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1 Einleitung

Jedes Jahr erhalten mehr als 600.000 Menschen die Diagnose eines hepatozelluldren
Karzinoms (HCC), womit das HCC weltweit das sechsthdufigste Karzinom darstellt. In den
letzten Jahren steigt die Inzidenz zunehmend an [Parkin 2005]. Aufgrund der sehr spit
auftretenden Symptomatik wird das HCC in 70 - 75 % der Fille erst in einem
fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert. Daher ist eine kurative Therapie, wie die
Leberteilresektion oder die Lebertransplantation, meist nicht mehr moglich. In diesen Féllen
muss auf palliative Therapiemaflnahmen zuriickgegriffen werden, wobei die transarterielle
Chemoembolisation (TACE) eine hdufig genutzte Therapieoption bei nicht kurablem

hepatozelluldrem Karzinom ist [Llovet 2008].

Die Therapieetfizienz der TACE wird derzeit mittels bildgebender Verfahren, wie Sonografie,
Computer- oder Magnetresonanztomografie beurteilt. Die Bewertung des Therapieerfolges ist
jedoch erst nach ein bis zwei Monaten in den bildgebenden Verfahren moglich. Zudem ist der
Einsatz der radiologischen Gerite sehr teuer und die Beurteilung des Therapieansprechens

stark untersucherabhingig.

Trotz der regionalen Applikation des Chemotherapeutikums bei einer TACE kommt es in
iber 50 % der Fille zu unerwiinschten Nebenwirkungen, wie beispielsweise dem

Postembolisationssyndrom mit Bauchschmerz, Ileus und Fieber [Bruix 2004].

Daher wire es hochst wiinschenswert, kostengiinstige Laborparameter zur Verfiigung zu
haben, die vor bzw. friihzeitig nach Therapie eine Aussage iiber die Therapieeffizienz der
TACE und das Survival des Patienten treffen konnen. So konnte man das therapeutische

Konzept frithzeitig anpassen und Nebenwirkungen einer erfolglosen Therapie vermeiden.

Geeignete Labormarker fiir pradiktive und prognostische Aussagen konnten leberspezifische
Funktions- und Syntheseparameter oder Zelltodprodukte sein, die im peripheren Blut des
Patienten  detektiert werden konnen. Diese Biomarker konnen Zeichen der

Leberzellschidigung sowie ein Hinweis auf eine Immunreaktion sein.

Bei Tumoren ist das Gleichgewicht zwischen Zellneubildung und Zelluntergang gestort und
es kommt zu einer {iibermdBigen Zellproliferation. Aufgrund der {ibermiBigen

Zellproliferation folgt auch vermehrt ein Absterben der Zellen. Wéhrend des Zelluntergangs,
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insbesondere der Apoptose, werden Zelltodprodukte, wie beispielsweise Nukleosomen,
freigesetzt. Die freigesetzten Nukleosomen werden anschlieBend von Makrophagen und
benachbarten Zellen phagozytiert. Wird die Phagozytosekapazitét liberschritten, gelangen die
freigesetzten Nukleosomen in die Blutzirkulation [Kerr 1994; Wyllie 1992]. Diese
zirkulierenden Nukleosomen kénnen mittels immunologischer Verfahren quantifiziert werden
[Holdenrieder 2001 A]. In niedrigen Konzentrationen sind Nukleosomen auch bei gesunden
Personen nachweisbar. Jedoch sind die Nukleosomenkonzentrationen in verschiedenen
benignen und malignen Erkrankungen in hoheren Konzentrationen messbar [Holdenrieder
2001 B]. Bei malignen Erkrankungen wurden erhohte Nukleosomenkonzentrationen sowohl
spontan als auch unter Radio- und Chemotherapie festgestellt und wurden hierbei auf ihren
Nutzen als préadiktiver und prognostischer Marker bei Tumorbehandlungen untersucht.
[Holdenrieder 2001 B; Kuroi 2001; Holdenrieder 2004 C; Kremer 2005; Miiller 2006]. Vor
allem bei Patienten mit einem Lungenkarzinom zeigen Nukleosomen grof3es Potential fiir die
frithzeitige Einschéitzung des Ansprechens einer systemischen Therapie [Holdenrieder 2004
C; 2006 B, 2008, 2009 B]. Dagegen wurden die Nukleosomen im Zusammenhang mit dem

hepatozelluldren Karzinom bisher nicht untersucht.

Diese Arbeit versucht zu klidren, ob die Freisetzung von Nukleosomen und anderen
Laborparametern innerhalb des ersten Tages nach einer transarteriellen Chemoembolisation
frithzeitig die Effizienz der Therapie anzeigen und zugleich eine Prognose tliber das Survival
des Patienten abgeben konnen. Dazu wurden Patienten mit einem hepatozelluldren Karzinom

in eine prospektive Studie eingeschlossen.

Im Einzelnen wurden folgende Fragen untersucht:

1. Werden Nukleosomen und weitere Laborparameter im Verlauf der TACE nach einem
typischen Muster freigesetzt?

2. Korrelieren die Nukleosomenwerte im Verlauf der Therapie mit anderen klassischen
Biomarkern wie AFP, Leberenzymen, Cholestaseparametern und Pankreasenzymen?

3. Korrelieren die Nukleosomenkonzentrationen und die weiteren Laborparameter mit dem
Therapieansprechen in den bildgebenden Verfahren?

4. Haben die Nukleosomenkonzentrationen und die weiteren gemessenen Laborparameter

eine prognostische Bedeutung fiir das Uberleben der Patienten?



2 Hintergrund

2.1  Hepatozelluldres Karzinom

Das hepatozellulidre Karzinom (HCC) gehort zur Gruppe der primaren Lebermalignome und
ist mit 80-90 % die mit Abstand haufigste Entartung dieser Gruppe. Primére Lebermalignome
sind maligne Neoplasien, die von lebereigenen Zellen ausgehen. Des Weiteren gehdren
cholangiozelluldre Karzinome zu dieser Gruppe, welche mit 10-15 % am zweithdufigsten
vorkommen. Selten findet man Gallenganszytadenokarzinome, Hepatoblastome, epitheloide
Héamangioendotheliome, Angiosarkome, embryonale Sarkome, Rhabdomyosarkome und

Lymphome [Hamilton 2000].

2.1.1 Epidemiologie

Das HCC ist weltweit bei Ménnern die flinfthdufigste Ursache fiir eine maligne Erkrankung,
wohingegen das HCC bei Frauen an achter Stelle steht. Zudem ist es bei Médnnern die
dritthdufigste krebsbedingte Todesursache. Méanner erkranken zwei- bis viermal so hdufig an
einem HCC wie Frauen. Der Altersgipfel liegt in den westlichen Landern zwischen 60 und 70
Jahren. In Asien und Afrika tritt die maligne Erkrankung meist ein bis zwei Jahrzehnte friiher
auf. Hier liegt die Inzidenz des HCC bei 20-40/100000, in den westlichen Lindern dagegen
bei unter 6/100000 [Mac Sween 2007; Parkin 2005]. In den letzten Jahren stieg die Inzidenz
sowohl in Europa als auch in den USA an [El Serag 1999].

2.1.2 Atiologie und Pathogenese

Die unterschiedliche regionale Verteilung des hepatozelluliren Karzinoms ist auf die
verschiedenen Risikofaktoren der Entstehung eines HCC zuriickzufiihren. Einer der
Hauptrisikofaktoren des HCC ist die Hepatitis B-Virus-Erkrankung (HBV), welche vor allem
in Asien und Afrika aufgrund des hohen Durchseuchungsgrades eine besondere Bedeutung
hat. Die onkogene Wirkung des Virus beruht auf der Integration der viralen DNA in das
humane Genom, was zu einer Instabilitit der menschlichen DNA fiihrt und Mutationen
verursachen kann. [Wang 1990; Chami 2000]. Es existieren verschiedene HBV-Genotypen,
welche unterschiedliches Potential in der Onkogenese des Leberzelltumors besitzen. So zeigt
der HBV Genotyp C, vor allem aber der Subgenotyp Ce, ein hohes Risiko der Induktion eines
Leberzellkarzinoms. Des Weiteren steigt das Risiko einer Tumorentwicklung bei Patienten
mit hoher Viruslast [Chan 2008].

Das in den Regionen Afrikas und Asiens gehduft vorkommende Mykotoxin Aflatoxin Bl

erhoht ebenfalls das Risiko an einem HCC zu erkranken. Eine Ursache fiir die karzinogene
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Wirkung des Aflatoxin Bl ist eine hdufig vorkommende Mutation des p53 Gens, einem
wichtigen Tumorsuppresorgen im Zellzyklus [Bressac 1991].

Auch das Hepatitis C-Virus (HCV) zédhlt zu den Risikofaktoren fiir die Entwicklung eines
HCC. Das HCV entwickelt seine onkogene Wirkung z.B. iiber Proteininteraktionen, welche
zur Inhibierung der Expression von p21, einem wichtigen Kontrollprotein im Zellzyklus,
fiihren [Lee 2002]. Die zunehmende Ausbreitung des HCV ist ein Grund fiir die zunehmende
Inzidenz des HCC in den westlichen Landern. Die Verdnderungen auf Zellebene durch HBV,
HCV und Aflatoxin B1 fiihren alle zu erhohtem Zellwachstum und konnen somit die
Hepatokarzinogenese verursachen.

In den westlichen Léndern ist der chronische Alkoholabusus neben dem HCV eine der
Hauptursachen fiir die Entstehung eines hepatozelluldiren Karzinoms durch
Wechselwirkungen mit zelluldren Oxidationssystemen, DNA-Reperaturmechanismen sowie
durch immunsuppressive Effekte. Auch die Leberzirrhose ist vermutlich durch eine
unspezifische FErhohung der zelluldren Proliferationsrate fiir ein erhohtes Risiko
verantwortlich. Uber 80 % der Patienten mit HCC leiden an einer Leberzirrhose [Schulte-
Frohlinde 2006].

Weiterhin entwickeln Patienten mit einer nicht-alkoholischen Steatohepatitis (NASH) gehauft
ein HCC. Eine NASH entsteht vor allem durch Adipositas, Hypertonie, Hyperlipiddmie und
Diabetes mellitus und kann zur Leberzirrhose fiithren [Bugianesi 2002].

Zu den weiteren Risikofaktoren gehoren metabolische Erkrankungen, wie etwa die
Hémochromatose, die Tyrosindmie, alpha-1-Antitrypsinmangel und der Morbus Wilson

[Schulte-Frohlinde 2006].

Die Hepatokarzinogenese ist ein langjdhriger, mehrstufiger Prozess, der mit einer chronischen
Leberschidigung beginnt, welche meist durch chronische Hepatitiden, hereditére
Erkrankungen und Alkoholabusus bedingt ist. Im weiteren Prozess kommt es zu einem
zirrhotischen Umbau der Leber, der als eine prikanzerdse Bedingung fiir die Entwicklung
eines HCC anerkannt ist. Daraufhin entwickeln sich pramaligne Lésionen, wie dysplastische
Foci, die kleiner als 0,1 cm sind, sowie dysplastische Knoten zwischen 0,1 und 2 cm Grofe.
Die nichsten beiden Stufen der Entwicklung bezeichnen Karzinome. Zunéchst entstehen
frithe, gut differenzierte HCC, die sich zu fortgeschrittenen, gering differenzierten HCC
weiterentwickeln (Abbildung 1) [Kern 2007].
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Abbildung 1 Karzinogenese des HCC (modifiziert nach [Kern 2007])

2.1.3 Pathologie

Hepatozelluldre Karzinome sind von Leberzellen ausgehende maligne epitheliale Entartungen
mit einer grolen Variationsbreite hinsichtlich ihrer makroskopischen und mikroskopischen
Charakteristika. HCC konnen als solitdre oder multifokale Tumorknoten auftreten oder ein
diffuses Wachstumsmuster zeigen. Die Ausbreitung des HCC erfolgt vor allem intrahepatisch
durch Tumorzellaussaat. Ebenso kann es per continuitatem zu einer Infiltration von Portal-
bzw. Lebervenendsten kommen, was zu einer Ausbildung von Tumorthromben fiihren kann.
Seltener ist beim HCC eine hdmatogene oder lymphogene Metastasierung zu beobachten.
Extrahepatische Metastasierungen treten vor allem in der Lunge, im Skelett, in der
Nebenniere, im zentralen Nervensystem und im Peritoneum auf, wobei auch andere Organe
betroffen sein konnen. Lymphogene Metastasierungen finden sich vor allem in den regionalen
peripankreatischen und hilusnahen Lymphknoten [Schulte-Frohlinde 2006].

Histologisch unterscheidet man beim HCC vier verschiedene Typen. Am haufigsten kommt
der trabekulédre Typ vor, ein hoch differenzierter Tumor mit hepatozytendhnlichen Zellen, der
in mehrschichtigen Zellbalken wichst. Der pseudoglandulidre und azindre Typ, ebenfalls ein
hoch differenzierter Tumor, bildet driisenartige Strukturen aus und kommt meist in
Kombination mit dem trabekuldren Typ vor. Ein méBig differenzierter Tumor ist der zirrhdse
Typ, der durch ein relativ zellarmes sklerosiertes Bindegewebe gekennzeichnet ist. Der solide
oder kompakte Typ ist ein schlecht differenziertes Leberkarzinom mit erheblicher
Zellpolymorphie, bei dem das trabekuldre Gewebemuster bereits aufgeldst ist. In den meisten
Féllen weisen die Karzinome jedoch eine ausgesprochene intratumordse Heterogenitit der
verschiedenen Typen auf [Tannapfel 2003].

Fiir die histopathologische Einteilung des hepatozelluldren Karzinoms ist die Klassifikation

der UICC (Union internationale contre le cancer) gebrauchlich. Hierbei sind vor allem



Tumorstadium, Anzahl der Herde, GefdBinvasion, GroBe und Beteiligung von

Nachbarorganen von Bedeutung (Tabelle 1).

pT |Primirtumor

TX  Primartumor kann nicht beurteilt werden
TO Kein Anhalt fiir Primartumor
T1 Solitdrer Tumor ohne Gefaflinvasion

T2  Solitdrer Tumor mit GeféBBinvasion oder multiple Tumoren <5 cm

T3 Multiple Tumoren > 5 cm oder Tumorinfiltration

in einen grofleren Ast der Leber- oder Portalvene(n)

T4 Kontinuierliche Tumorinfiltration in angrenzende Organe auller Gallenblase

oder Tumorperforation des viszeralen Peritoneums

PN |Regionire Lymphknoten*

NX Regiondre Lymphknoten konnen nicht beurteilt werden

NO  Keine regioniren Lymphknotenmetastasen

N1 Regiondre Lymphknotenmetastasen

pM |Fernmetastasen

MX Fernmetastasen konnen nicht beurteilt werden

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen

Stadiengruppierung
Stadium I T1 NO MO
Stadium I1 T2 NO MO
Stadium ITIA T3 NO M0
Stadium I1IB T4 NO MO
Stadium IIIC jedes T, N1 MO
Stadium IV jedes T, jedes N, M1

*Empfohlen wird die Untersuchung von mindestens 3 Lymphknoten; bei weniger
isolierten, dabei negativen Lymphknoten soll eine Klassifikation pNO erfolgen.

Tabelle 1 Histopathologische TNM-Klassifikation (modifiziert nach [Sobin 2009])

2.1.4 Kilinik

Aufgrund der meist sehr spit auftretenden Symptomatik, wird das hepatozelluldre Karzinom
bei 70-75 % der Patienten erst in einem fortgeschrittenen Tumorstadium erkannt. Bestehen
bei den Patienten Symptome, so klagen diese vor allem iiber einen Leistungsknick und einen
reduzierten Allgemeinzustand (60 %). Bei der Hélfte aller Patienten mit einem HCC kommt
es zu Oberbauchschmerzen, Vollegefiihl, Anorexie oder Gewichtsabnahme. 30 % der
Patienten haben bis zu diesem Zeitpunkt einen Aszites entwickelt und in etwa 15-20 % der

Faille sieht man einen Ikterus [Schulte-Frohlinde 2006].



2.1.5 Diagnostik

Allein aufgrund klinischer Symptome ist ein HCC nicht zu diagnostizieren, da bei einer
Leberzirrhose eine dhnliche Symptomtik auftreten kann. Daher ist es unerlésslich, weitere
Diagnostik zu betreiben.

Die Biopsie mit histopathologischer Begutachtung des verdédchtigen Leberrundherdes ist der
Goldstandard zur Diagnose eines HCC. Diese ist aber nur in unklaren Fillen zur Sicherung
der Diagnose indiziert, da bei 2-3 % der Patienten die Gefahr einer Metastasierung in den
Stichkanal besteht [Silva 2008].

Bei der Diagnose des hepatozelluliren Karzinoms spielt die Bildgebung eine entscheidende
Rolle, was vor allem auf die Phdanomene der arteriellen Hypervaskularisation und des vendsen
Washouts zuriickzufiihren ist. Diese beiden Phdnomene beruhen auf der Tatsache, dass die
Leber aus zwei Gefdllen, der Leberarterie (Arteria hepatica) und der Pfortader (Vena portae),
versorgt wird. Gesundes Lebergewebe wird vor allem durch die Pfortader versorgt,
wohingegen maligne Raumforderungen fast ausschlieBlich aus der Leberarterie versorgt
werden. Daher kommt es bei einer Bildgebung mit einem Kontrastmittel in der arteriellen
Phase zu einem stdrkeren Signal des malignen Prozesses als im gesunden Lebergewebe, was
als arterielle Hypervaskularisation bezeichnet wird. Dagegen reichert sich in der vendsen
Phase einer Bildgebung das Kontrastmittel vermehrt im normalen Lebergewebe an und das
Tumorgewebe zeigt eine geringere Aufnahme des Kontrastmittels, was als Washout-
Phéanomen bezeichnet wird [Sherman 2010]. Jedoch konnen diese beiden Phdnomene vor
allem in kleineren Tumorldsionen und bei gut differenzierten HCC fehlen. Weniger als 20 %
der Patienten mit einem hdchstens 3 cm groBlen und gut differenzierten Tumor zeigten in der
CT-Untersuchung mit Kontrastmittel eine arterielle Hypervaskularisation mit anschlieBendem
Washout [Yoon 2009].

Die drei Hauptpfeiler der Bildgebung des HCC sind die Sonographie, die
Computertomographie (CT) und die Magnetresonanztomographie (MRT). Als initiales
bildgebendes Verfahren wird meist eine Sonographie durchgefiihrt, da diese schnell verfiigbar
und preiswert ist. Die Ultraschalluntersuchung ist aber stark untersucherabhéingig und bei
einer Leberzirrhose schwer zu beurteilen [Kolligs 2010]. Zudem zeigt das HCC in der
Sonografie sehr unterschiedliche Verhaltensmuster. Kleine Tumore stellen sich haufig
homogen und echoarm dar, grole Tumorknoten hingegen inhomogen und echoreich [Yu
2004]. Ab einer GroBle von 1 cm gilt ein im Ultraschall detektierter Knoten in der Leber als
HCC verdichtig. Die Sensitivitdt der Sonografie liegt bei ungetfdhr 60 %, die Spezifitit bei 97

% [Colli 2006]. Betrachtet man aber Tumorldsionen kleiner als 2 cm, so sinkt die Sensitivitat



auf 349 % [Snowberger 2007]. Aufgrund der arteriellen Hypervaskularisation
hepatozelluldrer Karzinome kann mit Hilfe eines Farbdopplers durch die Darstellung des
Blutflusses sowohl die Sensitivitdt als auch die Spezifitit verbessert werden [Saar 2008].
Weiterhin konnen Sensitivitdit und Spezifitit durch den Einsatz eines Kontrastmittels im
Zusammenhang mit einer Ultraschalluntersuchung gesteigert werden. Dabei werden als
Kontrastmittel gut vertrdgliche Gasbldschen (,,Microbubbles®) verwendet, die zu einer
Verianderung des Reflexionsmusters im Gewebe fithren. Bei dieser Art der Sonografie werden
3 Phasen unterschieden: eine arterielle Phase, in der die Stirke der Vaskularisation des
Tumors festgestellt werden kann, eine portalvendse Phase und eine spite Phase, in denen
zwischen maligner und benigner Entitdt unterschieden werden kann [Claudon 2008]. Mit
dieser Methode werden Sensitivitidten von bis zu 87 % erreicht [Pompili 2008].

Nach der Detektion eines HCC-verdachtigen Herdes in der Sonografie, wird zur weiteren
Diagnostik ein MRT oder ein CT verwendet. Hierbei wird aufgrund seiner hohen Sensitivitat
von ungefdhr 81 % bei einer Spezifitdt von 85 % [Colli 2006] ein MRT von Colli et al. als
Schnittbildverfahren der ersten Wahl empfohlen. Das MRT profitiert von seinem hohen
Weichteilkontrast. In der T2 gewichteten Aufnahme stellt sich das HCC hyperintens dar, in
der T1 gewichteten Aufnahme zeigt es sich sehr heterogen [Yu 2004]. Bei der Feststellung
der TumorgroBe zeigt sich das MRT dem CT und der Sonografie liberlegen [Snowberger
2007]. Durch den Einsatz von Eisenoxiden oder dem Kontrastmittel Gadolinum kann die
diagnostische Kapazitit des MRT verbessert werden. Eisenoxide werden im gesunden
Lebergewebe von Kupferzellen phagozitiert. Da die Kupferzellen im Tumorgewebe nicht
vorhanden sind, konnen Eisenoxide bei der Unterscheidung von gesundem und malignem
Lebergewebe helfen [Schulte-Frohlinde 2006]. Bei der dynamischen Bildgebung mit dem
Kontrastmittel Gadolinum unterscheidet man vier verschiedene Phasen: 25 — 30 Sekunden
nach Kontrastmittelgabe folgt die arterielle Phase, nach 60 — 90 Sekunden die venose Phase,
nach 120 — 150 Sekunden die interstitielle Phase und nach 5 Minuten die spite Phase. Durch
die Verwendung von Gadolinum zeigt sich die typische arterielle Hypervaskularisation und
das vendse Washout in den Tumorldsionen des HCC [Ayyappan 2010].

Andere Gruppen favorisieren das multiphasische helikale CT (MPCT) als das bildgebende
Verfahren der Wahl bei der Diagnose und dem Staging des hepatozelluldren Karzinoms [Yu
2004; Lopez Hénninen 1998; Shapiro 1996]. Beim CT werden ebenfalls Kontrastmittel
verwendet, wobei hier ebenfalls vier verschiedene Phasen unterschieden werden: eine Phase
vor der Kontrastmittelgabe, eine arterielle Phase nach 25 Sekunden, eine portalvendse Phase

nach 70 Sekunden und eine spidte Phase nach 300 Sekunden. Dabei zeigt das HCC die



typische arterielle Hypervaskularisation in der arteriellen Phase und das venose Washout in
der portalvendsen und spidten Phase [Gomaa 2009]. Mit der MPCT erreicht man eine
Sensitivitdt von bis zu 100 % bei Tumoren groBer als 2 cm und bei Tumoren kleiner als 1 cm
werden bis zu 60 % erreicht [Kim 1999]. Die Effektivitdt der CT ist abhidngig von der
Injektion des Kontrastmittels und Tumorfaktoren, wie Grole und Hypervaskularisation
[Gomaa 2009]. In den letzten Jahren hat sich auch das CT durch die Multidetektor-CT
(MDCT) verbessert. Bei der MDCT werden in der arteriellen Phase eine frithe und eine spite
Phase unterschieden. Dieses bildgebende Verfahren hat bei Tumoren kleiner als 1 cm eine
Detektionsrate von 90 bis zu 95 % [Zhao 2007]. Daher ist es vor allem zur Fritherkennung gut
geeignet.

Eine weitere Modalitit zur Diagnosefindung eines HCC ist die Angiografie. Bei einer
Tumorgrofe kleiner als 5 cm hat sie eine Sensitivitdt von 82 % bis zu 93 % und eine
Spezifitit von 73 %. Bei TumorgroBen unter 2 cm sinken Sensitivitit und Spezifitét
[Takayasu 1986; Sumida 1986]. Sie ist heutzutage nicht mehr zur Diagnose eines HCC
indiziert, wird aber zur Vorbereitung auf interventionelle Therapieverfahren genutzt [Kolligs

2010].

Eine wichtige laborchemische diagnostische Maflnahme ist die Verlaufsbeobachtung des ;-
Fetoprotein (AFP). Das a,;-Fetoprotein ist ein 70 kDa Glykoprotein mit einer Halbwertszeit
von flinf bis sieben Tagen, welches im Dottersack, in nicht differenzierten Leberzellen und im
fetalen Gastrointestinaltrakt gebildet wird [Yao 2007]. Daher wird bei Neugeborenen ein
erhohter AFP-Wert gemessen, der innerhalb der ersten 12 Monate wieder abfillt [Adinolfi
1975]. Auch bei Patienten mit hepatozellulirem Karzinom werden erhohte Werte des a;-
Fetoprotein gemessen, welche jedoch nicht spezifisch fiir das HCC sind. Patienten mit
benignen Lebererkrankungen, Lebermetastasen oder nicht seminatdsen Keimzelltumoren des
Hoden konnen auch erhohte AFP-Serumkonzentrationen aufweisen. In den bisher
durchgefiihrten Studien variierten die Sensitivitidten von 39 % bis 65 % und die Spezifititen
von 76 % bis 94 % [Daniele 2004]. Daher ist die diagnostische Spezifitit des Tumormarkers
eingeschriankt und als alleiniges Diagnosekriterium ungeeignet [Okuda 1999]. Jedoch wird
der Einsatz des AFP in Kombination mit der Bildgebung von der NACB (National Academy
of Clinical Biochemistry) zum Screening von Hochrisikopatienten und zur Diagnose des HCC
empfohlen: So sollte bei Patienten mit Leberzirrhose, HBV- und HCV-Infektion alle sechs
Monate eine Screeninguntersuchung mit Sonografie und AFP-Bestimmung durchgefiihrt

werden [Sturgeon 2010]. Laut den AASLD (American Association for the Study of Liver



Diseases) Richtlinien von 2005 sichert ein AFP iiber 200 ng/ml und ein positiver Befund in
der Bildgebung die Diagnose eines HCC [Bruix 2001]. Neben Screening und Diagnose kann
das AFP zudem als Verlaufsparameter nach erfolgter Resektion oder Lebertransplantation
verwendet werden, um ein Rezidiv friihzeitig zu erkennen. Hierfiir sollten fiir zunichst zwei
Jahre alle drei Monate und spiter alle sechs Monate die AFP-Werte bestimmt werden
[Sturgeon 2010].

In den letzten Jahren wurden weitere Tumormarker entwickelt, zu denen die drei Parameter
AFP-L3 (Lens culinaris agglutinin-reaktive Fraktion des a;-Fetoprotein), DCP (des-gamma-
carboxyprothrombonin) und GPC-3 (Glypican-3) zdhlen. Das AFP-L3 ist eine Isoform des
AFP mit einer zusitzlichen Zuckerstruktur, welche stark an Lens culinaris agglutinin bindet.
DCP ist eine abnormale Form des Prothrombin, bei der keine abschlieBende Carboxylierung
der Prothrombin-Vorstufe stattgefunden hat. Dieser abschlieBende Vorgang fehlt aufgrund
einer defekten Genexpression, welche gehéduft bei Patienten mit HCC auftritt [Carr 2007]. In
einer Metaanalyse von Tateishi et al. aus dem Jahr 2008 zeigten sich beide Parameter dem
AFP iiberlegen. Vor allem kleine Tumore sind damit besser zu detektieren. Zusétzlich kann
das AFP-L3 besser maligne sowie benigne Prozesse unterscheiden [Tateishi 2008], und eine
hohere AFP-L3-Fraktion weist auf einen weniger differenzierten sowie weiter
fortgeschrittenen Tumor hin [Kumuda 1999]. Bei einem cut-off von 15 % erreicht dieser
Marker eine Sensitivitdt von 75 % bis zu 97 % und eine Spezifitit von 90 % bis zu 92 %
[Zhou 2006; Taketa 2002; Khien 2001]. Das DCP differenziert Patienten mit Zirrhose und
Patienten mit hepatozellulirem Karzinom mit einer Sensitivitit von 86 % und einer Spezifitat
von 93 %. Durch eine Kombination von AFP und DCP kann die Effizienz der Tumormarker
gesteigert werden [Volk 2007]. Zudem kann das DCP ebenfalls maligne und benigne Prozesse
in der Leber signifikant unterscheiden [Lamerz 1999]. GPC-3 ist ein {iber
Glycosylphosphatidylinositol in der Membran verankertes Protein, das sowohl im Gewebe als
auch im Serum von Patienten mit HCC detektiert werden kann. Die drei neuen Tumormarker
AFP-L3, DCP und GPC-3 sind aktuell noch nicht fiir den klinischen Einsatz geeignet, zeigen
jedoch gute Ansitze und miissen in weiteren Studien auf ihre Tauglichkeit untersucht werden

[Sturgeon 2010].

