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2. Einleitung und Problemstellung

2.1. Einleitung

Das hepatozellulare Karzinom (HCC) oder primare Leberzellkarzinom ist die
funfthaufigste Krebserkrankung weltweit und die dritthaufigste tumorassoziierte
Todesursache.

Vierundachtzig Prozent der primaren Lebertumore in den USA sind HCC [1]. Auf der
ganzen Welt erkranken jahrlich eine halbe Millionen Menschen an diesem Tumor und
die Inzidenz steigt seit den 90er Jahren stetig an [2].

Die Prognose des HCC ist im Allgemeinen schlecht und abhangig von der Groe des
Primartumors und dem Stadium der zugrunde liegenden Leberzirrhose. Die 5-
JahreslUberlebensrate von Patienten mit frihen Stadien des hepatozellularen
Karzinoms betragt 50 bis 70%. Im Endstadium der Erkrankung betragt die
Lebenserwartung weniger als 6 Monate [2].

Die Therapie des hepatozellularen Karzinoms ist schwierig. Vor chirurgischen
Interventionen wird die GroRe des Primartumors haufig unterschatzt, und es kommt
postoperativ zu einem Tumorrezidiv. Die Moglichkeit der Anwendung von ablativen
Verfahren ist bei Vorliegen einer Leberzirrhose oft begrenzt, da diese die
Funktionsfahigkeit der Leber zusatzlich einschranken kdénnen. Eine wirksame,
lebensverlangernde Chemotherapie des HCC existiert bisher nicht.

Ein Screening mit geeigneten Tumormarkern ist daher zur Friiherkennung des HCC bei
Risikopatienten von grolier Wichtigkeit.

Ein Gebiet von besonderem Interesse ist das GefalRwachstum in Tumoren. Sie
bendtigen eine ausreichende Vaskularisation zum Wachstum, zur Ausbreitung und zur
Metastasenbildung. Bereits 1971 stellte J. Folkman die These auf, dass
Tumorwachstum und Metastasenbildung von Angiogenese abhangig sind [3], und er
sah darin das grof3e therapeutische Potential, das dazu flhrte, dass derzeit zahlreiche
antiangiogenetische Substanzen flr den klinischen Alltag erprobt werden. Bis 2004
wurden circa 4 Milliarden US Dollar in die Angiogeneseforschung und in die
Entwicklung antiangiogenetischer Substanzen investiert. Das HCC gehért zu den
hochvaskularisierten Tumoren. Diese Eigenschaft kann mdoglicherweise zur

Friherkennung des HCC genutzt werden.



2.2. Problemstellung

Gibt es auBer dem Alpha-Fetoprotein (AFP) weitere Screeningmarker fiir das
hepatozellulare Karzinom?

Mit zunehmendem Erfolg der Angiogeneseforschung wird eine Beteiligung
proangiogenetischer Faktoren wie Angiopoietin-2 (Ang-2) bei der Entstehung und
Ausbreitung des HCC deuitlich.

AFP ist ein etablierter Marker in der Diagnostik des HCC. Er weist jedoch im klinischen
Alltag Schwachen auf. DreiRig Prozent der Patienten mit HCC zeigen keine Erhéhung
von AFP. Die Sensitivitat von AFP bei der Detektion eines HCC betragt 60%, die
Spezifitat 90% [4]. Weiterhin ist gesichert, dass 80% der HCC auf dem Boden einer
Leberzirrhose entstehen, die somit eine Prakanzerose darstellt.

Auf diesen Fakten begriindet sich die Fragestellung dieser Arbeit:

Wie verhalt sich Ang-2 im Serum von Patienten mit Leberzirrhose und hepatozellularem
Karzinom, und ist Ang-2 zusatzlich zu AFP als Tumormarker fir das hepatozellulare

Karzinom geeignet?



3. Grundlagen

3.1. Angiogenese

3.1.1. Prinzip

Neue GefalRe werden durch Vaskulogenese und Angiogenese gebildet.
Um die vielfaltigen Mechanismen, die bei der Entstehung von Gefallen eine Rolle
spielen zu verstehen, mussen zunachst zwei wichtige Grundbegriffe definiert werden:

Vaskulogenese und Angiogenese.

Der Begriff Vaskulogenese beschreibt die Bildung von Gefallen wahrend der
Embryonalentwicklung. Dieser Vorgang verlauft in mehreren Schritten: Angioblasten
wandern in das Gewebe ein, entwickeln sich zu Endothelzellen, die dann proliferieren
und roéhrenartige Strukturen bilden. Um die Endothelzellen herum entsteht die
Basalmembran, und schliel3lich werden die beiden inneren Schichten von einer Hille
aus Perizyten bzw. glatten Muskelzellen, umgeben. Am Ende des Reifungsprozesses
ist ein primitives vaskulares System mit einer gewissen Hierarchie entstanden. Je nach
funktionellen Anforderungen wie hydrostatischem Druck, Gefalpermeabilitat und
Gewebsperfusionsrate ist es aus Arterien, Venen, Arteriolen, Venolen und Kapillaren

zusammengesetzt [5].

Unter dem Begriff Angiogenese versteht man die Expansion dieses primitiven
Gefallnetzwerks unter dem Einfluss verschiedener stimulierender Faktoren [6]. Neue
Gefalle sprossen aus den bereits bestehenden aus und wachsen in das umliegende
Gewebe ein. Beim Erwachsenen werden neue GefalRe ausschlieBlich durch
Angiogenese gebildet. Angiogenese spielt aber auch in der Embryonalentwicklung eine
Rolle.

Angiogenese geschieht immer dann, wenn ein Ungleichgewicht zwischen Pro- und
Antiangiogenesefaktoren zugunsten der Proangiogenese herrscht. Dann kommt es zum
»LAngiogenic switch“ und somit zur Neubildung von GefaRen. Dieser Vorgang ist bei
einer Vielzahl von physiologischen und pathologischen Mechanismen zu beobachten.
Hypoxie im Gewebe wirkt proangiogenetisch, etwa beim Diabetes mellitus an der

Retina oder bei Asthmaerkrankungen. Aber auch Gewebsazidose, z.B. bei der



Wundheilung, kann zur Proliferation von Gefalten fiihren. Hypoglykamie, Immun- oder
Entzindungsreaktionen sowie Genmutationen mit folgender Aktivierung von

Onkogenen sind weitere Ausldser der Angiogenese.

Die Interaktion des Tie2 (tyrosine kinase with immunoglobuline and epidermal
growth factor homology domains 2)-Rezeptors mit Angiopoietinen induziert und
reguliert die Angiogenese.

Bei der Entstehung neuer Gefalle oder dem Ausbau eines bestehenden Netzwerks
spielt eine Vielzahl von Faktoren eine Rolle. In dieser Arbeit soll besonders das Tie2-
/Angiopoietin-System betrachtet werden. Es handelt sich dabei um eine
Ligand/Rezeptor-Familie. Das System spielt eine wichtige Rolle bei der Ausreifung,
beim Wachstum und der organisierten Anordnung von Gefalineubildungen.

Der Rezeptor Tie2 ist eine transmembranar lokalisierte Tyrosinkinase [7]. Er befindet
sich auf Endothelzellen und - wahrend der Embryonalentwicklung - auf Frihstadien
hamatopoetischer Zellen. Der Tie2-Rezeptor ist an Orten, an denen neue Gefalie
gebildet werden lokalisiert, aber auch dort wo sich die GefalRe im Ruhestadium
befinden. Normalerweise befinden sich 99.9% aller Endothelzellen im Ruhestadium [8].
Der Tie2-Rezeptor kann durch Hypoxie und proinflammatorische Zytokine in
Endothelzellen stimuliert werden [7]. Um die Funktion von Tie2 genauer zu
untersuchen, fuhrten Sato et al. eine Studie mit Mausembryonen durch, bei denen
aufgrund von gezielt ausgeldsten Mutationen kein Tie2 exprimiert wurde. Daraufhin
bildete sich ein abnormales vaskulares Netzwerk, in dem gehauft Vasodilatationen
auftraten. Aussprossung, Verzweigung und Remodelling des primaren Gefallnetzwerks
zu groflieren oder kleineren Gefalien, also Mechanismen, die typisch fur Angiogenese
sind, blieben aus [9]. Auch von Koh et al. wird beschrieben, dass Mausembryonen, die
kein Tie2 exprimieren, zwischen Tag 9.5 und 10.5 der Embryonalphase sterben [10].
Die Ursache fur die Instabilitat von Gefaflten von Tie2-knock-out Mausen basiert darauf,
dass Tie2 die Fahigkeit von Endothelzellen kontrolliert, Stromazellen anzulocken, die

dann die Endothelzellrdhren umhullen und stabilisieren [11].

Als Liganden des Tie2-Rezeptors fungieren die Angiopoietine, von denen bislang vier
Isotypen bekannt sind. Sie befinden sich im Extrazellularraum und binden an die

extrazellulare Domane des Tie-2-Rezeptors.



Alle vier bisher identifizierten Angiopoietine bestehen aus drei Teilen: der N-terminalen
Region, dem alpha-helikalen coiled-coil Segment und der Fibrinogen-ahnlichen
Domane. Letztere ist der Teil des Angiopoietins, der fur die Bindung an den Tie2-
Rezeptor zustandig ist. Sie wurde so benannt, weil diese Aminosaurensequenz zuerst
bei Fibrinogen, dann aber bei vielen anderen Proteinen identifiziert wurde. Aullerdem
scheint die Information, ob ein Angiopoietin als Agonist oder Antagonist dient, in der
Fibrinogen-ahnlichen Domane kodiert zu sein [12].

Weiterhin ist fir die Gruppe der Angiopoietine charakteristisch, dass sie in ihrer
fibrinogenahnlichen Domane eine Struktur von drei nahe beieinander liegenden
(,closely spaced®) Zysteinen aufweisen. Angiopoietin-1 (Ang-1) ist ein Glykoprotein und
wurde erstmals 1996 als Ligand von Tie2 identifiziert [13]. Es ist spezifisch flr den Tie2-
Rezeptor und induziert dessen Autophosphorylierung und Dimerisierung. Die Ang-1
Molekule von Maus und Mensch weisen eine Homologie von 97.6% auf. Biochemisch
besteht Angiopoietin-1 aus 498 Aminosauren und hat eine Grélke von 70kDa. An
seinem C-terminalen Ende befindet sich eine ,fibrinogen-like“-Domane, am N-
terminalen Ende eine ,coiled-coil“-Struktur.

Bei der Untersuchung der Megakaryopoese wurden insgesamt drei Splicevarianten der
Ang-1 mRNA identifiziert. Das Angiopoietin-1 voller Lange besteht aus 1.5 Kilobasen
(kb), auRerdem existieren Varianten mit 1.3kb, 0.9kb und 0.7kb. Die Versionen, die aus
1.5 und 0.9 Kilobasen bestehen, binden an Tie2, die 1.3kb Isoform bindet hier jedoch
nicht. Die Phosphorylierung von Tie2 wird nur durch Ang-1 der vollen Lange
hervorgerufen, nicht aber durch die 1.3kb und 0.9kb Varianten [10].

Beim Mausembryo bewirkt Ang-1 eine normale GefalRentwicklung. Wird Ang-1 nicht
exprimiert, kommt es zu schweren Gefaldanomalien. Bei in vivo Versuchen mit
transgenen Mausen wurde festgestellt, dass eine Uberexpression von Ang-1 zu
Hypervaskularisation fuhrt [14]. Beim Erwachsenen bewirkt Ang-1 eine Stabilisierung
der Gefalle. Ang-1 verursacht Endothelzellmigration und -adhasion. Es férdert die
Ausreifung der Gefalle, indem es aullerdem Perizyten und glatte Muskelzellen anlockt.

Daher wird Ang-1 mRNA hauptsachlich in periendothelialen Zellen exprimiert.

Eine besondere Rolle in dieser Arbeit spielt der naturliche Antagonist von Ang-1 am
Tie-2 Rezeptor: Angiopoietin-2. Es bindet ebenfalls nur an den Tie2-Rezeptor. Ang-2 ist
ein Protein, das aus 496 Aminosauren besteht und in seiner Peptidstruktur zu 60% mit

dem ihm verwandten Angiopoietin-1 Ubereinstimmt. In seinem Aufbau weist Ang-2
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genau wie Ang-1 eine NH2-terminale ,coiled-coil“- Domane und eine COOH-terminale
Jfibrinogen-like“- Domane auf. Seine Rolle in der Angiogenese wurde erstmals 1997
von Maisonpierre et al. beschrieben [15]. Durch alternatives ,splicing® von Ang-2
entsteht eine mMRNA, die nur aus 443 Aminosauren besteht. Diese Variante (Ang-2443)
bindet an Tie2 und verursacht genau wie Ang-2 keine Phosphorylierung des Rezeptors.
Ang-2443 wird verstarkt in zwei Zervixkarzinomzellinien und zeitweise bei der
Differenzierung von Makrophagen exprimiert. Es kdnnte somit als Angriffpunkt bei der
Therapie des Zervixkarzinoms und bei entzindlichen Prozessen dienen [10]. Eine dritte
Ang-2-lIsoform - Ang-2B - wurde identifiziert, bei der Exon 1 durch Exon 1B ersetzt ist.

Die Rolle dieser Ang-2 Variante ist noch nicht bekannt [8].

Wahrend Ang-1 den Tie2-Rezeptor durch Phosphorylierung aktiviert, bindet Ang-2 zwar
an den Rezeptor, bewirkt aber keine Autophosphorylierung und aktiviert den Rezeptor
somit nicht. In vivo Versuche an Mausembryonen haben gezeigt, dass eine
Uberexpression von Ang-2 eine Bildung instabiler Gefale zur Folge hat [15]. Diese
aulRert sich durch Diskontinuitat, Verlust des normalen dendritischen Musters und
frihen embryonalen Fruchttod. In unreifem Endothel wird Ang-2 besonders an der
Spitze von neuen Gefaldtrieben gebildet. Beim Erwachsenen wird Ang-2 in
Endothelzellen an Orten der physiologischen GefalRneubildung, wie z.B. den Ovarien,
der Plazenta und dem Uterus exprimiert.

Es besteht ein enger Zusammenhang zwischen dem Ang-/Tie2-System und dem
vascular endothelial growth factor (VEGF). Es wurde festgestellt, dass Ang-2 auf zwei
grundlegend unterschiedliche Arten eine Gefalddestabilisierung verursachen kann: In
Abwesenheit von VEGF verursacht Ang-2 eine Regression der GefalRe. Wenn Ang-2
und VEGF gemeinsam exprimiert werden, kommt es hingegen zu Neuaussprossung
und Wachstum von Gefalden [15].

Liegt Tie2 aulderhalb des Gefallsystems vor, z.B. an primitiven hamatopoetischen

Zellen oder Fibroblasten, fungiert Ang-2 ebenso wie Ang-1 als Agonist.
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Abbildung 1:

Strukturelle Homologie der Angiopoietine (links); Angiogenese und
Vaskulogenese werden durch Agonisten (Ang-1, Ang-4) und Antagonisten (Ang-2,
Ang-3) am transmembranaren Tie2-Rezeptor reguliert (rechts) [10].

Im Jahr 1999 wurden zwei weitere Mitglieder der Tie2/Angiopoietin-Familie identifiziert:

Angiopoietin-3 (Ang-3) in der Maus und Angiopoietin-4 (Ang-4) beim Menschen, die
genetisch am gleichen Ort liegen. Ang-3 ist ein Antagonist an Tie2 wahrend Ang-4 als
Agonist fungiert [12]. Hohe Konzentrationen von Ang-4 wurden in der menschlichen
Lunge gefunden. Dagegen wurde Ang-3 in vielen verschiedenen Geweben der Maus

gefunden.

Unter physiologischen Bedingungen verlauft Angiogenese kontrolliert.

Die Angiogenese wird durch ein genaues und ausgewogenes Zusammenspiel der
einzelnen Komponenten reguliert. Ang-2 bindet an den Tie2-Rezeptor, der im Beisein
von VEGF die Entfernung der das Endothel umhillenden Perizyten oder glatten
Muskelzellen induziert. Dadurch sind die Gefalte weniger stabil, sie weiten sich und
werden durchlassig. Proteasen und Gewebskomponenten kénnen so aus dem Blut in
das umgebende Gewebe austreten. Ang-2 und Proteasen fiilhren zu einer weiteren
Destabilisierung und Auflockerung der Gefalde, indem sie die Basalmembran und das
interstitielle Gewebe auflésen. Schlielllich liegen die Endothelzellen frei, so dass sie
durch verschiedene Proangiogenesefaktoren wie VEGF oder PDGF stimuliert werden
kénnen. Es findet eine Migration, Proliferation, Zell-/Zellinteraktion und Neuformation

von Endothezellen zu Gefallen statt.
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Die neuen Gefalte werden dann durch Ang-1/Tie2 und VEGF geschiitzt, indem diese
die Basalmembran stabilisieren und die Umhullung der Endothelzellen mit Perizyten

festigen [7].

3.1.2. Rolle der Angiogenese bei benignen Erkrankungen

Das Ang-2/Tie2-System spielt eine Rolle bei der Entstehung benigner
Erkrankungen.

Basierend auf den Erkenntnissen der Angiogenese-Forschung bei malignen
Erkrankungen, wurde in den letzten Jahren vermehrt untersucht, wie das Ang-/Tie2-
System zur Entstehung benigner Erkrankungen beitragt. Je nach Art der Erkrankung
kann die Vaskularisierung eines Gewebes erwlinscht sein, etwa bei der ischamischen
Herzmuskelerkrankung nach einem Myokardinfarkt oder bei der Behandlung der
arteriellen Verschlusskrankheit.

UberschieRendes GefalRwachstum kann aber auch Krankheiten verursachen. Die
Bildung eines abnormen GefalRsystems ist bei folgenden benignen Erkrankungen
pathognomonisch: Diabetes mellitus, Makuladegeneration, Hamangiomen,

Entzindungsreaktionen und Fehlbildungen von Gefalken [5].

Angiogenese spielt bei Erkrankungen eine Rolle, die durch ein pathologisches
GefaBsystem gekennzeichnet sind.

Beim Diabetes mellitus sind die Gefalte haufig geschadigt, besonders wenn die
Krankheitsdauer lang ist. Die Bestimmung von Ang-2 und VEGF im Plasma von
Patienten mit Diabetes mellitus zeigt eine Erhohung beider Parameter unabhangig
davon, ob eine vaskulare Begleiterkrankung im Rahmen des Diabetes besteht [16].
Ang-1 kommt bei der diabetischen Retinopathie eine Schutzfunktion zu, da es eine
Leukozytenadhasion am retinalen Gefal3system und somit seine Schadigung verhindert
[8].

Bei Patienten mit Hypertonie ist ebenfalls eine Erhdhung von Ang-1, Ang-2 und VEGF
im Plasma zu beobachten [17]. Das korreliert mit der Tatsache, dass bei Hypertonikern

eine vermehrte Angiogenese stattfindet.
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Auch im Plasma von Patienten mit akutem Koronarsyndrom kann eine Erhohung von
Ang-2, Tie2 und VEGF festgestellt werden. Diese Beobachtung kann darauf hindeuten,
dass die Gewebskomponenten eine Rolle bei der Bildung myokardialer Kollateralen
nach akutem Koronarsyndrom spielen [18].

Bei Patienten mit arteriovendsen Malformationen im Gehirn ist die Menge von Ang-1 im
untersuchten Hirngewebe um 30% geringer als bei Kontrollen, die von Ang-2 dagegen
acht Mal hoher als bei Gesunden [10].

Ang-2 und Tie2 regulieren vaskulare Permeabilitat und Angiogenese bei
Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen.

In einer Studie von Koutroubakis et al. wurden Ang-2 und I6sliches Tie2 im Serum von
Patienten mit Colitis ulcerosa und Morbus Crohn bestimmt. Der Tie2-Rezeptor kann
sich von der Zellmembran der Endothelzellen ablosen und ist dann als I6sliche Form im
Serum mittels ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) messbar. Diese |6sliche
Form fungiert als naturlicher Inhibitor von Ang-2 und ist somit antiangiogenetisch
wirksam [19].

Im Vergleich zu Gesunden finden sich bei Patienten mit beiden chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen erhéhte Ang-2- und Tie2-Werte im Serum. Ein aktives Stadium der
Erkrankung geht mit héheren Ang-2 Serumwerten einher als ein Ruhestadium. Die
Ergebnisse sprechen dafir, dass im frihen und aktiven Stadium der Krankheit Ang-2-
vermittelt Angiogenese ausgeldst wird, diese aber im spateren Stadium vom
antiangiogenetischen, |oslichen Tie2 inhibiert wird. Ang-2 und Tie2 korrelieren
allerdings nicht mit den etablierten Labormarkern fir chronisch entzindliche

Darmerkrankungen wie CRP, Albumin, Leukozytenzahl oder Thrombozytenzahl [19].

Ang-2 spielt eine Rolle bei schweren entziindlichen Erkrankungen.

Orfanos et al. untersuchten, ob Ang-2 eine Bedeutung bei Patienten mit schweren
entzindlichen Erkrankungen hat. Es ist allgemein bekannt, dass das Gefallsystem bei
dieser Form von Erkrankungen in Mitleidenschaft gezogen ist. Es wurden die
Serumspiegel von Ang-2 bei Patienten mit Sepsis, schwerer Sepsis, septischem
Schock, sowie bei Patienten mit und ohne SIRS (severe inflammatory response
syndrome) gemessen. Ang-2 ist im Serum von Patienten mit schwerer Sepsis
signifikant erhoht, und es besteht ein Zusammenhang zwischen Ang-2 und der

Schwere der Erkrankung. Eine leichte Erhéhung ist auch bei Patienten mit SIRS und
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Sepsis festzustellen. Serumwerte von Ang-2 stehen in positivem Zusammenhang mit
den Entziindungsparametern CRP und Procalcitonin [20].

Ang-2 konnte bei schweren entzindlichen Erkrankungen als prognostischer Faktor
dienen, und eine Erhéhung im Verlauf kénnte auf eine Verschlechterung der
Erkrankung hindeuten.

Durch  Studien an Zellkulturen wurde nachgewiesen, dass Ang-2 die
Entziindungsreaktion férdert, indem es eine Adhasion von Monozyten herbeifiihrt und
die Endothelzellen gegenitber TNF-a (Tumornekrosefaktor-a) sensibilisiert. Mause, die
kein Ang-2 exprimieren, kdnnen keine normale inflammatorische Reaktion aufbauen
[20].

