen. Aullerdem korrelierten die Marker nur mit einzelnen Kri-
terien der Tumorstadien.
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8.2.4 VEGF-Cut-off-Werte

Fur Uberlebensanalysen wurden VEGF-Cut-off-Werte von beispielsweise 450 pg/mL bei Ka-
seb et al. (81), von 271,85 pg/mL bei Atta et al. (54), von 108 pg/mL bei Mukozu et al. (84)
und von 44 pg/mL bei Zhang et al. (72) bestimmt. In einer Metaanalyse von Cao et al. (85) mit
Uber 1000 Patienten wurden VEGF-Konzentrationen im Blut mit dem Ansprechen auf Sorafe-
nib bei fortgeschrittenem HCC in Verbindung gebracht. Hierbei wurde erwéhnt, dass die Cut-
off-Werte sehr unterschiedlich ausfallen. Zwei weitere Meta-Analysen von 2009 (86) und 2013
(87) uiber die Korrelation von erhéhten VEGF-Konzentrationen mit kiirzeren Uberlebenszeiten
beziehungsweise rezidivfreiem Uberleben bei HCC-Patienten mit variablen Tumor-Stadien
verwiesen auf die unterschiedlichen Methoden der Cut-off-Bestimmungen als eindeutige Limi-
tierung fur die Interpretation der Datenlage.

8.2.5 VEGF-Werte bei HCC, Zirrhose und chronischer Lebererkrankung

Bei Yvamoto et al. (79) lag der Mittelwert fir VEGF im Serum bei HCC-Patienten bei 588
pg/mL bei einer groRen Standardabweichung von 501 pg/mL. Im Vergleich zu Patienten mit
Zirrhose, Patienten mit chronischer Hepatitis C und gesunden Kontrollen war der Mittelwert
bei HCC-Patienten zwar deutlich hoher, Zirrhose-Patienten wiesen jedoch im Mittel niedrigere
Werte auf als HCV-Patienten und Gesunde. Die Sensitivitat und Spezifitat fir die HCC-Diag-
nostik im Vergleich zu Zirrhose-Patienten lagen bei 65% bzw. 85%. Die Differenzierung von
HCC-Patienten und HCV-Patienten beziehungsweise Gesunden gelang jedoch nur mit einer
geringen Sensitivitat von 50% bzw. 40%. AFP schnitt wie in unserer Studie deutlich besser ab.

In einer retrospektiven, monozentrischen Studie von Mukozu et al. (84) waren die VEGF-Werte
bei HCC-Patienten hoher (206,65; Standardabweichung 109,23 pg/mL) als in den anderen
Gruppen (Zirrhose ohne HCC und HCV-Patienten ohne Zirrhose), sie diagnostizierten das HCC
akkurater als AFP. Eine gesunde Kontroll-Gruppe gab es jedoch nicht. Die Zirrhose-Patienten
unterschieden sich hinsichtlich der VEGF-Konzentration nicht von Patienten ohne Zirrhose
(49,48; Standardabweichung 34,4 pg/mL versus 35,78; Standardabweichung 19,0 pg/mL), und
VEGF konnte weder mit der Leberfunktion noch mit dem Tumorstadium, sondern nur mit der
GefaRinvasion bei vorhandenem HCC assoziiert werden.

In einer monozentrischen prospektiven Studie von Youssef et al. (88) wurden insgesamt sehr
hohe VEGF-Werte gemessen. Bei HCC-Patienten waren die Werte hoher als bei Zirrhose-Pa-
tienten und gesunden Kontrollen (2180,8 pg/mL vs. 1605,3 pg/mL und 561 pg/mL). Der Un-
terschied zwischen HCC und Zirrhose fiel jedoch nicht signifikant aus. Im Gegensatz zu ande-
ren Studien war VEGF hier mit einer Sensitivitat und Spezifitat von 60% bzw. 57,6% kein guter
diagnostischer Marker.

In einer prospektiven Studie mit fast 300 Patienten von Kaseb et al. (81) sagten hohe VEGF-
Werte im Plasma, insbesondere in Kombination mit niedrigen insuline-like growth factor
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(IGF)-1-Werten, das Uberleben voraus und erganzten die BCLC-Kriterien. Eine Kontroll-
Gruppe gab es hier jedoch auch nicht.