Die AASDL formulierte im Jahr 2005 folgende Diagnosekriterien: Bei Tumorknoten grofB3er
als 2 cm, die in einem bildgebenden Verfahren detektiert werden, sind entweder die typischen
Verhaltensmuster in der Bildgebung, die arterielle Vaskularisation und das vendse Washout,

oder ein AFP-Spiegel iiber 200 ng/ml zur Diagnose des HCC ausreichend. Sind diese
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Kennzeichen nicht vorhanden oder besteht keine Leberzirrhose, wird eine Biopsie notwendig.
Als bildgebende Verfahren sind die Sonographie, die CT und die MRT anerkannt. Bei
Tumoren zwischen 1 und 2 cm sollten zwei bildgebende Verfahren in einer zirrhotischen
Leber die typischen Charakteristika eines HCC zeigen, um die Diagnose zu sichern. Auch hier
sollte bei einer nicht zirrhotischen Leber eine Biopsie erfolgen. Lisionen, die kleiner als 1 cm
sind, sollten alle drei bis sechs Monate mit Hilfe einer Sonografie beurteilt werden [Bruix
2005].

Zur Verbesserung der bestehenden Diagnosemdglichkeiten, vor allem der friihzeitigen
Detektion kleiner Tumorherde, werden vermehrt genetische Besonderheiten des HCC
untersucht. Einige Gewebemerkmale wie zum Beispiel das Hitzeschockprotein 70 (HSP70),
GPC-3 [Capurro 2003], Telomerase Reverse Transcriptase (TERT), Serin/Threonin Kinase 15
(STK6) und Phospholipase A2 (PLAGI2B) [Marrero 2004] wurden mit Hilfe der
Polymerasekettenreaktion und Microarrays bereits entdeckt. In einer Studie mit 49 Patienten
wurde das Zelloberflachenprotein Glypican-3 bei HCC Patienten mit einer Sensitivitit von 83
% und einer Spezifitit von 96 % nach einer Feinnadelaspiration mittels einer
Immunzytochemie detektiert [Ligato 2008]. Ein 3-Marker-Panel mit Glypican-3, LYVE-1
und Survivin erreichte mit einer Sensitivitdt von 95 % und einer Spezifitit von 94 % sehr gute
Werte [Llovet 2006]. Bei einem weiteren 3-Marker-Panel mit GPC-3, Glutaminsynthetase
und HSP70 ergibt sich eine Sensitivitit flir die Diagnose eines frithen HCC von 70 % bei
einer Spezifitdt von 100 %, wenn mindestens 2 dieser Marker positiv sind. Jedoch sind in den
kommenden Jahren weiterfilhrende Untersuchungen notwendig, um diese Art der

Diagnosefindung zu optimieren [Di Tommaso 2009].

2.1.6 Staging und Prognose

Zur Einteilung des hepatozelluldren Karzinoms wurden verschiedene Modelle vorgeschlagen,
aber das ideale Staging System ist bis heute noch nicht gefunden worden. Die bei anderen
Tumoren tiibliche TNM-Einteilung ist beim HCC nicht geeignet, da wichtige Faktoren, wie
Leberfunktion und Leberzirrhose fehlen. Die UICC hat anhand der Tumorgrofle, dem
Lymphknotenstatus und der Metastasierung eine Stadieneinteilung erstellt; allerdings
beriicksichtigt auch diese nicht die Leberfunktion [Edge 2010]. TNM- und UICC-Einteilung
sind identisch mit der histopathologischen Klassifikation des HCC.

Im Jahr 1985 verdffentlichte Okuda et al. eine erste klinische Stadieneinteilung unter

Beriicksichtigung des Ausmalles des Leberbefalls und der funktionellen Parameter. Hierbei
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konnen drei Stadien unterschieden werden. Die medianen Uberlebenszeiten betragen fiir
Stadium I 11 Monate, fiir Stadium II 3 Monate und fiir Stadium III 1 Monat.

Ab Ende der neunziger Jahre wurden weitere Staging Systeme in Italien [Farinati 2000],
Spanien [Llovet 1999 A], Frankreich [Chevret 1999], Osterreich [Schoniger-Hekele 2001]
und Japan [Tateishi 2005] entwickelt. Die genannten Systeme sind in Tabelle 2 und Tabelle 3
aufgefiihrt.

Alle genannten Staging Systeme wurden in mehreren grofleren Studien untersucht, wobei
keines fiir das gesamte Patientenkollektiv iiberzeugende Ergebnisse erreichte. Fiir Patienten in
palliativer Situation ist der CLIP-SCORE (Clinic of the Liver Italian Program)
empfehlenswert [Collette 2008; Camma 2008], den auch das American Joint Committee on
Cancer (AJCC) fiir das primédre Staging empfiehlt [Henderson 2003]. Bei Patienten mit
kurativem Therapieziel ist die Einteilung nach BCLC (Barcelona Clinic Liver Carcinoma)
dem CLIP-SCORE iiberlegen [Cillo 2004; Camma 2008]. Die BCLC-Gruppe hat in Threm
System auch den Allgemeinzustand des Patienten anhand des Performance-Status nach
ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group) integriert, bei dem in Abhédngikeit von
Leistungsfahigkeit, Aktivititszustand, Erfiillung von Alltagstdtigkeiten sowie Hilfs- und
Pflegebediirftigkeit dem Patienten einen Punktwert von 0 - 5 zugeteilt wird. Der Gegenpart
des ECOG-Performance-Status ist der Karnoffsky-Index, welcher die Patienten nach ihrem
Leistungsstatus von 0 - 100 % einteilt [Ma 2010]. Der im Jahr 2005 von Tateishi et al.
entwickelte Tokyo-Score zeigt sich vor allem bei Patienten in einem sehr frithen Stadium der
Tumorerkrankung, die einer chrirugischen Resektion oder einer ablativen Therapie
zuginglich sind, dem BCLC etwas iiberlegen. Dagegen ist der Tokyo-Score bei Patienten in
einem fortgeschrittenen Stadium weniger geeignet [Tateishi 2005]. Die weiteren zwei Staging
Systeme GRETCH (Groupe d’Etude et de Traitment du Carcinome Hepatocellulaire)
[Chevret 1999] und VISUM (Vienna survival model for HCC) [Schoniger-Hekele 2001] sind
den anderen unterlegen. In den nichsten Jahren ist eine Weiterentwicklung der bestehenden
Staging Systeme ndétig, um ein einheitliches System fiir alle Patienten mit hepatozellulirem
Karzinom zur Verfiigung zu haben.

In Tabelle 4 werden die Prognosen der Patientengruppen anhand der verschiedenen Staging
Systeme aufgezeigt. Hierbei wird deutlich, dass das hepatozelluldre Karzinom insgesamt eine
sehr schlechte Prognose aufweist. Aufgrund der meist sehr spiten Diagnose eines HCC,
konnen in diesen Stadien nur palliative TherapiemaBBnahmen durchgefiihrt werden. Durch die
verschiedenen Patientenkollektive, die in den einzelnen Studien untersucht wurden,

resultieren deutliche Unterschiede in den Uberlebensdaten.

12



Klassifikation | Stadium | Kriterien
Tl Solitdrer Tumor ohne Gefaflinvasion
Solitdrer Tumor mit Gefallinvasion oder multiple
T2
Tumoren < Scm
T3 Multiple Tumoren > 5 cm oder Tumorinfiltration in einen
grofleren Ast der Leber- oder Portalvene(n)
™M Kontinuierliche Tumorinfiltration in angrenzende Organe
T4 auBBer Gallenblase oder Tumorperforation des viszeralen
Peritoneums
N1 Regionale Lymphknotenmetastasierung
M1 Fernmetastasen
I T1 NO MO
II T2 NO MO
IITA | T3 NO MO
vice 1B | T4 NO MO
IIC |Jedes T, N1 MO
v Jedes T, jedes N, M1
I 0 Punkte
II 1-2 Punkte
Okuda 111 3-4 Punkte
Je 1 Punkt, wenn Tumor > 50 % des Lebervolumens,
Aszites vorhanden, Bilirubin > 3 mg/dl, Albumin < 3 g/dl
A ECOG 0
Al1-3 | Okuda 1, solitirer Konoten
Al Wenn keine portale Hypertension und Bilirubin normal
A2 Wenn portale Hypertension und Bilirubin normal
A3 Wenn portale Hypertension und Bilirubin erhoht
Ad Child-Pugh A oder B, Okuda I oder II, 2 oder 3 Knoten <
3cm
Child-Pugh A oder B
BCLC B Okuda I oder II
ECOG 0
Multiple Tumorknoten, wenigstens einer > 3 cm
Child-Pugh A oder B
C Okuda I oder 11
ECOG 1-2 oder vaskulére Invasion oder extrahepatische
Ausbreitung
D Child-Pugh C
Okuda IIT oder ECOG 3-4

Tabelle 2 Stadieneinteilungen nach TNM, UICC, Okuda und BCLC (modifiziert nach [Neuhaus und Wittekind
20077])
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Klassifikation | Kriterien Punkte
Karnoffsky-Index (%) = 80 0
<80 3
e <50 0
Serumbilirubin (umol/l = 17,1x[mg/dL]) > 50 3
GRETCH Alkalische Phosphatase: Vielfaches des |>2 0
oberen Grenzwertes <2 2
<35 0
AFP (ng/l = ng/ml) >35 >
Sonographisch bestimmte Nein 0
Portalobstruktion Ja 1
Bilirubin (mg/dL) =2 0
>2 1
. . ‘o > 70 0
Prothrombin-Zeit (%) =70 1
AFP (kU/L = 1,2 x [ng/ml]) = gg (1)
VISUM

Tumor im Verhéltnis zur Leber =50% 0
> 50 % 1
VergroBerte Lymphknoten IJ\;eln (1)
Pfortaderthrombose Nein 0
Ja 1
A 0
Child-Pugh-Klassifikation B 1
C 2
< 50 % Befall, solitir 0
cLpp | Tumorausbreitung (dinisch) ;51 ﬁiZieBefa“’ 1
> 50 % Leberbefall 2
<400 ng/ml 0
AFP > 400 ng/ml 1
Portalvenenthrombose (Stamm und/oder |Nein 0
rechter oder linker Hauptast) Ja 1
>35 0
Albumin (g/dl) 2,8-3,5 1
<2,8 2
<1 0
Bilirubin (mg/dl) 1-2 1
Tokyo > 2 2
<2 0
Tumorgrsfle (cm) 2-5 1
>35 2
<3 0

Anzahl der Tumoren
>3 2

Tabelle 3 Stadieneinteilung nach, GRETCH, VISUM, CLIP-SCORE und Tokyo-Score (modifiziert nach
[Neuhaus und Wittekind 2007; Schoniger-Hekele 20017])
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Klassifikation Punkte/Stadium | Uberlebensrate (%) |Medianes Uberleben (Mon.)
1-JUR
Okuda I 40-50 11
11 15-20 3
111 3 1
3-JUR
BCLC A 51 36,9
B 27,9 13,8
C 3,3 2,9
D 2,6 1,6
1-JUR
GRETCH 0 70-80
1-5 30-35
6-11 4-7
VISUM 0-2 15,2
3 7,2
4-6 2,9
3-JUR
CLIP-SCORE 0 75 31
1 68 27
2 32 13
3 22 8
4 0 2
5 0 2
5-JUR
Tokyo-Score 0 78,7
1 62,1
2 40
3 27,7
4-6 14,3

Tabelle 4 Uberlebensraten und medianes Uberleben nach den einzelnen Staging Systemen fiir das
hepatozelluldre Karzinom (modifiziert nach [Neuhaus und Wittekind 2007; Wang 2008; Schoniger-Hekele

20017)

2.1.7 Therapie

Eine Heilung des hepatozelluldren Karzinoms ist grundsétzlich nur durch vollstindige

Entfernung oder Zerstorung des Tumors mdglich, was vor allem durch chirurgische

Maflnahmen wie Tumorresektion oder Lebertransplantation (LTX) erzielt werden kann. Bei

einigen Patienten ist es allerdings auch durch lokale Therapieverfahren, wie beispielsweise

der Radiofrequenzablation (RFA), gelungen, eine komplette Tumornekrose zu erreichen
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[Llovet 2008]. Jedoch ist bei etwa 70-75 % der HCC-Patienten wegen der meist erst spéten
Diagnosestellung keine chirurgische Therapie mehr moglich. Diese Patienten kénnen nur mit
palliativen MaBBnahmen behandelt werden, um das Fortschreiten der Krankheit zu verzogern
und die Symptome zu verringern. Zu diesen Verfahren zéhlen vor allem die RFA, die
perkutane Ethanolinjektion (PEI) und die transarterielle Chemoembolisation (TACE). Wenn
auch diese MafBlnahmen nicht mehr mdglich sind, beziehungsweise vom Patienten nicht
gewiinscht werden, konnen auch medikamentdse Therapien, wie der Multikinaseinhibitor

Sorafenib (Nexavar+), zum Einsatz kommen.

Leberresektion

Die Therapie der Wahl bei Patienten mit hepatozelluldirem Karzinom ist die vollstindige
Resektion des Tumors. Die Tumorresektion ist jedoch nicht nur durch die Gréf3e des Tumors
limitiert, sondern auch durch die meist verminderte Leberfunktion. Schon bei Erstdiagnose ist
die Leberfunktion durch die vorhandene Leberzirrhose hiufig eingeschridnkt. Da bei
ausgepragter Leberzirrhose postoperative Komplikationen, wie akutes Leberversagen, hiufig
auftreten, sollte bei Patienten mit zirrhotischer Leber eine genaue Selektion erfolgen und eine
optimale postoperative Uberwachung gewihrleistet sein [Llovet 2003 A]. Die hdchsten
Uberlebensraten nach Resektion zeigen Patienten mit solitiren Tumoren, fehlender
GefaBinfiltration und Child-Pugh Stadium A (Tabelle 5), das einer guten Leberfunktion
entspricht [Arii 2000; Llovet 1999 B].

Kriterium 1 Punkt 2 Punkte 3 Punkte Einheit
Serum-Bilirubin (gesamt) <2,0 2,0-3,0 >3.0 mg/dl
Serum-Albumin >3.5 2,8-35 <2,8 g/dl
INR <1,7 1,7-2,2 >2.2

Aszites im Ultraschall keiner leicht mittelgradig

hepatische Enzephalopathie |keine Stadium I-II Stadium III-1V
Child-Pugh Stadium Punkte

A 5-6

B 7-9

C 10-15

Tabelle 5 Child-Pugh Punkteeinteilung
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Somit ist die Tumorresektion vor allem fiir Patienten ohne Leberzirrhose und guter
funktioneller Leberreserve geeignet [Song 2004]. Gute Pidiktoren fiir eine ausreichende
Leberfunktion sind im Referenzbereich liegende Bilirubinwerte und ein Portalvenendruck
kleiner als 10 mmHg [Murakami 2001]. Durch eine Selektion der Patienten wurden 5-
Jahrestiberlebensraten von bis zu 50 % und eine Senkung der perioperativen Mortalitdt auf
circa 3 % erreicht [Bruix 2005]. Trotz einer RO-Resektion, die einer vollstindigen
Tumorentfernung entspricht, kommt es innerhalb der ersten 5 Jahre bei etwa 70 % der
erfolgreich resezierten Patienten zu Neubildungen eines hepatozelluldren Karzinoms [Okada
1994; Adachi 1995; Imamura 2003]. Hierbei handelt es sich in ungefdhr 60-70 % der
Rezidive um intrahepatische Metastasen und in 30-40 % der Fille um neue Tumoren [Chen
2000; Finkelstein 2003], die im Vergleich zu den intrahepatischen Metastasen meist erst zwei

Jahre nach der erstmaligen Tumorresektion auftreten [Imamura 2003].

Lebertransplantation

Bei nicht resezierbarem HCC kann eine Lebertransplantation (LTX) in Betracht gezogen
werden, falls keine extrahepatische Metastasierung und keine GefdBBinvasion vorliegen
[Bismuth 1993; Mazzaferro 1996].

Der grofle Vorteil der Lebertransplantation ergibt sich aus der Tatsache, dass Tumor und
Leberzirrhose zugleich entfernt werden. Durch die Entfernung des gesamten Organs konnen
keine Regenerationsprozesse induziert werden, die zu einer Proliferation residualer
Tumorzellen Anlass geben [Schwartz 2004]. Aulerdem kommen fiir diese Therapiemodalitit
auch Patienten mit eingeschrankter Leberfunktion in Frage.

Im Jahr 1996 formulierten Mazzaferro et al. die Milan-Kriterien, welche auch heute noch in
vielen Therapiezentren als Richtwerte in Anspruch genommen werden. Diesen Kriterien
zufolge konnen vor allem Patienten mit solitirem Tumor kleiner als 5 cm oder maximal 3
Tumorknoten kleiner als 3 cm von eimner LTX profitieren. Dabei liegt die 5-
Jahresiiberlebensrate mit 70 % hoher als bei chirurgischer Resektion des Tumors und die
Rezidivrate liegt bei etwa 15 % [Mazzaferro 1996].

Neben der notwendigen lebenslangen Immunsuppression zeigte sich im Verlaufe der Jahre ein
weiteres Problem. Durch die ansteigende Inzidenz des HCC stehen nicht mehr geniigend
Spenderorgane zur Verfiigung. Dadurch entstehen fiir die Patienten immer lédngere
Wartezeiten, was hdufig dazu fiihrt, dass Patienten die Milan-Kriterien nicht mehr erfiillen
und somit nicht mehr transplantiert werden koénnen [Llovet 1999 B]. Um dieses Problem zu

beheben, gibt es verschiedene Losungsansitze. So wird vor allem in Asien vermehrt auf eine
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Lebertransplantation eines Lebendspenders (LDLT) zuriickgegriffen, bei der einem gesunden
Spender ein Teil seiner Leber entnommen wird und dem HCC-Patienten transplantiert wird.
In Asien hat sich die Anzahl dieses Therapieverfahrens in den letzten 10 Jahren verzehnfacht
[Lee 2009]. Dadurch wird die Wartezeit des Empfingers verkiirzt und ein Uberschreiten der
Milan-Kriterien verhindert [Sarasin 2001]. Einige Studien entdeckten keine Unterschiede
beziiglich des Uberlebens und der Rezidivrate bei Patienten, die eine Leber aus einer
Lebendspende und einer Totspende erhielten [Lee 2009]. Jedoch zeigte eine amerikanische
Studie gegensitzliche Ergebnisse, im Sinne einer erhohten Mortalitdt bei Spender und
Empfianger sowie einer erhohten Rezidivrate nach einer Lebendspende [Fisher 2007].
AuBerdem stehen derzeit keine Ergebnisse iiber einen ldngeren Zeitraum hinweg zur
Verfligung, und die Frage der Kostensenkung ist noch nicht abschlieBend geklart. Eine
Lebendspende ist laut Sarasin zu empfehlen, wenn die Wartezeit langer als 7 Monate fiir eine
Lebertransplantation betragen wiirde [Sarasin 2001]. Weiterhin empfiehlt die UNOS (United
Network for Organ Sharing), dass Patienten mit HCC-Knoten gréBer als 2 cm zundchst vor
Patienten mit kleineren Herden transplantiert werden [Freeman 2004]. Zudem wird versucht,
durch adjuvante Therapieverfahren, wie der transarteriellen Chemoembolisation, der
chirurgischen Resektion oder der Radiofrequenzablation das Tumorwachstum zu verhindern
oder den Tumor zu verkleinern. Fiir diese Vorgehensweise hat man bis heute jedoch noch

keinen Vorteil fiir das Uberleben gefunden [Llovet 2008].

Perkutane Ethanolinjektion

Bei der PEI handelt es sich um ein perkutanes Ablationsverfahren, bei dem reiner Alkohol
sonographisch gesteuert in den Tumorknoten injiziert wird. Danach verteilt sich der Alkohol
im Tumorgewebe und verursacht durch Proteindenaturierung, Dehydratation und Thrombose
der tumorversorgenden GefdBe eine Tumorischdmie und -nekrose, wobei das umliegende
Gewebe geschont wird [Zuber-Jerger 2004]. Diese Form der Therapie ist daher meist sehr gut
vertrdglich und zudem sehr kostengiinstig. Bei Tumoren kleiner als 3 cm konnen in 70-80 %
der Fille komplette Nekrosen erzielt werden [Vilana 1992]. Bei Child-Pugh A Patienten
werden 5-Jahresiiberlebensraten von ungefahr 50 % erreicht. [Lencioni 2005; Sala 2004]. Bei

groBeren Tumoren hingegen sind die Ergebnisse unbefriedigend [Castellano 1997].

Radiofrequenzablation
Die RFA zdhlt neben der PEI zu den perkutanen Ablationsverfahren. Radiofrequenzen von

etwa 480-500 kHz flihren durch eine lokale Hyperthermie zu thermischen Gewebeschidden im
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behandelten Lebergewebe, die sich histologisch als Koagulationsnekrosen zeigen [Lencioni
2003]. Dabei stehen verschiedene Elektroden mit einer oder mehreren gekiihlten Spitzen zur
Verfligung, die perkutan mittels bildgebender Unterstiitzung, laparoskopisch oder bei einer
Laparotomie ins Tumorgewebe eingebracht werden kdnnen. Der Vorteil der RFA gegeniiber
der PEI besteht darin, dass weniger Therapiesitzungen nétig sind, um gleich gute oder sogar
bessere Ergebnisse in den Nekrosearealen zu erreichen [Lencioni 2005]. Zudem sind die
Ansprechraten bei Tumoren zwischen 3 und 5 cm bei einer RFA {iberzeugender. Bei einer
randomisierten Studie mit 238 HCC-Patienten mit solitiren Tumoren kleiner als 5 cm oder
maximal 3 Tumorknoten kleiner als 3 cm, zeigte sich bei Patienten mit einer RFA ein
signifikant hoheres 4-Jahresiiberleben als bei Patienten, welche mit einer PEI behandelt
wurden (74 % bzw. 57 %) [Shiina 2005]. Nachteile gegeniiber der PEI ergeben sich jedoch
durch die hoheren Kosten und die haufigeren Nebenwirkungen. Bei beiden Verfahren kommt
es in etwa 50 % der Behandlung zu Abdominalschmerzen, seltener zu Fieber und sehr selten
zu Abszessen oder Hamatomen. Patienten, die mit einer RFA behandelt werden, zeigen
hiufiger bronchobilidre Fisteln, Magenperforationen, Hautverdtzungen und Leberinfarkte als
bei einer PEI, jedoch kommen diese Nebenwirkungen sehr selten vor [Mahnken 2009]. Die
Rezidivraten nach RFA sind mit der chirurgischen Resektion vergleichbar. Nach drei Jahren
entwickeln sich bei 50 % der Patienten Rezidive, nach fiinf Jahren liegt die Rezidivrate bei 70

% [Castellano 1997; Ishii 1996].

Transarterielle Chemoembolisation

Bei Patienten mit inoperablen oder multilokuldren Tumoren, bei denen eine PEI oder RFA
kontraindiziert ist, stellt die transarterielle Chemoembolisation (TACE) die Therapie der Wahl
dar.

Die Moglichkeit einer TACE ergibt sich dadurch, dass Tumore hauptsichlich oder auch
ausschlieBlich durch die Leberarterie versorgt werden, wohingegen die Leber vor allem durch
die Pfortader mit Blut versorgt wird [Nakashima 1987]. Zundchst wird ein
Chemotherapeutikum, meist Doxorubicin oder Cisplatin, zusammen mit der Trigersubstanz
Lipiodol, wihrend einer Angiografie direkt in die tumorversorgende Arterie injiziert. Lipiodol
ist ein oliges Kontrastmittel, welches mehrere Wochen oder einige Monate selektiv in den
Tumorldsionen gespeichert wird. AnschlieBend wird mittels einer hdmostatischen Substanz,
wie beispielsweise dem Gelatinepartikel Gelfoam® (Pfizer; New York; USA), der arterielle
Zufluss zum Tumor okkludiert. Die Rekanalisation der okkludierten Arterie setzt beim

Gelfoam® innerhalb der ersten beiden Wochen ein [Vogl 2009]. Durch die Kombination aus
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Okklusion der tumorversorgenden Arterie und lokaler Chemotherapie wird einerseits eine
Tumorischdmie verursacht und andererseits eine hohe Dosis und eine verldngerte Kontaktzeit
des Chemotherapeutikums im Tumor erreicht. Dariiberhinaus wird das umliegende
Lebergewebe geschont und die Durchblutung des gesunden Lebergewebes durch die
Pfortader bleibt erhalten. Die zumeist benutzten Medikamente Doxorubicin und Cisplatin
zeigen vergleichbare Ergebnisse. Weiterhin werden auch Epirubicin und Mitomycin C
verwendet [Bruix 2004; Marelli 2007]. Es ist aber noch nicht abschlieBend geklért, ob durch
eine alleinige Embolisation der tumorversorgenden Arterie ohne zusitzliche Gabe eines
Chemotherapeutikums der gleiche Uberlebensvorteil zu erzielen ist [Kolligs 2010]. In den
letzten Jahren wurde ein neues System entwickelt, welches aus mit Doxorubicin beladenen
Partikeln (drug-eluting beads) besteht, die das Chemotherapeutikum langsamer an das
umgebende Gewebe abgeben. Es konnten im Vergleich zur konventionellen TACE die
gleichen therapeutischen Effekte mit geringeren Nebenwirkungen erzielt werden [Varela
2007].

Trotz der regionalen Applikation des Chemotherapeutikums kommt es bei 60 bis 80 % der
behandelten Patienten zu einem Postembolisationssyndrom, welches die Symptome
Bauchschmerz, Ileus und Fieber umfasst. In weniger als 10 % der Fille kommt es zu einer
ischdmischen Cholezystitis, einem Leberabszess oder einer bilidren Striktur. Die Mortalitit
bei der TACE liegt etwa bei 4 % [Bruix 2004].

Aufgrund der oben beschriebenen Nebenwirkungen und der nicht vernachlédssigbaren
Mortalitétsrate sind verschiedene Kontraindikationen zu beachten. So zdhlen das Child-Pugh
Stadium C, extrahepatische Metastasen, karzinombedingte Symptome, erniedrigte
Thrombozytenzahlen (unter 50.000/ul) oder eine eingeschrinkte Nierenfunktion zu den
Kontaindikationen fiir die Durchfiihrung einer TACE. Ausgeschlossen sind zudem Patienten
mit Shunts, Pfortaderthrombose und hepatofugalem Blutfluss [Forner 2006].

Die TACE zeigt im Gegensatz zur konservativen Behandlung bei Patienten mit
fortgeschrittenem Tumorstadium einen signifikanten Uberlebensvorteil [Llovet 2002]. Auch
bei einer Metaanalyse von Bruix et al. von 7 randomisierten Kontrollstudien entdeckte man,
dass die TACE einer symptomatischen Behandlung {iberlegen ist, denn nach 2 Jahren lebten
noch 41 %, der mit einer TACE behandelten Patienten, jedoch nur 27 % der symptomatisch
behandelten Patienten. Als unabhiingige pridiktive Faktoren fiir das Uberleben, die bereits vor
Beginn der TACE erhoben wurden, gelten Tumorgrofle, Gefaflinvasion, AFP-Spiegel, Child-
Pugh Stadium, Bilirubin-Spiegel, Aszites, der Karnoffsky Index und der Performance Status
[Bruix 2004].
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Das Ansprechen des Tumors sollte 4-6 Wochen nach der TACE mittels bildgebender
Verfahren evaluiert werden. Hierfiir sind zwei Merkmale des Tumors entscheidend: die
GroBenverdnderung und die Vitalitit. Die Verdnderung der TumorgroBe vor und nach
Therapie wird anhand der RECIST-Kriterien eingeteilt (Tabelle 6). Im Gegensatz zu den
WHO-KTriterien von 1981 [Miller 1981], bei denen die Tumordiameter in zwei Dimensionen
gemessen wurden, wird bei Tumorknoten nach den RECIST-Kriterien nur der grof3te
Tumordiameter in einer Dimension ermittelt [Therasse 2000]. Jedoch wird die alleinige
Einteilung des Therapieansprechens nach den RECIST-Kriterien von der EASL abgelehnt, da
neben der Abnahme der TumorgréBe auch die Vitalitdt des Tumors von grofler Bedeutung ist.
Daher empfiehlt die EASL in den erweiterten RECIST-Kriterien auch die vitalen Anteile des
Tumors und Tumornekrosen zu beriicksichtigen [Bruix 2001]. In der Literatur findet man
verschiedene Empfehlungen im Hinblick auf die verwendete bildgebende Modalitit. Die
Kennzeichen der Tumornekrose im CT sind die Lipiodolaufnahme im Tumorgewebe und das
Fehlen der arteriellen Hypervaskularisation des Tumorknotens [Brown 2006]. Im MRT
kommt eine Nekrose hypointens zur Darstellung und ein weiterhin vitaler Tumor als
hyperintens, was jedoch ebenso entziindetes oder hdmorrhagisches Gewebe sein kann
[Assumpcao 2008]. Fiir die Beurteilung der Lipiodolspeicherung im Tumor ist die CT
vorzuziehen, da bei einer nativen CT-Aufnahme das Lipiodol hyperdens zur Darstellung
kommt. Jedoch ist die GroBBenbestimmung des Tumors im CT nur bedingt zu ermitteln, da das
Lipiodol bei einer Kontrastmittel-verstirkten Aufnahme die genaue GroBenbestimmung
behindert. Hierfiir ist das MRT besser geeignet [Vogl 2002]. AuBBerdem kann auch anhand des
Diffusions-gewichteten MRT ein Therapieansprechen angezeigt werden, wobei die Bewegung
der Wassermolekiile im Gewebe detektiert wird. Hierbei hilft die Bestimmung eines
Diffusionskoeffizienten (ADC). Steigt dieser Koeffizient an, spricht dieser Anstieg fiir eine
Tumornekrose [Vossen 2006]. Im Allgemeinen wird die Bewertung des Therapieansprechens
mittels CT bevorzugt [Lim 2005].