Das ARDS (acute respiratory distress syndrome) stellt eine schwere Komplikation im
Rahmen der Sepsis dar. Bei dieser Krankheit sind die Gefalke durch eine erhohte
Permeabilitat gekennzeichnet. Das fluhrt zum Austritt von Fllssigkeit aus den
pulmonalen Kapillaren in die Alveolarsepten und die Luftwege. Die Flussigkeit behindert
den alveolaren Gasaustausch und verringert die Compliance der Lunge. Die
Kontraktion des Endothels und somit die vaskulare Permeabilitat werden durch leichte
Myosinketten (MLC=myosin light chain) und besonders deren phosphorylierte Form
(MLC-p) vermittelt. Die Phosphorylierung wird durch das Enzym Rhokinase katalysiert.
Erhéhte Kontraktilitat geht mit erhdhter Permeabilitat via MLC-p einher. Ang-2 erhoht
die Konzentration von MLC-p [21].

Parikh et al. wiesen einen Zusammenhang zwischen dem Ang-2-Spiegel im Serum von
Patienten mit Sepsis, der Schwere der Erkrankung und der Entwicklung eines ARDS
nach [21]. Ang-2 Werte steigen bei Verschlechterung des Gesundheitszustandes und
fallen bei dessen Verbesserung. Zum Zeitpunkt, an dem der Gasaustausch in der
Lunge am schlechtesten ist, werden die héchsten Ang-2 Werte im Serum der Patienten
beobachtet.

Durch Zugabe eines Serums mit erhéhter Ang-2 Konzentration, das von septischen
Patienten stammt, zu HMVEC (human microvascular endothelial cells), vergréf3ern sich
in Kultur die interzellularen Zwischenraume. Dieser Vorgang kann durch Zugabe von
Ang-1 rickgangig gemacht werden. Die Behandlung von HMVEC mit rekombinantem
Ang-2 fuhrt ebenfalls zu erhéhter Durchlassigkeit des Endothels. Auch dieser Effekt
kann durch Zugabe von Ang-1 antagonisiert werden [21]. Durch diese Beobachtungen

erhartet sich der Verdacht, dass Ang-2 Uber MLC-p zu einer Kontraktion von
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Endothelzellen fiihrt, wodurch die interendothelialen Raume erweitert werden und die
Gefaldurchlassigkeit erhoht wird.

Gesunde Mause, denen intravends Ang-2 injiziert wird, entwickeln ARDS-ahnliche
Symptome. Die GefalRpermeabilitat in der Lunge ist dreifach erhéht, die in der Leber
zweifach [21].

Insgesamt betrachtet kdnnen diese Ergebnisse darauf hinweisen, dass Ang-2 eine
Schlisselrolle bei der Entstehung des ARDS im Rahmen einer Sepsis zukommt. Daher
konnte Ang-2 als Marker fur eine Verschlechterung der Erkrankung und vermehrte
Schadigung der Lunge dienen. Eine therapeutische Reduktion von Ang-2 kdnnte die
Entstehung eines ARDS verhindern oder die Schwere des Krankheitsverlaufes mildern
[21].

3.1.3. Angiogenese bei Leberzirrhose

Angiogenese findet bei gutartigen Erkrankungen der Leber statt.

Allen chronischen Lebererkrankungen ist gemeinsam, dass das Gewebe dauerhaft
schadigenden Einfliissen unterliegt. Das fuhrt zu Entziindung, Fibrose und letztendlich
zur Zirrhose des Organs. Entzindung und Hypoxie kénnen bekanntermalien
Angiogenese induzieren. Dass diese stattfindet, konnte anhand von histologischen und
immunhistochemischen Untersuchungen mit Endothelzellmarkern bei folgenden
Erkrankungen verifiziert werden: Chronische Hepatitis C Virus (HCV)-Infektion, primar
biliare Zirrhose (PBC), fokal nodulare Hyperplasie (FNH), autoimmune Hepatitis und
alkoholtoxische Lebererkrankung [22-26]. Angiogenese und Fibrose in der chronisch
geschadigten Leber sind Teil der Wundheilung und der Regeneration.

Die Entstehung eines hochvaskularisierten Gefallnetzwerkes, das die Regeneratknoten
bei der Fibrose und Zirrhose umgibt, kann unter experimentellen Bedingungen durch
Leberschadigung mit Diethylnitrosamin nachvollzogen werden [27]. Die Dichte der
kleinen Gefale ist bei Leberfibrose dreimal héher und bei Leberzirrhose siebenmal
héher als in einer normalen Rattenleber. Die VEGF-Expression in der zirrhotischen
Leber ist mit der Dichte der kleinen Gefalde assoziiert [27].

Hypoxie entsteht in der fibrotischen Leber dadurch, dass der erhohte Widerstand im
Gewebe den Blutfluss erschwert. Es kommt zum ,Angiogenic switch®. Hypoxia inducible

factor (HIF) fihrt dann zur vermehrten Bildung von VEGF. Dadurch kommt es zu einer

16



Erhéhung der vaskularen Permeabilitat [26]. Eine VEGF-Produktion kann in der Leber
in Sternzellen, Hepatozyten, Kupfferzellen und Leukozyten nachgewiesen werden.

Bei entzliindlichen Lebererkrankungen herrschen im Gewebe Azidose und Hypoxie.
Auch hier stimuliert HIF die Synthese von VEGF. Bei der Entzindung tragen
proinflammatorische Eikosanoide wie Cyclooxygenase-2 (Cox-2) zusatzlich zur
Angiogenese bei. lhre Blockade Uber Cox-2-Hemmer inhibiert Angiogenese in
Tierversuchen und beim Menschen [26].

Die PBC ist eine Erkrankung, die unter anderem durch eine chronische Entziindung der
Portalfelder gekennzeichnet ist. Bei der PBC finden sich in den sinusoidalen
Endothelzellen eine vermehrte Expression von VEGF, Ang-1 und von Ang-2, sowie von
deren Rezeptor Tie2 [22]. Diese Substanzen bewirken die Bildung einer erhdhten
Anzahl von vaskularen portalen Strukturen.

Rosmorduc et al. zeigten, dass bei einer kunstlich induzierten biliaren Zirrhose Hypoxie
und Angiogense durch VEGF-Induktion in Zusammenhang stehen. Zwei Wochen nach
Obstruktion des Gallenganges traten in 95% der Hepatozyten Hypoxie und eine
vermehrte Expression von VEGF auf. Das ging mit einer erhdhten periportalen
Endothelzellproliferation einher. Nach sieben Wochen der Obstruktion produzierten
100% der Hepatozyten VEGF, und es entwickelte sich eine bilidre Leberzirrhose [24].
Es ist wichtig hervorzuheben, dass Angiogenese und eine vermehrte VEGF-Expression
in dieser Untersuchung bereits vor der Entstehung der Leberzirrhose stattfinden. Diese
Feststellung ist besonders im Hinblick auf Angiogenesefaktoren als mdgliche
Serummarker von grof3er Wichtigkeit, da sie helfen kénnten, die Leberschadigung in
einem frihen Stadium auf nicht-invasive Weise zu diagnostizieren.

In vitro induziert Hypoxie auch die Kollagen-I-Produktion, wodurch die Fibrogenese der
Leber unterstutzt wird [27].

Im Serum von Patienten mit einer chronischen Hepatitis C Virusinfektion kann eine
Erhéhung von Ang-2 und VEGF festgestellt werden. Nach Therapie mit Interferon alpha
und Ribavirin sinken diese Marker ab. Dagegen ist nach Therapie der
antiangiogenetisch wirksame |0sliche Tie2 erhdht [28]. Daraus kann der Schluss
gezogen werden, dass Ang-2 und VEGF bei der chronischen HCV Infektion die
Angiogenese fordern und eine Therapie diese wiederum vermindert. Es kann weiterhin
eine Korrelation zwischen der Héhe von VEGF im Serum und dem Entziindungsgrad
der Leber und eine Assoziation zwischen den erhdohten Angiogenesemarkern und der

Hohe der Leberenzyme nachgewiesen werden. Die Serumspiegel der VEGF-

17



Rezeptoren Flk-1 und Flt-1 sind bei chronischer HCV Infektion ebenfalls erhéht [25]. Die
Schadigung der Leber, die durch die chronische Entzindung hervorgerufen wird,
spiegelt sich also durch vermehrte Angiogenese wieder. Der Einsatz dieser und anderer
Marker kdnnte daher in Zukunft eine Leberbiopsie zur Feststellung des Schweregrades
der Erkrankung unnotig machen.

Hypoxie ist einer der wichtigsten Faktoren, der bei der alkoholtoxischen
Lebererkrankung zur Schadigung der Leber beitragt. Besonders ausgepragt ist die
Hypoxie beim Auftreten von Spitzenwerten von Alkohol im Serum des Patienten [26].
Hinsichtlich der Genese der fokalen nodularen Hyperplasie wird vermutet, dass ihr eine
reaktive vaskulare Malformation zugrunde liegt. Bei der FNH existiert ein
charakteristisches morphologisches GefaBmuster, das sich aus zahlreichen
dystrophischen Gefalien in fibrésen Strangen zusammensetzt. Diese Strange umgeben
Knoten aus regenerativen Hepatozyten. Anhand von quantitativen
Genexpressionsstudien konnte eine Beteiligung von Ang-1 und Ang-2 bei der
Entstehung der FNH bestatigt werden. Die Expressionshohe von Ang-1 ist im Vergleich
zu anderen Lebererkrankungen signifikant erhoht. Ebenfalls aussagekraftig ist die Ang-
1-/Ang-2-Ratio, die bei der FNH im Vergleich zur gesunden Leber und zu anderen
Lebererkankungen spezifisch erhoht ist [23]. Die erhdhte Expression von Ang-1 kann
auch das pathologische Gefalimuster bei der FNH erklaren: Ang-1 zieht Perizyten und
glatte Muskelzellen an und flhrt zu unregelmaRiger Verdickung der Gefallwand und zur
Entstehung dystrophischer Gefalie.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass Angiogenese bei einer Reihe gutartiger
Erkrankungen der Leber eine wichtige Rolle spielt. VEGF ist der am genauesten
untersuchte proangiogenetische Faktor, die Angiopoietine lassen noch viel Raum flr
weitere Forschungen. Der Nachweis, dass sie eine Rolle bei Erkrankungen der Leber

mit entzundlicher Komponente spielen, ist jedoch erbracht.
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3.1.4. Rolle der Angiogenese bei malignen Erkrankungen

TumorgefaBe unterscheiden sich in einigen Merkmalen von normalen GefaRen.
Sie haben schlechtere oder keine Schutzmechanismen und sind deshalb weniger
widerstandsfahig z.B. im Bezug auf Veranderungen des Sauerstoffgehaltes oder auf
Hormonschwankungen innerhalb des Gewebes. Haufig ist die Auskleidung der
Gefalinnenwand mit Endothelzellen inhomogen, oder sie wird nur von Tumorzellen
bzw. einem Mosaik aus beiden Zelltypen gebildet. Das Netzwerk, das die Tumorgefalie
bilden, ist desorganisiert, da die Gefalte haufig einen unregelmafRigen Durchmesser
haben und sich verzweigen. Es finden sich stark gewundene neben dilatierten
Bereichen. AufRerdem bestehen oft Kurzschlussverbindungen zwischen einzelnen
Gefalkabschnitten. In ihrer Feinstruktur sind sie durchlassig, da die Basalmembran nicht
oder nur unvollstandig ausgebildet ist. Aus hamodynamischer Sicht ist der Blutfluss
unregelmaflig und im Gewebe entstehen Hypoxie und Azidose. Das erschwert
einerseits die Therapie, da Medikamente nur in unzureichendem Male das
Tumorgewebe erreichen konnen. Andererseits werden so besonders maligne und
widerstandsfahige Tumorzellen selektiert, die unter den schlechten Bedingungen
uberleben, welche die unzureichende Vaskularisierung mit sich bringt [6].

Die Instabilitat der Tumorgefalie tragt zur Ausbreitung des tumoreigenen GefalRbettes
und somit zum Tumorwachstum bei. Endothelzellen liegen relativ frei im Gewebe und
kénnen so besser durch proangiogenetische Stimuli wie z.B. VEGF erreicht werden.
Hingegen fuhrt eine erhdhte Stabilitat von Gefallen zu verstarkter Tumornekrose, da die
Tumorgefalie nicht so schnell wachsen wie der Tumor und die Blutversorgung so nicht
ausreichend ist. Der Begriff ,stabile Gefalie beschreibt Kapillaren, die eine vollstandige
Basalmembran besitzen und von einer kontinuierlichen Hulle aus Perizyten umgeben
sind [5].

TumorgefaBe weisen verschiedene Wachstumsmechanismen auf.

Sie kbnnen aus bereits existierenden Gefallen aussprossen oder in vorhandene
Gefalke einwachsen. Endotheliale Vorlauferzellen, sogenannte Angioblasten aus dem
Knochenmark oder dem peripheren Blut, konnen in den Tumor einwandern und zum
Gefallwachstum beitragen. Aulierdem kdénnen Tumorzellen gesunde Gefalde befallen

und zu ihrem eigenen Wachstum nutzen [6].
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Endothelial precursor

Angiogenic sprouting

Lymphangiogenesis

Tumor

Abbildung 2:

Wachstumsmechanismen von TumorgefafBen: Einwandern von Angioblasten
(oben), Einwachsen in vorhandene GefaRe (links), Aussprossung aus

bestehenden GefaBen (rechts). Den Tumor umgebende LymphgefaBe
ermoglichen eine Metastasierung (unten) [6].
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Die Induktion der Tumorangiogenese wird durch den , Angiogenic switch*
hervorgerufen.
Dieser Begriff beschreibt die Tatsache, dass sich die Balance zwischen Pro- und

Antiangiogenesefaktoren zugunsten der Proangiogenesefaktoren verandert.

THE BALANCE HYPOTHESIS FOR THE ANGIOGENIC SWITCH

The switch:
<+— On
<— Off

Activators Inhibitors
aFGF Thrombospondin-1
bFGF 16 kD Prolactin
VEGF Interferon a/f
. Platelet factor-4
Angiostatin

Abbildung 3:

Im ruhenden GefaBsystem halten sich pro- und antiangiogenetische Stimuli die
Waage. Kommt es zum Uberwiegen von pro- oder antiangiogenetischen Faktoren,
wird der "Angiogenic switch" aktiviert oder inhibiert [29].

Das Zusammenspiel von Ang-1, Ang-2, Tie2 und VEGF in der Tumorangiogenese
unterscheidet sich nicht von den Mechanismen, die unter physiologischen Umstanden
beim Remodelling oder in der Embryonalentwicklung stattfinden. Eine Bindung von
Ang-1 an Tie2 wirkt stabilisierend und antiangiogenetisch auf die Gefalle, indem die
Bindung zwischen Endothelzellen und Perizyten, aber auch der Endothelzellen
untereinander, gefestigt wird. Ang-2 verursacht in Abwesenheit von VEGF eine
Regression der Gefalle. Das fihrt zu Hypoxie im Tumorgewebe. Dadurch wird vermehrt
VEGF exprimiert. In Anwesenheit von VEGF verursacht Ang-2 eine Destabilisierung.
Die Gefalstruktur wird aufgelockert, indem durch Ang-2 die Perizyten von den
Endothelzellen entfernt werden. Angiogenese wird letztendlich dadurch hervorgerufen,

dass die freiliegenden Endothelzellen zuganglich fir Proangiogenesefaktoren werden,
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die sie zur Proliferation anregen. Es kommt zur Bildung von Gefal3knospen und
schliel3lich zur Aussprossung neuer Tumorgefalle.

Anders als VEGF haben Angiopoietine aber keinen mitogenen Effekt auf die
Endothelzellen, sondern sie sind vielmehr fur die Stabilitat der Gefalle verantwortlich.
Diese Tatsache verdeutlicht die Notwendigkeit der Anwesenheit von VEGF im
Tumorgewebe, damit Ang-2 zur Tumorangiogenese beitragen kann. Des Weiteren stellt
VEGF einen Uberlebensfaktor fiir die neu gebildeten Tumorendothelien dar. In hohen
Konzentrationen wirkt Ang-2 in vitro ebenfalls antiapoptotisch auf Endothelien. Auch
diese Erkenntnis unterstitzt die These, dass VEGF und Ang-2 synergistisch wirken
[30].

Koénnen frihe Tumorstadien in einem avaskularen Zustand existieren?

Zu dieser Frage finden sich in der Literatur unterschiedliche Theorien. Laut Tait et al.
kénnen solide Tumoren bis zu einer GréRe von 2 Millimetern in einem avaskularen
Stadium  existieren. Danach beginnt mit dem ,Angiogenic switch® die
Tumorangiogenese [31]. In dem Artikel von J. Holash et al. wird diese These fir Gliome
nicht bestatigt [32]. Es wird argumentiert, dass sie auf Beobachtungen in Versuchen
basiert, bei denen Tumorzellen in avaskulares Gewebe wie z.B. die Kornea verpflanzt
wurden, oder dass diese Beobachtungen bei Versuchen mit epithelialen Tumoren
gemacht wurden, die durch die Basalmembran von den umliegenden Gefalien isoliert
sind. Das Tumorwachstum fande bei solchen Versuchen unter kinstlich hergestellten
Bedingungen statt und entsprache nicht der Realitat.

Holash et al. fanden anhand von Untersuchungen an Gliomen, Glioblastomen,
mammaren Adenocarcinomen und Metastasen eines Lungenkarzinoms der Ratte
heraus, dass in den ersten zwei Wochen der Tumorentwicklung noch keine sichtbare
Angiogenese stattfindet. Vielmehr okkupiert der Tumor bereits vorhandene Gefale und
nutzt sie somit flr sein Wachstum. Die Morphologie der vom Tumor befallenen Gefalie
entspricht derjenigen normaler Hirngefalde. In den Endothelzellen der genutzten Gefalke
wird in nur zwei Wochen alten Tumoren eine verstarkte Expression von Ang-2
nachgewiesen. Das flhrt im Zentrum des Tumors in Abwesenheit von VEGF zu einer
Regression der Gefalle. Es resultieren ein massiver Untergang von Tumorzellen und
Tumornekrose. Am Tumorrand wird eine erhohte Angiogeneserate beobachtet. Diese
geht mit einer gleichzeitigen Expression von Ang-2 und VEGF einher. Die Induktion von

VEGEF ist hypoxiebedingt. Da aus dieser Studie hervorgeht, dass Ang-2 bereits in sehr
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frihen Tumorstadien in okkupierten Gefalden exprimiert wird, kdnnte es als einer der

frihesten Tumormarker tUberhaupt dienen.

Angiopoietin-2 spielt bei verschiedenen Tumorerkrankungen eine Rolle.

Im Rahmen der Tumorangiogenese verschiebt sich der Ang-2/Ang-1-Quotient
zugunsten von Ang-2. Diese Tatsache betrifft besonders hochvaskularisierte Tumore.
Eine Ang-2 Expression wurde sowohl in den Tumorzellen als auch in den
Endothelzellen beobachtet. Zu den untersuchten Tumoren zahlen u.a. Glioblastom,
Mamma- und Bronchialkarzinom. Im Glioblastom erhdéhen sich die Ang-2 mRNA
Expression mit zunehmender Ausdehnung des Tumors. Beim Mammakarzinom kann
eine Erhéhung der Ang-2 Expression festgestellt werden. Eine vermehrte Ang-2 Bildung
korreliert mit dem haufigeren Auftreten von Lymphknotenmetastasen. Im Rahmen der
Untersuchung von Bronchialkarzinomen zeigt sich eine Erhohung von Ang-1, Ang-2
und Tie2 beim NSCLC (non small cell lung cancer). Die Hoéhe von Ang-2 korreliert mit
der Malignitat des Tumors und schlechterer Prognose.

Weitere Malignome, bei denen eine Erhdéhung von Ang-2 gefunden wird, sind das
Ovarialkarzinom, das Prostatakarzinom, das Plattenepithelkarzinom, das Kaposi-
Sarkom, das klarzellige Nierenzellkarzinom, alle Malignome der Schilddrise
ausgenommen das vom papillaren Typ und die akute myeloische Leukamie [31].

Ang-2 spielt auch bei gastrointestinalen Tumoren eine Rolle. Bei der Untersuchung des
Einflusses von Ang-2 auf die Genese des Magenkarzinoms wurde herausgefunden,
dass eine hohe Expression von Ang-2 mit haufigerer Gefallinvasion,
fortgeschrittenerem Tumorstadium und kirzerer Uberlebenszeit einhergeht. Eine Ang-
2- Bildung wurde in Endothelzellen und in Tumorzellen nachgewiesen. Es fand sich ein
Zusammenhang zwischen Ang-2 mRNA und schlecht ausgereiften Gefalten. Mause,
denen Ang-2 in die Magenwand injiziert wird, entwickeln stark metastasierende,
hochvaskularisierte Tumore [33].

Im Tierversuch an Mausen, denen Zellen eines kolorektalen Karzinoms injiziert wurden,
konnte man einen Zusammenhang zwischen Ang-2 Uberexpression, erhohter
Wachstumsrate des Tumors, verstarkter Gefaldproliferation und -anzahl sowie erhéhter
Metastasierungsrate nachweisen [34]. Anhand dieser Daten wird deutlich, wie Ang-2

die Tumorangiogenese und das Tumorwachstum generell beeinflusst.
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3.1.5. Angiogenese beim hepatozellularen Karzinom

Das hepatozellulare Karzinom ist ein hochvaskularisierter Tumor.

Er wird hauptsachlich Uber arterielle Gefalle mit Blut versorgt, wahrend normales
Lebergewebe sowie regenerative und dysplastische Knoten sowohl von den
Portalvenen als auch von Leberarterien gespeist werden. Diese Erkenntnisse sind bei
kontrastmittelverstarkten radiologischen Verfahren wichtig. Besonders hepatische
Malignome vom maRig und schlecht differenzierten Typ sind durch arterielle
Hypervaskularitadt gekennzeichnet. Ebenso gilt Angiogenese im HCC als Marker fir
Invasivitat und vermehrte Metastasenbildung [35]. Die Gefalidichte kann einerseits
radiologisch erfasst werden, oder die kleinen und kleinsten Gefalle (microvessel)
kénnen in Gewebeproben durch bestimmte Marker, wie z.B. anti-CD34 nachgewiesen
werden.

Die Rolle von Ang-2 beim hepatozellularen Karzinom wurde mehrfach untersucht.
Dabei stellte sich heraus, dass eine Ang-2-Uberexpression alleine die Entwicklung des
HCC nicht beschleunigt [30]. Hingegen flhrt die simultane Expression von Ang-2 und
VEGF zu schnellerem Tumorwachstum und verstarkter Angiogenese [30]. Die
Entwicklung des Tumors kann durch Gabe eines monoklonalen Antikdrpers gegen
VEGF gehemmt werden.

Ang-2-Proteine befinden sich im Zytoplasma von Tumorzellen und in angrenzenden
Hepatozyten aullerhalb des eigentlichen Tumorgewebes [36]. In einer Studie von
Mitsuhashi et al. konnte eine Expression von Ang-2 in nur 2% der Zellen im normalem
Lebergewebe von 20 Patienten mit Lebermetastasen eines kolorektalen Karzinoms
festgestellt werden. In 82% kann es im Zytoplasma von HCC-Zellen und in 52% in
angrenzenden Hepatozyten bei Patienten mit HCC detektiert werden [37].