In den bereits erwédhnten Subgruppen-Analysen von Phase-3 Studien zu Everolimus und So-
rafenib, die unter anderem einen Zusammenhang von VEGF, sVEGFR-1 und Prognose bei
fortgeschrittenem Stadium herstellten, wurden ebenfalls ausschlieBlich HCC-Patienten unter-
sucht (80) (82).

Auch wenn insgesamt VEGF mit Aggressivitatskriterien des HCC in Zusammenhang gebracht
werden kann, unterscheiden sich die einzelnen Beobachtungen und ergeben kein einheitliches
Bild. Bei Atta et al. (54) war VEGF nicht mit der GrofRe oder dem Tumorstadium, jedoch mit
der Anzahl der L&sionen, der Gefalinvasion und einem hohen AFP-Wert assoziiert. Bei Kaseb
et al. (81) hingegen war VEGF vor allem mit der GréRe des Tumors assoziiert. In einer Uber-
sichtsarbeit zeigten Muto et al. (53) ein heterogenes Bild unterschiedlicher Korrelationen von
HCC und VEGF (unter anderem Metastasierung, GefaRinvasion, GroRe, Tumorstadium). Wie
bei Mukozu et al. (84) und Youssef et al. (88) war oftmals der Zusammenhang zu einzelnen
Kriterien (Gefalinvasion beziehungsweise Anzahl der Lasionen) einfacher herzustellen als zum
Tumorstadium insgesamt.

8.26 PIGF- und VEGFR-1-Werte bei HCC, Zirrhose und chronischer
Lebererkrankung

Angaben zu mdglicherweise pathologischen PIGF- und sVEGFR-1-Konzentrationen bei HCC-
Patienten fanden sich beispielsweise in Phase I1-Studien zu antiangiogenen Therapien bei fort-
geschrittenen Tumoren: ein PIGF von 32,6 pg/mL, 22 pg/mL und 11,4 pg/mL (89) (56) (21)
beziehungsweise ein SVEGFR-1 von 154 pg/mL und 163 pg/mL (56) (21). Bei Nagaoka et al.
(57) wurden PIGF-Werte von 27,3 pg/mL und sVEGFR-1-Werte von 134,2 pg/mL als hoch
und Werte von 15,5 pg/mL beziehungsweise 110,4 pg/mL als niedrig angesehen. Ein hohes
PIGF war nicht signifikant mit einem kiirzeren Uberleben assoziiert. Patienten mit einem hohen
SVEGFR-1-Wert und einem niedrigen PIGF/sVEGFR-1-Quotienten hingegen hatten eine sig-
nifikant verkirzte Uberlebenszeit.

In einer groRen prospektiven Studie mit tber 800 Patienten mit chronischer Lebererkrankung
wurde fiir PIGF ein Cut-off-Wert von 20,2 pg/mL zur Detektion einer Fibrose ermittelt. Wie in
unserer Studie konnte nur durch Kombination mit anderen Markern (growth differentiation fac-
tor-15 und hepatic growth factor) die Sensitivitat von 79% auf 84% erhoht werden, hier jedoch
auch mit einer verbesserten Spezifitat von 72% statt 63% (42). In einer kleinen monozentri-
schen Kohortenstudie zur Fibrose wurden PIGF- und sVEGFR-1-Werte auch bei gesunden
Kontrollen gemessen. Patienten mit chronischer viraler Hepatitis hatten im Mittel eine PIGF-
und sVEGFR-1-Plasmakonzetration von 20 (Werte von 15-38) pg/mL bzw. 91 (65-167) pg/mL,
Gesunde im Mittel 16 (10-38) pg/mL beziehungsweise 69 (52-101) pg/mL. Der Unterschied
fiel wie in unserer Studie gering aus, die Werte wiesen zudem eine groRe Streuung auf. Sie
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fielen trotzdem signifikant aus, PIGF konnte sogar mit dem Grad der Fibrose korreliert werden
(83).