Letztlich ergibt sich der klinische Erfolg einer transarteriellen Chemoembolisation allerdings
vor allem aus dem Uberlebensvorteil des Patienten [Brown 2006]. Eine erneute TACE sollte
bei Tumorprogression oder partieller Tumornekrose und bestehender Hypervaskularisation

durchgefiihrt werden [Thabet 2008].
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Therapieansprechen Tumorgrofie im Vergleich zur vorherigen Bildgebung

Complete Response (CR) Kein Tumor mehr in der Bildgebung

Partial Response (PR) Abfall der GroBie > 30%
Stable Disease (SD) Abfall der GroBle < 30% und Anstieg < 20%
Progressive Disease (PD) Anstieg der Gréfle um > 20% oder neue Tumorldsionen

Tabelle 6 RECIST-Kriterien fiir solide Tumoren [Therasse 2000]

Fiir Patienten und Therapeuten wire es von groflem Vorteil schon frithzeitig nach der
Therapie zu erkennen, ob die TACE erfolgreich war, um bei Misserfolg einen
Therapiewechsel durchfiihren zu koénnen. Dafiir hat Khaddari et al. mehrere Parameter drei
bis vier Wochen nach der ersten TACE untersucht. Jedoch konnte keine der untersuchten
Variablen, wie die AFP-Verdnderung zum prétherapeutischen Wert, die Lipiodolspeicherung
im Tumor und das Erkranken an einem Postembolisationssyndrom, das Survival mit
ausreichender Sicherheit vorhersagen [El Khaddari 2002].

In einer weiteren Studie zeigte Sacco et al., dass bei einer selektiven TACE-Therapie ein
signifikanter Anstieg des Leberenzyms Glutamatoxalacetattransaminase (GOT), des
Cholestaseparameters Bilirubin und der Prothrombinzeit 24 Stunden nach Therapie erfolgt.
Jedoch fallen diese Werte im Verlauf wieder ab und die Leberfunktion bleibt im
Langzeitverlauf konstant [Sacco 2009].

In neuen Studien werden die unterschiedlichen Therapieverfahren kombiniert. Bei einer
Kombination von TACE und RFA erzielte man ein besseres Uberleben als bei den einzeln
angewendeten Therapieverfahren [Helmberger 2007]. Auch bei einer Kombination von
TACE und PEI zeigten sich Uberlebensvorteile im Gegensatz zu einer alleinige Therapie mit
TACE oder PEI. Des Weiteren wird die TACE auch als neoadjuvantes oder adjuvantes
Therapieverfahren eingesetzt. Hierbei wird entweder vor oder nach einer chirurgischen
Resektion eine TACE durchgefiihrt. Bei beiden Therapieoptionen wiesen Patienten, die
zusitzlich mit einer TACE behandelt wurden, ein lingeres Uberleben auf als Patienten, deren
Tumor nur chirurgisch reseziert wurde. Es besteht jedoch die Gefahr, dass Funktionen von
Leber und Immunsystem beintrachtigt werden. Zudem kann eine TACE vor einer geplanten
LTX hilfreich sein. Einerseits konnen Patienten, die sich auf der Warteliste fiir eine
Leberspende befinden, mit einer TACE vorbehandelt werden, um eine Progression des
Tumors zu verhindern, was als Bridging bezeichnet wird. Andererseits kann bei Patienten,
deren TumorgréBe die Grenzwerte fiir eine Lebertransplantation verfehlt, durch eine TACE
versucht werden, den Tumor zu verkleinern, um diese Grenzwerte zu unterschreiten, was als

,Downstaging* bezeichnet wird [Vogl 2009].
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Selektive Intraarterielle Radiotherapie

Bei der selektiven intraarteriellen Radiotherapie (SIRT) wird dhnlich der TACE eine Substanz
in die tumorversorgende Arterie eingebracht. Hierbei handelt es sich um Mikrosphéren, die
beispielsweise mit Iod-131 oder Yttrium-90 radioktiv beladen sind. Bei lod-131 konnten
Tumoransprechraten von etwa 50 % [Leung 1994; Raoul 1997], bei Yttrium-90 von etwa 65
% bei guter Vertraglichkeit erreicht werden [Carr 2004]. Beim Zerfall von Yttrium-90 werden
B-Strahlen emittiert, die eine geringe Penetrationstiefe von durchschnittlich nur 2,5 mm im
Gewebe haben. Daher entfalten diese B-Strahlen ihre Wirkung lokal im Bereich der
applizierten, tumorversorgenden Arterie und schonen umliegendes, gesundes Lebergewebe.
Die SIRT kann derzeit aulerhalb von Studien nicht als Erstlinientherapie empfohlen werden,

da randomisierte Studien fehlen [Kolligs 2010].

Systemische Medikation

Falls weder chirurgische noch lokale Therapieverfahren einsetzbar sind, kommen nur noch
systemische medikamentose Therapieoptionen in Frage. Jedoch ist durch die meist
vorhandene Leberzirrhose die Toleranz der Leber gegeniiber zytotoxischen Substanzen stark
eingeschriankt [Llovet 2003 B]. Schon zahlreiche Substanzen wurden auf ihre Wirksamkeit
hin {iberpriift. Zunichst konnte jedoch fiir keine der getesteten Substanzen, wie zum Beispiel
Doxorubicin, Tamoxifen [Barbare 2005], Octreotide [Yuen 2002], Interferon oder auch
Antiandrogene, ein signifikanter Vorteil gegeniiber der ,,best supportive care* nachgewiesen
werden [Ganne-Carrie 2004]. Doch in den letzten Jahren kam eine Substanz auf den Markt,
die in Studien iiberzeugen konnte. Dabei handelt es sich um den Multikinaseinhibitor
Sorafenib (Nexavar®) von der Firma Bayer, Deutschland. In einer doppelblinden Phase III
Studie zeigte sich ein signifikanter medianer Uberlebensvorteil von 10,7 im Gegensatz zu 7,9
Monaten [Llovet 2008]. Als Nebenwirkungen wurden Hand-FuB-Syndrome, Diarrhd und
Abgeschlagenheit registriert, jedoch war das Medikament fiir die Leber gut vertrdglich.
Weitere Substanzen, wie der Inhibitor der Tyrosinkinase-Doméne des Wachstumsfaktor-
Rezeptors Erlotinib und der Angiogenese-Inhibitor Bevacizumab befinden sich derzeit in

klinischen Studien, zeigen aber vielversprechende Tendenzen [Kolligs 2010].

In der Literatur sind noch weitere Therapieverfahren beschrieben, die in der Klinik aber selten
zum Einsatz kommen. Dazu zdhlen weitere perkutane Ablationsverfahren, wie zum Beispiel

Kryotherapie, Mikrowellentherapie und die Lasertherapie [Bruix 2006].
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2.1.8 Screening

In den letzen Jahren ist es zunehmend gelungen, hepatozelluldre Karzinome in einem fritheren
Stadium zu detektieren, da fiir Risikopatienten Screeningverfahren angeboten werden [Llovet
2003 A]. So sind beispielsweise in Japan bis zu 30 % der neu diagnostizierten HCC-Knoten
kleiner als 2 cm [Ikai 2004]. Es gibt Schitzungen, die im Jahr 2020 davon ausgehen, dass 40-
60 % der neu detektierten HCC-Knoten kleiner als 2 cm sind [Llovet 2008]. Dieses Screening
beinhaltet alle sechs Monate eine Sonografie der Leber als auch eine Bestimmung des AFP-
Levels und wird fiir Risikopatienten mit Leberzirrhose, chronischer HBV- oder HCV-
Infektion bereitgestellt [Sturgeon 2010].

2.2 Zelltod

Bereits im Jahr 1842 erkannte Carl Vogt, dass Zellen durch einen "programmierten" Tod
sterben konnen [Vogt 1842]. Der Embryologe Gluecksmann entdeckte im Jahr 1951, dass der
Zelltod eine bedeutende Rolle wéhrend der physiologischen Prozesse von multizelluldren
Organismen, vor allem auch in der Embryogenese, spielt [Gluecksmann 1951]. Der Begriff
des programmierten Zelltods wurde im Jahre 1964 erstmals benannt, wobei diese Art von
Zelltod einer Sequenz von definierten Schritten folgt, was zu einer Ortlichen und zeitlichen
Selbstzerstorung der Zelle fiihrt [Lockshin 1964]. Nach Versuchen an toxinbehandelten
Leberzellen fiihrten Kerr, Wyllie und Currie acht Jahre spiter den Begriff der Apoptose ein
[Kerr 1972]. Das Wort Apoptose ist griechischen Ursprungs und beschreibt das Herabfallen
der Blitter von den Baumen. Die Apoptose ist entscheidend fiir die Entwicklung von
mehrzelligen Organismen sowie die Erhaltung der Zellpopulation in Geweben unter
physiologischen und pathologischen Bedingungen. Fehlerhafte Prozesse im Ablauf der
Apoptose konnen zur Entwicklung von Krankheiten beitragen. Ein vermehrter Zelltod kann
beispielsweise neurodegenerative oder ischdmische Krankheiten verursachen, wohingegen ein
zu geringer Zelltod zur Entwicklung von Tumor- oder Autoimmunerkrankungen fiihren kann

[Fadeel 1999 A].

2.2.1 Apoptose, autophagischer Zelltod und Nekrose

Heute sind vor allem drei Formen des Zelltods bekannt, die sich iiber charakteristische
morphologische Verdnderungen auszeichnen. Dazu gehdren die Apoptose (Typ 1), der
autophagische Zelltod (Typ 2) und die Nekrose (Typ 3) [Tesniere 2008].

Die Apoptose ist durch ihre morphologischen Besonderheiten definiert (Abbildung 2).
Zunichst werden Zellschrumpfung und Pyknose beobachtet. Durch die Schrumpfung der
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Zellen werden die Zellen kleiner, das Zytoplasma wird dichter und die Zellorganellen werden
enger und kraftiger verpackt. Aullerdem verlieren die Zellen die Kontakte zu benachbarten
Zellen. Die Pyknose ist durch die Kondensation des Chromatins gekennzeichnet. Weiterhin
verliert die Plasmamembran an Stabilitdit, was zu einer Abschniirung von
membranumgebenden Vesikeln flihrt. Dieser Mechanismus wird auch "Budding" genannt.
Nach dem Abschniiren entstehen sogenannte Apoptosekorperchen, die Zellfragmente der
absterbenden Zelle beinhalten. Diese konnen im weiteren Verlauf von Makrophagen oder
Epithelzellen phagozitiert werden. Im gesamten Verlauf der Apoptose kommt es zu keiner
Entziindungsreaktion.

Die Autophagie (Abbildung 2) setzt sich aus den beiden griechischen Wortern ,,auto* und
»phagy*“ zusammen, was als ,,Selbstverdau® ins Deutsche iibersetzt werden kann. Als
Autophagie wird ein mehrstufiger Prozess bezeichnet, der durch den Abbau von
zytoplasmatischen Komponenten durch zelleigene Lysosomen charakterisiert ist. Eine
wichtige Struktur dieses Prozesses ist das Autophagosom. Autophagosomen sind von einer
Doppelmembran umgeben und enthalten degenerierende zytoplasmatische Organellen oder
Cytosol. Im Laufe des Prozesses fusionieren die Autophagosomen mit Lysosomen, in denen
die zelluliren Komponenten verdaut werden. Dies fiihrt zu einer starken Vakuolisierung der
Zellen, einem morphologischen Merkmal der Autophagie. Im Gegensatz zur Apoptose kommt
es bei der Autophagie zu keiner Chromatinkondensation [Kroemer 2005]. Der Prozess der
Autophagie wird durch verschiedene Stimuli, wie Néhrstoffdefizienz oder hypoxische
Bedingungen, initiiert [Maiuri 2007]. Interessanterweise kann die Autophagie einerseits zum
Absterben einer Zelle fithren und andererseits das Uberleben von Zellen in Stresssituationen
verlingern, indem sie geschddigte Organellen beseitigt, Mikroorganismen bekdmpft und
Antigene présentiert. Dennoch kann eine kontinuierliche Autophagie zum autophagischen
Zelltod fiihren [Amaravadi 2007].

Im Gegensatz zur Apoptose ist eine Entziindungsreaktion charakteristisch fiir die Nekrose
[Saraste 2000]. Die Nekrose (Abbildung 2) ist gekennzeichnet durch ein Anschwellen der
Zelle, was durch einstromendes Wasser verursacht wird. Aullerdem kommt es durch den
Wassereinstrom zum Verlust der Membranintegritidt und Zerplatzen der Zelle, was wiederum
zur Zerstorung benachbarter Zellen fiihrt. AnschlieBend folgt die ungehinderte Freisetzung
von Zellbestandteilen. Hierbei werden proinflammatorische Zytokine, wie beispielsweise
Interleukin-8, Interleukin-10 oder Tumornekrosefaktor-o (TNF-a) freigesetzt, die eine
Entziindungsreaktion auslosen konnen [Leist 2001]. Eine akute Hypoxie oder ein

ischdamisches Ereignis fiihren zu einem nekrotischen Zelluntergang.
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Abbildung 2 Kennzeichen des apoptotischen, autophagischen und nekrotischen Zelltods (modifiziert nach
[Hotchkiss 2009])

2.2.2 Pathogenese der Apoptose

Der Mechanismus der Apoptose ist sehr komplex aufgebaut. Heute sind zwei Hauptwege des
programmierten Zelltodes bekannt, ein extrinsischer und ein intrinsischer Weg. Zusétzlich
existiert noch ein Pfad bei T-Zellen {iber Perforin und Granzym A oder Granzym B. Alle
Wege enden gemeinsam in der Aktivierung der Caspase-3, was zu einer Fragmentation der
DNA fiihrt. Eine Ausnahme bildet jedoch der Mechanismus iiber Granzym A, bei dem ohne

Caspasenaktivierung ein DNA-Schaden ausgelost wird.

Ein weiteres Merkmal des programmierten Zelltods 1ist die Expression von
Zelloberflichenmolekiilen, die umliegende Zellen zur friihzeitigen Phagozytose anlockt.
Durch das Verschieben der Phosphatidylserine von der Innenseite der Zellmembran auf die
Aullenseite, konnen Phagozyten angelockt werden, wobei das umgebende Gewebe nur einer
minimalen Gefdhrdung ausgesetzt ist [Bratton 1997]. Die Verlagerung der Phosphatidylserine
an die Membranauflenseite kann man sich bei der Detektion apoptotischer Zellen zu Nutze
machen: Das Protein Annexin V bindet sehr spezifisch an diese Phosphatidylserinresiduen

und eignet sich somit sehr gut als Apoptosemarker [Pellicciari 1997; Van Engeland 1998].
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Abbildung 3 Extrinsische und intrinsische Aktivierungskaskade der Apoptose (modifiziert nach [Holdenrieder
2004 (A)])

Der extrinsische Weg (Abbildung 3) des programmierten Zelltodes verlduft {iber
Transmembranrezeptoren der jeweiligen Zellen, welche der groen Familie der
Tumornekrosefaktoren (TNF) angehoren. Diese sind gekennzeichnet durch cysteinreiche
extrazellulire Domidnen und haben zusdtzlich einen 80 Aminosduren umfassenden
zytoplasmatischen Abschnitt, der auch ,,death domain“ genannt wird [Ashkenazi und Dixit
1998]. Bekannte Liganden und deren Todesrezeptoren sind beispielsweise FasL/FasR, TNF-
o/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 und Apo2L/DRS5 [Ashkenazi und Dixit 1998; Suliman
2001].

Im Folgenden soll anhand des Paares FasL/FasR der weitere Ablauf aufgezeigt werden. Zu
Beginn der extrinsischen Kaskade binden homologe Liganden (FasL) an die Rezeptoren
(FasR) auf der Zelloberflache. Nach Trimerisierung des Rezeptor—Liganden Komplexes kann
das Adapterprotein FADD (,,Fas-associated death domain protein®) an die intrazelluldre
»death domain“ andocken, iiber welches dann die Initiatorcaspase Procaspase-8 rekrutiert
wird. Hierdurch wird ein ,,death-inducing signaling complex‘ (DISC) gebildet, der dazu fiihrt,
dass sich die Procaspase-8 autokatalytisch aktiviert [Kischkel 1995]. Im Folgenden werden

weitere Caspasen aktiviert, die das Signal intrazelluldr weiterleiten. Das regulatorische
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Protein c-FLIP kann an FADD binden und dadurch die Apoptose verhindern (Scaffidi 1999).

Der intrinsische Weg (Abbildung 3) geht von den Mitochondrien aus und wird durch
verschiedene  Faktoren aktiviert. FEin Uberschuss an intrazelluliren reaktiven
Sauerstoffspezies, erhebliche DNA-Schiadigungen oder ein Mangel an Wachstumsfaktoren
fiihren zur erhohten Membranpermeabilitdit der Mitochondrien. Dadurch geht das
Transmembranpotential verloren, was zur Freisetzung von Cytochrom c, der Serinprotease
HtrA2/0Omi, SMAC/DIABLO und weiteren apoptogenen Molekiilen in das Zytoplasma fiihrt
[Saelens 2004; van Loo 2002; Garrido 2004]. Zytoplasmatisches Cytochrom c bildet
zusammen mit dem ,,apoptotic protease activating factor 1*“ (APAF1), ATP und Procaspase-9
das Apoptosom. In diesem Komplex wird die Caspase-9 autokatalytisch aktiviert und spaltet
dann ihrerseits die Effektorcaspase-3 [Hill 2004].

Auch HtrA2/Omi und SMAC/DIABLO haben eine wichtige Funktion bei der Apoptose. Van
Loo et al. berichtet 2002, dass die beiden Proteine die Apoptose durch die Inhibition des
Apoptose-inhibierenden Proteins (IAP) verstirken. Weitere pro-apoptotische Proteine, wie
der Apoptose-induzierende Faktor (AIF), die Endonuklease G (EndoG) oder die Caspasen-
anhidngige DNase (CAD) werden im spdten Verlauf der Apoptose von den Mitochondrien
freigesetzt und wandern anschlieBend in den Zellkern. AIF und EndoG funktionieren Caspase
unabhingig, CAD wird vor Aufnahme in den Zellkern durch Caspase-3 von seinem Inhibitor
ICAD abgespalten [Enari 1998]. Im Nukleus induzieren AIF, EndoG und CAD die
Fragmentierung der DNA und die Chromatinkondensation. [Joza 2001; Li 2001].

Der intrinsische Signalweg wird durch die Bcl-2 Proteinfamilie gesteuert, die direkt die
Permeabilitit der dulleren Mitochondrienmembran kontrolliert. Diese Proteinfamilie wird in
antiapoptotische und proapoptotische Faktoren eingeteilt. Zu den antiapoptotischen Proteinen
gehoren unter anderem Bcl-2, Bcl-x, Bcl-XL, Bcl-XS, Bcel-w und BAG, zu den
proapoptotischen Proteinen Bcl-10, Bax, Bak, Bid, Bad, Bim, Bik und Blk. Durch die
proapoptotischen Bcl-2 Familienmitglieder Bax und Bak erfolgt die Permeabilisierung der
Membran, indem sie durch Oligomerisierung Kanéle in der dufleren Mitochondrienmembran
bilden. Diese Kanile fiihren zu einer Verdnderung des Membranpotentials und der
Freisetzung der oben beschriebenen Signalproteine [Degli Esposti und Dive 2003].

Die Bcl-2 Proteinfamilie wird wiederum vom p53-Protein reguliert, welches eine zentrale
Rolle bei zahlreichen zelluldren Prozessen spielt [Schuler und Green 2001]. Neben seiner
wichtigen Funktion in der Regulation des Zellzyklus ist der Tumorsuppressor p53 ein

wesentlicher Modulator des apoptotischen Zelltods. Das Protein p53 hat eine entscheidende
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Bedeutung als Transkriptionsfaktor und aktiviert eine grole Anzahl von Zielgenen, wie
beispielseise Bax und Fas/Apol, welche fiir proapoptotische Molekiile codieren [Vousden
und Lu 2002]. In letzter Zeit wurde neben der transkriptionsabhingigen Methode ein weiterer
Mechanismus bekannt iiber den p53 zur Apoptose beitrdgt [Chipuk 2003; Moll 2005; Speidel
2006]. Zellen, die einer Uberexpression von Onkogenen, DNA-Schiden oder anderen Formen
von Stress ausgesetzt sind, aktivieren und stabilisieren p53 [Vogelstein 2000]. Nach schweren
Schiaden leitet aktiviertes p53 iiber die Regulation der Transkription sowie
transkriptionsunabhéngige = Mechanismen die Apoptose durch  Aktivierung von

proapoptotischen Molekiilen ein.

Bei den T-Zellen wurde ein weiterer Apoptoseweg detektiert, der iiber das Molekiil Perforin
und die Serinprotease Granzym gesteuert wird. Perforin kann in der Plasmamembran Poren
formen, worauthin eine exozytische Freisetzung zytoplasmatischer Granula durch die Poren
in die Zielzelle folgt, die beispielsweise Granzym A und Granzym B enthalten [Trapani und
Smyth 2002]. Im weiteren Verlauf 16st Granzym A die Verbindung zwischen der DNAse
NM23-H1 und dem Protein SET, welches die DNAse inhibiert. Somit kann NM23-H1 die
DNA spalten. Des Weiteren ibernimmt der SET Komplex Funktionen bei der
Chromatinstruktur und der DNA-Reparatur [Liebermann und Fan 2003]. Im Gegensatz zu
Granzym A, welches Caspasen-unabhédngig zur Spaltung der DNA fiihrt, aktiviert Granzym B
durch eine Spaltung an Aspartatresten die Procaspase-10 oder auch direkt die Caspase-3
[Sakahira 1998]. Zudem kann Granzym B durch Aktivierung des Protein Bid {iber den
mitochondrialen Weg Cytochrom c freisetzen [Barry und Bleackley 2002]. Devadas et al.
schreibt dem Apoptoseweg iiber das Granzym B einen entscheidenden Kontrollmechanismus

bei der Entwicklung von T2-Helferzellen zu [Devadas 2006].

Die beschriebenen Wege des programmierten Zelltods verfiigen iiber eine gemeinsame
Endstrecke. Hierbei ist vor allem die Aktivierung der Caspase-3 entscheidend, da diese
spezifisch die Endonuklease CAD durch Abspaltung des Inhibitors ICAD aktiviert. Danach
kann CAD in den Zellkern eindringen, DNA abbauen und die Kondensation des Chromatins
verursachen [Sakahira 1998]. Weiterhin fiihrt die Aktivierung von Caspase-3 zur
Reorganisation des Zytoskeletts und die Desintegration von Zellen in Apoptosekorperchen.
Aktiviert wird die Caspase-3 durch Initiatorcaspasen, wie Caspase-8, Caspase-9, Caspase-10.

Weitere sogenannte Effektorcaspasen sind Caspase-6 und Caspase-7.
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2.2.3 Weitere Formen des Zelltods

Neben den drei bereits dargestellten Formen des Zelltodes sind in den letzten Jahren weitere
Arten beschrieben worden: der immunogene Zelltod, die Paraptose, die Pyroptose, die

mitotische Katastrophe und die zelluldre Alterung (zelluldre Seneszenz).

Nachdem zundchst davon ausgegangen wurde, dass die Nekrose immer mit einer
Immunantwort einhergeht und die Apoptose ohne eine Antwort des Immunssystems ablauft,
fand man in den letzten Jahren heraus, dass man hier keine eindeutige Grenze ziehen kann.
Verschiedene Arten des Zelltods konnen eine Immunantwort auslosen, wofiir eine bestimmte
Gruppe von Molekiilen verantwortlich ist, die als ,,damage-associated molecular patterns
(DAMPs) bezeichnet werden. DAMPs sind intrazelluldre Bestandteile, die bei Zelltod in die
Umgebung sezerniert werden oder auf der Zelloberfldche priasentiert werden. Diese Molekiile
besitzen die Fahigkeit verschiedene Effekte auf Antigen présentierenden Zellen auszulosen,
wie zum Beispiel dendritischen Zellen, was zu einer Maturation, Aktivierung oder
Antigenprasentation fithrt. DAMPs interagieren nach ihrer Freisetzung oder Exposition mit
membrangebundenen oder vesikuldren ,pattern-recognition receptors®“ (PRRs), wie
beispielsweise den Toll-like Rezeptoren (TLRs) [Garg 2010]. Ein Beispiel fiir einen DAMP
ist das proinflammatorische Protein ,,high-mobility group box 1 (HMGBI1), welches von
absterbenden Zellen freigesetzt wird und durch die Bindung an verschiedene Rezeptoren, wie
den receptor for advanced glycosylation end products (RAGE), TLR2 oder TLR4, zu einer
Immunantwort fiihrt. TLR4, das auf den Oberflichen dendritischer Zellen vorkommt,
kontrolliert die Initiierung der Immunantwort, indem es die Fusion von Phagosomen und
Lysosomen inhibiert. Dadurch koénnen die Tumorantigene prozessiert und auf der
Zelloberfldche prisentiert werden, wodurch eine Aktivierung von T-Zellen erfolgen kann
[Tesniere 2008]. Ein weiterer Signalweg flihrt {iber Calreticulin, das an der Zelloberfldche
absterbender Zellen prisentiert wird, nachdem es iiber einen Signalweg vermittelt aus dem
endoplasmatischen Retikulum freigesetzt wurde [Zitvogel 2010].

Der immunogene Zelltod hat eine wichtige Bedeutung bei der Chemotherapie. Bei
Anthrazyklinen beispielsweise kommt es zu einer Art Immunisierung gegen Bestandteile des
Tumors. Durch das Abtoten der Zellen durch die chemotherapeutische Substanz wird vor
allem Calreticulin auf der Zelloberfliche der apoptotischen Zelle priasentiert. Anschliefend
kommt es zur Aktivierung von dendritischen Zellen und einer Tumor spezifischen T-
Zellantwort. Somit kommt es zu einer Verstirkung des Effektes der Chemotherapie [Garg

2009].
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Die Paraptose ist durch eine Vakuolenbildung des Zytoplasmas charakterisiert, die mit einer
zunehmenden Anschwellung der Mitochondrien und des endoplasmatischen Retikulums
beginnt. Sie wird als eine Form des programmierten Zelltods verstanden, die Caspasen-

unabhéngig und ohne typische Apoptoseverdnderungen ablduft [Sperandio 2000].

Die Pyroptose ist eine Form des programmierten Zelltods, die bisher nur wihrend in vitro
Versuchen beobachtet wurde und meistens von intrazelluldren Bakterien verursacht wird. Fiir

den Prozess der Pyroptose sind Caspase-1-Aktivierungskomplexe erforderlich [Ting 2008].

Die mitotische Katastrophe ist eine Art des Zelltodes, die wihrend der Mitose auftritt und
morphologisch durch die Bildung vielkerniger Riesenzellen mit unkondensierten
Chromosomen charakterisiert ist. Hierzu kommt es bei beschéddigten Zellen oder fehlerhaften
Kontrollpunkten des Zellzyklus. Misslingt es den Zellzyklus vor oder wihrend der Mitose
anzuhalten, wird eine anormale Chromosomentrennung eingeleitet, welche in der Aktivierung
des apoptotischen Weges gipfelt und zum Zelluntergang fiihrt. Die mitotische Katastrophe ist

wichtig, um eine Aneuploidie zu verhindern [Castedo 2004].

Die zelluldre Alterung kann beispielsweise durch Telomerverkiirzung, DNA Schéden,
oxidativen Stress oder Chemotherapeutika ausgelost werden und zeigt sich durch einen
anhaltenden Arrest des Zellzyklus. Morphologisch werden abgeflachte und vergrof3erte Zellen
beobachtet, welche spezifische Marker, wie die B-Galaktosidase und Lipofuszin Granula

zeigen [Campisi 2007].