Ang-2 kommt haufiger in hypervaskularisierten und schlecht differenzierten HCC vor als
in gut differenzierten Tumoren mit weniger stark ausgepragtem Gefallnetz [38]. Es wird
starker in den Randzonen des Tumors und in Regionen mit lymphozytarer Infiltration
exprimiert als in den zentralen Zonen.

Eine hdhere Ang-2-Expression geht mit der Ausbildung von zystischen, blutgefiillten
Arealen einher [39]. Dieser Vorgang kann mit der erhdhten Fragilitdt der Tumorgefalle
in Zusammenhang stehen. Eine Ubertragung von Ang-2 in eine nicht-metastasierende
Zelllinie fuhrt zu aggressivem Tumorwachstum und ausgepragten Hamorrhagien [35,
38].
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Die rezidivfreie Uberlebensrate von Patienten mit hohen Ang-2 Werten im Tumor ist
kurzer als die von Patienten mit geringerer Expression von Ang-2 [36]. Eine hohe
Ang2/Ang1-Ratio ist mit haufigerer Invasion der Portalvene assoziiert, auRerdem mit
grolerem Tumordurchmesser, erhohter Dichte von ,Microvessels® und einer
schlechteren Prognose [37].

Im HCC werden Angiopoietine unabhangig vom Sauerstoffangebot gebildet. VEGF wird
dagegen im HCC nur unter hypoxischen Umstanden vermehrt gebildet [40].
Festzuhalten ist, dass eine vermehrte Expression von Ang-2 und VEGF im Tumor in
positivem Zusammenhang mit Vaskularitat und Entdifferenzierung des HCC steht. Ang-
2 tragt wesentlich zur Ausbreitung des HCC bei. Daraus resultieren schlechtere
prognostische Kriterien fir den Patienten aber auch die Méglichkeit, durch eine Ang-2-
Messung im Serum die Prognose und Friherkennung dieses malignen Tumors zu

verbessern.

3.1.6. Therapeutische Optionen

Das Verstandnis der Angiogenese eroffnet vielfiltige Therapieoptionen.

Die Entwicklung einer antiangiogenetischen Therapie wurde in den letzten 15 Jahren
intensiv vorangetrieben. Die standig neuen Erkenntnisse bezuglich der Physiologie und
Pathologie angiogenetischer Vorgange eroffnen immer mehr Optionen fir
antiangiogenetische Therapieansatze. Sie zielen auf das Gefalisystem ab, welches bei
den Erkrankungen pathologisch verandert ist, und nicht auf ein spezifisches
Tumorgewebe. Von Vorteil ist dabei, dass Endothelzellen ein niedriges mutagenes
Potential aufweisen und somit keine wesentliche Resistenzentwicklung gegen
antiangiogenetische Substanzen zu erwarten ist. Resistenzen entstehen dagegen
haufig bei konventionellen Chemotherapien, weil viele Tumorzellen eine hohe
Teilungsrate haben und haufig Mutationen auftreten.

Wenn der ,Angiogenic switch® verhindert wurde, konnte die Tumorentwicklung bereits
im frGhen Stadium inhibiert werden. Mit Hilfe antiangiogenetischer Therapie kann
erreicht werden, dass ein Tumor im fortgeschrittenen Stadium nicht mehr ausreichend
mit Sauerstoff und Nahrstoffen versorgt wird. Dadurch werden sein Wachstum und

seine Ausbreitung behindert. Durch eine antiangiogenetische Therapie kann ein Rezidiv
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verhindert werden, indem Tumorzellen erfasst werden, die nach erfolgreicher Operation
im Korper verbleiben und sich mit Hilfe erneuter Angiogenese ausbreiten [29].

Ang-2 qilt als wichtiger Initiator des ,Angiogenic switch®. Da es in Tumoren weitaus
starker exprimiert wird als in normalem Gewebe, stellt es einen interessanten
Ansatzpunkt zur antiangiogenetischen Therapie von Tumorerkrankungen dar. Mit Ang-2
als Angriffspunkt kann das gesunde Gewebe geschont und das Tumorgewebe gezielt
angegriffen werden.

In einer Studie von Oliner et al. wurden Antikdrper und Fc-Peptid Fusionsproteine
entwickelt, welche die Interaktion zwischen Ang-2 und dem Rezeptor Tie2
neutralisieren [41]. Die Wirkung auf 2zwei Tumorarten wurde untersucht:
Epidermoidzelltumore und kolorektale Tumore, und die Wirkung war nicht
tumorspezifisch. Es resultierte eine Stagnation des Tumorwachstums, und bei einigen
Versuchstieren kam es sogar unter Langzeittherapie zu einer Verkleinerung des
Tumors auf eine nicht mehr messbare GréfRRe. Interessant ist dabei die Feststellung,
dass die Ang-2-Inhibitoren das Wachstum von kultivierten Epidermoidtumorzellen in
vitro nicht hemmen konnen. Das bestatigt die Annahme, dass die Effekte der
antiangiogenetischen Substanzen in vivo durch mehrere ineinander greifende
Mechanismen der Angiogenese zustande kommen und nicht durch direkte Wirkung auf
Tumorzellen. Aullerdem kann eine reduzierte Endothelzellproliferation nachgewiesen
werden, die im Verlauf zu reduzierter  Tumorzellproliferation fuhrt.
Resistenzentwicklungen gibt es auch nach Langzeittherapie nicht.

Auch in einem nicht tumorosem Gewebe, der Kornea der Ratte, wird durch eine
Blockade der Ang-2-Funktion die VEGF-stimulierte Neovaskularisation gehemmt. Die
einzige Nebenwirkung, die hierbei auftritt, ist eine Verdickung der Epiphysenplatte, eine
Beobachtung, die auch bei Versuchen mit VEGF-Antikérpern gemacht werden kann.
Diese Nebenwirkung betrifft allerdings erwachsene Tiere mit ausgereiftem
Skelettsystem nicht [41].

Eine weitere therapeutische Option beruht auf der Erkenntnis, dass Cox-2 die
Angiogenese fordern kann. Selektive  Cox-2  Inhibitoren  kdénnen  zur
antiangiogenetischen Therapie verwendet werden, da sie unter anderem dosisabhangig
die hypoxische Induktion von Ang-2 reduzieren. In epidemiologischen Studien wurde
herausgefunden, dass NSAID die Entstehung von kolorektalen Tumoren hemmen
konnen [42].
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VEGF ist ein wichtiger proangiogenetischer Faktor, dessen Blockade eine weitere
Therapiemoglichkeit bietet. Schwartz et al. wiesen nach, dass die Gabe von 5 oder
10mg Bevacizumab pro kg Korpergewicht alle 14 Tage das Wachstum des nicht-
metastasieten HCC hemmt [43]. Die Uberlebenszeit der betroffenen Patienten
verlangerte sich dabei. Voraussetzung fir die Therapie mit Bevacizumab, einem
rekombinanten, humanen, monoklonalen Antikérper gegen VEGF, ist eine erhaltene
Leberfunktion bei bestehender Leberzirrhose und das Fehlen von Osphagusvarizen.

In einer Phase |ll Studie wurden Patienten mit Bevacizumab behandelt, die an einem
metastasierten kolorektalen Karzinom erkrankt sind. In Kombination mit einer auf
Fluouracil basierenden Standardchemotherapie zeigten sich eine erhohte
Uberlebensrate und eine Stagnation des Tumorwachstums. Die Ansprechrate auf die
Chemotherapie erhdhte sich und die Ansprechdauer im Vergleich zu
Standardchemotherapie allein verlangerte sich [44]. Der positive Effekt einer Therpie
mit Bevacizumab konnte auch beim Mamma- und Broncial-Carcinomen nachgewiesen
werden [45].

Der Multikinase-Inhibitor Sorafenib hat antiangiogenetische, proapoptotische und Raf-
kinase-inhibitorische Eigenschaften. Aus einer randomisierten Phase Il Studie (SHARP
Studie) mit Sorafenib vs. Plazebo, die 602 Patienten mit fortgeschrittenem HCC
einschlofR, resultierte ein signifikanter Uberlebensvorteil der Patienten, die mit Sorafenib
behandelt wurden (10,7 vs. 7,9 Monate) [46]. Die guten Ergebnisse fuhrten zum
vorzeitigen Abbruch der Studie und etablieren Sorafenib als Therapie der Wahl bei der
Behandlung des HCC.

In einer Arbeit von Huitzil-Melendez et al. wurde gezeigt, dass es unter Therapie mit
Sorafenib bei HCC-Patienten mit chronischer HCV-Infektion langer dauert, bis sich der
Tumor weiter ausbreitet als bei HCC-Patienten, die unter einer chronischen HBV-
Infektion leiden [47]. Erstere profitieren also mdglicherweise starker von der Therapie
mit dem Multikinase-Inhibitor.

Bei der Therapie von malignen Tumoren ist es sinnvoll, Therapeutika mit verschiedenen
Wirkmechanismen zu kombinieren. Das Wachstum des Malignoms kann so auf
verschiedene Arten verhindert werden, und es wird eine groRere Angriffsflache genutzt.
Der Idealvorstellung wurde entsprechen, die Ausbreitung des Tumors am Tumorrand
z.B. mit Hilfe antiangiogenetischer Therapie zu verhindern. Das Innere des Tumors
konnte gleichzeitig mit lokal applizierten Chemotherapeutika oder Radiatio behandelt

werden.
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Um die Entwicklung antiangiogenetischer Therapieoptionen weiter voranzutreiben, sind
Untersuchungen notig, bei denen die genaue Funktionsweise einzelner Substanzen

besser definiert wird.

3.2. Das Hepatozellulare Karzinom

3.2.1. Epidemiologie

Die Inzidenz des hepatozellularen Karzinoms steigt besonders in den westlichen
Landern.

Die altersadaptierte Neuerkrankungsrate der Weltbevolkerung variiert zwischen 5.5 bis
14.9 pro 100 000 Einwohner jahrlich. In Europa und den USA erkranken 5 pro 100 000
Einwohner pro Jahr an einem HCC, dagegen erreicht die Inzidenz in manchen
Regionen Asiens und Afrikas sudlich der Sahara bis zu 500/100 000 pro Jahr. Die
groflen geographischen Unterschiede in den Erkrankungshaufigkeiten lassen sich im
Wesentlichen auf eine héhere Durchseuchungsrate mit Hepatitisviren zurtickfiihren, da
sie die Entstehung eines HCC beglnstigen. In Asien und Afrika ist das HCC haufiger
mit HBV und der Aflatoxin Bs-Aufnahme assoziiert, in den westlichen Landern liegt
jedoch in den meisten Fallen eine HCV-Infektion oder ein Alkoholabusus vor. Auf der
ganzen Welt sind ca. 350 Millionen Menschen mit HBV infiziert. Circa 170 Millionen sind
mit HCV infiziert [2]. Das Hepatitis B Virus wird in den Entwicklungslandern oft bereits
bei der Geburt oder in den ersten Lebensjahren durch schlechte Hygienestandards
ubertragen. Das HCC tritt daher bei den Menschen aus diesen Regionen etwa ein bis
zwei Dekaden friher auf als bei Patienten aus westlichen Landern. Dort infizieren sich
die Patienten meist erst im Erwachsenenalter mit HBV oder HCV durch Ubertragung
von Blut- und Blutprodukten oder ungeschutzten Geschlechtsverkehr.

In den letzten Jahrzehnten wird zunehmend deutlich, dass die Inzidenz des
hepatozellularen Karzinoms auch in Landern mit niedriger Durchseuchungsrate einer
chronischen Virushepatitis weiter zunimmt. Die Inzidenz des HCC stieg in den USA von
1.4 pro 100 000 Einwohner zwischen 1976 und 1980 auf 2.4 pro 100 000 Einwohner
zwischen 1991 und 1996 an [48]. Auch die Mortalitatsrate von primaren Lebertumoren
stieg in den USA an. Im Jahr 1997 starben 2.8 pro 100000 an HCC, 2001 dagegen 4.7
pro 100 000 [1].
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Das Hepatitis-C-Virus-assoziierte HCC verzeichnete den hochsten Inzidenzanstieg
zwischen 1993 und 1998. Das ist vermutlich darauf zurlick zu fihren, dass in den USA
zwischen 1960 und 1980 eine HCV-Epidemie ausbrach. Menschen, die damals
zwischen 20 und 30 Jahre alt waren, hatten das héchste Erkrankungsrisiko. Eine HCV-
Infektion fUhrt in 20 bis 30% der Falle innerhalb von 20-30 Jahren zu einer
Leberzirrhose. Bei diesen Patienten mit HCV-assoziierter Zirrhose entsteht mit einer
Wahrscheinlichkeit von 1 bis 6% pro Jahr ein HCC. In Europa gehen 63% des Risikos,
aufgrund einer chronischen Hepatitis an einem HCC zu erkranken, auf das 1988
erstmals identifizierte Hepatitis-C-Virus zurtck.

Basierend auf diesen Daten kann damit gerechnet werden, dass der Gipfel der
Erkrankungshaufigkeit HCV-assozierter HCC um 2010 erreicht sein wird. Insgesamt
werden in Zukunft bis zu 250 HCC-Falle pro 100 000 Einwohner pro Jahr in den
westlichen Landern erwartet. Ob das tatsachlich der Fall sein wird, hangt auch von
anderen Faktoren, etwa der erfolgreichen Behandlung der HCV- und HBV-Infektion, der
Schwere der Leberzirrhose und den Moglichkeiten zur Friherkennung eines HCC ab
[1].

Aufgrund der weltweiten Verbreitung des HB-Virus ist eine HBV-Infektion die haufigste
Ursache fur die Entstehung eines HCC. Es kann auf dem Boden einer HBV-
assoziierten Leberzirrhose entstehen, vierzig Prozent der HBV-assoziierten HCC
entstehen aber in einer nicht-zirrhotischen Leber [49]. Die Wahrscheinlichkeit bei
chronischer HBV-Infektion an einem HCC zu erkranken, betragt 0.5% pro Jahr und
steigt mit zunehmendem Alter an. Das Risiko, an einem HCC zu erkranken, kann fur
Patienten mit chronischer HBV-Infektion 100mal héher sein als bei Gesunden. Wenn
eine Zirrhose bekannt ist, steigt die Inzidenz sogar auf 2.5% pro Jahr an. In den USA
war der Gipfel der HBV-Infektionen mit 11.5 pro 100000 im Jahr 1985 erreicht [48].
1992 infizierten sich nur noch 6.3 pro 100000 Einwohner mit dem Virus, so dass eine
Abnahme von HBV-assozierten HCC erwartet werden kann. Insgesamt wird der groite
Inzidenzanstieg des HCC in den 90er Jahren verzeichnet.

In Europa und den USA tritt das HCC mit einem Haufigkeitsgipfel zwischen dem 50.
und 60. Lebensjahr auf. Mit steigendem Alter steigt die Wahrscheinlichkeit, an einem
HCC zu erkranken, da die Leberzirrhose auf dem Boden einer chronischen Hepatitis
weiter fortschreitet. Die Behandlungsmdglichkeiten flr Patienten mit Leberzirrhose
ermdglichen ein langeres Uberleben mit dieser Grunderkrankung. Gleichzeitig steigt

aber das Risiko der Karzinomentstehung.
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Neben geographischen und altersspezifischen Unterschieden sind auch
geschlechtsbezogene Unterschiede beim Auftreten des hepatozellularen Karzinoms zu
erwahnen. Manner sind dreimal haufiger betroffen als Frauen [1].

Anhand dieser Daten wird deutlich, dass eine Infektion mit HBV und HCV als
Hauptrisikofaktor fur die Entstehung eines HCC angesehen werden muss. Das konnte
auch in einer Studie der medizinischen Hochschule Hannover bestatigt werden. Es
wurden die Daten von 268 Patienten mit HCC retrospektiv untersucht. Nicht wie bislang
angenommen ist Alkoholabusus und die darauf folgende C2-toxische Leberzirrhose der
haufigste atiologische Faktor flr die Hepatokarzinogenese, sondern dass vielmehr in
51.9% eine chronische HBV- oder HCV-Infektion vorliegt. Nur bei 36.1% liegt ein
Alkoholabusus als Risikofaktor vor [50]. In den USA sinken Inzidenz und Mortalitat der
alkoholtoxischen Leberzirrhose seit den frihen 70er Jahren langsam ab. Funfundvierzig
Prozent des Risikos, an einem HCC zu erkranken, gehen dort auf C2-Abusus zurick
[51].

Dennoch bleibt der Alkoholabusus ein wichtiger vermeidbarer atiologischer Faktor bei
der Entstehung des HCC. In den USA betragt die Hospitalisationsrate fur HCC bedingt
durch alkoholtoxische Leberzirrhose 8 bis 9 pro 100 000 Einwohner pro Jahr [51].

Die Erkenntnis, dass die Inzidenz des HCC weiter ansteigen wird, verdeutlicht die
Notwendigkeit, sich mit der Erforschung dieses Tumors intensiv zu beschaftigen, um
Friherkennung zu férdern, Behandlungsmaoglichkeiten zu verbessern und die Mortalitat

zu senken.
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3.2.2. Pathogenese und Pathologie

In Giber 80% der Falle entsteht ein HCC auf dem Boden einer Leberzirrhose.

Die karzinogene Wirkung von HBV beruht vermutlich darauf, dass die HBV-DNA in das
Genom des Wirtes integriert wird. Aflatoxin kann eine G- nach T-Mutation am Codon
249 des Tumor-Suppressor-Gens p53 verursachen und somit zur Tumorentstehung
beitragen. Eine Exposition gegenuber Aflatoxin B4 erhéht das Risiko, an einem primaren
Leberzellkarzinom zu erkranken, um das Dreifache.

HCV-RNA wird dagegen nicht ins Wirts-Genom eingebaut. Wiederholte
Reparaturvorgange in der zirrhotischen Leber kénnen als Ursache flr die Entstehung
von malignen Zellklonen angesehen werden.

Flnfzehn bis 50% aller Falle mit HCC lassen sich nicht auf eine virale Hepatitis oder
chronischen C2-Abusus zurlckfihren [1]. Sie entstehen auf dem Boden zahlreicher
anderer Grunderkrankungen.

Dazu zahlen die Hdmochromatose, bei der die jahrliche Inzidenz eines HCC 3 bis 4%
betragt, a1-Antitrypsinmangel, Tyrosinamie, Autoimmunhepatitis, Morbus Wilson,
primare bilidre Leberzirrhose und primare sklerosierende Cholangitis. Zu erwahnen sind
auBerdem Langzeitabusus androgener Steriodhormone und mdoglicherweise die
Einnahme von Ostrogenen in Form oraler Kontrazeptiva [49]. Patienten, die gleichzeitig
mit einem Hepatitis-Virus und HIV infiziert sind, haben ein weiter erhdhtes Risiko fur die
Entstehung eines HCC. AulRerdem gehen hdheres Lebensalter, mannliches Geschlecht
und Nikotinabusus mit einem erhohten Risiko einher, an einem primaren
Leberzellkarzinom zu erkranken.

Ein Faktor, der in jungster Zeit an Bedeutung zunimmt, ist das Insulinresistenz-
Syndrom, welches durch Diabetes mellitus und Adipositas manifest wird [1]. Frauen
sind davon haufiger betroffen als Manner. Zuckerkrankheit und Fettleibigkeit kdnnen
uber die Entstehung einer nicht-alkoholischen Steatohepatitis (NASH) zu einer
Leberzirrhose und schliellich zu einem HCC fuhren. Insulin und ,insulin-like growth
factors” wirken zusatzlich potentiell karzinogen. Einer kryptogenen Leberzirrhose liegt
haufig eine NASH zugrunde, die aber retrospektiv oft nicht mehr eindeutig diagnostiziert

werden kann, wenn bereits eine Leberzirrhose und eventuell ein HCC vorliegen.
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Das hepatozellulare Karzinom zeigt verschiedene Wachstumsformen.

Es kann als solitarer Knoten vorkommen, in 20 bis 60% wachst es jedoch
multizentrisch. Das HCC breitet sich diffus infiltrierend aus [49]. Histologisch wird der
Tumor in unterschiedliche Differenzierungsgrade eingeteilt. Man unterscheidet
zwischen gut, maRig und schlecht differenzierten, sowie undifferenzierten Tumoren. Je
héher der Differenzierungsgrad, desto besser ist die Prognose und desto weniger
aggressiv ist der Tumor.

Anhand von Staging-Systemen konnen die Patienten in verschiedene Gruppen
eingeteilt werden, bei denen Prognose und Therapieoptionen weitgehend einheitlich
sind. Das Okuda-System z.B. bericksichtigt Tumorlast und Leberfunktion. Es existieren
aulRerdem ein japanisches System, ein franzosisches System, das Cancer of the Liver
Italian Program, das Barcelona-Clinic Liver Cancer Staging System und der Chinese
University Prognostic Index Score [2]. Bisher wurde noch kein Konsens dariber
gefunden, welches Staging-System universell angewendet werden soll.

In dieser Arbeit wurde das TNM-System (Tumor-lymphnode-metastasis-System)
verwendet. Dabei wird die Ausbreitung des Tumors bestimmt, die Leberfunktion wird
bei diesem System nicht bericksichtigt.

Die Metastasierung des HCC erfolgt friihzeitig, bevorzugt in Lunge, Gehirn, Knochen

und Nebenniere [49].
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3.2.3. Diagnose

Zur Diagnostik des hepatozellularen Karzinoms werden hauptsachlich
labormedizinische und bildgebende Verfahren verwendet.

Da der Tumor meist auf dem Boden einer Leberzirrhose oder einer chronischen
Lebererkrankung entsteht, ist zunachst eine grundliche Anamnese notwendig, um
bereits bestehende Risikofaktoren zu eruieren. Es sollte festgestellt werden, ob bei dem
Patienten eine HBV- oder HCV-Infektion vorliegt oder bereits eine Leberzirrhose
besteht.

Nach internationalem Konsens sollte bei Patienten mit Leberzirrhose alle 6 Monate eine
Ultraschalluntersuchung der Leber und eine Bestimmung des AFP im Serum
vorgenommen werden. Das Zeitintervall von 6 Monaten wurde anhand der
Tumorverdopplungszeit festgelegt [52]. Mit Hilfe des Screenings von Patienten mit
Zirrhose auf das Vorliegen eineshepatozellularen Karzinoms erhofft man sich, den
Tumor in einem frihen Stadium zu entdecken und so durch adaquate Behandlung eine
Heilung oder eine Verlangerung der Uberlebenszeit zu erreichen.