Dewerchin et al. (49) duBerten in einer Ubersichtsarbeit iiber PIGF die Vermutung, dass der
angiogene Effekt von PIGF konzentrationsabhéngig ist und moglicherweise an die VEGFR1-
Expression gekoppelt ist. Die PIGF-Konzentration alleine habe keine Aussagekraft. In einer
monozentrischen prospektiven Studie an 55 Patienten mit M. Behget wurden neben VEGF auch
SVEGFR-1 und VEGF/sVEGFR-1 gemessen und daran die Bedeutung eines pro-und antiangi-
ogenem Gleichgewicht herausgearbeitet: Bei erkrankten Patienten stieg SVEGFR-1 als negativ
regulierender Faktor weniger an als VEGF selbst, so dass VEGF/sVEGFR-1 groRer war als bei
gesunden Kontrollen (48). In unserer Studie haben wir dies nicht berticksichtigt, sondern jeden
Faktor einzeln betrachtet und lediglich Korrelationen analysiert. Sollten sich die Konzentratio-
nen verschiedener Faktoren der Angiogenese abhangig voneinander verandern, konnte dies
auch unsere multivariate Analyse beeinflusst haben, da nur unabhangige EinflussgréRen durch
die Regressionsanalyse hervorgehoben werden.

Unsere ermittelten Blutwerte hatten somit eine mit der Literatur vergleichbare GroRenordnung.
Auch PIGF-Konzentrationen fielen in anderen Studien wie oben beschrieben niedrig aus, teil-
weise ebenfalls unter 15,6 pg/mL und mit geringen Unterschieden zwischen den getesteten
Gruppen. Bei Werten dieser GrofRenordnung nahe an der Nachweisgrenze ist es schwierig, ak-
kurat zu bestimmen und Aussagen zu treffen.

Insgesamt ergibt sich auch durch die Datenlage kein vorhersehbarer Anstieg der Marker mit
der Krankheitsprogression bei Zirrhose und HCC.

8.2.7 Faktoren der Angiogenese im Gewebe

Uberraschende und uneinheitliche Ergebnisse zeigten auch Studien zu HCC- beziehungsweise
Zirrhose-Gewebe. Deli et al. (90) beobachteten eine signifikant niedrigere VEGF-Expression
im HCC-Gewebe als im umliegenden zirrhotischen Gewebe. Bei Xu et al. (91) zeigte sich bei
fast 500 operierten HCC-Patienten eine signifikant erhdhte PIGF-Expression im peritumoralen
Gewebe verglichen mit dem korrespondierenden HCC-Gewebe (und verglichen mit zirrhoti-
schem und nicht-zirrhotischem Gewebe von Patienten ohne HCC). Eine hohe PIGF-Expression
korrelierte ferner mit dem Tumorstadium (nach BCLC und TNM) und, bei einer Beobachtungs-
zeit von 2,5-5 Jahren, mit einer kiirzeren Uberlebenszeit. Die intratumorale Expression hinge-
gen war mit diesen Endpunkten nicht assoziiert. Die Autoren diskutierten, ob diese Assoziation
einer proangiogenen Umgebung mit der Tumorbiologie als Wegbereiter fiir das HCC und sei-
nen Progress verstanden werden sollte oder als hypoxieinduzierte Reaktion auf den wachsenden
Tumor mit zunehmender Metastasierung und GefaRinvasion. Die peritumorale PIGF-Expres-
sion konnte somit bei resektablem HCC als préadiktiver Marker moglicherweise die Nachsorge
beeinflussen.
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Bei Ho et al. (55) hingegen war die PIGF-Expression bei 71 operierten, nicht vorbehandelten
Patienten vor allem abh&ngig von dem Vorhandensein einer aktiven Hepatitis. Unterschiede
zwischen tumoralem und nicht-tumoralem Gewebe waren nicht signifikant. PIGF war in fort-
geschrittenen Tumorstadien mit dem Outcome korreliert, VEGF mit dem Differenzierungsgrad
des Tumors.

8.2.8 Angiogene Faktoren unter Therapie

Schliel3lich kommt es bei PIGF, VEGF und VEGFR-1 unter antiangiogener und lokoregionaler
(hypoxieinduzierender) Therapie zu mdglicherweise tumorunabh&ngigen und schwer vorher-
sehbaren Veranderungen der Konzentrationen.

In einer Phase-11-Studie flir Ramucirumab bei fortgeschrittenem HCC zeigte sich ein Anstieg
von VEGF und PIGF und ein Abfall von sVEGFR-2 ohne eine Korrelation zur Prognose. Ein
Abfall von sSVEGFR-1 schien mit einer verbesserten Prognose assoziiert zu sein (92).