2.2.4 Zelltod beim hepatozelluliiren Karzinom

Die Dysregulation zwischen Proliferation und Zelltod ist in der hepatozelluldren
Karzinogenese entscheidend. Das Tumorsuppresorgen p53 hat fiir die Imbalance eine grof3e
Bedeutung, denn es ist beim HCC héufig mutiert. HBV, HCV und Aflatoxin B1 kénnen zu
einer Mutation dieses Tumorsuppresorgens fithren. Weil viele Chemotherapeutika tiber p53-
Induktion wirken, zeigt sich das HCC gegen eine grofle Anzahl an Chemotherapeutika
resistent [Fabregat 2009].

Der extrinsische Apoptoseweg iiber die Todesrezeptoren ist in vielen HCC herunterreguliert.

Die Mehrheit der HCC zeigt eine oder mehrere Verdnderungen im Apoptoseweg liber Fas.
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Des Weiteren findet man in hepatozellulirem Karzinomgewebe eine erhohte Aktivitdt des
Proteins c-FLIP, welches die Aktivierung der Caspase-8 inhibiert [Fabregat 2009].

Zum Ungleichgewicht von Proliferation und Zelltod fithren auch die Uberexprimierung
antiapoptotischer Proteine, wie Bcl-XL, und die Unterexprimierung proapoptotischer
Proteine, wie Bid.

Ein weiterer Inhibitor der Apoptose, das Protein Survivin, wird beim HCC ebenfalls vermehrt
exprimiert. [hm wird eine entscheidende Bedeutung bei der Metastasierung zugeschrieben, da
es nicht nur die Apoptose inhibiert, sondern auch die Zellproliferation unterstiitzt [Fabregat

2009].

2.2.5 Zelltod bei Chemotherapie und transarterieller Chemoembolisation

Die transarterielle Chemoembolisation erreicht iiber zwei verschiedene Wege die Zerstorung
von Tumorzellen. Einerseits wirken die Chemotherapeutika auf die Tumorzellen und
andererseits fiihrt die Ischdmie im Tumorgebiet zum Zelltod. Als Chemotherapeutikum fiir
die TACE werden héufig Anthrazykline, wie Doxorubicin oder Epirubicin verwendet, die
hauptsichlich den apoptotischen Zelltod induzieren. Beide Medikamente verursachen DNA-
Schiden iiber die Inhibition der DNA-Topoisomerase II, was zu Einzelstrang- und
Doppelstrangbriichen der DNA fiihrt. Des Weiteren bilden sich reaktive Sauerstoffradikale,
die mit intrazelluldiren Komponenten, wie Nukleinsduren oder Proteinen interagieren und
diese zerstoren [Lee 2002, Ozkan 2004]. Die durch die Embolisation erzeugte Ischdmie
verursacht sowohl nekrotischen als auch apoptotischen Zelltod [Brown 2008]. In einer Studie
von Lu et al. konnte 2008 gezeigt werden, dass bei praoperativer TACE sowohl Apoptoserate
als auch Nekroserate signifikant hoher waren, als bei chirurgischer Resektion ohne

praoperativer TACE [Lu 2008].

2.3 Nukleosomen

Im Jahr 1975 wurde der Begriff ,Nukleosom* eingefiihrt, nachdem ein Jahr zuvor von
mehreren Gruppen der Aufbau aus einem Histon-Oktamer, einem Linker-Histon und etwa

160-200 Basenpaaren beschrieben wurde.

Die Desoxyribonukleinsdure (DNA) ist Trager des menschlichen Erbgutes und ist im Zellkern
lokalisiert. Als lineares Makromolekiil hat die DNA jedoch eine Linge von ungefdhr 1,8 m

und wiirde in keinen Zellkern passen. Daher muss die DNA verschiedene komplexe
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Strukturen einnehmen, um diesen GroBenunterschied zu iliberwinden. Die DNA ist im
Normalzustand in Form einer Doppelhelix organisiert, die aus zwei langen Ketten, den
Nukleinsduren besteht. Diese Nukleinsduren wiederum setzen sich aus verschiedenen
Nukleotiden zusammen. Jedes Nukleotid besteht aus einem Phosphat-Rest, einem Zucker und
einer von vier organischen Basen Adenosin (A), Thymin (T), Guanin (G) und Cytosin (C).
Die DNA-Doppelhelix ist in sich verdrillt mit ungefdhr 10,5 Basen pro Umdrehung. Thr
Querdurchmesser betrdgt dabei 2 nm. Die nichste Organisationsstufe wird als Nukleosom
bezeichnet. Hierbei windet sich die Doppelhelix rund 1,65 mal um einen
Histonproteinkomplex. Einzelne Nukleosomen sind durch Linker-DNA miteinander
verbunden. Die daraus entstehende perlenformige Struktur hat einen Durchmesser von 11 nm
und wird als Chromatin bezeichnet. Durch weitere Drehungen dieser Kette aus DNA und
Histonen entsteht eine Chromatinfaser, die im Durchmesser rund 30 nm misst. Diese
Chromatinfaser bildet nun Schleifen und ist zu einem Supertwist verdrillt. Innerhalb eines
Chromosoms ist sie schleifenartig zusammengesetzt und wird durch Nichthistonproteine

stabilisiert (Abbildung 4).

DNA-Doppelhelix
(2 nm)

-

Chromatin aus einer
Nukleosomenkette
(11 nm)

Chromatinfaser
(30 nm)

Schieifen aus
30 nm-Fasern

Supertwist <
Chromosom

Chromatiden

Abbildung 4 Aufbau des Chromatin (modifiziert nach [Plattner 1997])
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Das Chromatin kann in zwei funktionell und strukturell verschiedene Formen unterteilt
werden: Heterochromatin und Euchromatin. Im Zellkern kommt das Chromatin zumeist als
Heterochromatin vor, bei der das Chromatin in kondensierter Form vorliegt, womit es am
besten gegen exogene und endogene Schddigungen geschiitzt ist. Damit verschiedene
Vorginge, wie Replikation oder Transkription, durchgefiihrt werden koénnen, kann sich das
Chromatin in einen lockeren, dekompensierten Zustand umwandeln, was als Euchromatin

bezeichnet wird [Plattner 1997; Kornberg 1999].

2.3.1 Struktur

Die Nukleosomen sind aufgebaut aus basischen Proteinen, sogenannten Histonen, und der
DNA. Wie oben bereits erwédhnt, windet sich die DNA-Doppelhelix um einen
Histonproteinkomplex. Dieser Komplex besitzt eine oktamere Struktur und besteht aus den
jeweils doppelt vertretenen Histonen H2A, H2B, H3 und H4. Um die flache Auf3enseite des
Histonproteinkomplexes winden sich 147 Basenpaare der DNA (Abbildung 5).
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Abbildung 5 Raumliche Struktur eines Nukleosoms (aus [Luger 2003])

Stabilisiert wird diese Struktur durch Wasserstoffbriickenbindungen und hydrophobe
Wechselwirkungen zwischen Aminosduren der Histone und Phosphorsidurediester und
Deoxyribosegruppen der DNA [Luger 2003; Luger 2006]. DNA und Histonproteinkomplex

formen einen scheibendhnlichen Nukleosomenkern mit einem Molekulargewicht von 206
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kDa. Die sogenannte Linker-DNA sorgt dafiir, dass benachbarte Nukleosomen verbunden
werden konnen. Diese verfiligt liber eine Linge von 20 bis 80 Basenpaaren und hat im
Abstand von etwa zehn Nukleosomen Histone vom H1-Typ angeordnet. Durch zusétzliche
Verbindungen zu benachbarten Nukleosomen {iber kiirzere Peptidketten mit einer Lénge von
15 bis 30 Aminoséduren, die aus dem Histonzentrum herausragen, wird die Chromatinfaser
weiter stabilisiert [Luger 2003; Khorasanizadeh 2004; Luger 2006].

AufBlerdem konnen diese Endigungen biochemisch modifiziert werden und damit den Zugriff
von Hormonen, Enzymen und Transkriptionsfaktoren entscheidend beeinflussen [Kornberg

1999; Strahl 2000; Khorasanizadeh 2004].

Lediglich in Prokaryonten und Mitochondrien liegt die DNA als freie, ringformige Struktur

vor, ohne an Proteine assoziiert zu sein.

2.3.2 Funktion

Nukleosomen haben mehrere Funktionen. Eine wichtige Aufgabe der Nukleosomen besteht
darin, die DNA zu kondensieren und zu stabilisieren. Im kondensierten Zustand ist die DNA
relativ gut gegeniiber exogenen und endogenen Noxen geschiitzt. Allerdings ist die
kondensierte DNA weder fiir Enzyme, Hormone noch Transkriptionsfaktoren zugénglich
[Kornberg 1999; Khorasanizadeh 2004]. Um die genetische Information zu replizieren,
transkribieren oder reparieren, muss die DNA dekondensiert werden. Hierfiir haben
epigenetische Vorgidnge eine entscheidende Bedeutung. Die Epigentik bezeichnet
Verdanderungen an Genen, welche nicht die Abfolge der Basenpaare der DNA betrifft. Die
wichtigsten epigenetischen Phdnomene sind DNA Methylierung und Histonmodifikationen.

Wie bereits im vorherigen Kapitel erwdhnt liegen im Nukleosomenkern Histonproteine. Diese
Histone gewéhren oder verhindern z.B. den Zugang von Transkriptionsfaktoren zu den DNA-
Sequenzen. Allerdings konnen diese Histone durch Modifikation der abstehenden Endstiicke
beeinflusst werden, was als Histonmodifikation bezeichnet wird. In experimentellen Studien
wurden verschiedene Molekiilgruppen, wie Acetyl-, Methyl-, Phosphoryl-, Ubiquitinyl-,
Glucosyl- und ADP-Ribosyl-Gruppen an Histone angefiigt oder entfernt [Grunstein 1997;
Kornberg 1999; Strahl 2000; Khorasanizadeh 2004]. Die zumeist untersuchten
Histonmodifikationen sind Acetylierung und Methylierung. Hierbei konnten bei der
Verteilung von Histonmodifikationen im Genom grundsétzliche Gemeinsamkeiten festgestellt

werden. Euchromatische Bereiche weisen héufig acetylierte Histone und trimethyliertes

35



H3K4 sowie H3K36 auf, wohingegen Histone heterochromatischer Bereiche zumeist

deacetyliert sind und Methylierungen wie H3K9me2 sowie H3K27me3 tragen [Portela 2010].

Nukleosomen diirfen nicht als starre Strukturen angesehen werden. Vielmehr handelt es sich
um dynamische Verbindungen, die stindig umgebaut werden und ihre Position im Zellkern
dndern. Am  Beispiel der Acetylierung soll dies veranschaulicht werden.
Histonacetyltransferasen libertragen Acetyl-Reste auf Histonendigungen. Diese Acetylierung
lasst das Chromatin lokal begrenzt dekondensieren und lockert Verbindungen zwischen und
innerhalb von Nukleosomen, d.h. zwischen DNA und Histonproteinen. Das Histonoktamer
kann sich von der DNA 16sen und wird entlang der Doppelhelix verschoben. Dadurch werden
bestimmte Gensequenzen der DNA fiir Transkriptionsfaktoren zuginglich. Andererseits
entfernen Histon-Deacetylasen die angehefteten Acetylreste und unterbinden das Ablesen der
genetischen Information [Kornberg 1999; Strahl 2000; Khorasanizadeh 2004]. In den letzten
Jahren zeichnet sich ab, dass die Beeinflussung von Histon-Deacetylasen eine
vielversprechende Therapieoption bei Tumorerkrankungen darstellen konnte, denn die
Histonmodifikationen haben einen groBen EinfluB auf die Tumorentwicklung. Die
bekannteste Modifikation ist die Hypoacethylierung von H4K16, welche durch Histon-
Deacetylasen vermittelt wird [Portela 2010]. Diese Histon-Deacetylasen kdnnen inhibiert
werden, mit dem Ziel aberrierende epigenetische Verédnderungen, die mit Tumoren assoziiert
sind, riickgéingig zu machen [Pandolfi 2001; Baylin 2006]. Erste Phase-1I und —III-Studien
belegen den Nutzen eines kombinierten Einsatzes von Histon-Deacetylase-Inhibitoren mit
herkdmmlichen Chemotherapeutika. Bei Patienten mit fortgeschrittenem Pankreaskarzinom,
die Gemcitabin und den Histon-Deacetylase-Inhibitor CI-994 erhielten, konnte allerdings
weder Gesamtiiberleben, Ansprechrate noch progressionsfreies Intervall gegeniiber der
Gemcitabin-Monotherapie verbessert werden [Richards 2006].

Ein weiterer wichtiger epigenetischer Marker ist die Trimethylierung von H3K27, welcher
beispielsweise in der Entwicklung eines Prostatakarzinoms ein wichtiger epigentischer
Marker ist. Die Methylierung wird durch die Histon-Methytransferase EZH2 vermittelt, die in
vielen Tumorentititen iiberexprimiert ist [Delegizer 2010].

Einfliisse anderer Modifikationen werden teils kontrovers diskutiert. So wird die
Ubiquitinierung der Histone in unterschiedlichen Studien sowohl als Induktor [Zhang 2003]

als auch Repressor der Transkription angesehen [Shiio 2003].
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Die DNA-Methylierung bezeichnet ein weiteres epigentisches Phdnomen und ist die einzige
reversible Moglichkeit ein Gen weiterzuvererben ohne die Basenabfolge zu verédndern. Dieses
Phéanomen wird vor allem im Bereich von CpG-Inseln beobachtet, die Regionen im Genom
mit statistisch erhéhter CpG-Dinukleotid-Dichte bezeichnen. CpG-Inseln sind nicht ldnger als
500 Basenpaare und haben einen GC-Gehalt von mehr als 55%. An diesen Orten findet man
in 60 bis 90 % eine Methylierung dieser Basenpaare. DNA Methyltransferasen sind fiir die
Methylierung der C-5 Position von Cytosin verantwortlich. Diese Enzyme nutzen S-
Adenosylmethionin als Donor von Methylgruppen, was zur Bildung von S-
Adenosylhomocystein flihrt. Durch die Methylierung kommt es einerseits zur Hemmung der
Ubersetzung von Genen in Proteine und andererseits zur Stabilisierung dieser Genome. In
gesunden somatischen Zellen findet man eine Hypermethylierung in CpG-armen Bereichen
und eine Hypomethylierung in CpG-reichen Bereichen. Interessanterweise kommt es wiahrend
der Tumorentstehung zur Hypermethylierung von CpG-Inseln und Hypomethylierung der
anderen Regionen. CpG-Inseln liegen héufig in Promotorregionen von Tumorsuppressor-
genen, welche durch die Hypermethylierung abgeschwicht werden. Im Verlaufe der
Tumorentstehung kommt es zu charakteristischen Verdnderungen im Methylierungsmuster
der DNA [Espada 2010]. Beispielsweise ist die Hypermethylierung von E-Cadherin ein
entscheidender Schritt vom epithelialen zu einem dediffernzierten Stadium und ist fiir die

Entstehung von Metastasen verantwortlich [Fraga 2004).

2.3.3 Metabolismus und Abbau der Nukleosomen

Die nukleosomalen DNA-Fragmente entstehen durch die Fragmentierung des Chromatins,
was mit Hilfe der Caspasen-abhingigen DNase im Zellkern nach proteolytischer Aktivierung
der DNase durch die Effektorcaspasen geschieht [Lichtenstein 2001; Enari 1998; Kanduc
2002]. Die Effektorcaspasen ihrerseits wurden vorher durch den schon oben beschriebenen
Apoptoseweg aktiviert. Nach Desintegration der Zellmembran fiihrt der Weg der
nukleosomalen DNA in den extrazelluldiren Raum und schlielich in die Blutbahn. Jedoch
wird der liberwiegende Teil der Nukleosomen in Apoptosekdrperchen verpackt, die spéter in
der Blutbahn von Makrophagen und Nachbarzellen phagozitiert werden [Lichtenstein 2001;
Hengartner 2001]. Bei Zellversuchen erkannte man, dass nach morphologischem Nachweis
der Apoptose 12 Stunden bis zum Anstieg der extrazelluldren Nukleosomenkonzentration

vergehen [van Nieuwenhuijze 2003].
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Die Nukleosomen werden in zwei Phasen aus der Blutbahn entfernt. In der ersten, schnellen
Phase werden in etwa 90% der Nukleosomen abgebaut, woraufhin eine langsamere, zweite
Phase der Elimination folgt [Burlingame 1996]. In einem Versuch von Rumore et al. wurde
fiir die Nukleosomen [Rumore 1992] eine Halbwertszeit von 4 Minuten berechnet. Jedoch
wurde in einem Tierversuch festgestellt, dass sich bei Erreichen einer Schwelle die
Eliminationsgeschwindigkeit verlangsamt [ Gauthier 1996].

Bei einer starken korperlichen Anstrengung wie etwa einem Marathon kommt es wie bei
einem Myokardinfarkt oder einem Trauma zu einer sterilen Entziindungsreaktion, was an
einer Erhohung des Entziindungsparameters C-reaktives Protein (CRP) beobachtet werden
kann. In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass es nach sportlicher Betitigung zu
einem Anstieg der freien zirkulierenden DNA kommt. Der Anstieg wird auf eine aktive
Sekretion z.B. aus Leukozyten oder auf eine erhohte Zelltodrate in geschéddigten Zellen z.B.
der Skelettmuskulatur zurlickgefiihrt. Die Apoptose bzw. Nekrose wird durch Hypoxie und
vermehrte freie Radikale verursacht. Die erhohte Zelltodrate ist unter anderem am Verhiltnis
zwischen pro- und antiapoptotischen Proteinen zu sehen. Zwei Stunden nach einem Sechs-
Stunden Lauf, der einem Ultramarathon entspricht, kommt es zu einem Anstieg des
proapoptotischen Proteins Bax. Das antiapoptotische Protein Bcl-2 zeigt sich zu diesem
Zeitpunkt noch stabil im Vergleich zum Wert vor Beginn des Ultramarathons. Allerdings
steigt die Expression dieses Proteins nach 24 Stunden an. Dieses Verhéltnis spiegelt sich auch
in der frei zirkulierenden DNA wieder. Nach einem Anstieg der frei zirkulierenden DNA zwei
Stunden nach Rennende, fallen die Werte 24 Stunden danach auf die Werte vor Rennbeginn
zuriick [Atamaniuk 2008]. In einer weiteren Studie mit einer kiirzeren Belastung zeigte die
zirkulierende DNA bereits nach 30 Minuten die hochsten Werte. Nach zwei Stunden fielen
die Werte bereits auf das Niveau vor korperlicher Belastung. Diese Beobachtungen sprechen
fiir einen sehr schnellen Abbau der zirkulierenden DNA im Blutplasma der Patienten
[Fatouras 2010]. Nach einem 10 km Lauf kommt es bereits nach einer halben Stunde zu

einem Abfall der frei zirkulierenden nukleosomalen DNA [Beiter 2011].

Fiir den Abbau der DNA stehen mehrere Mdglichkeiten zur Verfligung. Eine Degradierung
durch Endonukleasen kann bereits in der Blutbahn geschehen [Emlen 1988]. Weiterhin kann
die DNA von Makrophagen und anderen Mitgliedern des Retikuloendothelialen Systems
phagozitiert werden. Auch kann die DNA durch Antikérper komplexiert und prazipitiert
werden [Macanovic 1997; Amoura 1994; Burlingame 1994; Amoura 2000]. Der

Hauptaufnahmeort der nukleosomalen DNA befindet sich in der Leber, wo iiber 70% der
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bereits eliminierten DNA lokalisiert ist [Gauthier 1996]. Auch die Niere ist an der
Ausscheidung der zirkulierenden DNA beteiligt, denn diese wird wahrscheinlich, verpackt in

Apoptosekorperchen, in liposomaler Form durch Glomerula filtriert [ Lichtenstein 2001].

Vor kurzem wurde eine neue Struktur entdeckt, welche nukleosomale Strukturen enthilt.
Neutrophile extrazelluldre ,,Traps® (NETs) sind extrazellulire Strukturen, welche aus
azurophilen Granula, wie neutrophiler Elastase, Catephsin G und Myeloperoxidase, sowie
DNA bestehen. Sie haben einen Durchmesser von etwa 15 nm und repridsentieren eine
Nukleosomenkette von ungefaltetem Protein. NETs konnen ebenso wie Nukleosomen von
DNAse gespalten werden. NETs entstehen durch das Absterben von neutrophilen
Granulozyten nach deren Aktivierung, beispielsweise durch Bakterien. Dieses Phdnomen wird
als NETosis bezeichnet, eine neue Form des Zelltods [Brinkmann 2007]. Interessanterweise
haben NETs antimikrobielle Aktivitdt, indem sie Antigene sowohl im Blut als auch im

Gewebe fangen und téten konnen [Logters 2009].

In den letzten Jahren riickten Exosomen zunehmend in den Blickpunkt medizinischer
Forschung. Exosomen sind 40 - 100 nm groB}, die endozytotisch durch Fusion von
multivesikuldren Korpern und der Plasmamembran entstehen und freigesetzt werden. Sie
dienen der interzelluliren Kommunikation und haben Funktionen innerhalb der
Immunantwort, der Antigenprdsentation und dem Transport von RNA und Proteinen.
Exosomen wuden in verschiedenen Korperfliissigkeiten, wie zum Beispiel im Blut, in der
Amnionfliissigkeit, in der Synovialfliissigkeit, in malignem Aszites, in der Muttermilch und
im Speichel gefunden. Neben membrandsen und zytosolischen Proteinen, beinhalten
Exosomen zudem vor allem mRNA und microRNA, welche in andere Zellen transferiert
werden und dort Funktionen iibernehmen. Aufgrund des Vorkommens von microRNA in
Exosomen sind diese wichtige Ansatzpunkte in der Forschung nach Biomarkern fiir die
Diagnose von Krebserkrankungen, da Exosomen auch von Tumorzellen freigesetzt werden
[Simpson 2009]. In mehreren Studien =zeigte die microRNA aus Gewebeproben
Auffilligkeiten im Expressionsmuster im Hinblick auf Tumorklassifikation, Diagnose und
Krankheitsstadium. Nach Entdeckung von miRNA enthaltenden Exosomen in verschiedenen
Korperfliissigkeiten, ist es moglich ohne invasive Diagnostik eine Aussage liber das
Tumorgewebe und dessen weitere Eigenschaften zu treffen [Kosaka 2010]. Neben der RNA
in Exosomen, fand man in Urinproben auch frei zirkulierende DNA [Miranda 2010]. In einer

weiteren Studie von Guescini et al. wurde mitochondriale DNA in Exosomen entdeckt, die
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von Astrozyten und Glioblastomazellen freigesetzt wurden [Guescini 2010]. Auf diesem
Gebiet sind jedoch weitergehende Studien notwendig, um im klinischen Alltag Verwendung

zu finden.

Des Weiteren besitzen die Nukleosomen zusitzlich eine pathophysiologische Relevanz. So
kann zum Beispiel im Korper zirkulierende Tumor-DNA von gesunden Zellen aufgenommen
werden und diese im folgenden zu malignen Zellen umgewandelt werden [Garcia-Olmo 1999;
Garcia-Olmo 2004]. Auch bei der Neoangiogenese schreibt man den Nukleosomen eine grof3e
Bedeutung zu. So stimulieren sie nach ihrer Freisetzung aus abgestorbenen Zellen in
endothelialen Zellen die Expression von Interleukin-8, was die Neubildung von Gefiflen
anregt [Tanner 2004]. Zudem haben die Nukleosomen auch antigene Eigenschaften und sind
so wesentlich bei der Schidigung der glomeruldren Basalmembran in der Niere aufgund der
Ablagerungen von Nukleosomen-Antikorper-Komplexen verantwortlich [Amoura 2000;

Fournie 1988].

2.3.4 Nukleosomen in der klinischen Diagnostik

In den letzten Jahren wurde in mehreren Studien untersucht, ob Nukleosomen in der
klinischen Labordiagnostik zur Diagnose, zum Staging, zur Prognose oder zur
Therapiekontrolle bei benignen oder malignen Erkrankungen eingesetzt werden konnen. Da
bei malignen, autoimmunen, degenerativen, inflammatorischen und ischdmischen
Erkrankungen die Apoptose dereguliert ist [Lichtenstein 2001; Fadeel 1999 B; Holdenrieder
2004 A] und diese bei zytotoxischen Therapien gezielt beeinflusst werden soll, bietet sich das
Zelltodprodukt "zirkulierende DNA" als geeignetes biochemisches Korrelat an. Selbst bei
gesunden Patienten sind geringe Mengen von Nukleosomen zu detektieren, wobei drei
Mechanismen bekannt sind. Der iiberwiegende Teil wird dabei von den absterbenden Zellen
in die Blutbahn freigegeben [Lichtenstein 2001; Jahr 2001], die anderen Anteile stammen von
einer aktiven Sekretion aus Lymphozyten, sowie der Freisetzung aus bestimmten Zelltypen
nach deren Differenzierung, wie zum Beispiel der Erythroblasten, die im Laufe ihrer
Entwicklung den Zellkern freisetzen [Lichtenstein 2001; Stroun 2000]. Da tiglich etwa 10"
bis 10'* Zellen neugebildet werden, muss zur Erhaltung der Homdostase im menschlichen
Korper eine dhnlich grole Anzahl an Zellen zugrunde gehen, was meist auf apoptotischen
Weg geschieht. Diese Homoostase ist bei verschiedenen Erkrankungen gestort und somit

kommt es beispielsweise bei degenerativen Erkrankungen zu iiberschiissigem Zellabbau und
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bei Tumorerkrankungen zu iiberschieBendem Zellwachstum [Lichtenstein 2001; Fadeel 1999

B; Holdenrieder 2004 A].

Bei Patienten mit soliden Tumoren wurden héhere Nukleosomenwerte im Serum detektiert als
bei Gesunden oder bei Patienten mit Autoimmunerkrankungen [Holdenrieder 2001 A]. Im
gleichen Jahr waren bei einem groferen Patientenkollektiv dhnliche Wertelagen entdeckt
worden: Wihrend Patienten mit malignen Tumoren die hochsten Nukleosomen-
konzentrationen aufwiesen, zeigten Patienten mit benignen Erkrankungen niedrigere Werte
und gesunde Probanden die niedrigsten Nukleosomenkonzentrationen. Hierbei waren die
Unterschiede der benignen und malignen Gruppe jedoch nicht signifikant [Holdenrieder 2001
B]. Auch bei Patienten mit Prostatakarzinom konnte eine erhohte Anzahl an zellfreier DNA
im Serum festgestellt werden. Hierbei zeigte die zellfreie DNA eine hohere Spezifitit als der
Tumormarker PSA (64,0 % vs. 38,5 %) bei allerdings geringerer Sensitivitét (87,5 % vs. 92,1
%) [Ellinger 2008 A]. Weiterhin konnten beim Lungenkarzinom [Sozzi 2001; Herrera 2005],
beim invasiven Harnblasenkarzinom [Ellinger 2008 B], beim Hodenkarzinom [Ellinger 2009]
und beim Mammakarzinom [Kuroi 1999] erhohte Nukleosomenwerte festgestellt werden. In
allen Studien waren die Wertelagen von Tumorpatienten und Kontrollgruppen mit benignen
Erkrankungen jedoch sehr iiberlappend, weshalb die zirkulierenden Nukleosomen nicht fiir
die Diagnostik von malignen Erkrankungen beziehungsweise Screeninguntersuchungen in

Frage kommen.

Ebenso ist der Einsatz von Nukleosomen fiir Stagingzwecke fraglich. Auf der einen Seite
fanden sich beispielsweise bei Karzinomen der Lunge und des Gastrointestinaltraktes
signifikant hohere Werte bei Patienten mit fortgeschritteneren Tumoren [Maebo 1990;
Fournie 1995; Holdenrieder 2001 C], auf der anderen Seite konnten keine derartigen
Ergebnisse bei Patienten mit Mammakarzinom, Lungenkarzinom sowie diversen
Karzinomarten beobachtet werden [Kuroi 2001; Sozzi 2001; Holdenrieder 2001 B;
Holdenrieder 2001 C]. Auch bei Patienten mit kolorektalem Karzinom und palliativem
Therapieziel wurden hohere Nukleosomenwerte beschrieben als bei Patienten mit adjuvanter

Therapie [Holdenrieder 2005].