Alpha-Fetoprotein wird primar in der fetalen Leber gebildet. Aber auch die Zellen des
hepatozellularen Karzinoms kdnnen dieses Glykoprotein bilden. Mehr als 70% der
Patienten mit HCC weisen eine erhdhte AFP-Konzentration im Serum auf [53], dagegen
produzieren bis zu 20% der Patienten mit HCC kein AFP [53]. In Deutschland gilt ein
AFP-Wert bei Erwachsenen von unter 15 ug/l als normal. Wird der Grenzwert von 20
ug/l Uberschritten, liegt der Verdacht eines HCC nahe.

Patienten mit deutlich erhéhten AFP-Konzentrationen im Serum haben in der Regel
einen grolkeren Tumor, beide Leberlappen sind vom Tumor befallen, es liegt eher ein
diffuses Wachstum vor, haufiger ist die Portalvenene thrombosiert und die mittlere
Uberlebensrate muss niedriger veranschlagt werden [53]. Das Ziel eines
diagnostischen Tests soll aber sein, einen Tumor eindeutig und in einem frihen
Stadium ausfindig zu machen. Eine bestimmte Glykoform von AFP geht mit einer
schlechteren Prognose einher. AFP kann je nach Bindungskapazitat an ,lectin lens
culinaris agglutin“ LCA) in drei verschiedene Glykoformen unterteilt werden: AFP-L1,
AFP-L2 und AFP-L3. AFP-L3 ist die dominierende Glykoform im Serum von Patienten
mit HCC, und es kann bei ca. 35% von Patienten mit einem HCC kleiner als 3cm
nachgewiesen werden. Ein hoher Anteil an AFP-L3 korreliert mit einem schlechten

Differenzierungsgrad und besonders malignen Tumorkriterien wie der Invasion der
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Portalvene. Allein der Nachweis von AFP-L3 kann auf eine schlechtere Leberfunktion,
schlechtere Histologie und erhdéhter Tumorgrofie hindeuten [53].

Bei der Verwendung von AFP in der Diagnostik des hepatozellularen Karzinoms muss
bertcksichtigt werden, dass durch seine Bestimmung nicht mit absoluter Sicherheit eine
benigne von einer malignen Lebererkrankung unterschieden werden kann. AFP kann
auch bei einer akuten oder chronischen Hepatitis im Serum ansteigen. Eventuell ist also
die Wahrscheinlichkeit héher, bei Patienten mit nicht-viraler Atiologie anhand eines
erhohten AFP-Wertes ein HCC zu diagnostizieren.

Sensitivitat und Spezifitat von AFP variieren stark und sind abhangig vom jeweiligen
Grenzwert, der international nicht einheitlich ist. Sherman et al. fanden in drei Studien,
in denen die AFP-Bestimmung als Screeningmethode fir das HCC verwendet wurde,
eine Sensitivitat zwischen 39 und 64%, eine Spezifitat zwischen 76 und 91% und einen
positiv pradiktiven Wert von 9 bis 32% [54]. Diese Werte verdeutlichen, dass es allein
durch die AFP-Bestimmung in den meisten Fallen nicht moglich ist, den Tumor
eindeutig zu identifizieren.

Sherman geht in einem Artikel sogar so weit zu fordern, AFP als Screeningmethode flr
das HCC nicht langer anzuwenden, wenn Ultraschall und CT oder MRT zur Verfigung
stehen [55]. Durch die zunehmend erfolgreicher werdende Anwendung dieser
bildgebenden Verfahren kdénnen bereits kleine Tumorknoten erkannt werden. Hohe
AFP-Konzentrationen treten bei diesen kleinen Tumoren aber nur sehr selten auf. Die
Kombination von AFP und Ultraschall fuhrt haufiger (7.5%) zu falsch-positiven
Ergebnissen beim HCC-Screening als der Ultraschall allein (3%). Die Anwendung
beider Verfahren erhdht zusatzlich die Kosten [56].

Die AFP-Bestimmung kann den bildgebenden Verfahren Uberlegen sein, wenn der
Tumor so klein ist, dass er sich nicht darstellen lasst, oder wenn er ein diffuses
Wachstum und nicht die typische nodulare Struktur aufweist. Treten diese beiden Falle
ein, ist eine kurative Therapie aber ohnehin nicht moglich und somit kein klarer Vorteil
durch die AFP-Bestimmung entstanden.

Der Stellenwert der AFP-Bestimmung sollte daher weniger hoch gesehen werden und
hauptsachlich zur Uberwachung von Hochrisikopatienten eingesetzt werden, wenn
bereits ein Leberrundherd gesichert ist oder wenn ein Rezidiv vermutet wird.
Sonographie, Computertomographie und Magnetresonanztomographie (MRT) sind
etablierte Mittel zur Diagnose des HCC. Bewahrt haben sich besonders

kontrastmittelverstarkte Verfahren. Dabei macht man sich die vaskularen Eigenschaften
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des HCC zu Nutze. Es wird in erster Linie von der Leberarterie mit Blut versorgt und
reichert daher in der arteriellen Phase, d.h. in den ersten 2 bis 40 Sekunden nach
Applikation, Kontrastmittel an. Das normale Leberparenchym reichert bevorzugt in der
portalvendsen Phase Kontrastmittel an. Dabei stellt sich das HCC kontrastmittelarm
dar. Bei einem so genannten triphasischen CT werden drei Aufnahmen angefertigt: eine
ohne Kontrastmittel, dann wird Kontrastmittel gegeben, und es erfolgt eine Aufnahme in
der arteriellen, der portalvenésen und der vendsen Phase. Dieses Verfahren ist weit
verbreitet und lasst sich auch mit einer MRT und dem entsprechenden Kontrastmittel
durchfihren. In der MRT stellt sich das HCC ohne Kontrastmittel in T1 hypointens, in T2
hyperintens dar.

Die Diagnose ,hepatozellulares Karzinom® gilt als gesichert, wenn sie durch
Feinnadelbiopsie bestatigt wurde. Die Rate der falsch-negativen Ergebnisse bei diesem
Verfahren  betragt jedoch zwischen 30 und 40 Prozent. Mit einer
Stichkanalmetastasierung muss in 1 bis 2% gerechnet werden. Die Biopsie wird meist
unter radiologischer Kontrolle durchgeflhrt.

Aulerdem gilt die Diagnose des HCC als gesichert, wenn zwei unterschiedliche
bildgebende Verfahren einen Rundherd in der Leber darstellen, der grof3er als 2cm ist
und der eine arterielle Hypervaskularisation aufweist, oder wenn ein bildgebendes
Verfahren diesen Hinweis gibt und zusatzlich die AFP-Konzentration im Serum hoéher
als 400ug/l ist [2].

Besonders Tumoren, die kleiner als 10mm sind, werden zu 20-30% nicht anhand
bildgebender Verfahren diagnostiziert, sondern erst intraoperativ festgestellt. Daher ist
wie oben erwahnt die Verwendung verschiedener Verfahren sinnvoll, um den Tumor so
frih wie mdglich zu erkennen und Sensitivitat und Spezifitat zu erhdéhen.

Eine extrahepatische Ausbreitung des HCC wird anhand von Thorax-CT und

Skelettszintigraphie verifiziert.
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3.24. Screening und Pravention

Pravention und Friiherkennung des HCC sind von besonderer Bedeutung.

Der Tumor ist schwierig zu therapieren, und die Rezidivraten sind hoch. Fruherkennung
kann meist nur in den reicheren Landern ermoglicht werden, da sie teilweise
kostenintensiv ist und besondere Gerate wie z.B. Ultraschall oder ein medizinisches
Labor zur Verfligung stehen mussen. Pravention spielt daher eine besondere Rolle, um
die Inzidenz des HCC zu senken. Da die Risikofaktoren flr die Entstehung eines HCC
hinreichend bekannt sind, ist eine primare Pravention sehr gut moglich.

In Afrika und Asien muss zur Pravention des HCC besonders die Ausbreitung von HBV
verhindert werden, und die Kontamination von Lebensmitteln mit Aflatoxin B4 durch
bessere Aufbewahrungsmaoglichkeiten muss eingeschrankt werden. In den westlichen
Landern und in Japan ist HCV und dessen Ausbreitung ein wesentlicher atiologischer
Faktor. Durch diatetische MaRnahmen und Anderung der Lebensgewohnheiten kénnen
der Abusus von Nikotin, Alkohol und die Entstehung von Adipositas eingeschrankt
werden, welche ebenfalls Ursachen fir die Entstehung eines HCC darstellen.
Screening von Blutprodukten auf Hepatitis und HI-Viren und das praktizieren von ,safer
sex“ fuhrt zu einem Rickgang der Neuinfektionen mit HBV und HCV in den
Industrienationen. Auch die Impfung von Neugeborenen gegen HBV wird von der
STIKO (standige Impfkommission) empfohlen.

In Taiwan wurde 1984 ein HBV-Impfprogramm gestartet, bei dem alle Neugeborenen
des Landes erfasst werden sollten. Daraufhin sank die Rate von HBV-infizierten
Jugendlichen von 7 auf 0.7%. Es wird erwartet, dass die Inzidenz des HCC in Taiwan
innerhalb von drei bis vier Jahrzehnten um 80% absinkt [57].

In den &rmsten Landern dieser Welt stellen Impfung und Uberpriifung von
Blutprodukten auch ein finanzielles Problem dar. Jahrlich erhalten 25 Millionen
Neugeborene keine Impfung gegen HBV. In den Entwicklungslandern sind bis zu 45%
der Blutkonserven nicht auf Hepatitis und HIV getestet [57].

Auch das Risiko der Entstehung eines HCC durch Exposition mit Aflatoxin kann
vermindert werden. Die antischistosomalen Substanzen Oltipraz und Chlorophyllin
konnen die Wirkung von bereits aufgenommenem Aflatoxin hemmen, indem sie in
seinen Metabolismus eingreifen. Eine Exposition mit Aflatoxinen erhéht die Inzidenz fur

HCC bei Personen mit chronischer HBV-Infektion zusatzlich. Die mittlere toxische Dosis
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des von Aspergillus flavi produzierten Toxins fir den Menschen betragt 132ug/kg KG
pro Tag [57].

Eine weitere Moglichkeit der Pravention stellt die Verzogerung des Fortschreitens einer
Leberzirrhose dar. Patienten mit alkoholtoxischer Lebererkrankung profitieren von
Alkoholabstinenz. Patienten mit chronischer Hepatitis konnen von einer Behandlung mit
Interferon alpha profitieren. Interferon Alpha hat antivirale, antiinflammatorische und
antiproliferative Eigenschaften. Bei ca. 50% der Patienten mit HCV-Infektion kann die
Entwicklung einer Zirrhose durch eine Therapie mit Interferon verhindert werden [2].
Eine chronische HBV-Infektion kann mit Polymeraseinhibitoren wie Lamivudin oder
Adefovir oder mit Interferon alpha behandelt werden. Das Potential von Interferon, die
Entstehung von HCC bei Patienten mit LZ zu verhindern muss jedoch noch weiter

untersucht werden.

3.2.5. Therapie

Bei der Therapie des hepatozellularen Karzinoms lassen sich kurative und
palliative Methoden unterscheiden.

Welcher Ansatz gewahlt wird ist abhangig vom Tumorstadium, vom allgemeinen
Gesundheitszustand des Patienten und insbesondere von der Leberfunktion bei
bestehender Leberzirrhose. Zu den kurativen Therapien zahlen Resektion,
Lebertransplantation (LTX) und perkutane Ablationsverfahren. In nur 10% der Falle
kann jedoch eine kurative chirurgische Therapie in Erwagung gezogen werden. Eine
Resektion kommt in den westlichen Landern nur bei 5% der Patienten mit HCC in Frage
[58]. Die Resektion ist das Verfahren der Wahl fir Patienten mit noch ausreichender
Leberfunktion im Stadium Child A. AulRerdem sollte ein solitarer Tumorherd vorliegen.
Bei strenger Indikationsstellung kann durch Resektion des Tumors eine 5 Jahres
Uberlebensrate von Uber 70% erreicht werden. In 10-15% findet jedoch ein
praoperatives ,Understaging® statt [52]. Daher tritt in 70-80 % der Falle innerhalb von 5
Jahren nach Resektion ein Rezidiv bzw. ein neues HCC auf.

Durch eine Transplantation konnen Leberzirrhose und Tumor gleichzeitig geheilt
werden. Sie sollte besonders bei allen Patienten mit einem HCC in Zirrhose angestrebt

werden. Ob eine LTX als Therapie in Frage kommt, wird nach den Milan-Kriterien
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beurteilt. Danach ist eine Transplantation sinnvoll, wenn ein solitdres HCC von bis zu
5cm vorliegt oder wenn drei Tumorknoten, die jeweils kleiner als 3cm sind, vorliegen.
Werden diese Kriterien erfiillt, kdnnen eine 5 Jahres Uberlebensrate von bis zu 70%
und eine Rezidivrate kleiner als 15% erreicht werden [2]. Eine Gefallinvasion stellt den
wichtigsten Faktor fiir Uberleben und Rezidiv dar. Ein kritischer Punkt bei der LTX ist
aber die Knappheit der Spenderorgane.

Perkutane Therapieverfahren sind besonders bei nicht resektablen, frithen HCC-
Stadien Erfolg versprechend. Durch Applikation von 95prozentigem Alkohol in den
Tumor kommt es zur Denaturierung von Proteinen und zur Thrombose kleinster
Gefalke. Es werden Ansprechraten von bis zu 100% bei einem HCC kleiner als 2cm,
70% bei einer TumorgréRe von 3cm und 50% bei einer TumorgréRe von 5cm erreicht.
Die 5 Jahres Uberlebensrate, die durch Ethanolinjektion erzielt werden kann, betrégt bis
zu 50%. Das Verfahren ist billig, einfach anwendbar und sehr gut vertraglich. Dennoch
kénnen direkt nach der Therapie Schmerzen und Vergiftungserscheinungen auftreten.
Einige Tage spater kann der Patient aufgrund des Zerfalls nekrotischen Tumorgewebes
Fieber entwickeln.

Bei der Radiofrequenzablation wird mit Warme eine Koagulationsnekrose des Tumors
verursacht. Hepatozellulare Karzinome bis zu einer GréRe von 5cm kdnnen in einer
Sitzung zerstort werden. Es wird eine 1cm groRer Ablationsring um den Tumor herum
hergestellt, um Satellitentumore zu erreichen. Eine komplette Tumornekrose kann in bis
zu 90% der Falle ausgeldst werden. Die 5 Jahres Uberlebensrate bei diesem Verfahren
betragt jedoch nur 33-40%. Das Ansprechen des Tumors auf die Therapie wird nach
einem Monat mittels CT verifiziert. Nimmt der Tumor kein Kontrastmittel mehr auf, gilt
das als Beweis daflr, dass er zerstort ist. Bei der Radiofrequenzablation treten haufiger
Nebenwirkungen auf und das Verfahren ist teurer als die Ethanolinjektion. In fast 10%
kommt es zu pleuraler Effusion und Hamoperitoneum [52]. Aullerdem besteht die
Gefahr der Stichkanalmetastasierung.

Ein weit verbreitetes palliatives Verfahren ist die transarterielle Chemoembolisation
(TACE). Die TACE ist die einzige nicht-kurative Therapieform, fir die eine verlangerte
Uberlebenszeit nachgewiesen wurde [52]. Sie dient der Therapie von grof3en, nicht-
resektablen hepatozellularen Karzinomen. Die Tumormasse wird reduziert, und die
Ausbreitung des Tumors wird verzogert. Es wird ein Gemisch aus einem
Chemotherapeutikum, z.B. Doxorubicin oder Cisplation und Lipiodol in den GefalRast

injiziert, welcher den Tumor versorgt. Lipiodol ist ein Oliges Kontrastmittel, das zur
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intratumoralen Retention des Chemotherapeutikums fuhrt. Danach wird das Gefa® mit
Hilfe von Gelschaum oder anderen Agenzien verschlossen. Das Resultat ist wie bei der
Radiofrequenzablation eine Tumornekrose. Die Vorteile der TACE liegen darin, dass
eine hohe Konzentration des Chemotherapeutikums am Tumor erreicht wird und dieses
mit maximaler Verweildauer in direktem Kontakt mit den Tumorzellen verbleibt.
Sorafenib und Bevacizumab haben sich in Phase |ll Studien zur Therapie des HCC als
geeignet erwiesen [43, 46].

Systemische Chemotherapien des HCC haben sich als wenig effektiv erwiesen, da die
Nebenwirkungen schwer sind und das Uberleben nicht verlangert wird. Der Stellenwert

der Strahlentherapie ist unklar.
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3.3. Leberzirrhose

Leberzirrhose und HCC stehen in engem Zusammenhang.

Unter einer Leberzirrhose versteht man die irreversible chronische Schadigung des
Lebergewebes unterschiedlicher Atiologie mit folgender Fibrose und Ausbildung von
regenerativen Knoten. Die normale Lappchen- und Gefal3struktur ist nicht mehr
vorhanden. Das Krankheitsbild ist gekennzeichnet durch Leberinsuffizienz, portale
Hypertension und Bildung intrahepatischer, portoportaler und portosystemischer
Shunts.

3.3.1. Epidemiologie

Die Inzidenz der Leberzirrhose in Europa und den USA betragt etwa 250 pro 100
000 Einwohner pro Jahr.

Manner sind zweimal haufiger betroffen als Frauen [59]. Im Jahr 1998 starben in den
USA 25 000 Personen an den Folgen einer Leberzirrhose, 373 000 Patienten mussten
aufgrund einer Zirrhose in diesem Jahr stationar behandelt werden [59]. In Deutschland
wurden im Jahr 2005 etwa 21 600 Patienten aufgrund einer Leberzirrhose in einem
Krankenhaus behandelt [60].

3.3.2. Atiologie

Eine Leberzirrhose kann auf dem Boden \vieler verschiedener
Grunderkrankungen und chronischer Schadigungen der Leber entstehen.

In Europa und den USA ist chronischer Alkoholabusus mit circa 60% der haufigste
Grund fur die Entstehung einer Leberzirrhose [59]. An zweiter Stelle der atiologischen
Faktoren stehen mit etwa 30% Infektionen mit HBV, HCV und HDV. Die restlichen 10%
setzen sich aus zahlreichen anderen atiologischen Faktoren zusammen. Dazu gehoren,
z.B. NASH, primare biliare Leberzirrhose, autoimmune Hepatitis, Hadmochromatose,
Morbus Wilson, medikamententoxische Leberschaden, Budd-Chiari-Syndrom und

kardiale Leberzirrhose.
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3.3.3. Klinik

Der Alilgemeinzustand des Patienten mit Leberzirrhose ist eingeschrankt.

Haufig treten Mudigkeit, Abgeschlagenheit, Leistungsminderung, Anorexie oder
Gewichtsverlust auf. Patienten kdnnen Uber Druckgefiihl im Oberbauch, Ubelkeit und
Meteorismus klagen. Bei der Inspektion der Kutis fallen Lebezeichen auf. Diese
Zeichen sind allerdings nicht krankheitsspezifisch. Bei der kdrperlichen Untersuchung
kann eine hdckrige Leberoberflache und feste Konsistenz der Leber palpiert werden,
eventuell auch eine Splenomegalie. Die Ausbildung eines Caput medusae auf der
vorderen Bauchwand ist ein Zeichen fur portale Hypertension. Im dekompensierten
Stadium macht sich die eingeschrankte Leberfunktion anhand der Symptome lkterus,
Aszites, Blutung aus Osophagusvarizen, SBP (spontane bakterielle Peritonitis) und

hepatische Enzephalopathie bemerkbar [59].

3.3.4. Diagnose

Schweregrad und Atiologie einer Leberzirrhose lassen sich durch radiologische,
histologische und klinische Verfahren ermitteln.

Aus der Kenntnis Uber Art und Schweregrad der Schadigung des Lebergewebes
resultieren therapeutische und weitere diagnostische Malinahmen, sowie ein Hinweis
auf die Prognose der Erkrankung.

Eine invasive Methode ist die Feinnadelbiopsie der Leber, anhand derer die Schwere
der Lebererkrankung und manchmal auch deren Atiologie diagnostiziert werden kann.
Besonders Hamochromatose, Morbus Wilson, Alpha-1-Antitrypsinmangel und NASH
weisen eine spezifische histologische Morphologie auf. Die Sensitivitat einer Biopsie bei
der Diagnose einer Leberzirrhose betragt zwischen 80 und 100% [59] und ist abhangig
von dem gewahlten Verfahren und der Menge des gewonnenen Gewebes. In weiter
fortgeschrittenen Stadien der Leberzirrhose ist die Komplikationsrate nach einer Biopsie
erhoht.

Es existieren auch einige nicht-invasive Marker, die auf das Vorliegen einer
Leberfibrose hindeuten. Man unterscheidet zwischen direkten und indirekten Markern

der Leberfibrose: Direkte Marker basieren auf biochemischen Parametern, die direkt mit

41



der Fibrogenese in Zusammenhang stehen. Dazu gehoren z.B. Hyaloronsaure, Laminin
und Typ IV Kollagen.

Eine Kombination dieser direkten Marker kann in Abhangigkeit von der Atiologie der
Fibrose die diagnostische Genauigkeit erhéhen. Von Nachteil ist, dass diese Marker
nicht in allen Krankenhausern zur Verfligung stehen und somit im klinischen Alltag nicht
routinemaRig eingesetzt werden kénnen.

Als indirekte Marker bezeichnet man verschiedene Parameter, die mit dem Stadium der
Leberfibrose korrelieren. Dazu gehért der ,AST to platelet ratio index“ (APRI), welcher
die Diagnose einer Leberzirrhose ermdglicht. Die AUC (area under the curve), die durch
den APRI-Score in verschieden Studien erreicht wird, reicht von 0.77 bis 0.94. Werden
ALT (Alanin-Amino-Transferase) und INR (international normalized ratio) zusatzlich zu
den Parametern des APRI-Scores bestimmt, kann die Genauigkeit des Tests bei der
Diagnose einer Zirrhose weiter erhoht werden.

Der Fibrotest besteht aus einer Kombination von Messwerten verschiedener Parameter
im Blut. Dazu gehéren: y-GT (Gamma-Glutamyltranspeptidase), Bilirubin, Haptoglobin,
Apolipoprotein A1 und a2-Makroglobulin. Durch den Fibrotest lassen sich vor allem
leichte von schweren Formen der Leberfibrose unterscheiden. Durch Kombination
mehrerer indirekter Marker kann eine diagnostische Genauigkeit von 90-95 % erreicht
werden, so dass weniger haufig eine Leberbiopsie angewendet werden muss [61].
Unter den radiologischen Verfahren in der Diagnostik der Leberzirrhose ist die
Sonographie am weitesten verbreitet und am besten etabliert. Mit Hilfe der Sonographie
konnen auch Komplikationen der Leberzirrhose wie Aszites, Splenomegalie, erhdhter
Durchmesser der Portalvene bei portaler Hypertension, Portalvenenthrombose und
HCC diagnostiziert werden.