In einer Subgruppen-Analyse der SHARP-Studie (80) zeigte sich ein signifikanter Anstieg von
VEGF unter Sorafenib, auch hier ohne Korrelation zur Prognose. In dieser Untergruppe konnte
der VEGF-Wert vor Therapie das Uberleben nicht vorhersagen.

Bei Boige et al. (89) zeigte sich hingegen ein Anstieg von PIGF, ein Abfall von VEGF und ein
transienter Anstieg von sVEGFR-2 unter Bevacizumab. Hier zeigte sich bei kleiner Patienten-
zahl keine Assoziation zum Outcome der Patienten.

Ronald et al. (93) untersuchten in einer prospektiven Studie an 25 Patienten mehrere angiogene
Faktoren unter lokoregionaler Therapie und konnten bei den meisten (unter anderem VEGF
und PIGF) einen transienten Anstieg feststellen. Ein Zusammenhang mit dem Ansprechen
konnte nur mit Interleukin-6 (IL-6) festgestellt werden.

Bei Zhang et al. (72) waren nach 51 Tagen die VEGF-Konzentrationen bei Patienten, die vor
Transplantation eine lokoregionale Therapie erhielten, signifikant hoher als bei therapienaiven
Patienten. In dieser Subgruppe vortherapierter Patienten hatten Patienten mit niedrigeren
VEGF-Konzentrationen ein signifikant besseres Outcome.

Insgesamt ist es schwierig, zwischen tumorabhéngigen und therapiebedingten Anderungen an-
giogener Faktoren zu unterscheiden. Moglicherweise ist der antiangiogene Effekt sogar abhén-
gig vom Wirkmechanismus des Therapeutikums (89). Eine antiangiogene Therapie kann unter
Umstanden auch aggressivere Tumorzellen selektieren (94) oder mit anderen ungunstigen Pro-
zessen einhergehen wie Escape, Unterstlitzung des metastatischen Prozesses (95) oder Resis-
tenzentwicklung (96) (91), und somit weiter in das Wechselspiel der Marker eingreifen und
deren Aussagekraft schwachen. Da viele Patienten bei Einschluss in unserer Studie nicht the-
rapienaiv waren, muss auch hier mit einem komplizierten Einfluss auf die Konzentrationen ge-
rechnet werden.
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8.3 Grenzen der Studie

Im Folgenden werden die Schwéchen der Datenerhebung und der Bestimmung der Serumwerte
PIGF, VEGF und sVEGFR-1 sowie der statistischen Auswertung unserer retrospektiven Lang-
zeitstudie besprochen.

e Bei der HCC-Kohorte handelte es sich um eine sehr heterogene Kohorte mit Patienten-
einschluss Gber mehr als 20 Jahre in verschiedenen Tumorstadien mit teilweise unter-
schiedlicher Stadienberechnung und Therapieplanung. Beispielsweise waren die Milan-
Kriterien in den 1990-Jahren noch nicht eingefiihrt. Bestimmte Therapiearten wie So-
rafenib am Anfang der Datenerhebung noch nicht zur Verfligung. Auch waren Ein- bzw.
Ausschluf3 in einzelnen Fallen abhéngig von den verfligbaren Daten.

e Die BCLC-Einteilung beruht teilweise auf subjektiven Kriterien wie dem Performance
Status, der in einer retrospektiven Untersuchung nach Aktenlage nicht Gberprufbar ist.
Auch kann es durch die Einfuhrung des INR-Wertes anstelle des Quick-Wertes im
Child-Pugh-Score zu Verschiebungen zwischen den Stadien A, B und C in friheren
BCLC-Einteilungen kommen.

e Durch niedrige Fallzahlen in den extremen Friih- und Spatstadien mussten diese fur
statistische Auswertungen mit den néachstliegenden Stadien zusammengefuhrt werden
und konnten nicht gesondert untersucht werden. Das fiihrte zu Verzerrungen beispiels-
weise bei den Uberlebenszeitanalysen.

e Therapien wie Transplantation, Afterloading und Sorafenib waren im Vergleich zu an-
deren europdischen Kohorten tberreprésentiert (7).

e Viele BCLC-C-Patienten waren zudem bei Einschluss nicht therapienaiv, sondern wur-
den bei Rezidiv oder Progress zu BCLC-C erst in der Sprechstunde vorgestellt.