Neben der Diagnose einer Erkrankung ist auch deren Prognose fiir Arzte und Patienten von
enormer Bedeutung. Daher wurde in mehreren Studien eruiert, ob Nukleosomen bei

Tumorpatienten als Prognosemarker fungieren konnen. Schwarzenbach et al. entdeckte 2008
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erhohte Nukleosomenwerte bei Patienten mit kolorektalem Karzinom, wobei sehr hohe Werte
mit einer schlechteren Prognose einhergingen. Ebenfalls hatten Patienten mit
hepatozelluldrem Karzinom und héheren Nukleosomenwerten eine schlechtere Prognose als
Patienten mit niedrigeren Werten [Ren 2006]. Auch bei Patienten mit Brustkrebs [Silva 2002;
Gal 2004] und Lungenkrebs [Fournie 1995; Gautschi 2004] konnte eine derartige Assoziation
gezeigt werden. Jedoch findet man auch hier widerspriichliche Ergebnisse. In einigen Studien
konnte keine prognostische Wertigkeit der DNA festgestellt werden [Kuroi 1999; Sozzi
2001]. In einer Studie bei Patientinnen mit Ovarialkarzinom zeigte sich ebenfalls kein
Zusammenhang zwischen Nukleosomen und dem Uberleben [Wimberger 2010]. Daher ist

auch die prognostische Aussagekraft der zirkulierenden DNA eingeschréinkt.

Die Therapiekontrolle von Tumorpatienten nach systemischer Chemotherapie oder
Radiotherapie erfolgt grofBtenteils durch bildgebende Verfahren, wie CT, MRT und PET,
mehrere Wochen oder Monate nach der Therapie. Zusétzlich werden onkologische Biomarker
verwendet, die Tumor-assoziert sind, wie beispielsweise das AFP. Im Allgemeinen geht man
davon aus, dass abfallende Werte auf ein positives Therapieansprechen und ansteigende
Werte auf ein negatives Therapieansprechen zurlickzufithren sind. Daher untersuchten
mehrere Gruppen, ob Nukleosomen ein dhnliches Verhaltensmuster aufweisen und zum
Monitoring einer Tumortherapie geeignet sind. Dieses Verhaltensmuster wurde bei den
Nukleosomen in verschiedenen Tumorentititen bestétigt. So halbierten sich bei Patienten mit
Regression ihres Tumors die pratherapeutischen Werte um 50 %, wohingegen bei Progression
hdufig eine Zunahme um mehr als 50 % zu sehen war [Holdenrieder 2001 B]. In
Zervixkarzinompatientinnen wurden im Falle einer Remission fallende Nukleosomenwerte
und bei Progression der Tumorerkrankung steigende oder konstant hohe Werte beobachtet
[Trejo-Becceril 2005]. Auch in einer Studie an Brustkrebspatienten zeigte sich eine
Korrelation der Nukleosomenverldufe mit der zytotoxischen Therapie [Kuroi 2001]. Eine
weitere Studie brachte hervor, dass innerhalb einer Woche im Anschluf} an eine Radiotherapie
bei Tumorpatienten ein Anstieg der Nukleosomenwerte im Plasma erfolgte [Cheng 2009]. In
einer Studie an 55 Patienten mit kolorektalem Karzinom zeigte sich ein Absinken der Werte
nach mehreren Zyklen der Chemotherapie. Bei einer Progression stiegen die
Nukleosomenwerte wieder an [Schwarzenbach 2008]. Zitt et al. untersuchte 2008 das
Ansprechen einer Radiochemotherapie bei Patienten mit lokal fortgeschrittenem
Rektumkarzinom. Ein Abfall der Nukleosomen nach Ende der Therapie spricht fiir einen

Therapieresponder, ein Anstieg dagegen fiir einen Nonresponder [Zitt 2008].
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Bei  Patienten mit  fortgeschrittenem  Lungenkarzinom kann  anhand  von
Nukleosomenverldufen eine Aussage tber die Therapieeffizienz bei Chemo- und
Radiotherapie gemacht werden. Im Allgemeinen kommt es hier zu einem schnellen Anstieg
der Nukleosomenwerte bereits wihrend der ersten Tagen nach Verabreichung der Therapie,
der gefolgt ist von einem Abstieg auf pratherapeutische Wertlagen nach etwa einer Woche. Es
gibt jedoch Unterschiede zwischen Patienten mit erfolgreicher Therapie und jenen mit einer
frithen Krankheitsprogression. Bei unzureichender Therapiewirksamkeit stiegen die Werte
wihrend der ersten Tage stirker an und blieben nach einer Woche auf einem hoheren Niveau.
Somit konnte man schon in der allerersten Therapiewoche anhand des Nukleosomenverlaufs
das spitere Therapieansprechen abschétzen [Holdenrieder 2004 B, Holdenrieder 2006].

In Studien an insgesamt 311 Patienten mit einem nicht kleinzelligem Lungenkarzinom
wihrend Erstlinien-Chemotherapie [Holdenrieder 2006], an 161 Patienten mit einem nicht
kleinzelligen Lungenkarzinoms wéhrend Zweitlinien-Chemotherapie [Holdenrieder 2009 A]
und an 128 Patienten mit einem kleinzelligen Lungenkarzinom wihrend Erstlinien-
Chemotherapie [Holdenrieder 2008] konnte anhand der Nukleosomenwerte wihrend des
ersten Therapiezyklus das Nicht-Ansprechen einer Therapie mit hoher Spezifitit und

Sensitivitdt erkannt werden [Holdenrieder 2009 B].

Ein weiteres Augenmerk richteten einige Studien auf die Aussagekraft von Nukleosomen bei
der frithzeitigen Beurteilung von Tumortherapien. Durch ein zeitnahes Erkennen eines
Misserfolges einer Therapie konnte ndmlich ein neuer Therapieplan durch den Arzt aufgestellt
werden und auf der anderen Seite der Patient vor den gefdhrlichen Noxen beispielsweise einer
weiteren Chemotherapie bewahrt werden. Natiirlich wire es zusdtzlich fiir das
Gesundheitswesen von besonderer Bedeutung, da immense Kosten durch erfolglose
Therapiemallnahmen eingespart werden konnten. Da Nukleosomen schnell in die Blutbahn
freigesetzt werden und unter physiologischen Bedingungen eine kurze Halbwertszeit besitzen,
kann der Verlauf der Nukleosomen innerhalb der ersten Tage nach einer Chemo- oder
Radiotherapie die Effektivitit einer Therapie kennzeichnen und die frithzeitige Beurteilung
des Therapieansprechens ermoglichen, wie in den oben genannten Studien gezeigt wurde
[Holdenrieder 2009 B].

Neben den Studien an Lungentumorpatienten wurden auch weitere Tumorarten exemplarisch
untersucht. So analysierte Kremer et al. 2005 den Nukleosomenverlauf bei 32 Patienten mit
Pankreastumor im Verlaufe der ersten Woche einer Radiochemotherapie. Hierbei konnte

gezeigt werden, dass anhand der Flidche unter der Kurve der Nukleosomenwerte der ersten
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drei Behandlungstage eine Aussage liber den Therapieerfolg gemacht werden kann. Auch bei
der akuten myeloischen Leukdmie konnte anhand der Nukleosomen innerhalb der ersten
beiden Wochen friihzeitig der Erfolg einer Chemotherapie gesehen werden. Hohere
Nukleosomenwerte im Serum der Patienten wihrend der ersten Behandlungstage deuteten auf
ein besseres Ansprechen und eine anschlieBende komplette Remission hin [Mueller 2006]. All
die aufgefiihrten Studien zeigen, dass es mit Hilfe der Nukleosomen in Zukunft moglich sein
konnte, im klinischen Alltag frithzeitig den Erfolg einer Tumortherapie zu erkennen und

danach den weiteren Therapieablauf richten zu kénnen.

Nicht nur maligne Prozesse fiihren zu einem erhohten Nukleosomengehalt im Blut. Auch bei
benignen Erkrankungen wurde der neue Biomarker untersucht. So wurden beispielsweise
erhohte Nukleosomenwerte im Plasma bei Patienten mit Fieber, schwerer Sepsis und
septischem Schock gefunden [Zeerleder 2003]. Bei Schlaganfillen zeigten sich erhohte
Nukleosomenzahlen im Blut, wobei der Wert am dritten Tag nach dem cerebralen Infarkt
zusitzlich eine prognostische Bedeutung hat [Geiger 2007]. Auch Rainer et al. untersuchte im
Jahr 2003 den Nukleosomenverlauf bei Patienten mit Schlaganfall, hier aber im Plasma. Hier
zeigte sich ebenfalls ein Zusammenhang zwischen Nukleosomengehalt und Mortalitédt, wobei
Patienten mit hohen Werten eine schlechtere Prognose hatten. Weiterhin wurde bei der
Endometriose vermehrt zirkulierende DNA im Plasma der Patientinnen gefunden [Zachariah
2009]. Lo et al. untersuchte im Jahr 2000 den Plasma-DNA-Gehalt bei Patienten nach einem
akuten stumpfen Trauma. Hierbei waren die Werte bei gesunden Probanden niedriger als
Werte bei Patienten mit einem akuten Trauma. Des Weiteren zeigten Patienten mit hoherem
Injury Severity Score (ISS) einen hoheren Wert als Patienten mit niedrigem ISS. Die DNA-
Werte bei Patienten mit pulmonalen Komplikationen lagen um mehr als das 10-fache iiber
den Werten der Patienten ohne Komplikation. Auch beim Morbus Whipple sind erhohte
Nukleosomenwerte zu sehen, deren Hohe zudem eine Aussage liber die Aktivitét leisten kann
[Benoit 2007]. Beim systemischem Lupus erythematodes wurden ebenfalls erhohte
Nukleosomenwerte festgestellt [Amoura 1997]. Auch bei Patienten mit ANCA assozierten
Vaskulitiden, = Autoimmunhepatitiden und  Kollagenosen stellte man  erhohte

Nukleosomenwerte im Serum fest [Holdenrieder 2006 A].

44



2.4 Biomarker

Neben den bereits dargelegten Nukleosomen und dem a;-Fetoprotein wurden innerhalb dieser
Studie weitere Biomarker als pradiktive und prognostische Marker einer transarteriellen
Chemoembolisation bei Patienten mit hepatozellulirem Karzinom evaluiert. In diesem

Kapitel werden diese Laborparameter kurz erlautert [Dérner 2003; Thomas 2005].

Cytokeratin 19-Fragmente (CYFRA 21-1)

CYFRA 21-1 ist ein Zytokeratin mit einem Molekulargewicht von 40 kDa. Zytokeratine
gehoren wie beispielsweise Vimentin und Desmin zu den Intermediédrfilamenten. Bei den
Zytokeratinen handelt es sich um unldsliche Stiitzproteine der Zelle, wohingegen ihre
Fragmente serumloslich sind. Cytokeratinfragment 19 wird im Zytoplasma mehrerer
epithelialer Tumore inklusive der Lungenkarzinome exprimiert und kann mittels
immunhistochemischer Methoden detektiert werden. Bei apoptotischem und nekrotischem
Zelltod wird CYFRA 21-1 in die Blutzirkulation freigesetzt [Broers 1988; Bodenmiiller
1992].

CYFRA 21-1 ist bei Patienten mit Lungenkarzinomen erhdht, vor allem in fortgeschrittenen
Stadien und ist somit nicht nur als Zelltodparameter anerkannt, sondern auch als
Tumormarker [Stieber 1994]. Vor allem beim nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom ist
CYFRA 21-1 ein Biomarker mit hoher prognostischer Aussagekraft zum Diagnosezeitpunkt,
sowie ein wichtiger Verlaufsparameter nach systemischer Therapie. Weiterhin gibt der
postoperative Verlauf von CYFRA 21-1 wichtige Hinweise auf die Prognose. Auch ein
Rezidiv eines Lungenkarzinoms kann mit Hilfe des CYFRA 21-1 detektiert werden [Stieber
2000].

In einer Studie von Uenishi et al. wurden erhohte Werte von CYFRA 21-1 in Patienten in
fortgeschrittenen Stadien des HCC mit Pfortaderthrombose beobachtet, jedoch zeigte dieser
Biomarker mit 18 % eine sehr geringe Sensitivitit [Uenishi 2006].

Ebenso ist CYFRA 21-1 bei Tumoren des HNO-Traktes neben dem Squamos Cell Carcinoma
Antigen (SCCA) und dem karzinoembryonalen Antigen (CEA) ein relevanter Biomarker.
Wihrend CYFRA 21-1 weniger zur Diagnose und zum Screening geeignet ist, kann es vor
allem zur Verlaufskontrolle bei Patienten mit einem HNO-Karzinom hilfreich sein [Kuropkat

2002, Stieber 2000].
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Laktatdehydrogenase (LDH)

LDH ist ein Enzym, das gelost im Zytoplasma in praktisch allen Zellen des menschlichen
Korpers vorkommt. Dieses Enzym katalysiert die Oxidation von Lactat zu Pyruvat mit der
gleichzeitigen Reduktion von NAD" zu NADH/H" bzw. dessen Riickreaktion (Pyruvat +
NADH + H" — Lactat + NAD"). In der Labordiagnostik ist dieser Marker zur Bestimmung
von Gewebe- und Organschidigungen geeignet. Im menschlichen Koérper sind flinf
Isoenzyme der LDH bekannt, welche in verschiedenen Organen bevorzugt vorkommen. So
findet man die Isoenzyme LDH-1 und LDH-2 vorwiegend im Herzmuskel als auch in den
roten Blutkorperchen, LDH-3 in der Milz, der Lunge und den Lymphknoten und LDH-4
sowie LDH-5 vor allem in der Leber und im Skelettmuskel. Der Referenzbereich erstreckt
sich im Universitéatsklinikum Miinchen-Gro3hadern bis 245 U/L.

Nach einem Zellschaden werden intrazelluldre Bestandteile, wie beispielsweise die LDH, in
erhohter Konzentration in die Blutzirkulation freigesetzt. Allerdings kann nur anhand der
Bestimmung der LDH-Isoenzyme nachvollzogen werden, welchem Organ die Herkunft der
Enzymerhohung zuzuschreiben ist. Die Bestimmung der LDH kann vor allem bei
hdmatologischen Erkrankungen, bei Muskelerkrankungen sowie bei Leber- und
Gallenwegserkrankungen Aufschluss dariiber geben, ob ein pathologischer Prozess vorliegt.
Vor Entdeckung des kardialen Troponins zur Diagnostik von Myokardinfarkten, wurde die
LDH-Aktivitdt auch hierfiir verwendet. Wahrend LDH als diagnostisches Kriterium fiir eine
Tumorerkrankung nicht geeignet ist, kann es fiir die Verlaufsbeobachtung und die Prognose
niitzlich sein. Letztlich kann eine Diagnose nur in Zusammenschau mehrerer Befunde gestellt

werden.

C-reaktives Protein (CRP)

Das CRP ist ein kohlenhydratfreies Protein, das in der Leber synthetisiert wird. Von dort wird
es als Akute-Phase-Protein in die Blutzirkulation freigesetzt. Das CRP steigt vor allem bei
Erkrankungen entziindlicher Genese an, wobei eine bakterielle Infektion den stdrksten
Stimulus darstellt. Hier kann das CRP innerhalb von Stunden bis zum 2000fachen des
normalen Wertes ansteigen. Dagegen erfolgt bei viraler Infektion mit AuBnahme der
Adenoviren in der Regel kein Anstieg des CRP. Es dient daher einerseits als
differentialdiagnostischer Marker zwischen bakterieller und viraler Infektion. Weiterhin wird
er als Verlaufsmarker bei nekrotisierenden, neoplastischen und rheumatischen Erkrankungen
verwendet, denn auch nach gréferen chirurgischen Eingriffen, Traumata, metastasierenden

Tumoren und akuten Schiiben einer rheumatischen Erkrankung kann das CRP stark erhoht
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sein. Die quantitative Bestimmung erfolgt mittels Nephelometrie, wobei sich der

Referenzbereich bis 0,5 mg/dL erstreckt.

Glutamatoxalacetattransaminase (GOT) bzw. Aspartat-Aminotransferase (ASAT) und
Glutamatpyruvattransaminase (GPT) bzw. Alanin-Aminotransferase (ALAT)

GOT und GPT gehoren zur Gruppe der Transaminasen, welche fiir den Abbau von
Aminosduren durch Desaminierung verantwortlich sind. Obwohl beide Enzyme in allen
Organen und Zellen vorkommen, ergibt sich aus der stark unterschiedlichen
Organkonzentrtion eine beachtliche Organselektivitit. Wihrend die GPT nahezu
ausschliefllich in der Leber vorkommt, ist die GOT neben der Leber auch stark in Herz und
Skelettmuskulatur lokalisiert. Weiterhin unterscheiden sich beide Enzyme ebenso nach ihrer
Lokalisation in der Zelle. Die GPT befindet sich vor allem im Zytoplasma, die GOT ist auch
in den Mitochondrien lokalisiert.

Daraus ergibt sich auch die diagnostische Bedeutung der beiden Enzyme: Haupteinsatzort ist
die Leberdiangostik. Durch den Einsatz des De-Ritis-Quotienten (GOT / GPT) kann die
Starke des Leberzellschadens beurteilt weden. Ein kleiner De-Ritis-Quotient (<1) weist auf
einen geringen Leberschaden hin, wie z.B. bei einer Virushepatitis. Dagegen spricht ein
grofler De-Ritis-Quotient (>1) fiir eine schwere Leberzellschdadigung, wie beispielsweise bei
chronischer Hepatitis und Alkoholabusus, denn bei einer schweren Leberzellschddigung
werden vermehrt mitochondriale Enzyme freigesetzt.

Zur Diagnostik bei Myokardinfarkt hat die GOT, ebenso wie die LDH, nach Einfiihrung des
kardialen Troponins an Einfluss verloren. Zur Diagnose von Tumorerkrankungen sind GOT
und GPT nicht geeignet. Der Referenzbereich der GOT reicht von 10-31 U/L bei Frauen und
11-39 U/L bei Ménnern, der von GPT von 9-35 U/L bei Frauen und von 9-43 U/L bei

Mainnern.

Glutamatdehydrogenase (GLDH)

Die GLDH befindet sich vor allem in den Mitochondrien der Hepatozyten und ist dort fiir die
Bildung von Ammoniak verantwortlich. Indiziert ist die Bestimmung der GLDH zur
Abschitzung des Schweregrades einer Leberschddigung. Je tiefgreifender eine hepatische
Schidigung ist, desto hohere GLDH-Aktivitdten sind im Blut messbar. Der Referenzbereich
geht bei Frauen bis 4,8 U/L, bei Méannern bis 6,5 U/L.
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Gamma-Glutamyltranspeptidase (GGT)

Auch die GGT kommt in mehreren Organen vor, aber hauptsichlich in Niere und Leber. Die
GGT st durch ihre Reaktion am Aminoséduretransport in die Zelle hinein beteiligt. Das
Enzym ist an den Strukturen der Zellmembran angelagert und kann davon relativ leicht
entfernt werden. Indiziert ist dieser Laborparameter bei Leber- und Gallenwegserkrankungen,
da durch Cholestase die GGT von der Zelloberfliche abgelost wird und somit zu einer
Erhéhung der Enzymaktivitit im Blut fiihrt. Auch bei chronischem Alkohol- und
Medikamentenabusus ist durch eine Induktion der Enzymsysteme eine erhdhte Aktivitdt im
Serum nachweisbar. Der Referenzbereich der GGT liegt bei Frauen zwischen 7-32 U/L, bei

Mainnern zwischen 11-49 U/L.

Alkalische Phosphatase (AP)

Die Alkalische Phosphatase ist ein Enzym, welches Phosphorsdureester hydrolysiert und am
effektivsten im alkalischen Milieu arbeitet. Dabei werden Phosphat-Gruppen u.a. von
Proteinen und Nukleotiden entfernt. Es wird unterschieden zwischen einer Leber-, Knochen-,
Diinndarm- und Plazenta-AP, wobei die ersten beiden diagnostisch am relevantesten sind. Die
Bestimmung der AP ist indiziert bei Verdacht auf eine Erkrankung der Knochen und bei der
Differenzialdiagnose von Leber- und Gallenwegserkrankungen. Sehr hohe Werte werden vor
allem bei malignen Knochentumoren (Osteosarkom) oder beim Morbus Paget detektiert.
Zudem findet sich eine Erhohung der Enzymaktivitit auch bei hepatobilidren Erkrankungen.
Ein starker Anstieg ist bei Lebermetastasen und Cholestase zu beobachten, schwéchere
Anstiege des AP konnen die Folge von akuten und chronischen Hepatitiden sein. Es ist auch
moglich, dass Knochenmetastasen zu erhohten Werten fiithren. Der Referenzbereich der GGT

liegt bei Frauen zwischen 35-104 U/L, bei Ménnern zwischen 40-129 U/L.

Bilirubin

Das Bilirubin wird hauptsédchlich beim Abbau des Hiamoglobins gebildet und an Albumin
gebunden zur Leber transportiert. Intrahepatisch wird das Bilirubin glucuronidiert und in die
intrahepatischen Gallenwege freigesetzt. Der weitere Abbauprozess zum Urobilinogen wird
durch Bakterien im Diinndarm fortgesetzt. Der grofBte Teil wird iiber weitere Umbauprozesse
mit dem Stuhl ausgeschieden. Kleinere Teile werden iiber den Urin ausgeschieden oder in die
Blutbahn riickresorbiert. Der Normalwert des Gesamtbilirubins im Serum liegt unter 1,2
mg/dl. Bei einer Hyperbilirubindmie kommt es zu einem Ikterus, wobei sich zunichst die

Skleren und bei hoheren Werten die Haut gelb verfarben. Beim Ikterus werden drei Arten
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unterschieden: Ein prihepatischer Ikterus, der beispielsweise bei starker Himolyse auftreten
kann, ein intrahepatischer Ikterus, der sich bei Bilirubinstoffwechselstérungen oder
intrahepatischer Cholestase zeigen kann, oder ein posthepatischer Ikterus, der bei einer
extrahepatischen Cholestase entstehen kann. Bei Medikamenteneinnahme kann es zu einer
intrahepatischen Cholestase kommen, wodurch das Gesamtbilirubin ansteigen kann. Zur
Differenzialdiagnose dieser drei Ikterusursachen wird zusétzlich das direkte Bilirubin

bestimmt und im Vergleich zum Gesamtbilirubin bewertet.

Cholinesterase (CHE)

Cholinesterasen werden in der Leber synthetisiert und sorgen fiir die Spaltung von Cholin-
Ester. Neben der Acetylcholinesterase, welche den Neurotransmitter Acetylcholin spaltet,
existiert die Pseudocholinesterase, die ein breiteres Substratspektrum hat. Diagnostische
Bedeutung hat vor allem die Pseudocholinesterase. Thr Referenzbereich liegt zwischen 5,0
und 13,3 kU/L. Mit Hilfe der Bestimmung der CHE konnen Hinweise auf die
Syntheseleistung der Leber gewonnen werden. Chronische Erkrankungen, wie eine
chronische Hepatitis oder eine Leberzirrhose, fithren zu erniedrigten Werten der CHE und
zeigen eine Storung der Proteinsynthese der Leber an, wobei die Wertelage mit der Schwere
der hepatischen Erkrankung korreliert. Auch bei Tumoren kénnen gelegentlich erniedrigte
Werte gemessen werden. Bei akuten Lebererkrankungen liegt die CHE-Aktivitat dagegen oft
im Referenzbereich, da die CHE eine lange biologische Halbwertszeit von 12-14 Tagen

aufwelist.

Amylase

Die Amylase kommt in zwei Isoenzymen vor, der pankreatischen und der saliviren Amylase.
Ihre Aufgabe besteht in der Spaltung von Kohlenhydraten bis hin zur Maltose. Indiziert ist die
Bestimmung der Amylase vor allem bei unklaren Oberbauchbeschwerden bei der Frage nach
einer akuten Pankreatitis. Der Anstieg der Amylase bei akuter Pankreatitis erfolgt nach
wenigen Stunden und die Amylase normalisiert sich nach 1 bis 4 Tagen. Zusétzlich kann die
Amylase bei Verdacht auf Speicheldriisenerkrankungen bestimmt werden. Der Normalwert

der Amylase liegt bei beiden Geschlechtern unter 220 U/L.

Lipase
Die Lipase ist ein weiteres Pankreasenzym, kommt jedoch auch in sehr geringer

Konzentration in Leber, Magenfundus, Speicheldriisen, Diinndarmmukosa, GefdBBendothlien
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und Fettgewebe vor. Sie wird, wie die Amylase, zur Abkldrung bei unklaren
Oberbauchschmerzen verwendet. Der Referenzbereich der Lipase liegt zwischen 13 und 60
U/L. Vorteil der Lipase im Gegensatz zur Amylase ist die weitaus hohere Spezifitit und
Sensitivitdt bei allen Formen einer Pankreatitis. Nach einer langjdhrigen chronischen
Pankreatitis werden aufgrund der exokrinen Insuffizienz keine Lipaseerh6hungen mehr
detektiert. Der Abfall der Lipase erfolgt nach 5-10 Tagen und tritt somit spéter als bei der

Amylase ein.

Kreatinin

Kreatinin ist eine harnpflichtige Substanz und entsteht durch eine Wasserabspaltung des
Kreatinphosphats, welches in der Muskulatur aus Kreatin und ATP entsteht. Die
Ausscheidung des Kreatinin erfolgt nahezu ausschlieBlich iiber die Niere. Die Bestimmung
des Kreatinins ist im Serum, Plasma und Urin mdglich. Im Serum liegt der Referenzbereich
bei Frauen zwischen 0,5 und 1,0 mg/dL, bei Méannern zwischen 0,5 und 1,2 mg/dL. In der
klinischen Routine wird es zur Uberpriifung der Nierenfunktion und zur Verlaufskontrolle bei
Nierenerkrankungen verwendet. Jedoch steigt die Kreatininkonzentration im Serum erst an,

wenn die glomerulére Filtrationsrate auf 50 % oder weniger reduziert ist.

Harnstoff

Der Harnstoff ist das Endprodukt beim Proteinstoffwechsel, welcher in der Leber entsteht und
zu 90 % tiiber die Niere ausgeschieden wird. Die Hohe des Harnstoffspiegels hingt von der
Proteinzufuhr, dem Proteinkatabolismus und der glomeruldren Nierenfunktion ab, weshalb
pathologische Werte nicht nur renal bedingt sind. Der Referenzbereich liegt zwischen 12 und
48 mg/dL. Der Harnstoff dient zur Diagnostik und Verlaufskontrolle einer Niereninsuffizienz

und zur Kontrolle der Proteinzufuhr bei Niereninsuffizienz.

Harnséure

Ein weiterer hauptsdchlich renal ausgeschiedener Stoff ist die Harnsdure. Sie ist das
Endprodukt des Purinstoffwechsels. Der Referenzbereich bei Frauen liegt zwischen 2,5-5,9
mg/dL und bei Miannern zwischen 3,5-7,1 mg/dL. Eine Erh6hung kann beispielsweise bei
einer Niereninsuffizienz vorliegen, da hierbei die Ausscheidung der Harnsdure gestort ist.
Weitere Ursachen fiir eine Erhohung der Harnsdure ist hauptsdchlich die primére

Hyperurikidmie, die als Gicht bekannt ist.
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3 Patienten und Methoden

3.1 Patienten

Das Studiendesign der Doktorarbeit war eine prospektive, reine Beobachtungsstudie ohne
Randomisierung und zuétzliche Intervention. Den Antrag zu dieser Studie hat die Ethik-
Kommission der Ludwig-Maximillian-Universitit bewertet und genehmigt. Ausschlieflich
erwachsene Personen mit vollstindiger Aufkldrungs- und Zustimmungsfdhigkeit wurden in
meine Studie aufgenommen. Alle meine Patienten wurden vor Abnahme der ersten
Blutproben von mir personlich iiber Ablauf, Theorie und Nutzen der Studie umfassend
informiert und aufgeklirt. Von jedem dieser Patienten musste eine schriftliche Erklarung iiber
thre Zustimmung zur Teilnahme an dieser Studie vorliegen. Alle Patienten kamen von den
Stationen F6A, F7, F8, F9 und F21 der II. Medizinischen Klinik des Klinikums GrofShadern.
Samtliche Blutentnahmen zu den in der Studie definierten Zeitpunkten iiber einen Zeitraum

von mehr als einem Jahr wurden nur durch mich persénlich durchgefiihrt.

Es wurden konsekutiv Patienten mit der Diagnose eines hepatozelluldren Karzinoms nach den
Kriterien der AASLD eingeschlossen, die mit transarterieller Chemoembolisation behandelt
wurden. Vornehmlich wurden Patienten vor der ersten TACE-Therapie aufgenommen, aber
auch spitere TACE-Therapien wurden beriicksichtigt. Es gab keine speziellen
Selektionskriterien flir die Auswahl der Patienten. Lediglich Patienten mit einem
Zweitkarzinom sowie Patienten, die eine Teilnahme an der Studie verweigerten, schlossen wir

aus.