Allerdings sollte die Sonografie der Leber von einem erfahrenen Untersucher
vorgenommen werden, da insbesondere die Unterscheidung von benignen und
malignen Knoten sehr schwierig ist und nur Geubten gelingt. Hilfreich kann die
Verwendung von Kontrastmitteln in der Sonographie sein.

Mit einer neueren sonographischen Methode, dem ,Fibroscan®, kann anhand der
Ausbreitung einer elastischen Welle die Steifheit des Lebergewebes gemessen werden,
welche mit fortschreitender Fibrose zunimmt und somit einen Hinweis auf den
Schweregrad der Erkrankung geben kann. Aus einer Studie mit 711 Patienten resultiert
eine AUC von 0.8 fur die Diagnose einer Fibrose und von 0.98 fir die Diagnose einer

Zirrhose [62]. Bisher liefert der ,Fibroscan® die besten Ergebnisse bei der
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Unterscheidung zwischen Patienten mit Zirrhose und solchen, die bei einer chronischen
Lebererkrankung noch keine Zirrhose entwickelt haben [63]. Die Methode kann
auRerdem zur Uberwachung des Therapieerfolges bei HCV-Patienten angewendet
werden, die eine antivirale Therapie erhalten [64].

Mit Hilfe der MRT lassen sich besonders gut Eisenablagerungen in der Leber
darstellen, was der Diagnose der Hamochromatose dienen kann. Das Angio-MRT
ermdoglicht es festzustellen, ob eine Portalvenenthrombose vorliegt.

Eine Moglichkeit, den Schweregrad einer Leberzirrhose zu definieren, ist die Einteilung
nach den Child-Pugh-Kriterien, die auch in dieser Arbeit verwendet werden. Dabei
werden klinische und laborchemische Parameter berlcksichtigt: Albumin im Serum,

Bilirubin im Serum, Quick, Aszites und Enzephalopathie.

Tabelle 3-1:

Einteilung des Schweregrades einer Leberzirrhose nach den Child-Pugh-Kriterien
anhand klinischer und laborchemischer Parameter [65].

Klinische und biochemische Punkte fiur den Grad
Parameter der Abweichung vom

Normalwert

1 2 3
Grad der Enzephalopathie* Keine 1und2 | 3und 4
Aszites Abwesend Leicht | Mittelgradig
Bilirubin (mg, pro 100 ml) 1-2 2-3 >3
Albumin (g, pro 100 ml)
Prothrombinzeit (Verlangerung in 1-4 4-6 >6
Sek.)
Fur primare biliare Zirrhose: Bilirubin | 1-4 4-10 >10
(mg, pro 100 ml)

* Nach der Einteilung von Trey, Burns und Saunders (1966)
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3.3.5. Therapie

Die Therapie der Leberzirrhose setzt sich abhangig von der Grunderkrankung aus
allgemeinen und speziellen MaBRnahmen zusammen.

Es gibt keine spezifische Therapie fur die Leberzirrhose, sondern es missen die
zugrunde liegende Erkrankung und deren Symptome behandelt werden. So kann
versucht werden, ein Fortschreiten der Krankheit und die Entstehung eines HCC zu
verhindern.

Aulerdem miissen die Komplikationen der Leberzirrhose wie Osophagusvarizen,
Aszites, SBP, etc. behandelt werden, wenn sie auftreten.

Die Mdglichkeit der Lebertransplantation kann Im Stadium Child B und C in Betracht

gezogen werden.

44



4. Material und Methoden
4.1. Studiendesign

Die Rolle von Angiopoietin-2 und Alpha-Fetoprotein beim hepatozellularen
Karzinom und bei der Leberzirrhose wurde in einer retrospektiven
Kohortenstudie untersucht.

Die Studienpopulation bestand aus drei Kohorten: 131 Patienten mit hepatozellularem
Karzinom, 180 Patienten mit Leberzirrhose ohne Nachweis eines HCC und 40
gesunden Probanden. Es sollte erforscht werden, ob Angiopoietin-2 und Alpha-
Fetoprotein im Serum dieser Patienten erhoht sind und wie sie sich in Abhangigkeit von
der Schwere und dem Stadium der Erkrankung verhalten. Aus den Patientenakten
wurden zu diesem Zweck Daten erhoben, welche die Einteilung der Krankheit
ermdoglichen. Hierzu zahlten das Tumorstadium, das histologische Grading und das
Child Stadium. AnschlieRend wurden Angiopoietin-2 und Alpha-Fetoprotein im Serum
der Patienten mittels ELISA bestimmt. Die Ergebnisse der Untersuchung wurden

statistisch ausgewertet.

4.2. Patienten

Patienten mit HCC oder Leberzirrhose und Gesunde bildeten die drei Kohorten
der Studie.

Von insgesamt 131 archivierten Fallen mit HCC, von denen Serumproben zur
Verfiigung standen, konnten in 93 Fallen Patientenakten eingesehen und Daten zur
genaueren Untersuchung von Ang-2 z.B. bezuglich der Tumorkriterien erhoben werden.
Die Diagnose des hepatozellularen Karzinoms basierte bei den einzelnen Patienten auf
eindeutigen CT- oder MRT-Bildern, histologischen Befunden und erhohten AFP-
Serumwerten. Bei der Datenerhebung wurden das Tumorstadium und das histologische
Grading ermittelt. AulRerdem wurden Datum und Art der Therapie des Tumors erhoben.
Auch die Grundkrankheit, aus der haufig eine Leberzirrhose, und dann ein HCC
resultierten, floss in die Datensammlung ein. Dabei handelte es sich um Alkoholabusus,
Virushepatitis, kryptogene Leberzirrhose, Hamochromatose, primare sklerosierende
Cholangitis und Alpha-1-Antitrypsinmangel. Das Child-Pugh-Stadium zur Einteilung des

Schweregrades der Leberzirrhose wurde ebenfalls dokumentiert.
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Im Folgenden wird die Kohorte mit hepatozellularem Karzinom detailliert beschrieben:
Von den 93 Patienten mit HCC waren 20 weiblich und 73 mannlich. Der Alters-Median
lag bei 65 Jahren, der jungste Patient war 44, der alteste 82 Jahre alt.

Insgesamt hatten 97.8 % der Patienten eine Leberzirrhose, davon 44 im Stadium Child
A. In 26 Fallen lag ein Stadium Child B und 11 Fallen ein Stadium Child C vor. Bei 12
Personen konnten keine Child-Pugh-Kriterien erhoben werden.

Bei dem groften Teil der Patienten (n=39) war die Ursache der Leberzirrhose eine
chronische HCV-Infektion. Andere Ursachen waren Alkoholabusus (n=23) oder
chronische HBV-Infektion (n=16). Zu den selteneren Grundkrankheiten gehorten
kryptogene Leberzirrhose (n=5), Hamochromatose (n=2), primare sklerosierende
Cholangitis (n=1) und Alpha-1-Antitrypsin-Mangel (n=1). Bei sechs Patienten wurde
keine Ursache der Leberzirrhose dokumentiert.

Die Einteilung des Tumors nach dem TNM-System konnte in 88 Fallen vorgenommen
werden. Dazu dienten die vorliegenden Patientenakten. Die Tumorgréfie (T) vor Beginn
einer Therapie oder einer Lebertransplantation, bzw. die postoperativ durch
histologische Aufarbeitung ermittelte GroRe des Tumors waren dabei von Interesse. Bei
13 Personen lag ein HCC im Stadium T1 vor. Sechsunddrei3ig Patienten hatten einen
Tumor im Stadium T2, 29 Personen einen Tumor im Stadium T3. Bei 10 Patienten hatte
das Malignom bereits das Stadium T4 erreicht. In 5 Fallen lieferten die Akten keine
Informationen Uber die Tumorgroi3e.

Die Anzahl der befallen Lymphknoten (N) und das Vorhandensein von Metastasen (M)
gingen aus den Unterlagen in den meisten Fallen nicht hervor und wurden daher in
dieser Arbeit nicht berucksichtigt.

Das histologische Grading lag in 57 Fallen vor. Sechs Patienten hatten einen Tumor
Grad 1 (gut differenziert). Bei 35 Patienten lag ein Grad 2 (maRig differenziert) und bei

16 Patienten lag ein Grad 3 (schlecht differenziert) vor.

Eine weitere Kohorte bestand aus 180 Patienten mit Leberzirrhose. Bei ihnen lag kein
Hinweis auf das Bestehen eines hepatozellularen Karzinoms vor.
Die Gruppe bestand aus 108 Mannern und 72 Frauen. Der Median lag bei 57
Lebensjahren. Die jungste Person war 30, die alteste 79 Jahre alt.
Sechzig Patienten hatten eine Leberzirrhose im Child-Pugh-Stadium A. Bei 65

Personen lag ein Stadium B und bei 55 Personen ein Stadium C vor.

46



In dieser Kohorte wurden ebenfalls die moéglichen Ursachen fir die Entstehung einer
Leberzirrhose identifiziert. Bei 49 Fallen entstand die Zirrhose auf dem Boden von
chronischem Alkoholabusus. In 44 Fallen war die Ursache eine chronische HCV-
Infektion, bei 38 Personen war es eine chronische HBV-Infektion. Bei 19 Patienten
konnte als Ursache eine primare bilidre Leberzirrhose festgestellt werden. Zu den
selteneren Grinden fir eine Zirrhose gehdrten bei 16 Personen eine autoimmune

Hepatitis, und bei 14 Personen eine kryptogene Leberzirrhose.

Die Kontrollgruppe fligte sich aus 40 gesunden Probanden zusammen. Sie waren
Studenten und Labormitarbeiter der Klinik, die sich dazu bereit erklarten, eine

Serumprobe zur Bestimmung von Ang-2 und AFP abzugeben.

4.21. Verlaufe

Angiopoietin-2 und Alpha-Fetoprotein wurden bei 4 Patienten im Verlauf der
Erkrankung beobachtet.

Es wurden 4 Patienten mit hepatozellularem Karzinom identifiziert, deren Seren Uber
einen Zeitraum von bis zu zehn Jahren in der Serumbank der Klinik flr
Gastroenterologie und Hepatologie des Virchow Klinikums Berlin verfiugbar waren. Ang-
2 und AFP wurden im Verlauf und in Abhangigkeit von therapeutischen Malinahmen
untersucht.

Im Folgenden werden diese Patienten naher beschrieben, und mit A bis D bezeichnet.
Patient A wurde 1945 geboren. Es standen 13 Proben als Untersuchungsmaterial zur
Verfiigung. Im Juli 2002 wurde aufgrund eines HCC (T4, G1) eine Leberteilresektion
vorgenommen. Der Zeitraum, in dem die Proben abgenommen wurden, erstreckte sich
von Mai 1995 bis September 2004. Bei diesem Patienten lag als Grunderkrankung eine
HCV-induzierte Leberzirrhose im Stadium Child B vor.

Uber den langsten Zeitraum, von Juni 1995 bis Juni 2005, konnten Proben von Patient
B des Jahrgangs 1937 untersucht werden. In diesem Fall eines HCC im Stadium T2,
G2 wurden im November 1994 eine Leberteilresektion, und im Juli 1995 eine
Lebertransplantation als therapeutische Malinahme ergriffen. Es lag eine HCV-

induzierte Leberzirrhose im Stadium Child A als Grunderkrankung vor.
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Bei Patient C, geboren 1937, wurde im Rahmen der Tumortherapie (Stadium T2, G2)
im Jahr 2003 ein Afterloading, und 2005 eine Lebertranplantation durchgefihrt. Im
Verlauf konnten die Seren von 2001 bis 2005 untersucht werden. Als Grundkrankheiten
wurden eine chronische HCV-Infektion und eine Leberzirrhose im Stadium Child A
identifiziert.

Insgesamt 9 Seren mit Abnahmedaten zwischen Juli 1997 und Mai 2003 waren flr
Patient D, geboren 1950, verflugbar. Der Patient hatte ein HCC im Stadium T3, G2 und
im Endstadium der Erkrankung eine HBV-induzierte Leberzirrhose Child C. Als
therapeutische Malnahme waren im August 2001 und im Marz 2002 eine

Leberteilresektion vorgenommen worden.
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Patient | Geb. Grunderkrankung | Child | T | G | Therapie | Abnahme
Nr. Datum des Serums

A 1945 | HCV LZ B 411 |LTR 05/1995
07/2002 | 06/1996
07/1997
10/1998
11/1999
11/2000
02/2001
08/2001
03/2002
07/2002
09/2002
09/2003
09/2004

B 1937 | HCV LZ A 2|2 |[LTR 06/1995
11/1994, | 01/1996
LTX 06/1996
07/1995 | 06/1997
05/2001
07/2002
07/2003
06/2004
06/2005

Cc 1937 | HCV LZ A 2|2 | AL 2003, | 09/2001
LTX 03/2002
04/2005 | 09/2002
02/2003
04/2005
05/2005
06/2005

D 1950 | HBV C 312 |LTR 07/1997
08/2001, | 07/1998
LTR 07/1999
03/2002 | 07/2000
11/2000
03/2001
07/2001
08/2002
05/2003

Tabelle 4-1:

Krankheitsverlaufe der Patienten A bis D einschlieBlich Geburtsjahrgang,
Grunderkrankung, Zirrhosestadium nach Child-Pugh, Tumorstadium (T), Tumor-
Grading (G), therapeutischen MaBnahmen und Abnahmedaten der Serumproben.
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4.3. Archivrecherche

Durch Archivrecherche konnten Daten von Féllen mit HCC retrospektiv ermittelt
werden.

Das Patientenkollektiv setzte sich folgendermalRen zusammen: Aus den Datenbanken
der Lebersprechstunde und der Serumbank der Klinik fir Gastroenterologie und
Hepatologie des Campus Virchow Klinikum der Charité Berlin wurden Patienten mit der
Diagnose HCC identifiziert. Bekannt waren Name, Vorname und Geburtsdatum. Die
Patienten waren zwischen 1992 und 2005 stationar behandelt oder diagnostiziert und
dann im Rahmen der Nachsorge in der Lebersprechstunde oder der LTX Ambulanz des
Hauses weiter betreut worden.

Die Seren dieser Patienten wurden in der Serumbank der Klinik fur Gastroenterologie
und Hepatologie gelagert. Jedes Patientenserum war unter einer bestimmten
Serumnummer archiviert und konnte dem genauen Abnahmedatum zugeordnet
werden.

Das Ziel der Archivrecherche war, die Akten von 131 Patienten mit hepatozellularem
Karzinom zu identifizieren und darin die Daten ausfindig zu machen, welche fir diese
Arbeit von Interesse waren. Es wurden folgende Parameter erhoben: Name, Vorname
und Geburtsdatum sowie Grunderkrankung des Patienten. Ebenso wurde das Child-
Stadium zur Einteilung der Leberzirrhose dokumentiert. Der Tumor wurde nach dem
TNM-System klassifiziert, wobei nur die Tumorgrofle ,T“ bericksichtigt wurde. Der
Lymphknotenstatus (N), sowie das Vorhandensein von Metastasen (M) gingen nur aus
wenigen Akten hervor. Soweit aus der Patientengeschichte ersichtlich, wurde auch das
histologische Grading mit einbezogen. Datum und Art der Therapie des Tumors wurden
bei der Datenrecherche ebenfalls erfasst.

In den Fallen, in denen keine Akte auffindbar war, wurde mit Hilfe des Programms
MedVision in der Datenbank des Virchow Klinikums recherchiert. Die Informationen, die
fur diese Arbeit bendtigt wurden, konnten aus den Arztbriefen, aus radiologischen,
pathologischen, laborchemischen und virologischen Befunden enthommen werden.

Das histologische Grading war haufig nicht in den Akten zu finden. Um diese
Information zu erhalten, wurde in der Datenbank der Befundauskunft der Pathologie der
Charité auf dem Campus Mitte recherchiert.

Insgesamt konnten die Akten von 93 Patienten eingesehen werden. Diejenige

Serumprobe, die moglichst kurzzeitig vor einer Therapie des Tumors abgenommen
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wurde, diente der Bestimmung von Angiopoietin-2 und Alpha-Fetoprotein mittels ELISA
im Laborteil der Arbeit. Wenn keine Therapie durchgefuhrt wurde, wurde die Probe

benutzt, deren Abnahmedatum mdglichst zeitnah zur Erstdiagnose des HCC lag.

4.4. Laborteil

4.4.1. Grundprinzip des Enzyme-linked-immunosorbent-assay

Das Grundprinzip des Sandwich-ELISA besteht in Antigen/Antikorper-
Reaktionen.

Bei dieser quantitativen Nachweismethode bindet das jeweilige Antigen an einen
Antikérper, der an einer Mikrotiterplatte haftet. Dann wird ein weiterer Antikorper hinzu
gegeben, der das Antigen ,sichtbar‘ machen soll. Das geschieht folgendermal3en: An
den Antikorper ist das Enzym HRP (Meerrettich Peroxidase) gebunden. Dieses wandelt
das beigefligte Substrat chemisch um. Die Reaktion wird durch Farbumwandlung der
Proben sichtbar. Die Intensitat der Farbreaktion und die Konzentration des zu
bestimmenden Antigens in der Probe verhalten sich proportional zueinander.

Mit Hilfe von Standardproben werden fir jeden Versuch Eichkurven erstellt. Auf der X-
Achse wird die Konzentration der zu messenden Substanz (AFP in ug/l oder Ang-2 in
pg/ml), auf der y-Achse die vom Photometer gemessene optische Dichte aufgetragen.
Die Konzentration von AFP oder Ang-2 in den Patientenseren wird an der Eichkurve
abgelesen.

In dieser Arbeit wurden industriell gefertigte Versuchskits verwendet. Die Kits enthalten
alle Reagenzien, die fur den Versuch benétigt werden. Das Experiment wurde wie in

Kapitel 3.4.2 und 3.4.3 anhand der genauen Anleitung des Herstellers durchgefiihrt.
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Die Mikrotiterplatte 1=t mit Antikorpern beschichter.

Dias Antigen bindet an den Amntikdrper.

Dier an HEFP gekoppelte Antikorper bindet an das Antigen. und macht es

somit sichtbhar.

Abbildung 4:
Grundprinzip des Sandwich-ELISA (enzyme-linked-immunosorbent-assay)
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4.4.2. a.-Fetoprotein ELISA

Der quantitative Nachweis von o-Fetoprotein im Serum der Patienten wurde
mittels ELISA durchgefiihrt.

Der Hersteller des Tests ist die Firma CanAg® Diagnostics AB (REF 600-10, 41455
Gothenburg, Schweden).

Bei diesem nicht kompetitiven Sandwich-ELISA ist die feste Phase (Mikrotiterplatte)
bereits mit Streptavidin beschichtet.

Zur Erstellung der Eichkurve wurde eine mitgelieferte Standardreihe mit 500, 250, 100,
25, 5 und 0 ul AFP pro Liter verwendet. Aulderdem beinhaltete das Kit zwei Kontrollen a
0.75ml. Standards und Kontrollen enthielten menschliches AFP in einer Tris-HCI
Pufferlédsung, bovines Serumalbumin, inaktiven gelben Farbstoff und 0.01% Methyl-
Isothiazolon zur Konservierung.

Als erstes wurde die Mikrotiterplatte einmal mit Waschpuffer gewaschen. Der
Waschpuffer wurde aus 50ml Waschkonzentrat (Tris-HCI Pufferlésung, Tween 20,
Germall 1l als Konservierungsmittel) und 1200ml destillietem Wasser gemischt. Es
musste beim Waschvorgang stets darauf geachtet werden, dass keine Flussigkeit in
den Vertiefungen der Platte verblieb.

In jede Vertiefung der Platte wurden 25 ulL Standardiésung, Kontrolle oder
Patientenserum und 100 uL Antikorperlosung gegeben. Die Antikorperlosung setzte
sich aus monoklonalem Biotin-AFP-Antikorper von der Maus wund an
Meerrettichperoxidase (=HRP, horseradish-peroxidase) gebundenem AFP-Antikorper
von der Maus zusammen.

AnschlieRend wurden die Proben eine Stunde bei Raumtemperatur unter standigem
Schwenken inkubiert. Es folgte ein sechsmaliger Waschgang mit Waschpuffer, um die
uberschissigen Reagenzien zu entfernen.

Die Enzymreaktion wurde durch Zugabe von Tetramethylbenzidin HRP- Substrat
gestartet. Wahrend der Inkubationszeit von 30 Minuten entstand eine blaue Farbe. Um
die Enzymreaktion zu stoppen, wurden in jede Vertiefung 100 ul Stop-Losung pipettiert.
Diese bestand aus 0.12 M Hydrochloridsaure. Es entstand eine grine Farbe.

Die AFP-Konzentration wurde innerhalb von 15 Minuten in einem Photometer (Typ EL
800Universal Microplate Reader, Bio-Tek Instruments Inc.) bei 450nm gemessen. Die
Ergebnisse wurden mit dem Programm KC Junior (Bio-Tek Instruments Inc. 1998-2001,

Version 1.31.5) ausgewertet.
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Da die AFP Konzentration im Serum der Patienten mit HCC anfangs haufig oberhalb
des messbaren Bereichs lag, wurden die Serumproben teilweise mit Kalberserum
verdunnt. Die Verdunnung lag zwischen 1:10 und 1:1000. Bei der Berechnung der
Endwerte wurde die Verdunnung berucksichtigt.

AFP wurde bei allen 93 Patienten aus der gleichen Serumprobe bestimmt wie Ang-2,
aulRerdem bei den Patienten, bei denen der Krankheitsverlauf beobachtet werden
sollte. AuRerdem wurde die AFP Konzentration im Serum der 180 Kontrollen und der 40

Gesunden gemessen.

4.4.3. Angiopoietin-2 ELISA

Der quantitative Nachweis von Angiopoietin-2 im Serum der Patienten wurde
mittels ELISA durchgefiihrt.

Dafur wurde der Quantikine® enzyme-linked immunoassay (ELISA) von R&D Systems
GmbH (Wiesbaden) verwendet.

Der Versuch dauerte 4.5 Stunden.

Bei diesem quantitativen Sandwich-ELISA ist die feste Phase (Mikrotiterplatte) mit
monoklonalem Ang-2-Antikorper von der Maus beschichtet.

Zu Beginn wurden die Standardproben hergestellt. Diese dienten der Erstellung der
Eichkurve. Angiopoietin-2-Standardlésung, bestehend aus rekombinantem humanen
Ang-2, wurde mit 1ml destilliertem Wasser versetzt. Es entstand ein Ansatz von
30.000pg Ang-2 pro Milliliter. Die Lésung wurde finfzehn Minuten unter leichtem
Schutteln inkubiert. Durch mischen mit Calibrator-Diluent RD5-5 (21ml gepufferte
Proteinbase mit Konservierungsmittel) wurde eine Standardreihe mit 3000pg/ml,
1500pg/ml, 750pg/ml, 375pg/ml, 187.5pg/ml, 93.7pg/ml und 46pg/ml erzeugt.