e Als Ursache der Zirrhose wurde das metabolische Syndrom und somit eine mégliche
NAFLD als zusétzlicher Risikofaktor fiir HCC in der HCC-Kohorte und in der Zirrhose-
Kohorte wahrscheinlich unterschatzt. Tatsachlich ist die Fettlebererkrankung mit schat-
zungsweise 30% in Europa die haufigste Lebererkrankung (6).

e Wie bereits angesprochen wurden in den Uberlebenszeitanalysen wichtige Faktoren wie
die fortschreitende Zirrhose und die Ursache der Lebererkrankung mdglicherweise auch
unterschatzt. Auch konnten wichtige Kriterien wie die Pfortaderthrombose (68) auf-
grund zu niedriger Fallzahlen nicht beriicksichtigt werden.

e Die Bestimmung von Cut-off- beziehungsweise Referenzwerten war insgesamt unein-
heitlich. Fir AFP wihlten wir fiir die Uberlebenszeitanalysen den Wert von 400 ng/mL
bei HCC-Patienten gemall dem CLIP Score (Kapitel 7.4). Fir die Kombination ver-
schiedener Marker zur HCC-Diagnose bei Zirrhose wéhlten wir einen niedrigen Wert
von 10 ng/mL entsprechend dem ublichen Referenzwert (Kapitel 7.5.4). Fir VEGF und
SVEGFR-1 gibt es keine Referenzwerte und in der Literatur uneinheitliche Cut-off-
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8.4

Werte, so dass wir uns bei den Uberlebenszeitanalysen auf die Mediane bezogen. Le-
diglich bei der Kombination der verschiedenen Marker konnten wir fir SVEGFR-1 ei-
nen in der ROC-Analyse selbst ermittelten Cut-off-Wert verwenden.

Bei PIGF gab es auffallig viele Negativbestimmungen und Werte unterhalb der angege-
ben Nachweisgrenze von 15,6 pg/mL. Wir entschieden uns, zwischen Negativbestim-
mungen und Werten zwischen 0 und 15,6 pg/mL zu unterscheiden und setzten den Cut-
off auf 0 pg/mL. Vorgesehen ist die Standardkurve jedoch nur bis zur Nachweisgrenze.
Durch die vielen Negativbestimmungen (vgl. PIGF-Mediane Tabelle 12 und 14) kénnen
zudem Verzerrungen insbesondere bei den Vergleichen der Kohorten entstehen, so dass
unsere Ergebnisse beziiglich PIGF weiterer Validierung bedurfen. ROC-Analysen der
positiven Werte fuhrten wir nicht durch.

Die Seren, bei denen PIGF, VEGF und sVEGFR-1 bestimmt wurden, waren alle einge-
froren wurden und teilweise sehr lange gelagert. Dadurch kénnte die Qualitdt mancher
Seren gelitten haben.

Anzumerken ist auch, dass wir PIGF, VEGF und sVEGFR-1 mit AFP verglichen, wel-
ches aus Akten erhoben und mit unterschiedlichen, zum Teil nicht dokumentierten Me-
thoden und Materialien gemessen wurde.

Die 30 Gesunden Probanden wiesen bei allen drei Markern die hdchsten Mittelwerte
und bei PIGF und VEGF auch die hochsten Mediane auf, obwohl sie in der Literatur als
pathologische Marker gelten. Angesichts der niedrigen Fallzahl gesunder Probanden
sowie der fehlenden Daten bezliglich deren Gesundheitszustandes und der Annahme,
dass angiogene Faktoren auch in anderen Erkrankungen erhoht sind (72) (57), kon-
zentrierten wir uns auf die kranken Patienten (HCC, Zirrhose), um die Eigenschaften
von PIGF, VEGF und sVEGFR-1 als diskriminierende Marker oder Verlaufsmarker zu
analysieren.

Es ist anzunehmen, dass die Gewebeexpression angiogener Faktoren in der Blutkon-
zentration widergespiegelt wird (66). Schonleber et al. (86) kommen in einer Metaana-
lyse zu dem Schluss, dass VEGF-Bestimmungen im Serum verglichen mit Bestimmun-
gen im Gewebe besser untersucht sind und zu reproduzierbaren Ergebnissen bei HCC-
Patienten fiihren. Die im Serum vorhandenen Thrombozyten beeinflussen jedoch mdg-
licherweise insbesondere die VEGF-Bestimmung und kénnen féalschlicherweise zu ho-
hen Werten in geronnenen Proben fuhren (72). Die Thrombozytenzahl wurde in unserer
Untersuchung jedoch nicht berticksichtigt.