Im Zeitraum von April 2007 bis Juli 2008 wurden insgesamt 50 Personen mit der Diagnose
eines HCC konsekutiv in die Studie aufgenommen. Davon waren 8 Patienten weiblich und 42
Patienten minnlich. Das Alter der Patienten erstreckte sich bei Studienbeginn von 45 Jahren
bis 83 Jahren, der Median lag bei 66,7 Jahren. Bei Primédrdiagnose waren die Patienten im
Durchschnitt 64,1 Jahre alt. Nach der TNM-Einteilung (Tabelle 2) befanden sich 10 Patienten
in Stadium I, 4 Patienten im Stadium II, 36 Patienten im Stadium III und keiner der Patienten
im Stadium IV. Alle Patienten bekamen eine oder mehrere transarterielle
Chemoembolisationen im Institut fiir Klinische Radiologie des Klinikums GroBhadern

(Tabelle 7). Das mediane Uberleben der Patienten ab Studienbeginn lag bei 14,5 Monaten.
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Median Range
Alter bei Studienbeginn (J) 66,7 45,1 - 83,7
Gesamtiiberleben (Mon) 14,5 1,1-25,1
Anzahl Prozent
Gesamt 50 100,0
Geschlecht
Weiblich 8 16,0
Minnlich 42 84,0
Leberzirrhose 37 74,0
Child-Pugh Stadium
A 20 40,0
B 14 28,0
C 3 6,0
Risikofaktoren
HBV 2 4,0
HCV 8 16,0
HBV + HCV 3 6,0
Alkoholische Leberzirrhose 21 42.0
Alkohol + HCV 1 2,0
Anzahl der Tumorknoten
Singuldre Lision 13 26,0
Zwei Lisionen 8 16,0
Multiple Lasionen 29 58,0
Tumorgrofie
<l cm 2 4,0
<3 cm 14 28,0
<5cm 17 34,0
<10 cm 13 26,0
>10 cm 4 8,0
Stadium
Tl 10 20,0
T2 4 8,0
T3 36 72,0
T4 0 0,0
Indikation zur TACE
Palliativ 33 66,0
Bridging 6 12,0
Palliative (plus RFA) 6 12,0
Palliativ nach Resektion 5 10,0
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Anzahl Prozent

Behandlungen vor TACE

Tumorresektion 5 10,0

PEI 2 4,0
Behandlungen nach TACE

TACE 21 42,0

Sorafenib 7 14,0

TACE und Sorafenib 4 8,0

LTX 6 12,0
Zeitpunkt Studieneinschluss

1. TACE Behandlung 21 42,0

2. oder spitere TACE Behandlung 29 58,0
Anzahl TACE pro Patient

1 Therapie 33 66,0

2 Therapien 9 18,0

3 Therapien 6 12,0

4 Therapien 2 4,0
Gesamtanzahl TACE Therapien 77

Tabelle 7 Patienteniibersicht

3.2 Transarterielle Chemoembolisation

Die transarterielle Chemoembolisation wurde von Herrn PD Dr. med. Waggershauser oder
einem seiner Kollegen im Institut fiir Klinische Radiologie — Klinikum der Universitit

Miinchen durchgefiihrt. Der regelhafte Ablauf der TACE war wie folgt:

Nach Hautdesinfektion und sterilem Abdecken der rechten Leistengegend folgte unter
Lokalanésthesie die Punktion der rechten Femoralarterie in Seldinger-Technik. Danach wurde
eine 4 French Schleuse und ein 4 French Kobrakatheter eingelegt. Darauthin folgte die
selektive Darstellung des Bauchhohlenstammes (Truncus coeliacus) und der Leberarterie
(Arteria hepatica). Mit Hilfe der indirekten Portographie wurde zusétzlich die
Durchgingigkeit der Pfortader untersucht. Unter Einfiihren eines Terumo-Drahtes wurden
rechte und linke Leberarterie sondiert. Im weiteren Behandlungsverlauf wurden die
Tumorherde angiografisch dargestellt und anschlieBend mit Epirubicin und Lipiodol
embolisiert. In den meisten Féllen wurden 50 mg Epirubicin in 5 ml Lipiodol iiber die
gesamten hypervaskularisierten Areale der Leber verteilt. Nach Verabreichung des

Chemotherapeutikums wurde die Anreicherung des Lipiodols in der Leber beurteilt.

Es folgten das Entfernen des Katheters und der Schleuse sowie anschlieBend das manuelle

Abdriicken der rechten Leiste fiir funf bis zehn Minuten. Schlie3lich wurde ein Druckverband
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angelegt, welcher fiir ungefdhr 24 Stunden belassen wurde. Im Anschluss sollte strenge

Bettruhe fiir vier Stunden eingehalten werden.

3.3 Klinische Bewertung der Therapieeffizienz

Die Evaluation des Therapieansprechens ist ein wichtiger Bestandteil einer Tumortherapie, da
priatherapeutisch keine sichere Aussage iiber die Wirksamkeit einer Tumortherapie getroffen
werden kann. Zur Kontrolle der Therapieeffizienz erfolgen nach mehreren Wochen bis
Monaten tiblicherweise Staging-Untersuchungen mittels bildgebender Verfahren und Tumor-

oder Organ-bezogener Blutparameter.

Im Klinikum GroBhadern erfolgte die erste TACE kurz nach Sicherung der Diagnose eines
hepatozelluldren Karzinoms mittels radiologischer Diagnostik und dem Tumormarker AFP.
Im Regelfall wurden die Patienten nach eineinhalb bis vier Monaten zur Evaluation des
Therapieansprechens erneut in das Universitédtsklinikum einbestellt. Bei Persistenz von vitalen
Tumoranteilen und arterieller Hypervaskularisation des Tumors bei der Kontrolluntersuchung
mittels bildgebender Diagnostik wurde eine weitere Chemoembolisation am darauffolgenden
Tag durchgefiihrt. Die groe Divergenz des Zeitraums bis zur Kontrolluntersuchung ist
einerseits auf die FEigenschaften des Tumors, die das Therapieintervall bestimmen,

andererseits auch auf die mangelnde Compliance der Patienten zuriickzufiihren.

Die Therapieeffizienz in unserer Studie wurde mittels der schriftlich dokumentierten Befunde
der Computertomografie oder der Kernspintomografie vor und nach der Therapie liberpriift.
Bei der Beurteilung des Verlaufes anhand der radiologischen Befunde wurden nach
Moglichkeit die RECIST-Kriterien (Tabelle 6) angewendet. Hiernach wurden die Patienten in
Gruppen mit kompletter oder partieller Remission, sowie stabiler Erkrankung und Progression
eingeteilt. In Ausnahmeféllen wurde zusdtzlich der klinische Verlauf als Ansprechen der
Therapie in die Bewertung mit einbezogen. Hierbei wurden Patienten, die vor einer erneuten

Bildgebung verstorben waren, in die Gruppe der Non-Responder eingeteilt.

In Tabelle 8 ist das Therapieansprechen der Patienten, die genutzten Modalititen zur
Bestimmung des Therapieansprechens und die Zeit bis zur Bestimmung des
Therapieansprechens zusammengefasst. Da bei 6 Patienten, bzw. 6 TACE-Therapien
zusitzlich am folgenden Tag eine Radiofrequenzablation durchgefiihrt wurde und damit die

posttherapeutische Bildgebung verfdlscht war, werden diese Patienten extra aufgefiihrt und
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beim Therapieansprechen nicht mit ausgewertet. Somit bleiben noch 71 transarterielle
Chemoembolisationen, von denen 2 eine Remission, 30 einen stabilen Befund und 32 eine

Progression ihres Tumors aufweisen.

Therapieansprechen Anzahl Prozent
TACE + RFA
Remission 5 6,5
PD 1 1,3
TACE
Remission 2 2,6
SD 30 39,0
PD 39 50,7
Therapiekontrolle
CT - Abdomen
CR 1 1,3
PR 1 1,3
SD 24 31,2
PD 27 35,1
NMR - Abdomen
CR 2 2,6
PR 3 3,9
SD 5 6,5
PD 5 6,5
Oberbauch - Sonographie
PD 2 2,6
Klinik
SD 1 1,3
PD 6 7,8
Tage bis Therapiekontrolle nach TACE
<60 Tage 22 28,6
60-90 Tage 38 49,4
> 90 Tage 17 22,1

Tabelle 8 Therapieansprechen und Therapiekontrolle

Das am hiufigsten genutzte bilgebende Verfahren zur Bildkontrolle war die
Computertomografie mit iiber 60 %, gefolgt von der Kernspintomografie mit ungefdahr 20 %.

Bei zwei Patienten musste auf eine Oberbauchsonografie zuriickgegriffen werden, wobei hier
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aber bei beiden Patienten eine eindeutige Progression ihrer Erkrankung vorlag. Da bei 7
weiteren Therapien keine Bildgebung vorlag, wurden diese Patienten anhand ihrer Klinik
eingeteilt. Davon starben 6 Patienten und wurden somit in die Kategorie der Progression

eingeteilt.

Der Median der posttherapeutischen Therapieevaluation lag bei 70 Tagen, wobei sich die
Zeitpunkte iiber einen Zeitraum von 22 Tagen bis zu 216 Tagen verteilten. Eine Person starb
bereits 22 Tage nach erfolgter Chemoembolisation und wurde deshalb in die Gruppe der Non-
Responder eingeteilt. Ein weiterer Patient erschien nicht zur geplanten Therapiekontrolle
aufgrund seines guten Allgemeinbefindens und starb nach 216 Tagen an seinem Tumorleiden.
Insgesamt waren es nur vier Patienten, deren Therapieansprechen nach mehr als 4 Monaten
evaluiert wurde, von denen zwei in die Gruppe der Responder aufgenommen wurden. Jedoch
lag der Untersuchungszeitpunkt der meisten Patienten innerhalb eines Intervalls von zwei bis

drei Monaten.

3.4 Methoden
3.4.1 Gewinnung und Vorbehandlung der Blutproben

Die Zeitpunkte der Blutentnahmen wurden so gewihlt, dass sie im normalen klinischen
Ablauf vorgenommen werden konnten. Die eigenhédndig durchgefiihrten Blutabnahmen
erfolgten vor Beginn der transarteriellen Chemoembolisation, drei bzw. sechs Stunden nach

der Therapie, und am Morgen des darauffolgenden Tages.

Aus einer Cubitalvene wurde moglichst hamolysefrei Blut in zwei Blutrohrchen der Firma
Sarstedt (S-Monovette®) entnommen. Hierbei wurde ein Serumréhrchen der Grof3e 9 ml und
ein Kalium-EDTA-R6hrchen der gleichen Menge verwendet. Abweichend hiervon wurden
bei den drei bzw. sechs Stunden Abnahmen jeweils nur 4,7 ml Kalium-EDTA-RShrchen
gebraucht. Fiir die Bestimmung der Nukleosomen verwendeten wir Serumproben. Die
priaanalytische Behandlung der Proben erfolgte in der von Holdenrieder et al. beschriebenen
Weise [Holdenrieder 2001 B]. Im Einzelfall wurde das Vollblut spitestens ein bis zwei
Stunden nach der Entnahme fiir etwa 10 min bei 3000 x g zentrifugiert. Der Uberstand vom
Blutkuchen wurde abgesert. 1 ml dieses Serums wurde mit 100 pl einer 100 mM EDTA-
Losung (Ethylendiamin-Tetraacetat) versetzt, gut gemischt und bei 4°C im Kiihlschrank
gelagert. Noch am selben Tag wurden die stabilisierten Seren in 2 ml Plastikgefd3e der Fa.

Greiner mit Schraubverschluss gefiillt. Insgesamt wurden zwei Aliquots mit EDTA
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versetztem Serum, drei mit nativem Serum und zwei bzw. drei weitere mit Plasma, jeweils
mit etwa 500 pl Volumen, bei -80°C tief gefroren. Innerhalb eines Jahres wurde von jeder
Blutabnahme eines der stabilisierten EDTA-Seren aufgetaut und darin durch mich persénlich
die Konzentration der Nukleosomen gemessen. Der Apoptosemarker CYFRA 21-1 und der
Tumormarker AFP wurde durch Mitarbeiterinnen des Kompetenzzentrums ,,Onkologische
Labordiagnostik unter der Leitung von Frau Dr. Stieber aus nativen Seren bestimmt. Die
Mitarbeiterinnen des  Hauptlabors des Instituts fliir Klinische Chemie des
Universitédtsklinikums GroBBhadern haben ebenso aus den nativen Seren die iibrigen

Laborparameter gemessen.

3.4.2 Quantifizierung der Konzentration von Nukleosomen

Der Cell Death Detection-ELISAplus (CDDE-Test) von Roche Diagnostics, Mannheim
(Katalog-Nummer 1774425) wurde fiir die Messung der Nukleosomen im Serum verwendet.
Dieser nicht-kompetitive Enzym-Linked-Immuno-Sorbent-Assay (ELISA) beruht auf dem
Sandwichprinzip. Hierbei werden die Nukleosomen von zwei monoklonalen Maus-
Antikorpern, die gegen Histone und DNA gerichtet sind, spezifisch gebunden. Zusétzlich
bindet der Anti-Histon-Antikorper an die Mikrotiterplatte und stellt den Festphasen-
Antikorper dar. Der Anti- DNA-Antikorper ist mit dem Enzym Peroxidase markiert, welches
das Substrat ABTS (2,2’-azino-di(3-ethylbenzthiazolin-sulfonat)) umsetzt. Eine Farbreaktion
wird erreicht, wenn beide Nukleosomenkomponenten, Histone und DNA, vorhanden sind.
Die Anzahl an Nukleosomen, die von Antikérpern gebunden wird, ist proportional zur
entstehenden Farbentwicklung. Anhand einer Kalibrationskurve wird die photometrische

Messung und Quantifizierung der Nukleosomen in einer Serumprobe ermoglicht.

Fir diesen ELISA werden verschiedene Materialien benotigt, die teils gebrauchsfertig

mitgeliefert werden oder vor dem Test hergestellt werden miissen:

« PBS (Phosphate Buffer Saline): Gebrauchsfertige Losung, die 8,0 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,44
g Na2HPO4 * 2 H20 und 0,2 g KH2PO4 in einem Liter Wasser enthilt und auf pH = 7,4

justiert ist.
» Inkubationspuffer: Gebrauchsfertige Losung, die PBS mit 1% Rinderserumalbumin, 0,5
% Tween 20 und 1 mM EDTA enthalt.

* Anti-Histon-Biotin: Tablette eines lyophilisierten und biotinylierten Anti-Histon-AK

Panels, die in 450 pl bidestillierten Wasser aufgelost wird.
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* Anti-DNA-POD: Tablette eines lyophilisierten und Peroxidase markierten Anti-
DNA-AK Panels, die in 450 pl bidestillierten Wasser aufgelost wird.

* Immunreagens: 1/20 Volumenanteile der biotinylierten Anti-Histon-Antikorper und 1/20
Volumenanteile der Peroxidase markierten Anti-DNA-Antikérper werden vorsichtig mit
18/20 Volumenanteilen Inkubationspuffer homogenisiert.

» Substratpuffer: Gebrauchsfertige Losung, die 1047,5 mg Zitronensdure, 62,5 mg
Natriumperborat * 3 H20, 9,77 mg CaCI2 * H20, 1335 mg Na2HPO4 * 2 H20 in 125 ml
enthélt und auf pH = 4,5 justiert ist.

* Substrat: Drei Tabletten mit 2,2’-azino-di(3-ethylbenzthiazolin-sulfonat) (ABTS), die
unmittelbar vor Gebrauch in 15 ml Substratpuffer gelost werden und lichtgeschiitzt
gelagert werden miissen.

» Streptavidin-beschichtete Mikrotiterplatte und Adhésiv-Folien.

Die fiir diesen CDDE-Test verwendeten monoklonalen Anti-Histon-Antikorper besitzen eine
spezifische Affinitét fiir die Histone H2a, H2b, H3 und H4 und stammen aus dem Mausklon
H 11-4. Im Mausklon M-CA-33 wurden die monoklonalen Anti-DNA-Antikorper geziichtet,
die Einzel- und Doppelstrang-DNA erkennen konnen. Aufgrund des Sandwichverfahrens
werden nur nukledre Mono- und Oligonukleosomen aus eukaryontischen Zellen erfasst. In
Mitochondrien und prokaryontischen Zellen, wie Bakterien, Rickettsien und Viren ist die
DNA nicht mit Histonen assoziiert und kann deshalb auch nicht in Form von Nukleosomen
vorliegen. Auch RNA ist nicht an Histone gebunden und wird ebenfalls beim CDDE-Test
nicht detektiert [Plattner 1997].

Das Testverfahren wurde nach der Beschreibung von Holdenrieder et al. durchgefiihrt
[Holdenrieder 2001 B]: Nach dem Auftauen der Proben wurden sie fiir drei Sekunden mit
dem Vortex homogenisiert und mit dem Inkubationspuffer im Verhéltnis 1:4 (20 pl Serum
und 60 pl Inkubationspuffer) verdiinnt. Danach wurden die verdiinnten Serumproben ein
weiteres Mal fiir drei Sekunden ,,gevortext®, worauthin jeweils 20 pl in eine Vertiefung einer
Mikrotiterplatte pipettiert wurden. Dazu wurden 80 pl des Immunreagens, bestehend aus
biotinylierten Anti-Histon-Antikdrpern, Peroxidase-markierten, Anti-DNA-Antikérpern und
Inkubationspuffer, gegeben, mit einer Adhésivfolie bedeckt und fiir jeweils zwei Stunden auf

einem Mikrotiterplatten-Riittler bei etwa 500 U/min inkubiert.

58



Wihrend der zweistiindigen Inkubationszeit bindet der Anti-Histon-Antikdrper an die
Proteinkomponente der Nukleosomen und fixiert diesen Komplex mit Hilfe des Biotins an der
Streptavidin-beschichteten Mikrotiterplatte. Zuséatzlich reagiert der Anti-DNA-Antikorper mit

der DNA-Komponente der Nukleosomen.

Anschlieend wurden durch dreimaliges Waschen mit je 300 bis 400 ul Inkubationspuffer die
nicht gebundenen Antikorper entfernt. Die fixierten Antikorper-Komplexe wurden mit 100 pl
ABTS (2,2’-Azinodi(3-ethylbenzthiazolin-sulfonat)) inkubiert, danach die Mikrotiterplatte
mit einer Adhésivfolie verschlossen und bei 500 U/min gertittelt. Durch eine Reaktion des
Substrats mit dem Enzym Peroxidase der Anti-DNA-Antikorper, bewirkt dies eine zu den
gebundenen Antikdrpern proportionale Farbverdnderung, die photometrisch bei 6 = 405 nm

gegen die Substratlosung als Blank (Referenzwellenldnge 6 = 492 nm) quantifiziert wurde.

Zusitzlich wurde eine Standardkurve aus nukleosomenreichem Referenzmaterial hergestellt,
um eine direkte Quantifizierung der Nukleosomen mit hoher Vergleichbarkeit zwischen
verschiedenen Testldufen zu ermoglichen. Dieses Referenzmaterial wurde vor der
Durchfithrung des Tests mit Inkubationspuffer so verdiinnt, dass nach einer definierten
Farbentwicklungszeit von 30 Minuten die niedrigste Verdiinnungsstufe Extinktionswerte von
etwa 2500 milli-Units (mU) optischer Dichte erreichte. Dieser Wert liegt im oberen
Messbereich des Photometers. Diese Verdlinnung setzte sich aus einem Volumenanteil
Referenzmaterial und 23 Volumenanteilen Inkubationspuffer zusammen (1:24). Durch
weitere Verdinnungsschritte (1:32, 1:48, 1:64, 1:96) wurde eine lineare Standardkurve

erstellt, die durch den Ursprung des Koordinatensystems lduft.

Urspriinglich wurden als Messeinheit sogenannte Arbitrary Units (AU) definiert. Diese
geschitzten Units geben eine an der Standardkurve orientierte, relative Konzentrationsangabe
der Nukleosomen im getesteten Material an. Definitionsgemi3 erhielt der hdchste
Standardwert einen relativen Wert von 1000 AU. Durch die Bestimmung des DNA-Gehalts in
einem definierten Standard konnte eine Umrechnung von Arbitrary Units auf Nanogramm pro

Milliliter erfolgen. 1000 AU entsprechen dabei 572 ng/ml.

3.4.3 Quantifizierung der weiteren Blutparameter

Die Quantifizierung der beiden Tumormarker AFP und CYFRA 21-1 wurden mit einer

automatisierten Methode auf dem Elecsys 2010 der Firma Roche Diagnostics gemessen.
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Beide Testverfahren funktionieren nach der ECLIA-Methode (Elektrochemilumineszenz
Immunoassay). Zur Bestimmung des AFP werden 10 pL, zur Messung des CYFRA 21-1 20
uL des Patientenserums benoétigt, welches jeweils eine Temperatur zwischen 20-25°C haben
sollte. Dafiir wurden die von mir eingefrorenen, nicht stabilisierten Serumproben der
Patienten zu allen vier Zeitpunkten verwendet. Bei der ersten Inkubation bildet das
Patientenserum mit einem biotinyliertem monoklonalen Antikdrper und einem mit
Ruthenium-Komplex markierten monoklonalen Antikérper einen Sandwich-Komplex. Bei der
zweiten Inkubation wird durch Zugabe von Streptavidin beschichteten Mikropartikeln der
Komplex {iber Biotin-Streptavidin Wechselwirkung an die Festphase gebunden. Das
Reaktionsgemisch wird in die MeBzelle iiberfiihrt, wo die Mikropartikel durch magnetische
Wirkung auf die Oberflache der Elektrode fixiert werden. Darauthin werden mit ProCell die
ungebundenen Substanzen entfernt. Durch Anlegen einer Spannung wird die
Chemilumineszenzemmision induziert und mit dem Photomultiplier gemessen. Die
Ergebnisse werden anhand einer Kalibrationskurve ermittelt. Diese wird durch eine 2-Punkt-
Kalibration und eine iiber den Reagenzbarcode mitgelieferte Masterkurve geritespezifisch
generiert. Im Falle der AFP Bestimmung handelt es sich bei den Antikdrpern um
monoklonale AFP-spezifische Antikorper, bei der CYFRA 21-1 Bestimmung um
monoklonale Cytokeratin 19 spezifische Antikorper. Die Gesamtdauer beider Testverfahren

betrdgt 18 Minuten.

Zusitzlich wurden Messungen der Nukleosomen mit dem Impact-Analyzer der Firma Roche
durchgefiihrt. Dieses automatisierte Messverfahren befindet sich jedoch noch in der

Testphase, weshalb keine niheren Angaben zum Versuchsautbau gemacht werden kénnen.

Im Hauptlabor wurde die Quantifizierung der weiteren Blutparameter am High-End Analyzer
AU 2700 der Firma Olympus, jetzt Beckman Coulter im Rahmen der Routinemessungen
durchgefiihrt. Der AU 2700 ist ein vollautomatisches System fiir klinisch-chemische und
immunologische Parameter sowie fiir die Detektion von Medikamentenmissbrauch und die
Uberwachung der Korperfliissigkeitsspiegel therapeutischer Medikamente. Es stehen diesem
Analysegerdt zwei Messprinzipien zur Verfliigung: Zum einen die ISE-Einheit, die zur
Elektrolytmessung mit ionenselektiven Elektroden (ISE) und mit einer Referenzelektrode
(REF) ausgestattet ist. Diese ionenselektiven Elektroden konnen ein bestimmtes Ion selektiv
erkennen. Die ISE-Einheit wird zur Messung der entstehenden Potentialdifferenz zwischen

den beiden Elektroden beim Passieren der Probe verwendet. Zum anderen die Photometrie-
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Einheit, bei der eine Patientenprobe mit einem bestimmten Reagenz gemischt wird und die
Extinktion eines monochromatischen Lichtstrahls durch die Mischung photometrisch ermittelt
wird. Fiir die Messungen benutzten die Mitarbeiterinnen des Hauptlabors wiederum von mir
personlich eingefrorene nicht stabilisierte Serumproben der Studienteilnehmer. Auch hier
untersuchten wir alle vier Zeitpunkte. Dabei wurden neben den Leberparametern Glutamat-
Oxalacetat-Transaminase (GOT), Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT),
Glutamatdehydrogenase (GLDH), y-Glutamyltranspeptidase (GGT), Cholinesterase (CHE)
und Bilirubin (Bili) auch die Nierenwerte Harnstoff, Harnsdure und Kreatinin bestimmt.
Neben dem Entziindungsparameter C-reaktives Protein (CRP) quantifizierten wir ebenso den
Zelllysemarker Laktat-Dehydrogenase (LDH). Zuletzt wurden noch die beiden

Pankreasenzyme Lipase und Amylase und die alkalische Phosphatase (AP) gemessen.

3.5 Statistische Auswertung
Die folgenden Biomarker wurden pratherapeutisch (Oh), drei (3h) und sechs (6h) Stunden
nach Therapie, sowie am darauffolgenden Tag (24h) gemessen und ausgewertet.
* Nukleosomen ELISA Serum (NHS), Impact Serum (NIS) und Impact Plasma (NIP)
* Alphafetoprotein (AFP)
* Cytokeratin Fragment 21-1 (CYFRA 21-1)
* Laktatdehydrogenase (LDH)
* (C-reaktives Protein (CRP)
* Glutamatoxalacetattransaminase (GOT)
* Glutamatpyruvattransaminase (GPT)
*  Glutamatdehydrogenase (GLDH)
*  Gamma-Glutamyltranspeptidase (GGT)
* Alkalische Phosphatase (AP)
* Cholinesterase (CHE)
e Bilirubin
*  Amylase
* Lipase
¢ Kreatinin
e Harnstoff

e Harnsiure
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Die Werteverteilungen der Biomarker wurden deskriptiv anhand von Boxplots, Dotplots und
Kinetiken dargestellt. Im Boxplot werden alle Werte der sogenannten Fiinf-Punkte-
Zusammenfassung, also der Median, zwei Quartilen (25. Perzentile und 75. Perzentile) und
die beiden Antennen, dargestellt. Die Antennen, auch als Whisker bezeichnet, kennzeichnen
die 5. und 95. Perzentile. Zudem werden Ausreifler anhand von Punkten gezeigt. Dotplot-
Grafiken prasentieren dagegen sehr anschaulich alle Einzelwerte. Letztere haben den Vorteil,
dass Werteverteilungsmuster besser beurteilbar sind. In der Darstellung der Kinetiken sind die

Einzelverldufe der Patienten vom pratherapeutischen zum 24 Stunden Wert gezeigt.

Die Korrelationen zwischen den einzelnen Biomarkern wurden mit dem
Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman analysiert.

Differenzen der Wertlagen der Biomarker zwischen dem pritherapeutischen Zeitpunkt und
spiteren Zeitpunkten wurden mit dem Wilcoxon-Test flir Paardifferenzen auf Signifikanz

gepriift.

Es sollte gepriift werden, ob die Biomarker friihzeitig das Ansprechen auf die transarterielle
Chemoembolisation (TACE) anzeigen konnen. Fiir die Priifung des Unterschieds der
Verteilungen in den Gruppen der Responder versus Non-Responder kam der Wilcoxon-
Mann-Whitney Test fiir unabhédngige Stichproben zur Anwendung.

Alle zum Zeitpunkt Oh oder 24h signifikanten Biomarker gingen in ein multivariates
logistisches Regressionsmodell und zwar in logarithmierter Form zur Basis 2. Zusitzlich
wurden in diesem Modell auch die Tumorgrofe und die Nummer der TACE Behandlung

berticksichtigt. Das beste Modell wurde mittels Vorwirts- und Riickwirts-Selektion ermittelt.

In der vorliegenden Dissertation sollte auerdem untersucht werden, ob die Biomarker
prognostische Bedeutung im Hinblick auf das Gesamtiiberleben nach TACE haben. Die
Uberlebenszeiten ab der ersten ausgewerteten TACE Behandlung wurden mit der Kaplan-
Meier-Methode berechnet und grafisch dargestellt. Stetige Variablen miissen fiir die Kaplan-
Meier Analyse mit Hilfe von cut-off Werten in mindestens zwei Gruppen eingeteilt werden.
Als cut-off fiir die Biomarker wurden der Median und die 75. Perzentile, bzw. bei inversem
Zusammenhang (CHE) die 25. Perzentile, verwendet. Mit dem Log-Rank-Test wurden die
Uberlebenskurven auf signifikante Unterschiede gepriift.

Da der follow-up fiir alle liberlebenden Patienten ldnger als ein Jahr war, konnten die

Patienten nach ihrem 1-Jahresiiberleben (1-JU), ebenfalls nach der ersten ausgewerteten
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TACE berechnet, eingeteilt werden. Bei dieser Auswertung kann auf einen cut-off Wert fiir
die Biomarker verzichtet werden, die Unterschiede in den Wertelagen zwischen der Gruppe
der Patienten, die mindestens ein Jahr iiberlebt haben, und derjenigen, die schon im ersten

Jahr verstarben, wurden mittels Wilcoxon-Mann-Whitney Test auf Signifikanz gepriift.