Die Serumproben wurden 1:3 verdinnt. Jeweils 100 ul Verdinner (RD1-76) wurden in
die Vertiefungen pipettiert, und mit 50ul einer Standardprobe oder 50ul Serumprobe
versetzt. Der Verdunner bestand aus gepufferter Protein-Base mit blauem Farbstoff und
Konservierungsmittel. Die Proben wurden abgedeckt und bei Raumtemperatur unter
standigem Schwenken inkubiert. Wenn in der Probe Ang-2 enthalten ist, bindet es
dabei an den wandstandigen Antikorper. Nach zwei Stunden wurden die ungebundenen
Substanzen durch viermaliges Waschen entfernt. Der Waschpuffer wurde aus

Konzentrat (25fach konzentrierte gepufferte Surfactantlésung und

54



Konservierungsmittel) und 480ml destilliertem Wasser hergestellt. Es musste darauf
geachtet werden, dass am Ende des Waschvorganges keine Flussigkeit in den
Vertiefungen blieb.

Dann wurden 200 ul eines an Meerrettichperoxidase gebundenen monoklonalen Ang-2-
Antikoérpers hinzugefligt. Die Proben wurden weitere 2 Stunden auf dem Schuttler
inkubiert. Es folgte ein weiterer viermaliger Waschvorgang mit Waschpuffer. Dadurch
wurde ungebundenes Antikérper-Enzym-Reagenz entfernt.

Durch Zugabe von 200 ul Substrat-Losung (12.5 ml stabilisiertes Hydrogenperoxid und
12.5 ml stabilisiertes Tetramethylbenzidin) entstand eine blaue Farbreaktion. Die
Proben wurden unter Lichtschutz flr 30 Minuten inkubiert. Anschlieend wurden 50 ul
Stop-Loésung in die Proben pipettiert. Es entstand eine grine Farbreaktion. Die
Intensitat der Farbe ist proportional zur Konzentration von Angiopoietin-2 in den
Proben.

Innerhalb von 30 Minuten wurde die Messung mit dem Photometer (Typ EL 800
Universal Microplate Reader, Bio-Tek Instruments Inc.) bei 450nm durchgefihrt und mit
dem Programm KC Junior (Bio-Tek Instruments Inc. 1998-2001, Version 1.31.5)
ausgewertet.

Die Messung wurde mit 131 Seren von Patienten mit HCC durchgeflihrt, aullerdem im
Serum von 180 Patienten mit Leberzirrhose sowie im Serum von 40 gesunden

Probanden bestimmit.
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4.5. Statistik

ROC-Analyse, ungepaarter t-Test und Varianzanalyse dienten der statistischen
Auswertung der Ergebnisse.

Die Mittelwerte fir AFP und Ang-2 der Kohorten (HCC, Zirrhose, Gesund) wurden mit
Hilfe des ungepaarten t-Tests unter Verwendung von Graph Pad Prism (Graph Pad
Software, San Diego, CA, USA) verglichen. Dieser Test kann bei einer
Normalverteilung angewendet werden. Der Test dient der Beantwortung der Frage, ob
die Populationsmittelwerte zweier Gruppen (z.B. Ang-2 bei HCC und Zirrhose)
unterschiedlich sind.

Der Varianzanalyse, welche die Mittelwerte von mehr als zwei verschiedenen Gruppen
miteinander vergleicht, (z.B. Ang-2 bei Patienten mit Leberzirrhose Child A, B, und C)
diente der einseitige ANOVA (analysis of variance). Diese Analyse wurde ebenfalls mit
Graph Pad Prism durchgeflnhrt.

Um mit Hilfe von Sensitivitdt und Spezifitdt die Qualitdt diagnostischer Methoden zu
ermitteln, wurde auch die ROC- Analyse (receiver operating curves) mit dem
Computerprogramm Graph Pad Prism durchgeflhrt. Dabei werden auf der y-Achse
Sensitivitat, und auf der x-Achse 1-Spezifitdt gegeneinander aufgetragen. Sensitivitat
und Spezifitat sind dabei abhangig von den jeweiligen Schwellenwerten (cut-off-values),
welche die Grenze zwischen ,erkrankt® und ,nicht erkrankt® markieren. So entsteht eine
Kurve und eine Flache unter dieser Kurve. Je grélier diese Flache ist, desto besser
unterscheidet der Test zwischen Erkrankten und Nichterkrankten, d.h. desto

zuverlassiger ist der diagnostische Test.

56



5. Ergebnisse

5.1. Ang-2 als Marker fiir HCC

Angiopoietin-2 ist im Serum von Patienten mit hepatozellularem Karzinom im
Vergleich zu Patienten mit Leberzirrhose und mit Gesunden deutlich erhoht.

Das hepatozellulare Karzinom ist ein hochvaskularisierter Tumor. Im Tumorgewebe
wurde wiederholt eine Uberexpression von Angiopoietin-2 nachgewiesen [37-40].

In dieser Studie wurde Ang-2 im Serum von Patienten mit HCC (n=131), von Patienten
mit Leberzirrhose ohne Nachweis eines HCC (n=180) und von gesunden Kontrollen
(n=40) gemessen. Es wurde untersucht, ob Ang-2 im Serum dieser Patienten erhoht ist
und so als Tumormarker fungieren kann.

Als erstes sollte analysiert werden ob, es moglich ist anhand der Konzentration von
Ang-2 im Serum zwischen Patienten mit HCC und Gesunden zu unterscheiden. Der
Mittelwert von Ang-2 bei Patienten mit HCC lag mit 12320 ug/l + 952.3 deutlich héher
als bei Gesunden. Diese wiesen einen Mittelwert von 2820 ug/l =+ 144.1 Ang-2 im
Serum auf (Tab 4-1, Abb. 5A).

Wenn man die Messung von Ang-2 als diagnostischen Test zur Differenzierung
zwischen Gesunden und Patienten mit HCC anwendete, zeigte sich anhand der ROC-
Analyse eine Sensitivitdt von 92.5% und eine Spezifitdt von 91.6% (AUC 0,96,
p<0.0001) (Tab. 4-2, Abb. 5B).

Das hepatozellulare Karzinom entwickelt sich jedoch in Uber 80% der Falle auf dem
Boden einer Leberzirrhose. Daher war es von besonderem Interesse zu untersuchen,
ob durch Bestimmung von Ang-2 im Serum zwischen Patienten mit Leberzirrhose und
Patienten mit HCC unterschieden werden kann.

Der Mittelwert von Ang-2 bei Patienten mit Leberzirrhose lag bei 6526 ug/l = 447.5, also
deutlich niedriger als bei Patienten mit HCC, bei denen der Mittelwert wie oben
beschrieben fast doppelt so hoch war (Tab. 4-1, Abb. 4A). In der ROC-Analyse stellte
sich heraus, dass eine Unterscheidung zwischen Fallen mit HCC und Fallen mit
Zirrhose ohne Nachweis eines HCC mit einer Sensitivitdt von 70.56% und einer
Spezifitat von 73.28% (AUC 0.77, p<0.0001) gemacht werden konnte (Tab. 4-2, Abb.
5C).

Durch Bestimmung von Ang-2 im Serum liel3 sich also sowohl zwischen Patienten mit

HCC und Gesunden als auch zwischen Patienten mit HCC und solchen mit
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Leberzirrhose unterscheiden. Von allen drei Kohorten zeigte die HCC Kohorte die

héchsten Ang-2 Werte im Serum.

Tabelle 5-1:

Der Mittelwert von Ang-2 im Serum von Patienten mit HCC ist im Vergleich zu
dem von Patienten mit Leberzirrhose und von Gesunden deutlich erhoht.

HCC Zirrhose | Kontrollen
Ang-2
Mittelwert 12320 6526 2820
Standardabweichung | 952.3 447.5 144 1
Median 9700 4850 2650
Niedrigster Wert 2650 800 1240
Hochster Wert 85750 43650 5060

Tabelle 5-2:

Testmerkmale von Ang-2 Serumspiegeln fiir die Unterscheidung von Patienten
mit HCC und Gesunden sowie von Patienten mit HCC und solchen mit Zirrhose.

Parameter ;anit:(r;c:r:eldung AUC \?gstwellen- Sensitivitdit | Spezifitat | P-Wert
Ang-2 Zirrhose und|0.83 | 3213 77.50 78.33 <0.0001
Kontrolle
CHILD A 0.79 | 3045 70.00 78.33 <0.0001
CHILD B 0.82 |[3213 77.50 78.46 <0.0001
CHILD C 0.89 | 3425 80.00 81.82 <0.0001
HCC und | 0.96 | 4305 92.50 91.60 <0.0001
Kontrolle
HCC und | 0.77 | 6525 70.56 73.28 <0.0001
Zirrhose
CHILD A 0.73 | 6600 68.33 66.07 0.0002
CHILD B 0.82 |7294 76.92 76.92 <0.0001
CHILD C 0.75 |6375 72.73 72.73 0.0089
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Abbildung 5:

A Ang-2 wurde im Serum von 180 Patienten mit Zirrhose (Ci), 131 Patienten mit
HCC und 40 Kontrollen (Ko) bestimmt. Die Patienten mit HCC zeigten die

hochsten Serumlevel von Ang-2 im Vergleich zu denen mit Leberzirrhose ohne
Nachweis eines HCC und im Vergleich zu Gesunden.

B Die ROC-Analyse wurde fir Patienten mit HCC versus Gesunde und
C fur Patienten mit HCC versus Leberzirrhose durchgefiihrt.
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5.2. Ang-2 als Marker fiir Zirrhose

Angiopoietin-2 ist im Serum von Patienten mit Leberzirrhose erhoht.

Die Leberzirrhose ist eine Prakanzerose flr das hepatozellulare Karzinom. Die
vaskularen Umbauvorgange in der Leber wurden bereits beschrieben [26].

Es sollte untersucht werden, ob die H6he von Ang-2 von der Art oder dem Schweregrad
der Zirrhose abhangt und ob der Ang-2 Serumspiegel als Marker einer Zirrhose
verwendet werden kann.

Ang-2 wurde im Serum von 180 Patienten mit Leberzirrhose unterschiedlicher Atiologie
bestimmt. Der Mittelwert dieser Kohorte lag bei 6526 ug/l = 447.5. Der Mittelwert der 40
gesunden Kontrollen lag mit 2820 ug/l + 144.1 deutlich niedriger (p=0.0001)(Tab. 4-3,
Abb. 6A).

Mit Hilfe der ROC-Analyse sollte die Maoglichkeit Uberprift werden, Ang-2 als
Serummarker fur die Unterscheidung zwischen Patienten mit Leberzirrhose und
Gesunden zu verwenden. Es zeigte sich eine Sensitivitat von 77.5% und eine Spezifitat
von 78.33% (AUC 0.83, p<0,0001) (Tab. 4-4, Abb. 6D)

Tabelle 5-3:

Der Mittelwert von Ang-2 im Serum von Patienten mit Leberzirrhose ist im
Vergleich zu Gesunden erhoht.

HCC Zirrhose | Kontrolle
Ang-2
Mittelwert 12320 6526 2820
Standardabweichung | 952.3 447.5 144 1
Median 9700 4850 2650
Niedrigster Wert 2650 800 1240
Hochster Wert 85750 43650 5060
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Tabelle 5-4:

Testmerkmale von Ang-2 Serumspiegeln fiir die Unterscheidung zwischen
Patienten mit Leberzirrhose und Gesunden.

Parameter Un_terscheldung AUC Schwellen- Sensitivitat | Spezifitit | P-Wert
zwischen wert
Ang-2 Zirrhose und | 0.83 | 3213 77.50 78.33 <0.0001
Kontrolle
CHILD A 0.79 | 3045 70.00 78.33 <0.0001
CHILD B 0.82 |3213 77.50 78.46 <0.0001
CHILD C 0.89 | 3425 80.00 81.82 <0.0001
HCC und [ 0.96 | 4305 92.50 91.60 <0.0001
Kontrolle
HCC und | 0.77 | 6525 70.56 73.28 <0.0001
Zirrhose
CHILD A 0.73 | 6600 68.33 66.07 0.0002
CHILD B 0.82 | 7294 76.92 76.92 <0.0001
CHILD C 0.75 | 6375 72.73 72.73 0.0089

Bei naherer Betrachtung der Patienten mit Leberzirrhose fiel weiterhin auf, dass der
Schweregrad der Leberzirrhose, welcher nach dem Child-Pugh Score eingeteilt wurde,
keinen signifikanten Einfluss auf die Hohe von Ang-2 im Serum hatte (p=0.592). Der
Mittelwert aller Patienten lag um 7500 ug/l (Tab. 4-5, Abb. 6B).

Tabelle 5-5:

Ang-2 Mittelwerte der Patienten mit Leberzirrhose unterschiedlicher Atiologie, der
Patienten mit den Zirrhosestadien A bis B und gesunder Patienten

Zirrhose Child A Child B Child C Kontrollen

Ang-2

Mittelwert | 6526 7500 7500 7500 2820

Im nachsten Schritt der Untersuchung wurde analysiert, ob bestimmte
Grundkrankheiten, die zur Zirrhose fuhrten mit unterschiedlichen Ang-2 Spiegeln
einhergehen.

Abbildung 6C zeigt, dass die Werte von Angiopoietin-2 grundsatzlich und unabhangig
von der Krankheit, aus der die Leberzirrhose resultierte, erhoht waren, sich jedoch

signifikant voneinander unterschieden (p=0.002). Dabei zeigten Patienten mit C2-
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Abusus und HCV-Infektion die hochsten Ang-2 Werte. Die niedrigsten Werte hatten
Patienten mit autoimmuner Hamochromatose.

Im Anschluss wurde auch flr diese Kohorte eine ROC-Analyse durchgefihrt. Diese
ergab, dass sich die Genauigkeit der Unterscheidung zwischen Zirrhotikern und
Gesunden mit zunehmender Schwere der Leberzirrhose verbesserte. Fur Patienten mit
Leberzirrhose im Stadium Child A zeigte sich eine Sensitivitdt von 70.0% und eine
Spezifitat von 78.33% (AUC=0.79), fur das Stadium Child B eine Sensitivitat von 77.5%
und eine Spezifitdt von 78.46% (AUC=0.82). Fur Patienten mit einer Child C Zirrhose
waren die Sensitivitat (80.0%) und die Spezifitat (81.82%) am hochsten
(AUC=0.89)(Tab. 4-4, Abb. 6E).

Zusammenfassend lie® sich festhalten, dass bei Patienten mit Leberzirrhose,
unabhangig von Krankheitsstadium und Grunderkrankung, Ang-2 im Serum erhoht war
und somit als Marker geeignet war. Besonders gut gelang die Unterscheidung zwischen

,gesund” und ,erkrankt‘ bei weiter fortgeschrittenem Zirrhosestadium.
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Abbildung 6:

Ang-2 wurde im Serum von 180 Patienten mit Leberzirrhose (Ci) im Vergleich zu
40 Gesunden (Ko) bestimmt.

A Die Serumspiegel von Ang-2 sind bei Patienten mit Leberzirrhose im Vergleich
zu Gesunden erhoht.

B Der Schweregrad der Zirrhose nach den Child-Pugh-Kriterien hat keinen
signifikanten Einfluss auf die Hohe des Ang-2 Serumspiegels.

C Ang-2 ist im Serum aller Patienten mit Leberzirrhose, unabhangig von der
Grunderkrankung erhoht. Die hochsten Werte zeigen Patienten mit
Alkoholabusus und chronischer Hepatitis C Infektion.

D Die ROC Analyse wurde fiir alle Patienten mit Zirrhose versus Gesunde und

E fiir jeden Child-Pugh score (A-C) einzeln versus Gesunde durchgefiihrt.
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5.3. Vergleich von Ang-2 und AFP als Marker fiir HCC

Im Vergleich sind sowohl Ang-2 als auch AFP als Marker fiir das HCC geeignet.
AFP ist der gebrauchlichste Serummarker fir das hepatozellulare Karzinom. Da sich
eine Erhéhung von Ang-2 im Serum von Patienten mit HCC in unserer Kohorte bestatigt
hat, sollte nun ein Vergleich von AFP und Ang-2 als Serummarker fir diesen Tumor
durchgefuhrt werden.

Dafur wurden die Werte von Ang-2 und AFP im Serum der 93 Patienten mit HCC, von
denen klinische Daten vorlagen, mittels ELISA bestimmt.

Im Folgenden werden diese Marker zunachst fir das HCC und die Zirrhose verglichen.
AnschlieBend wird betrachtet, wie sie sich in Abhangigkeit vom Zirrhosestadium
verhalten.

In unserer Messung waren Angiopoietin-2 Serumspiegel bei den Patienten, die an
einem HCC litten, im Vergleich zu Patienten mit Leberzirrhose signifikant erhéht (12320
ug/l = 952.3 bei HCC vs. 6526 ug/l + 447.5 bei Zirrhose, p<0.0001)(Tab. 4-6, Abb. 7a).
Die ROC-Analyse zeigte eine Sensitivitat von 70.56% und eine Spezifitdt von 73.28%
fur die Mdglichkeit, anhand der Messung von Ang-2 im Serum zwischen HCC und
Zirrhose zu unterscheiden (AUC 0.77, p<0.0001). Der Schwellenwert fir Ang-2, der am
besten zwischen HCC und Zirrhose unterscheidet, wurde mit Hilfe der ROC-Analyse
ermittelt und lag bei 6525 ug/l (Tab. 4-7, Abb. 7B).

Analog dazu war auch AFP mit einem Mittelwert von 11600 ug/l + 6334 bei den HCC-
Patienten im Gegensatz zu den Fallen mit Zirrhose (5.85 ug/l + 1.15, p=0.012)(Tab. 4-6,
Abb. 7A) deutlich erhdéht. Die ROC-Analyse ergab fir die Moglichkeit der
Differenzierung zwischen Leberzirrhose und hepatozellularem Karzinom bei dem in
unserer Klinik gultigen Schwellenwert fur AFP von 10 ug/l eine Sensitivitat von 93.3%
und eine Spezifitat von 69.89% (AUC 0.84, p<0.0001) (Tab. 4-7, Abb. 7C).
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Tabelle 5-6:

Sowohl die Mittelwerte von Ang-2 als auch von AFP sind bei Patienten mit HCC
im Vergleich zu Patienten mit Leberzirrhose erhoht.

Tabelle 5-7:

HCC Zirrhose

Ang-2

Mittelwert 12320 6526
Standardabweichung | 952.3 447.5

Median 9700 4850

Niedrigster Wert 2650 800

Hochster Wert 85750 43650
AFP

Mittelwert 11600 5.85
Standardabweichung | 6334 1.15

Median 43 4

Niedrigster Wert 1 1

Hochster Wert 537084 199

Testmerkmale von Ang-2 und AFP fiir die Unterscheidung zwischen Patienten mit
HCC und Patienten mit Leberzirrhose

Unterscheidun

Schwellen

Parameter . AUC Sensitivitat | Spezifitait | P-Wert
g zwischen wert
Ang-2 HCC und | 0.77 | 6525 70.56 73.28 <0.0001
Zirrhose
CHILD A 0.72 | 6600 68.33 66.07 0.0002
CHILD B 0.82 | 7294 76.92 76.92 <0.0001
CHILD C 0.75 | 6375 72.73 72.73 0.0089
AFP HCC und | 0.84 |10 93.30 69.89 <0.0001
Zirrhose
CHILD A 0.82 |10 87.93 68.18 <0.0001
CHILD B 0.86 |10 93.85 69.23 <0.0001
CHILD C 0.74 |10 92.73 72.73 0.0129
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Abbildung 7:

A Ang-2 und AFP wurden im Serum von 93 Patienten mit HCC und von 180
Patienten mit Leberzirrhose (Ci) gemessen.

B ROC-Analyse fiir die Unterscheidung zwischen HCC-Patienten und Patienten
mit Leberzirrhose mittels Ang-2 im Serum.

C ROC-Analyse fir die Unterscheidung zwischen HCC-Patienten und Patienten
mit Leberzirrhose mittels AFP im Serum.

Anhand der vorhandenen Patientendaten konnte auf3erdem untersucht werden, wie
sich Ang-2 und AFP bei Patienten mit unterschiedlichen Zirrhosestadien verhalten und
ob sich durch den Schweregrad der Erkrankung die Qualitat der Tests bei der
Differenzierung zwischen HCC und Zirrhose verandert.

Das Ergebnis zeigt, dass mittels Ang-2 in allen Child-Stadien zwischen HCC und
Zirrhose unterschieden werden kann (Abb. 8A). Fiur Child A ergab sich ein Ang-2-
Mittelwert von 8925 ug/l =+ 651.2 bei Patienten mit HCC, und 6203 ug/l = 571.5 bei
Patienten mit Leberzirrhose (p=0.0023). Im Stadium Child B resultierte ein Mittelwert

von 15390 ug/l = 3127 fur HCC-Patienten, fir Patienten mit Leberzirrhose waren es im
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Mittel 7138 ug/l = 1029 (p=0.0017). Bei Leberzirrhose im Stadium Child C lag der
Mittelwert im Falle eines HCC bei 10380 ug/l + 1532 vs. 6156 ug/l = 537.2 im Falle einer
Zirrhose (p=0.0032).

Im Vergleich dazu konnte durch Bestimmung von AFP nur im Falle eines Child C
Stadiums zwischen einem hepatozellularen Karzinom und einer Leberzirrhose
unterschieden werden (Abb. 8B). Bei den Patienten, die auf dem Boden einer Child C
Leberzirrhose ein HCC entwickelt hatten, lag der Mittelwert fir AFP bei 327 ug/l + 213.
Bei Patienten mit Leberzirrhose Child C ohne Nachweis eines HCC lag der Mittelwert
dagegen bei 4.3 ug/l £ 0.5 (p=0.0009). In den Stadien Child A und B war der Test nicht
signifikant (Child A: 1786 ug/l = 1331 vs. 9.5 ug/l = 3.5, p=0.128; Child B 7925 ug/l =
6836 vs. 4.0 ug/l + 0.5, p=0.068)(Abb. 8B).

Sowohl fur Ang-2 als auch fur AFP ergab die ROC-Analyse, dass der Test im Stadium
Child B am besten geeignet ist, da in diesem Stadium die AUC den héchsten Wert
erreichte (Tab. 4-7, Abb. 8C).

Wenn man Ang-2 und AFP als Serummarker flir das HCC und die Leberzirrhose
verglich, war festzuhalten, dass mit beiden Markern eine Differenzierung moglich war.
Floss als zusatzlicher Parameter das Child Stadium in den diagnostischen Test mit ein,
konnte mittels Ang-2 in allen Child-Stadien zwischen HCC und Zirrhose unterschieden
werden, dagegen war die Unterscheidung mittels AFP nur im Stadium Child C

signifikant.
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Abbildung 8:

A Mittels Ang-2 Bestimmung im Serum lieB sich in allen Child-Stadien zwischen
einem HCC und einer Leberzirrhose unterscheiden.