Schlussfolgerungen

Ahnlich wie andere Studien (Kapitel 8.2) deutet unsere Studie darauf hin, dass sowohl das Fort-
schreiten der Zirrhose als auch das Auftreten und die Progression eines HCC mit komplexen,
flieRend ineinander tibergehenden Vorgangen (51) und mit einem komplexen Zusammenspiel
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mit den drei potentiellen Markern PIGF, VEGF und sVEGFR-1 einhergeht. Deren méglicher
Nutzen in der Diagnostik und der Verlaufskontrolle ist noch nicht eindeutig geklart. Die Da-
tenlage bezlglich der Cut-off-Werte, der Ergebnisse zu Korrelationen angiogener Faktoren mit
Krankheit und Krankheitsmerkmalen sowie bezlglich der Expression dieser Faktoren am Ge-
webe selbst ist noch unubersichtlich. Der Einfluss hypoxieinduzierender Therapien wie loko-
regionale oder systemische antiangiogene Therapien konnte bisher noch nicht geklart werden,
wie auch das genaue Zusammenspiel der Faktoren nicht. Moglicherweise beeinflusst die mole-
kularbiologische Heterogenitat des HCC ebenfalls die Ergebnisse (1).

In dieser Studie zeigten sich trotz scheinbar widerspriichlicher Ergebnisse aber interessante
Tendenzen, die fur die Charakterisierung der Zirrhose oder des HCC hilfreich sein kénnen.
Auch korrelierten die verschiedenen Staging-Systeme unterschiedlich gut mit den Markern.
Beispielsweise korrelierte SVEGFR-1 am besten mit den Staging-Systemen CLIP und Okuda
und VEGF am besten mit den Child-Pugh-Stadien. Prospektive Studien mit therapienaiven Pa-
tienten und gesunden Kontrollen kdnnten diese Aspekte aufgreifen und die Datenlage berei-
chern. Die positive oder negative Korrelation der Faktoren und deren Veranderungen sowie die
Korrelation der Marker mit weiteren, beispielsweise molekulargenetischen Parametern, sollten
ebenfalls untersucht werden.

Es gibt bereits Ansatze, neue Marker mit bestehenden Staging-Systemen zu kombinieren. Ka-
seb et al. (73) integrierten VEGF in den CLIP-Score und erzielten vor allem in den friihen
Stadien eine bessere Stratifizierung der Patienten beziiglich des Uberlebens. Sie entwickelten
ferner den sogenannten IV-BCLC-Score, indem sie IGF-1 und VEGF in die BCLC-Stadien
integrierten und eine bessere prognostische VVorhersage erméglichten (81).

Auch fiir die Leberfibrose und -zirrhose gibt es Versuche, die Stadien mit nicht-invasiven Mar-
kern besser zu stratifizieren. Krawczyk et al. (42) setzten PIGF als Marker flr Fibrosestadien
ein. Insbesondere in Kombination mit anderen Markern verbesserte es vor allem die Erkennung
von Friihstadien bei Patienten mit normaler transienter Elastographie. Toson et al. (50) inte-
grierten VEGF in einen Score mit Hyaloronséure und dem ASAT/ALAT-Quotienten und er-
zielten eine sehr gute Sensitivitat und Spezifitat ab dem Fibrosestadium 2 bei HCV-Patienten.

Die vorliegende Studie zeigte eine Aussagekraft von VEGF und sVEGFR-1 bezliglich der Prog-
nose und insbesondere fir sSVEGFR-1 beziiglich des Tumorstadiums. Es konnte aber nicht be-
statigt werden, dass PIGF, VEGF und sVEGFR-1 zur Diagnose eines HCC zusétzlichen Nutzen
zu AFP bringen. Sie kénnen vielmehr als individuelle Verlaufsparameter begriffen werden und
konnten in Kombination mit anderen, bereits bekannten und noch zu etablierenden pradikativen
oder prognostischen Markern der Zirrhose und des HCC eingesetzt werden.
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