Neben den univariaten Analysen wurden auch multivariate Uberlebenszeit-Analysen mit dem
Cox’schen Regressionsmodell durchgefiihrt. Um zu beriicksichtigen, ob es sich bei der ersten
ausgewerteten TACE um die erste TACE {iberhaupt handelte oder nicht, wurde eine
entsprechende Variable eingefiihrt. Zusdtzlich gingen die Tumorgréfle sowie alle in der
Kaplan-Meier Analyse signifikanten Biomarker in die Modelle ein. Es wurden alle Modelle
mit zwei oder drei Variablen gepriift und mit dem Akaike Infomationskriteritum (AIC)

verglichen.

Fiir das beste aus nur zwei Variablen bestehende Modell wurde der simultane Einfluss auf das

1-Jahrestuberleben mit dem Mantel-Haenszel Test veranschaulicht.

Signifikanz wurde bei einer Wahrscheinlichkeit fiir den Fehler 1.Art unter 5% angenommen
(p<0,05). Da es sich um eine explorative Datenanalyse handelt, wurden P-Werte nicht
adjustiert. Alle statistischen Kalkulationen wurden mit der Software SAS durchgefiihrt
(Version 9.2, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).
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4 Ergebnisse

In der Studie wurden insgesamt 50 Patienten untersucht, die sich aufgrund -eines
hepatozelluldren Karzinoms einer transarteriellen Chemoembolisation unterzogen. Jedoch
mussten zwei Patienten aufgrund einer Lebertransplantation innerhalb eines Jahres nach
Aufnahme in meine Studie von der Auswertung zu Therapieansprechen und Uberleben
ausgeschlossen werden. Insgesamt erhielten die Patienten 77 Chemoembolisationen, wobei
nur 71 Behandlungen im Hinblick auf das Therapieansprechen evaluiert wurden. Sechs
Therapien mussten ausgeschlossen werden, da nach diesen Therapien zusitzlich eine RFA am
darauffolgenden Tag durchgefiihrt wurde, welche die posttherapeutische Bildgebung
beeinflusste. Die Blutabnahmen erfolgten bei allen Patienten vor Beginn der Therapie, drei
und sechs Stunden nach der Therapie sowie am darauffolgenden Tag. In den gesammelten
Proben wurden die oben bereits erwidhnten Laborparameter bestimmt. Zunéchst soll auf
Unterschiede des Freisetzungsmusters der einzelnen Laborparameter vor Therapiebeginn

eingegangen werden.

4.1 Kinetik der Biomarker nach transarterieller Chemoembolisation

In diesem Kapitel wird auf den Verlauf der gemessenen Laborparameter innerhalb eines
Tages nach der Therapie eingegangen. In Abbildung 6 bis Abbildung 21 (signifikante
Differenzen sind mit % gekennzeichnet) werden die Verldufe aller Patienten anhand von box-
plot-Graphiken dargestellt und in Tabelle 9 befinden sich die Mediane aller gemessenen
Laborparameter mit ihren Bandbreiten.

Der Median der Nukleosomen manuell im Serum gemessen fiel nach drei bzw. sechs Stunden
nach der Chemoembolisation von anfangs 97,8 ng/mL auf 69,8 ng/mL bzw. 66,4 ng/mL ab.
Jedoch stiegen die Nukleosomen nach 24 Stunden wieder auf 139,3 ng/mL an und lagen somit
hoher als der pritherapeutische Median der Nukleosomenwerte (Abbildung 6). Ahnlich
verhielt sich auch der maschinell im Serum gemessene Nukleosomenwert im Verlaufe des
ersten Tages nach transarterieller Chemoembolisation. Hier zeigte sich jedoch bereits nach
sechs Stunden ein leicht ansteigender Nukleosomenwert mit 64,7 ng/mL, der jedoch noch
unter dem pritherapeutischen Wert mit 81,4 ng/mL lag. Wie beim ELISA, so stieg auch beim
Impact der 24 Stunden Wert auf 106,0 ng/mL an (Abbildung 7). Der mit dem Impact im
Plasma gemessene Nukleosomenwert zeigte stabile Werte iiber den Verlauf des ersten Tages

nach Therapie (Abbildung 8).
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Der AFP-Wert verdnderte sich im Verlaufe des ersten Tages nach Therapie nur geringfiigig
und zeigte nach 24 Stunden mit 5,4 ng/mL einen dhnlichen Median im Vegleich zum
priatherapeutischen Wert von 5,9 ng/mL (Abbildung 9).

CYFRA 21-1 wies, dhnlich den Nukleosomen im Serum, nach 24 Stunden einen Anstieg auf.
Der prétherpeutische Median des CYFRA 21-1 betrug 1,8 ng/mL. Nach drei (1,7 ng/mL) bzw.
sechs Stunden (1,6 ng/mL) zeigten sich stabile Wertelagen, worauthin nach 24 Stunden ein
diskreter Anstieg des CYFRA 21-1 auf 2,0 ng/mL folgte (Abbildung 10).

Der Median des Enzyms LDH zeigte sich innerhalb der ersten sechs Stunden konstant. Von
200,0 U/L (pratherapeutischer Wert) iiber 199,0 U/L (3 Stunden) und 204,5 U/L (6 Stunden)
stieg der Wert auf 240 U/L nach 24 Stunden etwas an (Abbildung 11).

Einen &dhnlichen Verlauf wies auch der Entziindungsparameter CRP auf. Nach einem
konstanten Verlauf in den ersten sechs Stunden kletterte der Median des CRP von 0,6 mg/dL
nach sechs Stunden auf 1,4 mg/dL nach 24 Stunden (Abbildung 12).

Die Mediane der Leberenzyme GOT (Abbildung 13), GPT (Abbildung 14) und GLDH
(Abbildung 15) stiegen jeweils nach 24 Stunden stark an, nachdem diese iiber die ersten sechs
Stunden nur geringfiigig schwankten.

Bilirubin (Abbildung 16) stieg bereits nach drei Stunden von 0,9 mg/dL auf 1,2 mg/dL an,
blieb bis sechs Stunden nach Therapie stabil und stieg nach 24 Stunden nochmals auf 1,5
mg/dL an. Die beiden anderen Cholestaseparameter, GGT (Abbildung 17) und AP
(Abbildung 18), zeigten im Verlauf des ersten Tages nur geringfiigige Schwankungen.

Ebenso fanden wir bei beiden Pankreasenzymen, Amylase (Abbildung 19) und Lipase
(Abbildung 20), einen relativ stabilen Werteverlauf innerhalb eines Tages nach TACE, wobei
der Median der Lipase einen diskreten Abfall nach 24 Stunden aufzeigte.

Im Verlaufe des ersten Tages nach TACE blieb der Median der CHE stabil. Sowohl
priatherapeutisch als auch 24 Stunden nach Therapie lag der Median bei 4,4 kU/L (Abbildung
21).

Harnstoff, Harnsdure und Kreatinin zeigten im Verlaufe des ersten Tages ebenfalls einen
konstanten Verlauf. Auf die Abbildung dieser drei Laborparameter wurde in dieser Arbeit

verzichtet.
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Abbildung 10 Verlauf der CYFRA 21-1-
Konzentration aller Patienten im Verlauf des
ersten Tages nach TACE
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Abbildung 7 Verlauf der Nukleosomen-
Konzentration gemessen mit dem Impact im
Serum aller Patienten im Verlauf des ersten Tages
nach TACE
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Abbildung 9 Verlauf der AFP-Konzentration aller
Patienten im Verlauf des ersten Tages nach TACE
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Oh 3h 6h 24h
97,8 69,8 66,4 139,3
NHS (10,0 - 846,0) | (10,0 -1861,3) | (13,0-660,1) | (11,9-1116,5)
p=0,067 p=0,121 p =0,007
81,4 50,6 64,7 106,0
NIS (3,1-2193,0) | (2,2-2148,0) | (5,6-2079,0) | (8,4-2949,0)
p= 0,352 p =0,069 p=0,014
28,0 29,3 37,1 33,0
NIP (0,6 -2196,0) | (1,3-2045,0) | (2,2-2068,0) | (3,7-1988,0)
p = 0,002 p = 0,002 p < 0,001
5,9 55 5,8 5.4
AFP (0,8 - 71221,0) | (0,9 - 73955,0) | (0,9 - 82861,0) | (0,9 - 70228,0)
p =0,032 p=0,086 p=0,553
1,8 1,7 1,6 2,0
CYF (0,5 - 20,9) (0,5 - 21,6) (0,5 -22,1) (0,6 - 31,0)
p=0,702 p=0,017 p =0,003
200,0 199,0 204,5 240,0
LDH (139,0 - 403,0) | (137,0 -412,0) | (136,0 - 391,0) | (155,0 - 1062,0)
p=0,958 p=0,351 p < 0,001
0,5 0,5 0,6 1,4
CRP (0,1 - 10,5) 0,1 -11,7) 0,1 - 12.4) (0,1 - 13.3)
p=0,802 p=0,262 p < 0,001
49,0 51,0 53,5 90,0
GOT (18,0-238,0) | (20,0-263,0) | (18,0-248,0) | (30,0-710,0)
p=10,063 p < 0,001 p < 0,001
38,0 38,0 40,0 60,0
GPT (12,0-179,0) | (15,0-190,0) | (16,0-198,0) | (21,0 -740,0)
p=0,083 p=0,313 p < 0,001
6,6 5,9 6,5 16,8
GLDH (1,0 - 42.,3) (1,0 - 36,2) (1,0 - 33,9) (1,5 - 206,0)
p = 0,065 p=0,574 p < 0,001
0,9 1,2 1,2 1,5
BILI 0,3-6,1) 0,3-7,3) 0,3-7,2) (0,5-9,5)
p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001
156,0 153,0 161,0 168,0
GGT (25,0 - 1007,0) | (22,0-888,0) | (23,0-911,0) | (25,0 -930,0)
p < 0,001 p=0,092 p = 0,001
128,0 113,0 124,0 124,0
AP (58,0-421,0) | (57,0-408,0) | (54,0-416,0) | (62,0 -468,0)
p < 0,001 p < 0,001 p=0,221
82,0 80,0 81,5 77,0
Amylase | (24,0-839,0) | (19,0-773,0) | (20,0-821,0) | (24,0 - 829,0)
p < 0,001 p=0,322 p=0,131
42,0 36,0 36,5 34,0
Lipase (9,0 - 342,0) (8,0 - 149,0) (6,0 - 127,0) (8,0 - 188,0)
p < 0,001 p=0,061 p < 0,001
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Oh 3h 6h 24h
4,4 4,4 4,5 4,4
CHE (0,9 - 8,8) (0,8 - 9,4) (0,9 - 8,8) (0,9 - 9,7)
p=0,563 p = 0,840 p = 0,002
33,0 33,0 35,5 35,0
Harnstoff | (16,0-87,0) | (17,0-79,0) | (16,0-81,0) | (17,0 -89,0)
p = 0,079 p=0,316 p=0,014
5,9 6,2 6,1 6,0
Harnsiure | (3,2 -10,7) (3,2-10,9) (3,4-10,9) (3,5-10,9)
p =0,011 p=0,018 p = 0,438
0,9 0,9 1,0 1,0
Kreatinin | (0,6 - 1,6) (0,5 - 1,7) (0,5 - 1,7) (0,6 - 1,8)
p = 0,001 p=0,393 p = 0,201

Tabelle 9 Mediane und Schwankungsbereiche von allen gemessenen Laborparametern der Patienten
pritherapeutisch und 3, 6 und 24 Stunden nach der transarteriellen Chemoembolisation

Zur genaueren Darstellung des Verlaufs der einzelnen Patientenwerte unter Therapie werden
in Abbildung 22 bis Abbildung 27 die Kinetiken der Laborparameter an ausgesuchten
Labormarkern vor Beginn der Therapie und einen Tag nach der Therapie veranschaulicht. Zur
besseren Veranschaulichung wurde auf die Darstellung der Werte nach drei und sechs
Stunden verzichtet.

Interessanterweise kristallisieren sich bei den mit dem ELISA gemessenen Nukleosomen zwei
Gruppen heraus. Bei einigen Patienten kommt es im Verlauf des ersten Tages zu einem
starken Anstieg der Nukleosomen, wohingegen andere Patienten abfallende
Nukleosomenwerte vorweisen (Abbildung 22). Ahnlich verhilt sich diese Beobachtung auch
bei den mit dem Impact im Serum gemessenen Nukleosomen. Auch hier zeigen sich Patienten
mit steigenden bzw. fallenden Nukleosomenwerten 24 Stunden nach Therapiebeginn
(Abbildung 23).

Starkere Verdnderungen zeigen auch CYFRA 21-1 (Abbildung 25), LDH (Abbildung 26) und
CRP (Abbildung 27). Dagegen présentieren sich die AFP-Werte (Abbildung 24) der Patienten

auf einem sehr konstanten Niveau.

Im Anhang dieser Arbeit befinden sich zusitzlich die Einzelverldufe aller in der Studie
eingeschlossenen Patienten und ihrer einzelnen Therapien. In diesen Einzelverldufen sind alle
Verlaufe der einzelnen Laborparameter vor Beginn der Therapie, drei, sechs und 24 Stunden

nach Therapie dargestellt.
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Abbildung 26 Kinetiken der LDH-Konzentration
im Verlaufe eines Tages nach Therapie
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4.2 Korrelation zwischen den einzelnen Biomarkern

In diesem Abschnitt werden die einzelnen in der Studie evaluierten Laborparameter
miteinander korreliert. Dabei werden die Korrelationskoeffizienten (r-Werte) vor
Therapiebeginn (Oh-Wert) und am Tag nach der TACE-Therapie (24h-Wert) verglichen. Auf
die anderen beiden Zeitpunkte drei und sechs Stunden nach Therapie wird verzichtet. In
Tabelle 10 und Tabelle 11 sind die statistisch signifikanten Korrelationen grau hinterlegt, was
einem r-Wert > 0,25 oder < -0,25 entspricht. Aufgrund der Vielzahl der Laborparameter sind
die Nierenwerte nicht mit dargestellt.

Die Nukleosomen im ELISA korrelieren mit den Nukleosomen Impact im Serum vor und
nach Therapie (r = 0,36 und 0,34) und sie korrelieren 24 Stunden nach Therapie mit LDH (r =
0,25), CRP (r = 0,43), GGT (r = 0,37) und CHE (r = 0,29). CYFRA 21-1, Tumormarker und
Zelltodmarker zugleich, korreliert vor und nach der TACE mit dem Lebertumormarker AFP (r
= 0,28 und 0,40), aber nur vor Therapiebeginn mit dem Zelltodparameter LDH (r = 0,35 und
0,02). Die drei Leberenzyme GOT, GPT und GLDH korrelieren jeweils miteinander an
beiden Zeitpunkten. Dagegen erreichen die Cholestaseparameter Bilirubin und GGT (r = 0,20
und 0,16) keine signifikante Korrelation untereinander, wohingegen AP jeweils mit GGT (r =
0,42 und 0,49) bzw. Bilirubin (r = 0,43 und 0,35) signifikant korreliert. Auch die beiden
Pankreaswerte Amylase und Lipase korrelieren vor und nach Therapie (r = 0,55 und 0,64)
sehr gut miteinander. Harnstoff, Harnsdure und Kreatinin korrelieren jeweils mit hoher
Signifikanz. Dabei erreichen Harnstoff und Harnsdure einen r-Wert von 0,50 bei beiden
Zeitpunkten, Harnstoff und Kreatinin 0,53 priatherapeutisch und 0,51 posttherapeutisch sowie
Harnsédure und Kreatinin 0,68 priatherapeutisch und 0,67 posttherapeutisch. Alle signifikanten

Korrelationen sind in Tabelle 10 und Tabelle 11 grau hinterlegt.
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NHS 1,00

NIS 0,36 | 1,00

NIP 0,09 | 0,78 | 1,00

AFP 0,06 | -0,05 | -0,10 | 1,00

CYFRA 21-1 | 0,04 | 0,35 | 0,42 | 0,28 | 1,00

LDH 0,13 { 0,26 | 0,10 | 0,20 | 0,35 | 1,00

CRP 0,22 | 0,11 | 0,00 | 0,19 | 0,41 | -0,05| 1,00

GOT -0,11 | 0,25 | 0,08 | 0,38 | 0,38 | 0,47 | 0,28 | 1,00

GPT 0,16 { 0,30 | 0,09 | 0,25 | 0,23 | 0,22 | 0,14 | 0,70 | 1,00

GLDH 0,11 { 0,30 | 0,09 | 0,14 | 0,30 | 0,19 | 0,32 | 0,66 | 0,57 1,00

Bilirubin -0,05 | 0,15 | 0,21 | 0,31 | 0,56 | 0,35 | 0,13 | 0,39 | 0,18 0,12 1,00

GGT 0,11 { 0,27 | 0,11 | 0,37 | 0,24 | -0,01 | 0,38 | 0,47 | 0,45 0,68 0,20 | 1,00

AP 0,09 { 0,31 | 0,19 | 0,31 | 0,34 | 0,27 | 0,31 | 0,49 | 0,14 | 0,28 0,43 | 0,42 | 1,00

Amylase -0,12 | -0,05 | -0,08 | 0,13 | -0,01 | 0,19 | -0,18 | 0,26 | 0,11 0,19 0,02 | 0,11 | 0,24 | 1,00

Lipase -0,19 | -0,08 | -0,12 | 0,27 | 0,00 | 0,33 | -0,12 | 0,22 | 0,03 0,03 0,22 | 0,07 | 0,12 | 0,55 | 1,00
CHE 0,09 |-0,11 | -0,07 | -0,33 | -0,38 | -0,45 | -0,09 | -0,46 | -0,12 | 0,03 |-0,53 | 0,11 | -0,42 | -0,27 | -0,37 | 1,00
0Stunden | NHS | NIS | NIP | AFP | CYF | LDH | CRP | GOT | GPT | GLDH | Bili | GGT | AP | Amy | Lip | CHE
Tabelle 10 Korrelationskoeffizienten (r-Werte) der Laborparameter ohne Nierenwerte vor Therapiebeginn
Nukl_H_S 1,00

Nukl IS 0,34 | 1,00

Nukl_I_P 0,25 | 0,59 | 1,00

AFP 0,10 | -0,12 | -0,04 | 1,00

CYFRA 21-1 | -0,10 | 0,10 | 0,43 | 0,40 | 1,00

LDH 0,25 | 0,26 [ 0,05 | -0,06 | 0,02 | 1,00

CRP 0,43 | 0,22 | -0,07 | 0,19 | -0,04 | 0,22 | 1,00

GOT 0,06 | 0,23 | 0,08 | 0,03 | -0,21 | 0,53 | 0,45 | 1,00

GPT 0,14 | 0,13 | -0,07 | -0,14 | -0,41 | 0,38 | 0,28 | 0,74 | 1,00

GLDH 0,11 { 0,34 | 0,10 | -0,08 | -0,28 | 0,59 | 0,42 | 0,84 | 0,66 1,00

Bilirubin 0,16 | 0,04 | 0,07 | 0,14 | 0,17 | -0,14 | 0,03 | -0,07 | -0,18 | -0,23 1,00

GGT 0,37 | 0,28 | 0,09 | 0,32 | 0,03 | 0,00 | 0,46 | 0,18 | 0,12 0,28 0,16 | 1,00

AP 0,01 | 0,20 | 0,23 | 0,27 | 0,40 | -0,04 | 0,32 | 0,05 | -0,18 [ 0,00 0,35 | 0,49 | 1,00

Amylase -0,11 | -0,09 | -0,02 | 0,02 | 0,07 | -0,15 | -0,23 | -0,11 | -0,10 | -0,17 | 0,12 | 0,02 | 0,04 | 1,00

Lipase -0,16 | -0,02 | 0,13 | 0,23 | 0,32 | -0,20 | -0,25 | -0,27 | -0,38 | -0,33 | 0,14 | 0,02 | -0,06 | 0,64 | 1,00
CHE 0,29 | 0,08 | -0,21 | -0,39 | -0,49 | 0,13 | 0,09 | -0,07 | 0,18 0,18 |[-0,57 | 0,03 | -0,40 | -0,25 | -0,37 | 1,00
24 Stunden NHS | NIS | NIP | AFP | CYF | LDH | CRP | GOT | GPT | GLDH | Bili | GGT| AP | Amy | Lip | CHE

Tabelle 11 Korrelationskoeffizienten
Therapiebeginn

(r-Werte) der Laborparameter ohne Nierenwerte 24 Stunden nach

73




4.3 Korrelation zwischen den Biomarkern und dem Therapieansprechen

Im folgenden Abschnitt werden die einzelnen Laborparameter und das Ansprechen des
hepatozelluldren Karzinoms auf die transarterielle Chemoembolisation verglichen. Hierfiir
wurde das Therapieansprechen in zwei Gruppen, die Responder und die Non-Responder,
unterteilt. Die Responder (N=32) setzten sich dabei aus Patienten mit Remission (N=2) und
Stable Disease (N=30) zusammen, Non-Responder waren Patienten mit einer Progression
(N=39). Das Therapieansprechen wurde wie in Kapitel 3.3 beschrieben bestimmt. Bei der
Korrelation zwischen Laborparameter und Therapieansprechen mussten 6 Therapien
ausgeschlossen werden, da diese einen Tag nach ihrer TACE zusitzlich eine RFA bekommen
haben und dadurch die posttherapeutische Bildgebung beeinflusst war. Daher wurden von den
insgesamt 77 erfolgten Chemoembolisationen 71 Therapien evaluiert, wovon 32 Therapien zu
einem Ansprechen des Tumors fiihrten und 39 Therapien kein Ansprechen des Tumors

aufzeigten (Tabelle 12). Bei dieser Auswertung wurden Harnstoff, Harnsdure und Kreatinin

nicht berticksichtigt.
Anzahl Prozent
Responder 32 45,0
Non-Responder 39 55,0
71 100

Tabelle 12 Therapieansprechen der Patienten mit transarterieller Chemoembolisation

In Abbildung 28 bis Abbildung 43 sind die Verldufe der einzelnen Laborparameter innerhalb
des ersten Tages nach der transarteriellen Chemoembolisation anhand von dot-plot-Grafiken
dargestellt, wobei die beiden Gruppen des Therapieansprechens unterschieden werden. Dabei
sind signifikante Unterschiede mit % gekennzeichnet. Die weilen Punkte stehen hierbei fiir
die Responder, die schwarzen Punkte fiir die Non-Responder. Zudem sind in Tabelle 13 alle
dazugehorigen Mediane, 75. Perzentilen, 95. Perzentilen und die Bandbreite aller vier

bestimmten Zeitpunkte, in die beiden Gruppen des Therapieansprechens unterteilt, aufgefiihrt.

Zunichst werden die Nukleosomen ndher betrachtet. Vergleicht man beide Gruppen bei den
manuell gemessenen Nukleosomen, so wird hier ersichtlich, dass 24 Stunden nach der TACE
ein deutlicher Unterschied beim Median der beiden Gruppen besteht. Non-Responder weisen
mit einem Median von 231,1 ng/mL einen eindeutig hoheren Nukleosomenwert auf, als

Responder mit 81,8 ng/mL, was auch statistisch signifikant ist (p = 0,0022) (Abbildung 28).
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Aber in der Dotplot-Grafik wird auch klar, dass sich die Wertelagen der beiden Gruppen
iiberlappen, so dass keine eindeutige Unterscheidung im Einzelfall méglich ist. An den
anderen drei bestimmten Zeitpunkten zeigt sich jedoch noch kein signifikanter Unterschied.
Vor Therapiebeginn (80,7 ng/mL vs. 107,5 ng/mL) sowie nach drei (72,6 ng/mL vs. 67,5
ng/mL) und sechs Stunden (65,2 vs. 57,2 ng/mL) weisen Non-Responder und Responder
dhnliche Wertelagen auf. Hierbei wird auch erkennbar, dass in beiden Gruppen die
Nukleosomen in den ersten sechs Stunden abfallen. Vergleicht man nun die beiden Gruppen
vor und 24 Stunden nach Therapie so entdeckt man einen Unterschied. Bei den Respondern
ist der Median im Verlauf des ersten Tages von 107,5 ng/mL auf 81,8 ng/mL abgefallen,
wohingegen bei den Non-Respondern der Median von 80,7 ng/mL auf 231,1 ng/mL nahezu

um das Dreifache angestiegen ist.

Die automatisiert mit dem Impact bestimmten Nukleosomenwerte zeigen dagegen etwas
andere Wertelagen auf. Sowohl im Serum als auch im Plasma findet sich schon vor
Therapiebeginn eine statistische Signifikanz im Hinblick auf das Therapieansprechen, wobei
aber auch hier eine deutliche Uberlappung der Wertelagen in den dot-plot-Grafiken
(Abbildung 29 und Abbildung 30) zu sehen ist. Die Gruppe der Responder weisen
priatherapeutisch jeweils einen deutlich hoheren Median auf (Serum: 158 ng/mL; Plasma: 71,9
ng/mL) als die Gruppe der Non-Responder (Serum: 46 ng/mL; Plasma: 10,2 ng/mL). Im
Serum gleichen sich die beiden Gruppen nach 24 Stunden an (106 ng/mL vs. 104 ng/mL).
Damit ergibt sich auch hier die Tatsache, dass Responder im Verlauf des ersten Tages nach
Therapie fallende Nukleosomenwerte aufweisen und Non-Responder steigende

Nukleosomenwerte.

Die konstanten Wertelagen des AFP zeigen sich auch in dieser Auswertung, denn zu allen
vier Zeitpunkten weisen Responder und Non-Responder statistisch signifikante Unterschiede
bei diesem Biomarker auf. Zudem dndert sich der Median in beiden Gruppen iiber den ersten
posttherapeutischen Tag kaum, was auch in Abbildung 31 deutlich wird. Zu allen vier
Zeitpunkten sieht man bei der Gruppe der Non-Responder einen in etwa doppelt so hohen
Median als bei den Respondern. So betrdgt der Median bei den Respondern priatherapeutisch

4,4 ng/mL und bei den Non-Respondern 7,9 ng/mL, wobei der p-Wert gleich 0,0114 ist.

Bei CYFRA 21-1 hingegen sind nur die Wertelagen beider Gruppen zu den Zeitpunkten drei
und sechs Stunden nach der Chemoembolisation statistisch knapp signifikant (p = 0,0411)
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unterschiedlich. Bei beiden Gruppen sinken die Mediane nach sechs Stunden und steigen nach

24 Stunden wieder an (Abbildung 32).

Der Zelltodparameter LDH und der Entziindungsparameter CRP sind im Hinblick auf das
Therapieansprechen zu keinem der bestimmten Zeitpunkte signifikant. Beim LDH steigen
sowohl die Mediane bei den Respondern als auch bei den Non-Respondern 24 Stunden nach
Therapie stark an. Die Mediane des LDH sind bei beiden Gruppen sehr dhnlich (Abbildung
33), jedoch entdeckt man beim CRP hier deutliche Unterschiede zu allen Zeitpunkten
(Abbildung 34). Trotzdem erreicht das CRP nicht das erforderliche Signifikanzniveau.

Hinsichtlich der drei Leberenzyme GOT, GPT und GLDH fand sich folgendes: Wahrend GPT
und GLDH nicht zur Pradiktion des Therapieansprechens geeignet sind, weisen fiir die GOT
Non-Responder statistisch signifikant hohere Medianwerte zu den Zeitpunkten nach drei (p =

0,0242) und sechs Stunden (p = 0,0254) auf als Responder (Abbildung 35).

Im Gegensatz zum Bilirubin zeigen die beiden Cholestaseparameter GGT und AP in beiden
Gruppen zu allen vier Zeitpunkten signifikante Unterschiede im Hinblick auf das
Therapieansprechen nach TACE. Dabei iiberzeugt vor allem das AP nach 24 Stunden (p =
0,0056). Ahnlich dem AFP bleibt auch die alkalische Phosphatase im Verlaufe des ersten
Tages nach Therapie in beiden Gruppen relativ konstant, wobei die Non-Responder hohere
Wertelagen aufweisen als Responder (Abbildung 40). Ebenso verhalten sich die Wertelagen
der GGT bei beiden Gruppen auf stabilem Niveau (Abbildung 39).

Weder die beiden Pankreasenzyme Amylase und Lipase noch die CHE eignen sich zu einer
pradiktiven Aussage im Verlaufe des ersten Tages nach einer TACE in Bezug auf das

Therapieansprechen.