B Mittels AFP lieB sich nur im Stadium Child C zwischen einem HCC und einer
Leberzirrhose unterscheiden.

C ROC-Analyse fiir die Unterscheidung zwischen einem HCC und einer
Leberzirrhose in den Child-Stadien A-C durch Bestimmung der Serumspiegel von
Ang-2 oder AFP.
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5.4. Ang-2/ Tumorstadium/ Grading/ Child

Ang-2 und AFP Spiegel wurden durch Enddifferenzierung des HCC, Ausbreitung
des Tumors und Schwere der Leberzirrhose nicht beeinflusst.

Die Ergebnisse der vorangehenden Abschnitte zeigten, dass Ang-2 sowohl im Serum
von Patienten mit HCC als auch von Patienten mit Leberzirrhose erhéht war. Alpha-
Fetoprotein ist der gebrauchlichste bereits etablierte Tumormarker fir das
hepatozellulare Karzinom. Daher wird es routinemaflig im Serum von Patienten mit
Leberzirrhose zum HCC-Screening bestimmt.

In diesem Abschnitt sollte untersucht werden, wie sich Ang-2 und AFP in Abhangigkeit
vom Tumorstadium (T), histologischem Grading (G) oder der Schwere der
Leberzirrhose (Child A, B, C) im Serum verhalten.

Die relevanten Patienten- und Tumordaten wurden durch Archivrecherche ermittelt. Die
Konzentration von Ang-2 und AFP im Serum der Patienten wurde mittels ELISA
bestimmt.

Es zeigte sich, dass weder das Stadium der Leberzirrhose (p=0.174, Abb. 9A), noch
das Tumorstadium (p=0.121, Abb. 9C) oder das histologische Grading (p=0.118, Abb.
9E) einen signifikanten Einfluss auf die Hohe von Ang-2 im Serum der Patienten hatten.
Parallel dazu veranderte sich auch AFP mit zunehmender Schwere der Leberzirrhose
(p=0.709, Abb. 9B), fortgeschrittenem Tumorleiden (p=0.464, Abb. 9D) oder
abnehmender Differenzierung des Tumorgewebes in Form eines hdheren
histologischen Gradings (p=0.607, Abb. 9F) nicht signifikant.

Es konnte also festgestellt werden, dass sich die hier untersuchten Parameter Ang-2

und AFP nicht entsprechend der fortschreitenden Schwere der Erkrankung erhéhten.
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Abbildung 9:
Ang-2 und AFP wurden im Serum von 93 Patienten mit HCC gemessen.

A Das Stadium der Leberzirrhose hat keinen Einfluss auf die Hohe von Ang-2 im
Serum (p=0.174).

B Das Stadium der Leberzirrhose hat keinen Einfluss auf die Hohe von AFP im
Serum (p=0.709).

C Das Tumorstadium hat keinen Einfluss auf Ang-2 im Serum (p=0.121).

D Das Tumorstadium hat keinen Einfluss auf den AFP Spiegel im Serum
(p=0.464).
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E Das histologische Grading hat keinen Einfluss auf den Ang-2 Spiegel im Serum
(p=0.118).

F Das histologische Grading hat keinen Einfluss auf den AFP Spiegel im Serum
(p=0.607).

AFP AFP

normal erhoht
Ang-2 10 16 26 5.5. Kombination
normal (10.8%) (17.2 %) (28.0 %) von Ang-2 und

AFP

Die Kombination von Ang-2 und AFP als Serummarker verringert die Fehlerquote
bei der Detektion von Patienten mit HCC.

Bisher wurde dargestellt und erlautert, wie gut AFP und Ang-2 einzeln und im Vergleich
als Tumormarker fir das hepatozellulare Karzinom geeignet sind. In diesem Abschnitt
sollte die Madglichkeit untersucht werden, beide Serummarker in einem Test zu
kombinieren.

Wurden AFP oder Ang-2 einzeln als Marker flir das hepatozellulare Karzinom
angewendet, stellte sich heraus, dass der Tumor in zahlreichen der 93 untersuchten
Falle iUbersehen worden ware. Die Ursache dafir ist, dass die Werte der Patienten im
Serum unterhalb des Grenzwertes lagen (AFP=10 ug/l, Ang-2=6525 ug/l).

Insgesamt war AFP in 71% der Falle erhoht, davon in 17.2% der Falle ohne dass Ang2
gleichzeitig erhdht war. Wie Tabelle 4-8 zeigt, war AFP allein nur in 17.2% der Falle
erhoht. Ang-2 allein war in 18.3% der Faélle erhoht, insgesamt in 72% der Falle. Bei
53.8% der Patienten waren sowohl AFP, als auch Ang-2 erhéht. In 10.8% waren beide

Werte normal.

Tabelle 5-8:

Verhalten der Serumwerte von Ang-2 und AFP bei Patienten mit HCC einzeln und
in Kombination

Ang-2 17 50 67
erhdht | (18.3%) |(53.8%) | (72.0 %)

27 66 93
(29.0%) |(71.0%) | (100 %)

71



Bei der Kombination von AFP und Ang-2 als Serummarker flr das hepatozellulare
Karzinom wurden hingegen 89.3% der Falle ermittelt. Diese Zahl setzt sich aus allen
Fallen zusammen, bei denen entweder AFP oder Ang-2 erhoht ist, sowie aus allen
Fallen bei denen beide Parameter erhoht sind. Die Anzahl der Falle mit HCC, die bei
Kombination von Ang-2 und AFP als Serummarker Ubersehen wirden, ware also
niedriger als bei der Messung von AFP oder Ang-2 allein.

Fur die Moéglichkeit, anhand beider Marker das Vorhandensein eines HCC zu ermitteln,

wurde die folgende Formel erstellt:

Formel 1:
D=0.719*In(Ang-2)+0.367*In(AFP)-6.964

Das Ergebnis der Formel ist negativ, wenn kein HCC vorausgesehen wird und positiv,
wenn ein HCC vorausgesehen wird. Der Mittelwert fir Patienten mit HCC lag bei 1.053
+ 0.143. Fur Patienten mit Leberzirrhose ohne Nachweis eines HCC lag der Mittelwert
bei -0.537 + 0.055 (p<0.0001).

Mit Hilfe der ROC-Analyse konnte fir die Moglichkeit der Differenzierung zwischen
Patienten mit HCC und Patienten mit Leberzirrhose anhand der Kombination von Ang-2
und AFP als Serummarker eine Sensitivitat von 82.3% und eine Spezifitat von 80.65%
(AUC 0.86, p<0.0001) (Tab. 4-9) ermittelt werden.

Tabelle 5-9:

Testmerkmale der Kombination von Ang-2 und AFP als Serummarker fiir die
Unterscheidung zwischen Patienten mit HCC und Patienten mit Leberzirrhose

Parameter Unte_rscheldun AUC Schwelle | Sensitivita §pe2|f|t P-Wert
g zwischen nwert t at

Ang-2/AFP HCC und [ 0.86 | 0.065 82.32 80.65 <0.0001
Zirrhose

Durch Kombination beider Marker in einem diagnostischen Test erniedrigt sich also das
Risiko, Patienten mit einem HCC zu Ubersehen, weil einer der beiden Parameter

unterhalb des Schwellenwertes liegt.
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A Graphische Darstellung der Moglichkeit der Unterscheidung zwischen einem
HCC und einer Leberzirrhose ohne Nachweis eines HCC durch Bestimmung von

Ang-2 und AFP als Serummarker.

B ROC-Analyse fir die Moglichkeit der Unterscheidung zwischen HCC und
Leberzirrhose anhand der Kombination von Ang-2 und AFP als Serummarker.
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5.6. Ergebnisse der Untersuchung individueller Verlaufe

Die Messung von Ang-2 und AFP im Verlauf einer HCC-Erkrankung spiegelt nicht
eindeutig den Therapieerfolg wieder.

Bei vier Patienten (A bis D) wurden die Serumspiegel von Ang-2 und AFP im Verlauf
gemessen. Es sollte untersucht werden, wie sich die beiden Serummarker in
Abhangigkeit vom Verlauf der Erkrankung und von der jeweiligen Therapie verhalten.
Bei Patient A war in den ersten 4 Jahren vor der Therapie ein flacher, paralleler Anstieg
von AFP und Ang-2 zu verzeichnen. Diese Beobachtung deutet auf das Vorliegen und
die Ausbreitung eines HCC hin. Danach stieg Ang-2 im Serum steil an und erreichte
seinen Spitzenwert circa funfeinhalb Jahre nach Abnahme der ersten Serumprobe. Der
Anstieg von AFP verlief im Vergleich verzdgert, sein Spitzenwert war zu dem Zeitpunkt
der Leberteilresektion 7 Jahre nach Abnahme der ersten Serumprobe erreicht.
Unterschiedliche Sekretionsmechanismen der beiden Proteine erklaren moéglicherweise
die Tatsache, dass beide Marker zu unterschiedlichen Zeitpunkten anstiegen. Der
frihere Anstieg von Ang-2 im Vergleich zu AFP koénnte das GefalRwachstum
widerspiegeln, welches dem Wachstum des Tumors zeitlich vorausgeht. Direkt nach
Leberteilresektion fielen beide Serummarker bis in den Normbereich ab. Das lasst auf
einen Therapieerfolg schlieRen (Abb. 11A).

Im Fall von Patient B wurde die erste Serumprobe einen Monat vor
Lebertransplantation abgenommen. Zu diesem Zeitpunkt waren sowohl Ang-2 als auch
AFP im Serum erhéht und weisen somit auf das Vorliegen eines HCC hin. Nach der
Therapie stieg Ang-2 im Serum steil an, was durch postoperative, vaskulare
Reparaturvorgange erklart werden konnte. Alpha-Fetoprotein fiel postoperativ kurz ab
und verzeichnete danach wieder einen steilen Anstieg. EIf Monate nach LTX war Ang-2
im Serum bereits abgefallen und AFP erreichte seinen héchsten Wert. Wie im Fall von
Patient A spiegelt AFP auch bei Patient B den Krankheitsverlauf im Vergleich zu Ang-2
verzogert wieder. Dreiundzwanzig Monate nach Therapie lag die Konzentration von
AFP im Serum unterhalb der Nachweisgrenze und die Ang-2-Konzentration sank
ebenfalls (Abb. 11B).

Wahrend der ersten zwei Jahre vor Beginn der Therapie deuten die Serumwerte von
Ang-2 und AFP bei Patient C nicht auf das Vorliegen eines HCC hin. Sie lagen
unterhalb des jeweiligen Schwellenwertes. Nach der Afterloading-Therapie verhielten

sich beide Marker gegensinnig. Ang-2 stieg bis zu dem Zeitpunkt der
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Lebertransplantation stetig an. Diese Beobachtung deutete auf eine Ausbreitung des
HCC hin. Dagegen fiel AFP unter die Nachweisgrenze ab und gab somit keinen
Hinweis auf das Fortschreiten der Tumorerkrankung. Nach LTX fiel Ang-2 im Serum
vereinbar mit einem Therapieerfolg steil ab, die AFP-Spiegel blieben weiterhin im
Normbereich (Abb. 11C). Bei diesem Patienten lassen sich anhand von AFP keine
Ruckschlisse auf den Krankheitsverlauf machen. Dagegen war der Verlauf von Ang-2
im Serum mit dem Krankheitsverlauf vereinbar.

Bei Patient D zeigt sich kein Zusammenhang zwischen dem Verhalten der
Serummarker, dem Vorliegen eines HCC und einem Therapieerfolg. Sowohl der
Serumspiegel von Ang-2 als auch der von AFP liegen Uber den gesamten Zeitraum der
Untersuchung im Normbereich. Lediglich der Anstieg von AFP nach der zweiten LTR
lasst ein Tumorrezidiv vermuten (Abb. 11D).

Anhand der Untersuchung des Krankheitsverlaufes dieser vier HCC-Patienten liel3 sich
kein eindeutiger Zusammenhang mit dem Verhalten der Serummarker Ang-2 und AFP
feststellen. Festzuhalten ist, dass Ang-2 im Serum die Ausbreitung des Tumors oder
einen Therapieerfolg tendenziell schneller anzeigt als AFP. Eine Studie mit gréReren

Patientenzahlen ist notwendig, um diesen Zusammenhang zu untersuchen.

75



>

10000+ -400
15000+
. 75004 - 300
) 3 > S
= o 3 100004 H - &
~ 50004 2 55 | 200 -~
o o o 2 w
< < < ] <
2500+ gt P91 L 100
)
L - AFP
0 0ly 2 e
0 25 50 75 100 125
Monate
C D o)
20000+ 10000+ - 200000
15000+ __ 75004 - 150000
E) E) 3
= 10000 2 S 5000+ 100000 =
) [ 2 &
c w c <
< e <<
5000+ 25004 50000
-9~ AFP _,_‘
0y T ¥ 0Le To—T—T—- 0 0
0 10 20 30 40 50 0 0 20 30 40 50 60 70
Monate Monate
Abbildung 11:
Die Serumspiegel von Ang-2 und AFP wurden bei Patient A bis D im Verlauf der
Erkrankung gemessen. AL=Afterloading, LTX=Lebertransplantation,

LTR=Leberteilresektion.
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6. Diskussion

In dieser Arbeit wurden die Spiegel von Ang-2 und AFP im Serum von 180 Patienten
mit Leberzirrhose und 131 Patienten mit hepatozellularem Karzinom sowie 40

Gesunden untersucht.

Die Leberzirrhose ist das Endstadium von Erkrankungen vielfiltiger Atiologie.
Entziindung und Regeneration finden dabei im Lebergewebe statt.

Ang-2 ist im Serum von Patienten mit schweren chronischen Entzindungen erhoéht [20,
21]. Es ist auch bekannt, dass eine Gefalneubildung bei entziindlichen Vorgangen
auftritt. Ebenso ist erwiesen, dass in der zirrhotischen Leber Angiogenese stattfindet
[22, 24, 27]. Bereits im Jahr 1863 postulierte Virchow, dass eine Entzindung und die
Entwicklung von Tumoren miteinander verknupft sein kdnnen. Im Fall der Leberzirrhose
ist der Zusammenhang zwischen Zirrhose und der Entstehung eines HCC von
besonderer Wichtigkeit.

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob bei Patienten mit Leberzirrhose erhohte Ang-2-
Spiegel im Serum zu messen sind. Ang-2 ist im Serum von Patienten mit Leberzirrhose
im Vergleich zu Gesunden erhoht. Die Ang-2 Serumspiegel sind unabhangig vom
Stadium der Zirrhose und von der Grunderkrankung erhoht. Die héchsten Ang-2-Werte
zeigten allerdings Patienten mit chronischer HCV-Infektion und alkoholbedingter
Leberzirrhose. Eine chronische HCV-Infektion zeichnet sich durch hohe entzindliche
Aktivitat und aggressiven Krankheitsverlauf aus. Die erhdhten Ang-2-Spiegel im Serum
der Patienten mit chronischer HCV-Infektion kénnten auf diese entzliindliche Aktivitat
und auf eine Beteiligung des Gefalisystems im erkrankten Lebergewebe hinweisen.
Ahnliche Beobachtungen wurden von Salcedo et al. gemacht [25, 28]. Sie wiesen eine
Korrelation zwischen dem Grad der Entziindung und erhéhten Ang-2-Werten im Serum
nach. Nach erfolgreicher Therapie sanken die Ang-2 Spiegel im Serum. Aulierdem fand
sich eine Korrelation zwischen der HOhe der Leberenzyme und Ang-2. Bei den
Patienten der beiden Studien von Salcedo et al. lag jedoch keine Leberzirrhose vor, wie
es in unserer Studie der Fall war.

Die ROC-Analyse verdeutlicht, dass die Unterscheidung zwischen Zirrhotikern und
Gesunden durch Ang-2-Bestimmung im Serum umso besser gelingt, je hoéher das
Child-Stadium ist. Das heif3t, dass Sensitivitat und Spezifitat fur Patientengruppen mit
Stadien Child A bis Child C ansteigen. Die hoéhere Sensitivitat und Spezifitat mit
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ansteigendem Child-Stadium lasst sich mit der Vorstellung vereinbaren, dass die Rate
der Gefallneubildungen aufgrund verstarkter Hypoxie mit zunehmender
Leberschadigung ansteigt [27]. Durch die Gefallneubildungen wird die Funktion des
Lebergewebes aufrecht erhalten. Eine antiangiogenetische Therapie mit Ang-2 als
Angriffspunkt hatte bei Patienten mit Leberzirrhose einerseits den Vorteil, die
Entstehung eines HCC zu verhindern, andererseits kdnnte sich durch eine solche
Therapie die Leberfunktion weiter verschlechtern.

Die im Vergleich zu anderen Grunderkrankungen hdéheren Ang-2-Werte bei
alkoholtoxischer Leberzirrhose, die wir in unserer Arbeit festgestellt haben, lassen sich
maoglicherweise ebenfalls durch Stimulation der proangiogenetischen Faktoren aufgrund
von Sauerstoffmangel erklaren. Die Hypoxie im Lebergewebe ist besonders
ausgepragt, wenn Spitzenwerte von Alkohol im Serum des Patienten nachweisbar sind
[26]. Daher ist Hypoxie ein wesentlicher schadigender Faktor bei der Entstehung der
alkoholtoxischen Leberzirrhose.

Die  Studie untersuchte ein Patientenkollektiv.  mit  Lebererkrankungen
unterschiedlichster Pathologie und Atiologie. Das ist einerseits hilfreich, um eine
Erhéhung von Ang-2 grundsatzlich im Serum von Patienten mit Leberzirrhose
nachzuweisen zu konnen, andererseits kann so eine ,selection bias“ weitgehend
ausgeschlossen werden. Eine systemische Verzerrung wurde verhindert, da nicht
bevorzugt Patienten mit einer bestimmten Grundkrankheit in die Kontrollgruppe
aufgenommen wurden. Die Patienten wurden zufallig ausgewahlt. Die Verteilung der
unterschiedlichen Grunderkrankungen in unserer Studie ist reprasentativ, da sie die
Haufigkeit der unterschiedlichen Atiologien einer Leberzirrhose in den westlichen
Landern widerspiegelt. In Europa und den USA ist chronischer Alkoholabusus mit circa
60% der haufigste Grund fur die Entstehung einer Leberzirrhose. An zweiter Stelle der
atiologischen Faktoren stehen mit etwa 30% Infektionen mit HBV, HCV und HDV [59].
Da sich aber in allen Untergruppen der Patienten mit Leberzirrhose eine Erhohung von
Ang-2 im Serum findet, kdnnen keine genauen Rickschlisse darliber gemacht werden,
worauf die Erhéhung von Ang-2 zurickzuflhren ist: Entziindung, Regeneration oder
Remodelling des chronisch geschadigten Lebergewebes. AuRerdem kann nicht sicher
ausgeschlossen werden, dass in der Kohorte von Patienten mit Leberzirrhose einige
doch bereits an einem HCC erkrankt waren, dieses aber zu dem Zeitpunkt der

Datenerhebung nicht diagnostiziert worden war.
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Die Bestimmung von Ang-2 im Serum von Patienten kann eine Leberbiopsie nicht
ersetzen.

Anhand einer Leberbiopsie lasst sich in einigen Fallen die Atiologie der Zirrhose
feststellen, was durch Messung von Ang-2 nicht mdglich ist. Wie bereits in der
EinfUhrung erlautert wurde, lassen sich die besten Ergebnisse in der Diagnostik der
Leberzirrhose durch Kombination mehrerer Parameter erzielen. Fibrotest und APRI-
Score sind nicht-invasive Methoden, die zur Diagnostik der Leberzirrhose angewendet
werden und verschiedene Parameter in einem Test vereinen. Es ist denkbar, in Zukunft
auch Ang-2 als Teil einer solchen diagnostischen Palette in eines dieser Modelle zu
integrieren. Es bleibt zu untersuchen, in welcher Kombination mit Ang-2 die hochste

diagnostische Sicherheit gewahrleistet werden kann.

Ein HCC entsteht in der liberwiegenden Mehrzahl der Falle auf dem Boden einer
Leberzirrhose.

Sie ist ein Risikofaktor fir die Entstehung eines HCC. Daher ist es moglich, dass auch
die in der Zirrhose nachgewiesene Angiogenese einen Risikofaktor fir die Entstehung
eines HCC darstellt. Die Bildung eines dichten GefalRnetzwerkes kann es kleinsten
Tumoren erleichtern, diese zu okkupieren und zu ihrer Versorgung und Ausbreitung zu
nutzen. Dieser Mechanismus wurde einen starkeren Anstieg der Serummarker erst bei
weiter fortgeschrittenen Tumoren erklaren, d.h. wenn die Gefaldiresourcen aus der
vorangegangenen entzindlichen Erkrankung erschépft sind und der Tumor eine GrolRe
uberschreitet, bei der er zusatzliche Gefallversorgung bendtigt.

Dem widerspricht ein weiteres Teilergebnis dieser Arbeit. Es wurde herausgefunden,
dass die Erhéhung von Ang-2 und AFP im Serum von Patienten mit HCC unabhangig
vom Tumorstadium ist. AulRerdem zeigte sich keine Korrelation mit dem Tumorgrading.
Im Gegensatz dazu resultierte aus mehreren anderen Studien, dass eine hohere Ang-2
Expression im Tumor mit schlechter differenzierten und starker vaskularisierten HCC
assoziiert ist [38-40]. Eine hohe Ang-2/Ang-1-mRNA-Rate ist aullerdem mit haufigerer
Invasion der Portalvene, gréllerem Tumordurchmesser, hoherer Gefaldichte und
kiirzerem rezidivfreien Uberleben assoziiert [35, 37]. Eine hohe GefaRdichte ist also ein
Marker fur Invasivitat und Metastasenbildung des HCC. Diese Eigenschaft wird aber
von Ang-2 im Serum nicht widergespiegelt. Daher muss in weiteren Studien untersucht
werden, ob die Expressionshohe von Ang-2 im Tumor mit der zu messenden

Konzentration im Serum korreliert. Der Sekretionsmechanismus von Ang-2 im HCC und
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Faktoren, die diesen beeinflussen konnen, muissen untersucht werden. Es muss
festgestellt werden, wie grol} der Anteil des im Tumor gebildeten Ang-2 ist, der ins
Serum abgegeben wird. AuRerdem ist es wie im Fall von AFP mdoglich, dass ein Teil der
HCC gar kein Ang-2 sezerniert. Im Falle des proangiogenetischen Faktors VEGF wurde
dieser Nachweis schon erbracht. Die Tumorexpression von VEGF korreliert mit dem
Serum-VEGF. Eine hdhere Konzentration von VEGF korreliert mit einem weiter
fortgeschrittenen Tumor, am hochsten ist sie bei Patienten mit Metastasen. Es wurde
auch ein Zusammenhang zwischen VEGF im Serum und dem Auftreten eines
postoperativen Rezidivs, dem Fehlen einer Tumorkapsel, dem Vorhandensein
intrahepatischer Metastasen und einer mikroskopisch vendsen Infiltration gesehen [66].
Ein Grund fir die Tatsache, dass in unserer Studie kein Zusammenhang zwischen
Tumorstadium und Ang-2 im Serum nachgewiesen werden konnte, kann im
Studiendesign liegen. Durch die retrospektive Datenanalyse war Information Uber
einzelne Charakteristika des Tumors bei den jeweiligen Patienten nur in begrenztem
Umfang verfigbar. Die Gefalkdichte der HCC wurde bei der pathologischen
Untersuchung nicht bestimmt und konnte somit auch nicht in diese Studie einfliel3en.
Diese und andere wichtige Kriterien zur genaueren Einteilung der Patienten mit HCC

lieRen sich anhand einer prospektiven Studie besser untersuchen.

Serummarker konnen einen wichtigen Teil zur Diagnostik eines malignen Tumors
beitragen.

Hintergrund dieser Arbeit ist das Wissen um die Rolle der Angiogenese beim HCC und
der Beteiligung von Angiopoietin-2 dabei. Eine verstarkte Expression von Ang-2 im
HCC geht mit erhohter Gefaliddichte und invasiverem Wachstum einher. Die oben
beschriebenen Versuche wurden mit der Absicht durchgefiihrt festzustellen, ob sich
Ang-2 auch als Serummarker flr das hepatozellulare Karzinom und die Leberzirrhose
eignet. Unsere Ergebnisse wurden mit dem bereits etablierten Serummarker fir das
HCC - dem AFP -verglichen.

Durch die Ang-2-Bestimmung im Serum kdnnen sowohl Patienten mit HCC von
Gesunden als auch Patienten mit HCC von solchen mit Leberzirrhose aber ohne HCC
abgegrenzt werden.

Der Marker Ang-2 erreichte bei HCC-Patienten im Vergleich zu Zirrhotikern und
Gesunden einen hoheren Mittelwert. Es muss aber bedacht werden, dass von den 88

Patienten dieser Studie, bei denen das Tumorstadium (T) ermittelt werden konnte, bei
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nur 13 Personen ein Tumor im Stadium T1 vorlag. In den anderen Fallen war der
Tumor weiter fortgeschritten. Die relativ guten Testvariablen kénnten also darauf
zuruckzuflhren sein, dass hauptsachlich fortgeschrittene Tumorstadien in die Studie
einflossen.

Erhéhte Ang-2 Werte im Serum kénnen zwar auf das Vorliegen eines HCC hindeuten,
ein eindeutiger Hinweis auf das Tumorstadium ergibt sich anhand der Werte aber nicht.
Der Uberlappungsbereich der einzelnen Tumorstadien ist groR. Das gilt auch fir die
Unterscheidung zwischen Patienten mit Leberzirrhose und Patienten mit HCC. Wie sich
die Ang-2 Werte z.B. beim Ubergang einer Leberzirrhose zu der Entstehung eines HCC
im frlhen Stadium verhalten, bleibt unklar. Es ist nicht sicher, wie das gleichzeitige
Vorliegen einer Leberzirrhose und eines HCC die Hb6he von Ang-2 im Serum
beeinflusst. Von Interesse wéare eine Studie mit HCC-Patienten, bei denen keine
Leberzirrhose vorliegt. Das ist in Asien bei Patienten mit chronischer Hepatitis B
Infektion haufiger der Fall ist als in westlichen Landern.

Uber die Frage, ab wann in einem Tumor neue Gefale gebildet werden, gibt es keine
eindeutigen Angaben. Es existiert die Vorstellung, dass Tumoren, die kleiner als 2mm
sind in einem avaskularen Stadium existieren kénnen [31] bzw. bereits bestehende
Gefalke okkupieren und Ang-2 nur dazu beitragt, diese ,gesunden“ Gefalistrukturen
aufzulockern [32]. Die Verwendung von Ang-2 als Serummarker ware besonders bei
frihen Stadien des Tumors von Interesse, da diese durch andere diagnostische, meist
radiologische Verfahren in der haufig zirrhotischen Leber schwierig zu detektieren sind.
Gerade diese frihen Tumorstadien weisen bei adaquater Behandlung die beste
Prognose auf. Es sollte anhand groRer Fallzahlen und in einer prospektiven Studie
untersucht werden, wie gut sich Ang-2 als Marker fur frithe HCC-Stadien eignet. Es
stellt sich die Frage, ob Patienten tatsachlich von der erweiterten Diagnostik mit
Bestimmung der Ang-2 Plasmaspiegel profitieren wirden. Unklar ist auch, ob mit Hilfe
von Ang-2 als Serummarker die Prognose des HCC-Patienten tatsachlich verbessert
werden konnte. Ang-2 ist nicht spezifisch fir das Vorliegen eines HCC, und seine
Erhéhung im Serum kann viele andere Griinde haben und somit irrtimlich den Verdacht
auf eine Tumorerkrankung lenken.

Andererseits hat die Verwendung von Ang-2 als Serummarker den Vorteil, dass es die
Tumorbiologie und insbesondere das maligne GefalRwachstum widerspiegeln kann.
Seine Anwendung bietet eine weitere Mdglichkeit zur Therapiekontrolle und kann

frhzeitig auf die Ausbreitung eines Tumorrezidives hinweisen. Aullerdem besteht
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grundsatzlich die Mdglichkeit, mit Hilfe der Ang-2 Bestimmung im Serum zwischen

unterschiedlichen Lebertumoren zu differenzieren.

Die Diagnose des HCC anhand des bisher etablierten Serummarkers weist groRe
Schwachen auf.

Die Messung von AFP im Serum von Patienten mit Leberzirrhose ist Teil des
Screening-Verfahrens zur Friherkennung eines HCC.

Mehr als 70% der Patienten mit HCC weisen eine erhdhte Konzentration von AFP auf
[53]. Das heil’t, dass 30% der Patienten mit HCC durch AFP-Messung nicht
diagnostiziert werden kénnen. Die Sensitivitat der AFP Bestimmung fir das HCC
betragt 60-80% [66]. Die Anwendung von AFP zum Screening auf ein hepatozellulares
Karzinom ist nicht unumstritten. Besonders im asiatischen Raum ergab sich in
prospektiven Studien ein Nutzen durch das Screening mit AFP, allerdings immer
zusammen mit der Durchfihrung einer Ultraschalluntersuchung der Leber im Intervall
von 6 Monaten. Yang et al. zeigten, dass durch halbjahrliche Bestimmung von AFP im
Serum und Ultraschall der Leber bei Hochrisikopatienten haufiger frihe Tumorstadien
detektiert werden kdénnen. Aul’erdem wiesen sie eine Erhdhung der Resektionsrate und
Uberlebenszeit durch das Screening nach [67].

Es wird empfohlen, Patienten mit AFP-Serumspiegeln tGber 20ng/ml oder mit einem
signifikanten Anstieg von AFP im Serum mittels Ultraschall zu untersuchen und sie als
Hochrisikopatienten einzustufen [68]. Alpha-Fetoprotein dient somit nur als Hinweis und
das Vorliegen eines HCC muss durch andere diagnostischer Verfahren verifiziert
werden. Die Bestimmung von AFP alleine ist daher kein geeignetes Mittel zum HCC-

Screening.

Die Schwellenwerte fur AFP sind nicht einheitlich.

In dieser Arbeit lag er bei 10ug/l, dem Schwellenwert unseres Referenzlabors. In
anderen Studien lag der Referenzwert bei 15ug/l. Bei Serumwerten von mehr als 20ug/!
wird empfohlen, das Vorhandensein eines HCC durch radiologische Verfahren
auszuschlieRen. Wenn wie hier der Schwellenwert mit 10ug/l niedriger angelegt wird, ist
es moglich, dass einerseits zu viele falsch-positive Ergebnisse durch AFP-Bestimmung
entstehen oder sich die Diagnose doch nur auf eine Ang-2-Erhdéhung stlitzt. Der ideale
Schwellenwert von Ang-2 bleibt noch zu ermitteln, sollte die Kombination dieser beiden

Proteine im Serum Eingang in die Routinediagnostik finden. Durch Erhdéhung der
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tumorspezifischen AFP-Untergruppen L3 und P4+P5 im Serum scheint ein HCC drei bis
achtzehn Monate friher diagnostiziert werden zu kdnnen als anhand bildgebender
Verfahren [69], da diese Untergruppen spezifischer fir das HCC sind. Ob diese
Erkenntnis von Vorteil fur die Prognose des Patienten ist, ist fraglich. Eine kurative

Tumortherapie kann nur dort ansetzten, wo ein Tumor radiologisch sichtbar ist.

Es ist fraglich, ob sich Studienergebnisse und Empfehlungen zum Screening aus
Asien ohne weiteres auf Europa uibertragen lassen.

Die Patienten in Europa unterscheiden sich von asiatischen HCC-Patienten, da die
Pravalenz von C2-Abusus hoher ist, sie durchschnittlich alter sind, die Anzahl an
kleinen singularen, eingekapselten Tumorknoten kleiner ist und sie haufiger an einer
Leberzirrhose leiden.

In einer prospektiven Studie an 118 franzésischen Zirrhosepatienten im Stadium Child
A und B war die Ultraschalluntersuchung das effektivste diagnostische Mittel flr das
HCC-Screening. Besonders kleine Tumore lieRen sich durch Ultraschall besser
diagnostizieren. Die Sensitivitdt von AFP lag bei nur 50%. Dieses Ergebnis korreliert mit
den Ergebnissen anderer europaischer Studien [70].

Sherman et al. untersuchten die Qualitdt von AFP beim HCC-Screening in einer
kanadischen Population von 1069 chronisch HBV-Infizierten [54]. Sensitivitat und
Spezifitat von AFP mit einem Grenzwert von 20ug/L lagen bei 64,3% und 91,4%.
Dagegen waren Sensitivitdt und Spezifitdt des Ultraschalls mit 78,8% und 93,8%
deutlich héher. Insgesamt war AFP bei 111 Patienten im Verlauf erhéht. Davon hatten
aber nur 11 Patienten tatsachlich ein HCC. Anders ausgedrickt lag bei 91% der
Patienten, die eine AFP-Erhéhung im Serum aufwiesen, kein HCC vor. Bei 11 Frauen
war der Grund fur die AFP-Erhéhung im Serum eine Schwangerschaft, bei 47 Patienten
war der Grund die Exazerbation einer chronischen Hepatitis. Bei 42 Patienten konnte
kein Grund fir eine AFP-Erhdhung gefunden werden, und die Werte waren im Verlauf
wieder rlucklaufig. Ein Screening mittels AFP fuhrt vor allem deshalb zu hohen Kosten,
da die falsch-positiven Ergebnisse durch andere Untersuchungen wie Ultraschall oder
CT Uberprift werden missen, auflerdem werden die Patienten unndétig beunruhigt.
Insgesamt waren mehr als 50% der diagnostizierten HCCs nicht resezierbar und somit
der Nutzen fir den Patienten begrenzt. AuRerdem besteht auch nach Resektion ein

hohes Rezidivrisiko.
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Patienten mit chronischen Lebererkrankungen zeigen haufig eine AFP-Erhéhung im
Serum. Bei Vorliegen einer solchen Erkrankung ist es daher wichtig, die Serumspiegel
von AFP im Verlauf und im Bezug auf die Grunderkrankung zu beobachten, um einen

falschlichen Malignomverdacht zu vermeiden.

Die Anwendung von AFP zur Diagnose des HCC etablierte sich, bevor Ultraschall
und CT in der heutigen Qualitat zur Verfiigung standen.

Durch die erfolgreiche Anwendung dieser bildgebenden Verfahren wurde erkannt, dass
ein grolRer Teil der HCC nicht zur Erhéhung der Serumspiegel von AFP im
diagnostischen Bereich flhrt. Bevor die AFP-Werte im Serum im Bereich von 20ng/ml
liegen, wird der Tumor in der Regel bereits durch diese bildgebenden Verfahren
detektiert, d.h. dass solche sehr hohen Werte oft gar nicht mehr auftreten und nicht fur
die Diagnosestellung notwendig sind. Es stellt sich also die Frage, unter welchen
Umstanden AFP im Serum erhoht ist, in der Bildgebung aber kein Tumor nachweisbar
ist. Daflr kann es zwei Griinde geben, namlich entweder, dass der Tumor sehr klein ist
oder dass er diffus infiltrierend wachst und radiologisch keine Randzone sichtbar ist.
Wenn der Tumor aber zu klein ist, um im Bild gesehen werden, ist er auch zu klein, um
behandelt zu werden. Wenn der Tumor aber diffus infiltriert, dann ist auch keine
kurative Therapie mehr moglich. Die Anwendung von AFP als diagnostisches Mittel
kann daher nur noch unter folgenden Umstanden empfohlen werden: Als
Kontrollparameter bei Patienten mit asymptomatischer, chronischer Lebererkankung
und als Bestatigung bei Patienten, bei denen mittels Ultraschall bereits ein Tumor in der
Leber vermutet wird. In Gegenden, in denen kein Ultraschall oder CT zur Verfliigung

steht ist die AFP-Bestimmung ebenfalls sinnvoll [55].

Mit Hilfe der Ang-2-Bestimmung im Serum koénnen HCC-Patienten von
Zirrhotikern und Gesunden unterschieden werden.

Daher liegt es nahe, Ang-2 und AFP als Tumormarker zu vergleichen. Es zeigte sich in
dieser Arbeit, dass durch Ang-2-Messung in allen Zirrhosestadien zwischen HCC und
Zirrhose unterschieden werden kann. Durch AFP-Bestimmung ist diese Unterscheidung
nur im Stadium Child C mdglich. Dieses Ergebnis kann einerseits dadurch begriindet
werden, dass Ang-2 den Ubergang zwischen benigner zu maligner Erkrankung besser
markiert und die Neubildung von TumorgefalRen besser widerspiegelt als AFP.

Andererseits spricht das Ergebnis dafiir, dass eine AFP-Erhdhung im Serum starker
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vom Stadium der Leberzellschadigung an sich abhangig ist. Entsprechend findet sich
AFP haufig bereits bei Leberzirrhose alleine erhéht und der Anstieg bei

Karzinomentstehung ist nicht mehr signifikant.

Die Diagnose eines HCC kann sich nicht auf ein einzelnes diagnostisches Mittel
stiitzen. Die Kombination mehrerer Verfahren ist hilfreich.

SchlieBlich wurde daher ermittelt, wie sich eine Kombination von Ang-2 und AFP als
Serummarker zu Diagnostik eines HCC eignet. Die Ergebnisse zeigten, dass sich eine
Kombination der beiden Marker dadurch auszeichnet, dass weniger HCC Ubersehen
werden wirden, wenn beide Marker kombiniert wirden. Sensitivitat und Spezifitat lagen
bei 82,3% und 80,65% flr die Kombination von Ang-2 und AFP als Serummarker. Das
Ergebnis dieser Arbeit zeigt eine AFP-Erhéhung bei insgesamt 71% der Patienten mit
HCC und entspricht vorherigen oben erwahnten Angaben aus der Literatur. Bei der
Kombination von AFP und Ang-2 als Serummarker wirden 89,3% der Falle ermittelt.
Wirde Ang-2 zusatzlich als Marker zur Diagnostik des HCC angewendet, kdnnte der
Tumor bei mehr Patienten diagnostiziert werden als mit der Bestimmung von AFP

allein.

In dieser Arbeit konnte kein eindeutiger Zusammenhang zwischen Verlauf,
Therapie und Ang-2 sowie AFP-Serumspiegeln nachgewiesen werden.

Die Anzahl von vier Patienten ist flr diese Untersuchung sicherlich zu klein. Es ware
sinnvoll, eine prospektive Studie zu planen, in der dieser Zusammenhang Uberprift wird
und bei der von Anfang an alle wichtigen Daten dokumentiert werden. Die retrospektive

Datenerhebung ist hierflr nur begrenzt geeignet.

Die Vor- und Nachteile der Anwendung von Tumormarkern miissen im Hinblick
auf die Anwendung von Ang-2 abgewogen werden.

Die Bestimmung des Ang-2-Serumspiegels ist nicht invasiv und kann im Rahmen von
Blutentnahmen bei Vorsorgeuntersuchungen von Risikopatienten vorgenommen
werden. Es ist grundsatzlich moglich, die Messung von Ang-2 im Serum laborchemisch
zu standardisieren. Eine Erhdhung von Ang-2 kann wie die anderer Tumormarker als
Hinweis auf das Vorliegen einer malignen Erkrankung gesehen werden, wenn sich mit
Hilfe anderer Mittel kein Verdacht ergibt. Die Bestimmung von Ang-2 kdénnte so

erganzend zur Diagnose des HCC oder der Leberzirrhose beitragen.
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Von Nachteil ist, dass Ang-2 wie AFP nicht spezifisch flr eine Zirrhose oder ein HCC
ist. Eine Erhohung dieses Proteins kann andere Ursachen wie Entzindungen oder
Tumore anderer Lokalitat oder Dignitat haben [8, 17-19]. Die vermehrte Expression von
Ang-2 kann in der chronisch geschadigten Leber ein Zeichen fir Regeneration des
Gewebes sein [71]. Es ist mdglich, dass es durch die Ang-2-Bestimmung im Serum zu
falsch-positiven Ergebnissen kommt wund durch die Veranlassung weiterer
diagnostischer Verfahren zusatzliche Kosten entstehen. Deshalb wird die Bestimmung
von Ang-2 wahrscheinlich immer Teil einer Kombination aus diagnostischen Mitteln
sein. Die Zuverlassigkeit von Ang-2 in der Diagnostik des HCC und der LZ muss
anhand weiterer Studien Uberprift werden.

Zusammenfassend ist mit der vorliegenden Studie die Moglichkeit ertffnet worden,
Ang-2 gemeinsam mit AFP bei der Diagnostik des HCC und der Leberzirrhose als

Serummarker zu etablieren.
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7. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Bedeutung der Serumspiegel von Ang-2 als Tumormarker
beim HCC untersucht. Es handelte sich um eine retrospektive Kohortenstudie an 131
Patienten mit HCC. Die Vergleichsgruppe bestand aus 180 Patienten mit Leberzirrhose
und 40 gesunden Probanden. Es konnte erstmals eine Erhohung von Angiopoetin-2 im
Serum von Patienten mit hepatozellularem Karzinom und mit Leberzirrhose
nachgewiesen werden.

Mit Hilfe der Ang-2-Bestimmung im Serum konnte sowohl zwischen Patienten mit HCC
und Gesunden als auch zwischen solchen mit HCC und solchen mit Leberzirrhose
unterschieden werden. Patienten mit HCC zeigten die héchsten Ang-2-Werte im Serum.
Die Messung von Angiopoetin-2 im Serum eignet sich auch zur Unterscheidung
zwischen Zirrhotikern und Gesunden. Obwohl sich bei Patienten mit Leberzirrhose
jedweder Genese erhohte Ang-2 Spiegel fanden, waren die Werte bei Patienten mit
HCV-bedingter oder ethyltoxischer Zirrhose am hdchsten.

Eine Kombination von Ang-2 und dem in der Diagnostik des HCC etablierten
Tumormarker AFP zur Diagnose eines hepatozellularen Karzinoms erwies sich in
dieser Studie als potentiell sinnvoll. Die gleichzeitige Verwendung beider Marker kdnnte
kiinftig dazu beitragen, den Tumor friher zu diagnostizieren und weniger Tumore zu
ubersehen.

In dieser Arbeit konnte kein Zusammenhang zwischen dem Ang-2-Serumspiegel und
dem Tumorstadium, bzw. dem histologischem Grading nachgewiesen werden. Auch ein
fortgeschrittenes Child-Stadium bei Patienten mit HCC korrelierte nicht mit einer
Erhéhung von Ang-2 im Serum. Die Ergebnisse untermauern die Rolle von Ang-2 bei
der Genese und Ausbreitung des HCC und lassen es mdglich erscheinen, Ang-2 kiinftig
als Tumormarker fur das HCC einzusetzen. Ein Anstieg von Angiopoetin-2 im Serum
kann den Ubergang von einer Leberzirrhose zu einem HCC oder ein Rezidiv nach
Therapie markieren. Der Serummarker Ang-2 kénnte aulerdem das Ansprechen auf
eine antiangiogenetische Therapie dokumentieren.

Die vorliegende Arbeit legt den Grundstein fir eine weitere diagnostische Option- die
Verwendung des Angiogenesemarkers Ang-2 zur Diagnostik eines weit verbreiteten,
aulerst malignen Tumors- des hepatozellularen Karzinoms.

Die Ergebnisse dieser Studie sollten anhand einer prospektiven Studie Uberprift

werden.
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8. Abkurzungsverzeichnis

v-GT
AFP

AL
ALT=GPT
Ang-1
Ang-2
Ang-3
Ang-4
ANOVA
APRI
ARDS
AST=GOT
AUC

Ci

Cox
CRP
CT
ELISA
FNH

G
GLDH
HBV
HCC
HCV
HDV
HIF

HIV
HMVEC
HRP
INR

Gamma-Glutamyltranspeptidase
Alpha-Fetoprotein
Afterloading-Therapie
Alanin-Amino-transferase
Angiopoetin-1

Angiopoetin-2

Angiopoetin-3

Angiopoetin-4

Analysis of variance

AST to platelet ratio index

Acute respiratory distress syndrome
Aspartat-Amino-transferase

Area under the curve

Cirrhose

Cyclooxygenase

C-reaktives Protein
Computertomographie

Enzyme linked immonosorbent assay
Fokal nodulare Hyperplasie
Grading

Glutamatdehydrogenase

Hepatitis B Virus

Hepatozellulares Karzinom
Hepatitis C Virus

Hepatitis D Virus

Hypoxia inducible factors

Human immunodeficiency virus
Human microvascular endothelial cells
Horseradish-peroxidase

International normalized ratio

88



kb

Ko

LTX
MLC
MRT
NASH
NSAID
NSCLC
PBC
PSC
ROC-Analyse
SBP
SIRS
STIKO
TACE
Tie2

TNF-a
TNM
VEGF

Kilobasen

Kontrolle

Lebertransplantation

Myosin light chain

Magnetresonanztomographie

Nicht-alkoholische Steatohepatitis

Non-steroidal antiinflammatory drugs

Non small cell lung cancer

Primare biliare Zirrhose

Primare sklerosierende Cholangitis

Reveiver operating curves-Analyse

Spontane bakterielle Peritonitis

Severe inflammatory response syndrome
Standige Impfkommission

Transarterielle Chemoembolisation

Tyrosine kinase with immunoglobuline and

epidermal growth factor homology domains 2

Tumornekrosefaktor-alpha

Tumor-lymphnode-metastasis

Vascular endothelial growth factor
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