76



10000.000 *
O
£ 1000.000
2 * ® [ | (O] '
2 !
5 °y i ©
! -
g ] 2
£ 100.000 |- e '
2 -'- -
HRiEI
&
o & 0
8 e o
[ O
10.000 @ g [ ) ©
Praether. 3h 6h 24 h
N=32/39 N=32/39 N=31/39 N=31/39
Abbildung 28 Verteilung der Nukleosomen-

Konzentrationen ELISA Serum wéhrend des
ersten Tages nach der Behandlung von Respondern
(©) und Non-Respondern (o)

10000

*
s s s 8
1000 o ' o L4 e
= 8 £ 8 8
2 o @ o @ o @ o8
a 1 o
P g 8 e Q
g 100 g ° % ' !
B g g
' g l 8 :
o Bg 6f 8 g
g
T 5 1
g | g .
11 5 e e
Praether. 3h 6 h 24h
N=32/39 N=32/39 N=32/39 N=32/39
Abbildung 30 Verteilung der Nukleosomen-

Konzentrationen Impact Plasma wihrend des
ersten Tages nach der Behandlung von Respondern
(©) und Non-Respondern (e)

77

10000.000 - >
Q
$ o8 ) .
1000.000 - L - @ °
= € o
£ [ ]
2 g ' gl
) O o
§ 100.000{ & - g N
g oo 2
g8 o w g """"""""""""""""
2
-t 9
s 8 e
10.000 : pe
S [ ]
@]
1.000
Praether. 3h 6h 24h
N=32/39 N=32/39 N=31/39 N=32/39
Abbildung 29 Verteilung der Nukleosomen-

Konzentrationen Impact Serum wihrend des
ersten Tages nach der Behandlung von Respondern
(©) und Non-Respondern (o)

100000.000 -} ° ° ° °
10000.000
] [ ] ] 0
1ooo.ooo—~~r§r~' 8 ' e l 8 '
£ s s ) $
2 100.000 o o8 o i 5 8
g s8¢ g8 ¢ g8
[ ] o ] [ ]
10.000 _I _! é 1_ Q _!_
10004 & 9 g. g g .
* * * *
0.100
Praether. 3h 6h 24 h
N=32/39 N=32/39 N=31/39 N=32/39
Abbildung 31 Verteilung der AFP-

Konzentrationen wihrend des ersten Tages nach
der Behandlung von Respondern (o) und Non-

Respondern (e)




100.000 * * 1000.000 O
o
. . : $
°
= 10.000 °® 0 e
£ ) ® ® ] )
s | s ; T
T 8 0 z .
g -g- _g_ 'é 3 o | g_
>
o 1.000 &
° 8 o8 g -g o
s o.e °
g o
0.100 100.000
Praether. 3h 6h 24h Praether. 3h 6h 24 h
N=32/39 N=32/39 N=31/39 N=32/39 N=32/39 N=32/39 N=31/39 N=32/39
Abbildung 32 Verteilung der CYFRA 21-1- Abbildung 33 Verteilung der LDH-
Konzentrationen wihrend des ersten Tages nach Konzentrationen wihrend des ersten Tages nach
der Behandlung von Respondern (o) und Non- der Behandlung von Respondern (o) und Non-
Respondern (e) Respondern (e)
100.000 1000.000
x  x
°
©8
°
10.000 ] L e o ® o s %
3 b c.e o.e H ry © 8 o
g 8 : B : a . E‘ 100.000 e My
Y o ® s 8
; g g g B
1.000 o o 2]
o)
o g 8 ° 0 e g o ©
= o - o = o e b
o e o o e o e 8 o
o e o e o e o
0.100 L J L 2 L ] 10.000
Praether. 3h 6h 24h Praether. 3h 6h 24 h
N=32/39 N=32/39 N=31/39 N=32/39 N=32/39 N=32/39 N=31/39 N=32/39
Abbildung 34 Verteilung der CRP- Abbildung 35 Verteilung der GOT-
Konzentrationen wihrend des ersten Tages nach Konzentrationen wihrend des ersten Tages nach
der Behandlung von Respondern (o) und Non- der Behandlung von Respondern (o) und Non-
Respondern (e) Respondern (e)

78



1000.000

O

100.000

GPT [UL]

@O @O ADAEO CO

i

'y T

@OEO@pD@ O CO

i

CE@EgEoD 00 O

10.000

Praether.

3h 6h 24h
N=32/39 N=32/39 N=31/39 N=32/39

Abbildung 36  Verteilung der GLDH-
Konzentrationen wihrend des ersten Tages nach
der Behandlung von Respondern (o) und Non-
Respondern (e)

10.000

8.000

6.000 O

Bilirubin [mg/dL]

4.000

2.000

consjmmes o o

é %

amme ¢ ¢ o
amfp@eo O
@m0 © O

0.000

Praether.

3h 6h 24 h
N=32/39 N=32/39 N=31/39 N=32/39

Abbildung 38  Verteilung der  Bilirubin-
Konzentrationen wihrend des ersten Tages nach
der Behandlung von Respondern (©) und Non-
Respondern (e)

79

1000.000

100.000

GLDH [UL]

10.000

1.000

Praether.

3h 6h 24 h
N=32/39 N=32/39 N=31/39 N=32/39

Abbildung 37 Verteilung der GPT-
Konzentrationen wihrend des ersten Tages nach
der Behandlung von Respondern (o) und Non-
Respondern (e)

1000.000

D@ O

ao O

100.000

GGT [UL]

oo arpamn ao

ap Gy 000 0O

o
e © ameshamene oo

can@mp OmDO
o@@jotm® o 00 O O
o 00 o® mommpunD ¢ ane

e 000 @ anompmmun ¢ 000

8 8
S % € e
10.000
Praether. 3h 6h 24 h
N=32/39 N=32/39 N=31/39 N=32/39

Abbildung 39 Verteilung der gammaGT-
Konzentrationen wihrend des ersten Tages nach
der Behandlung von Respondern (o) und Non-
Respondern (o)



1000.000 * Y * *

AP [UIL]

10.000

Praether. 3h 6h 24h
N=32/39 N=32/39 N=31/39 N=32/39

Abbildung 40 Verteilung der AP-Konzentrationen
wihrend des ersten Tages nach der Behandlung von
Respondern (o) und Non-Respondern ()

1000.000
®
O
100.000 8 e '
o g8 .
3 -
3
g 8
5 H
O
10.000 4 % : s
o8 o)
O
1.000
Praether. 3h 6h 24h
N=32/39 N=32/39 N=31/39 N=32/39

Abbildung 42 Verteilung der  Lipase-
Konzentrationen wihrend des ersten Tages nach
der Behandlung von Respondern (o) und Non-
Respondern (e)

80

1000.000
O Q@
g H o) 8 @]
E) o a
&
] 100.0007————%——— é
8 o
>
<
] H o
O o o O
[} [ ]
® [ ]
10.000
Praether. 3h 6h 24 h
N=32/39 N=32/39 N=31/39 N=32/39

Abbildung 41  Verteilung der  Amylase-
Konzentrationen wihrend des ersten Tages nach
der Behandlung von Respondern (o) und Non-
Respondern (e)

10.000
[ ] [ ]
[ ]
8.0004——c i _ i i o i
o 6.000%‘ %' 50 %l
: N R | H '
5 4.000%. g' * '%'-.-
s
2.000 I € l l © '
. O
o 8 ]
0.000

Praether. 3h 6h 24h
N=32/39 N=32/39 N=31/39 N=32/39

Abbildung 43 Verteilung der Cholinesterase-
Konzentrationen wihrend des ersten Tages nach
der Behandlung von Respondern (o) und Non-
Respondern (e)



Laborparameter | Zeit | Ansprechen | Median | 75% 95% Bandbreite | p-Wert
Responder 107,5 223,7 395,8 14,2 - 4999
Oh 0,1422
Non-Responder 80,7 206,5 312,3 <10 - 846,0
Responder 67,5 118,1 283,77 | <10-1861,3
3h 0,4152
Nukleosomen Non-Responder | 72,6 166,5 310,6 <10-813,4
ELISA Serum Responder 57,2 109,8 | 308,9 | 13,0-375,2
6h 0,1647
Non-Responder | 65,2 169,3 607,5 16,2 - 660,1
Responder 81,8 216,2 346,1 11,9 - 720,1
24h 0,0022
Non-Responder | 231,1 354,6 895,2 |25,6-1116,5
Responder 158 548.,5 959 13,4 - 1889
Oh 0,0105
Non-Responder 46 150 1597 3,1-2193
Responder 71,7 428.5 1490 3,1 -1912
3h 0,2598
Nukleosomen Non-Responder 33 162 1690 2,2-2148
Impact Serum Responder 86,9 186 828 6,1 - 1830
6h 0,2539
Non-Responder | 46,6 185 1700 5,6 - 2079
Responder 106 489 1589 11,4 - 2949
24h 0,4631
Non-Responder 104 268 1688 8,4 -2071
Responder 71,9 207,5 809 0,6 - 1505
Oh 0,0235
Non-Responder 10,2 441 1735 0,6 -2196
Responder 73,9 217,5 771 2,8 -1557
3h 0,0628
Nukleosomen Non-Responder | 18,6 58 1598 1,3 - 2045
Impact Plasma Responder 72,9 242 783 2,6 - 1158
6h 0,1215
Non-Responder | 25,8 77,6 1566 2,2 -2068
Responder 68,2 190,5 800 4,2 -1499
24h 0,1406
Non-Responder | 22,6 98,5 1617 3,7 - 1988
Responder 4.4 333 923 0,8 - 1059
Oh 0,0114
Non-Responder 7,9 331 3293 1,3-71221
Responder 4 35 883 0,9 - 965
3h 0,0084
AFP Non-Responder 8 319 3193 1,1 -73955
Responder 4,1 33,6 950 0,9 - 957
6h 0,0146
Non-Responder 8,3 310 3456 1,4 - 82861
Responder 4,2 31,6 895 0,9 - 964
24h 0,0100
Non-Responder 7,9 352 3392 1,2 -70228
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Laborparameter | Zeit | Ansprechen | Median | 75% 95% Bandbreite | p-Wert
Responder 1,8 2.3 3,6 0,5-3,9
Oh 0,3488
Non-Responder 2 2.8 20,5 0,7-209
Responder 1,7 1,9 3,3 0,5-3,8
3h 0,0411
Non-Responder 2 2.9 20,8 0,6-21,6
CYFRA 21-1
Responder 1,5 1,8 2,6 0,5-3,4
6h 0,0411
Non-Responder 1,9 2,8 18,8 0,5-22,1
Responder 2 2,5 3,3 0,6-3,4
24h 0,1005
Non-Responder 2,2 3,5 26,9 0,6-31,0
Responder 198,5 222.5 326 145 -332
Oh 0,2876
Non-Responder | 200 245 382 139 - 403
Responder 203,5 227,5 329 137 - 355
3h 0,5402
LDH Non-Responder 199 262 398 152 -412
Responder 197 226 301 136 - 331
6h 0,0931
Non-Responder | 208 273 371 149 - 391
Responder 240 340,5 837 155 -1062
24h 0,7462
Non-Responder | 250 332 449 167 - 511
Responder 0,4 1,2 3,5 <0,1-43
Oh 0,4237
Non-Responder 0,8 1,4 6,4 <0,1-10,5
Responder 0,4 1,2 3 <0,1-5,5
3h 0,3596
Non-Responder 0,7 1,5 5,8 <0,1-11,7
CRP
Responder 0,4 1,3 3 <0,1-5,6
6h 0,2993
Non-Responder 0,7 1,6 5,8 <0,1-124
Responder 1,2 2,5 5,1 0,2-10,5
24h 0,3607
Non-Responder 1,5 2,9 6,6 0,3-133
Responder 41,5 64,5 153 18 - 211
Oh 0,0840
Non-Responder 56 72 224 25 -238
Responder 43 58 151 20 - 180
3h 0,0242
Non-Responder 59 83 216 27 -263
GOT
Responder 48 63 155 18-179
6h 0,0254
Non-Responder 62 82 226 28 - 248
Responder 101 204,5 694 35-710
24h 0,5556
Non-Responder 89 163 398 37-495
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Laborparameter | Zeit | Ansprechen | Median | 75% 95% Bandbreite | p-Wert
Responder 37,5 55,5 92 12-133
Oh 0,6521
Non-Responder 38 56 109 15-116
Responder 38,5 49 98 15-128
3h 0,5593
Non-Responder 38 57 109 15-118
GPT
Responder 40 56 109 16 - 123
6h 0,6788
Non-Responder 40 56 119 16 - 120
Responder 63,5 128 426 25 -740
24h 0,1375
Non-Responder 57 84 177 21-233
Responder 5 8,9 33,6 1-423
Oh 0,1502
Non-Responder 7,7 13 29,3 1-40,6
Responder 5 8,4 23,8 1-36,2
3h 0,1568
Non-Responder 6,7 11,3 28,1 1-29,2
GLDH
Responder 4,6 8,6 27 1,7-339
6h 0,1508
Non-Responder 7,3 13,4 28,4 1-30,5
Responder 12,7 62,1 140 3,8-195
24h 0,9217
Non-Responder 18,4 32,8 187 2,2 -206
Responder 0,9 1,2 2,2 0,4 -6,1
Oh 0,2760
Non-Responder 1 1,7 3,7 0,3-4,6
Responder 1,1 1,4 3,1 04-73
3h 0,0930
Non-Responder 1,4 1,8 4,7 0,3-54
BILI
Responder 1,1 1,4 3 04-72
6h 0,2178
Non-Responder 1,3 1,9 43 0,3-4,9
Responder 1,5 2,1 3,9 0,5-9,5
24h 0,2309
Non-Responder 1,6 2,1 5,3 0,5-5,3
Responder 109 194,5 684 25 -892
Oh 0,0344
Non-Responder 192 290 761 26 - 1007
Responder 107 200,5 656 22 -873
3h 0,0340
Non-Responder 174 301 764 22 - 888
GGT
Responder 105 197 643 23 -911
6h 0,0270
Non-Responder 186 288 748 23 -871
Responder 108,5 205,5 686 25-912
24h 0,0265
Non-Responder | 206 297 812 26 -930
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Laborparameter | Zeit | Ansprechen | Median | 75% 95% Bandbreite | p-Wert
Responder 119,5 143,5 181 59 -334

Oh 0,0231
Non-Responder 140 202 289 58 -421
Responder 108 130 170 57-317

3h 0,0187
AP Non-Responder 141 175 288 57 - 408
Responder 118 127 166 65 - 305

6h 0,0141
Non-Responder 137 185 279 57 - 416
Responder 112,5 131,5 187 65 - 275

24h 0,0056
Non-Responder 143 191 283 63 - 468
Responder 67 100,5 138 32-188

Oh 0,1120
Non-Responder 85 115 155 24 - 181
Responder 63,5 100 130 27 - 157

3h 0,1654
Non-Responder 81 105 165 19-172

Amylase

Responder 68 100 161 29 -183

6h 0,1039
Non-Responder 87 113 164 20-170
Responder 66,5 98,5 171 31-200

24h 0,3316
Non-Responder 80 99 162 24 - 195
Responder 43 65 111 12-122

Oh 0,2271
Non-Responder 42 76 153 9-342
Responder 35 54,5 90 8-106

3h 0,3257
Non-Responder 36 69 128 8- 149

Lipase

Responder 34 58 109 6-115

6h 0,1473
Non-Responder 40 78 115 9-127
Responder 34 52,5 163 8-188

24h 0,7287
Non-Responder 33 59 92 11-112
Responder 4.4 6,5 7,1 1,1-79

Oh 0,6356
Non-Responder 4.4 6,9 7,8 1,9-8,8
Responder 4.4 6,5 7,3 1,5-7,5

3h 0,6274
Non-Responder 4.4 6,3 7,8 1,8-8,3

CHE

Responder 4,7 6,5 7,1 1,5-7,2

6h 0,7585
Non-Responder 4,2 6,4 7,6 1,8-8,6
Responder 4,6 6,5 7,3 1,5-7,8

24h 0,6522
Non-Responder 4.4 6,6 8 1,9-8,8

Tabelle 13 Mediane, 75. und 95. Perzentile und die Bandbreite aller absoluten Laborparameter im Vergleich der
beiden Gruppen Responder und Non-Responder mit den jeweiligen p-Werten berechnet mit dem Wilcoxon-Test
(signifikante p-Werte grau hinterlegt)

Zur ibersichtlicheren Darstellung der einzelnen p-Werte aller gemessenen Laborparameter

werden in Tabelle 14 die anhand eines Wilcoxon-Tests berechneten p-Werte abgebildet und

die signifikanten p-Werte sind grau hinterlegt. Aus dieser Tabelle wird ersichtlich, dass die
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manuell bestimmten Nukleosomenwerte wie bereits oben erwdhnt im Serum nach 24 Stunden
eine deutliche Signifikanz aufweisen. Weitere signifikante Laborparameter sind die beiden
mit dem Impact gemessenen pritherapeutischen Nukleosomenwerte in Plasma und Serum,
CYFRA 21-1 und GOT nach 3 und 6 Stunden, sowie der Tumormarker AFP und die

Cholestaseparameter GGT und AP zu allen gemessenen Zeitpunkten.

Oh 3h 6h 24h
Nukleosomen ELISA Serum 0,1422 0,4152 0,1647 0,0022
Nukleosomen Impact Serum 0,0105 0,2598 0,2539 0,4631
Nukleosomen Impact Plasma 0,0235 0,0628 0,1215 0,1406
AFP 0,0114 0,0084 0,0146 0,0100
CYFRA 21-1 0,3488 0,0411 0,0411 0,1005
LDH 0,2876 0,5402 0,0931 0,7462
CRP 0,4237 0,3596 0,2993 0,3607
GOT 0,0840 0,0242 0,0254 0,5556
GPT 0,6521 0,5593 0,6788 0,1375
GLDH 0,1502 0,1568 0,1508 0,9217
BILI 0,2760 0,0930 0,2178 0,2309
GGT 0,0344 0,0340 0,0270 0,0265
AP 0,0231 0,0187 0,0141 0,0056
Amylase 0,1120 0,1654 0,1039 0,3316
Lipase 0,2271 0,3257 0,1473 0,7287
CHE 0,6356 0,6274 0,7585 0,6522

Tabelle 14 p-Werte der einzelnen Laborparameter im Vergleich zum Therapieansprechen

Zur genaueren Veranschaulichung ausgesuchter Laborparameter zur Bestimmung des
Therapieansprechens werden in Abbildung 44 bis Abbildung 55 die Kinetiken einiger
Parameter aller Patienten separat in den beiden Gruppen dargestellt. Die Kinetiken der
Gruppe der Responder befinden sich jeweils auf der linken Seite und die Kinetiken der
Gruppe der Non-Responder auf der rechten Seite. Nur die Kinetiken der jeweiligen
pritherapeutischen und 24 Stunden Werte wurden zur besseren Ubersichtlichkeit der
einzelnen Grafiken beriicksichtigt. Als Anstieg wurde ein um 25% hoherer Wert als der
Ausgangswert definiert. Im Gegensatz dazu bezeichnet ein Abfall einen um 25% niedrigeren
Wert als den Ausgangswert. Ein Wert zwischen einem Anstieg und Abfall um weniger als

25% wurde als stabil definiert (Tabelle 15).
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Aus Abbildung 44 und Abbildung 45 wird ersichtlich, dass die mit dem ELISA gemessenen
Nukleosomen bei der Gruppe der Non-Responder in den meisten Fillen nach 24 Stunden
ansteigen, wohingegen die Gruppe der Responder hédufiger abfallende Nukleosomenwerte im
ELISA aufweist (Tabelle 13): Wihrend in der Gruppe der Responder 22,6 % einen Anstieg
und 51,6 % einen Abfall nach 24 Stunden zeigten, wiesen in der Gruppe der Non-Responder

74,4 % ansteigende und 10,3 % abfallende Werte 24 Stunden nach TACE auf.

Ein é&hnliches Verlaufsmuster zeigen die mit dem Impact im Serum gemessenen
Nukleosomen, denn Patienten in der Gruppe der Non-Responder zeigten posttherapeutisch
iiberwiegend ansteigende Werte (71,8 % mit Anstieg vs. 10,3 % mit Abfall). Bei der Gruppe
der Responder detektierten wir eine &hnliche Anzahl von Patienten mit einem
posttherapeutischen Anstieg bzw. Abfall (31,3 % vs. 21,9 %) (Abbildung 46 und Abbildung
47).

Dagegen bleiben die Werteverldufe der einzelnen Patienten beim AFP auf sehr stabilem
Niveau. Nur bei einem Patienten stieg der Ausgangswert um mehr als 25 % an, und zwar in

der Gruppe der Non-Responder (Abbildung 48 und Abbildung 49).

Bei CYFRA 21-1 wurden dhnliche Werteverldufe wie bei den Nukleosomen im Serum
entdeckt, wobei die Unterschiede nicht so eindeutig waren. Bei den Respondern zeigten 21,9
% einen Anstieg und 18,8 % einen Abfall, bei den Non-Respondern zeigten 38,5 % einen

Anstieg und 5,1 % einen Abfall (Abbildung 50 bis Abbildung 51).

Betrachtet man die beiden Gruppen anhand der beiden Parameter LDH und CRP, so fillt
hierbei auf, dass in beiden Gruppen nur ansteigende Verldufe in diesem kurzen Zeitraum
auftreten. Bei keinem der Patienten wurden bei diesen Parametern abfallende Werteverldaufe
beobachtet, wohingegen bei den Respondern 46,9 % beim LDH sowie 96,9 % beim CRP und
bei den Non-Respondern 38,5 % beim LDH sowie 84,6 % beim CRP ansteigende
Werteverldufe aufwiesen (Abbildung 52 bis Abbildung 55).
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Abfall > 25 %

Anstieg > 25 %

NHS Responder 51,6 % 22,6 %
Non-Responder 10,3 % 74,4 %
NIS Responder 21,9 % 31,3 %
Non-Responder 10,3 % 71,8 %
AFP Responder 0 % 0 %
Non-Responder 0% 2,6 %
Responder 18,8 % 21,9 %
CYFRA 21-1
Non-Responder 5,1% 38,5 %
LDH Responder 0% 46,9 %
Non-Responder 0% 38,5 %
CRP Responder 0% 96,9 %
Non-Responder 0% 84,6 %

Tabelle 15 Prozentualer Anteil der Patienten mit einem Abfall bzw. Anstieg um mindestens 25 % im Verlauf des

ersten Tages nach TACE
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Sowohl aus den Medianen aus Tabelle 13, wie auch den abgebildeten Kinetiken der
Nukleosomen wird deutlich, dass Responder und Non-Responder einen unterschiedlichen
Verlauf der Nukleosomen nach einer transarteriellen Chemoembolisation aufweisen. Daher
wurden nicht nur die absoluten Nukleosomenwerte im Verlauf ausgewertet, sondern
zusitzlich die  Differenzen und prozentualen Verdnderungen der einzelnen
posttherapeutischen Werte zum pratherapeutischen Wert berechnet. Die prozentualen
Verdanderungen wurden gebildet, damit zu hohe Nukleosomenwerte nicht zu stark in die
Bewertung mit einflieBen. Die Ergebnisse des Log-Rank-Tests zu diesen p-Werten sind in der
Tabelle 16 zusammengefasst, wobei signifikante Auswertungen wiederum grau hinterlegt
sind. Aus dieser Tabelle wird ersichtlich, dass die im Serum gemessen Nukleosomen jeweils
bei den Differenzen und Quotienten nach 6 und 24 Stunden eine statistische Signifikanz
aufweisen. Vor allem nach 24 Stunden mit dem ELISA gemessen besteht jeweils ein p-Wert
von < 0,0001. Zusitzlich sind die Nukleosomen im Plasma zu allen Zeitpunkten des

prozentualen Abfalls, sowie die Lipase bei der Differenz nach 24 Stunden signifikant.

Differenz prozentuale Verinderung
Laborparameter 3h-0 | 6h-0 | 24h-0 |3h-0% | 6h-0% | 24h-0%
Nukleosomen ELISA Serum | 0,0861 | 0,0103 [<0,0001 | 0,0529 | 0,0055 | <0,0001
Nukleosomen Impact Serum | 0,0536 | 0,0061 | 0,0046 | 0,0543 | 0,0135 | 0,0008
Nukleosomen Impact Plasma | 0,4286 | 0,0536 | 0,6152 [ 0,0150 | 0,0054 | 0,0044
AFP 0,9171 | 0,1755 | 0,4250 | 0,1709 | 0,7495 | 0,8217
CYFRA 21-1 0,2474 | 0,1989 | 0,0856 | 0,3118 | 0,2055 | 0,2288
LDH 0,7418 | 0,2323 | 0,7815 | 0,8488 | 0,2058 | 0,7115
CRP 0,2666 | 0,1872 | 0,6355 | 0,1956 | 0,0975 | 0,6438
GOT 0,1907 | 0,1830 | 0,2876 | 0,7859 | 0,4928 | 0,2408
GPT 0,4266 | 0,9811 | 0,0819 | 0,5395 | 0,8453 | 0,0508
GLDH 0,9677 | 0,7720 | 0,6071 | 0,8442 | 0,8085 | 0,2799
BILI 0,4136 | 0,8262 | 0,5357 | 0,4586 | 0,9811 | 0,9954
GGT 0,3670 | 0,9012 | 0,1068 | 0,9954 | 0,1777 | 0,2339
AP 0,6028 | 0,2035 | 0,1855 | 0,2825 | 0,1131 | 0,3174
Amylase 0,7416 | 0,4076 | 0,9355 | 0,6859 | 0,4352 | 0,8217
Lipase 0,4114 | 0,9481 | 0,0390 | 0,4559 | 0,7051 | 0,0732
CHE 0,8578 | 0,7540 | 0,6439 | 0,6944 | 0,7857 | 0,5138

Tabelle 16 p-Werte der einzelnen Laborparameter im Vergleich zum Therapieansprechen
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Alle in den univariaten Analysen relevanten Biomarker vor und 24 Stunden nach TACE-

Therapie wurden mit klinischen Faktoren in multivariaten Analysen ausgewertet. Als bestes
Modell fand sich die Kombination aus Nukleosomen im ELISA Serum nach 24 Stunden, die
alkalische Phosphatase nach 24 Stunden und der TACE-Zyklus. Es ist wichtig zu erwédhnen,

dass die Biomarker logarithmisch mit der Basis 2 eingeschlossen wurden (Tabelle 17).

. Chi- Odds- | 95%-Konf.
Koeffizient Square p-Wert | patio Intervall
NHS
(24h; log2) 0,581 8,25 0,0041 1,79 1,20-2,66
AP 1,561 6,62 0,0101 4,76 1,45-15,64
(24h; log2) ’ ’ ’ ’ ’ ’
TACE-Zyklus 0,636 7,08 0,0078 1,89 1,18-3,02

Tabelle 17 Bestes Modell pradiktiver Biomarker fiir das Therapieansprechen

4.4 Korrelation zwischen dem Therapieansprechen in der Bildgebung und dem
Gesamtiiberleben

Fiir Arzte und Patienten ist es von groBem Interesse, ob man vom Therapieansprechen des
Tumors auf die Uberlebenszeit des Patienten schlieBen kann. Daher wurde im niichsten Schritt
der Zusammenhang zwischen Therapieansprechen und Uberleben niher betrachtet. Hierbei
wird die Gruppe der Responder wieder getrennt in Patienten mit Remission und Stable
Disease betrachet. In diese Auswertung wurden alle Patienten mit einer zusdtzlichen RFA am
folgenden Tag miteinbezogen, da der 24 Stunden Wert in allen Fillen vor der RFA
abgenommen wurde und somit kein Einfluss der RFA auf diesen Wert bestehen kann.
Dagegen mussten zwei Patienten aufgrund einer Lebertransplantation ausgeschlossen werden,
womit hier 48 Patienten ausgewertet wurden. Trotz der unterschiedlichen Anzahl an
Therapien ergibt sich hierbei ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen
Therapieansprechen in der Bildgebung und Gesamtiiberleben der Patienten (p = 0,019)
(Abbildung 56). Es wird deutlich, dass Patienten mit Progression eine schlechtere Prognose
haben, als Patienten mit stabiler Erkrankung oder Remission. Von den Patienten mit

Remission ist im Beobachtungszeitraum keiner verstorben.
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Abbildung 56 Kaplan-Meier-Kurve des Therapieansprechens

4.5 Korrelation zwischen den Biomarkern und der Ein-Jahresiiberlebensrate

Im klinischen Alltag ist es wichtig, mdglichst zuverldssige Prognosen fiir den einzelnen
Patienten zu treffen. Die Pradiktion des Therapieansprechens ist ein wichtiger Bestandteil,
um die Therapie zu stratifizieren und gegebenenfalls zu modifizieren. Die grof3te Relevanz fiir
den Patienten besitzt das Uberleben. Wie oben gezeigt korreliert in dieser Studie das
Therapieansprechen mit der Prognose der Patienten (siche Kapitel 4.4). Es stellte sich somit
die Frage, ob diesselben Marker fiir die Prognose relevant sind, die fiir das
Therapieansprechen detektiert wurden und ob diese zuverldssig eine Aussage lber die
Prognose treffen. Daher wurde anhand von Wilcoxon Berechnungen untersucht, ob mittels
einzelner Laborparameter eine Aussage iiber das Ein-Jahresiiberleben eines Patienten gemacht
werden kann. Dabei wurde der Krankheitsverlauf der Patienten iiber ein Jahr nach ihrer ersten
von mir erfassten Therapie festgehalten. Bei dieser Auswertung wurden auch Patienten
beriicksichtigt, die zusdtzlich eine RFA nach der TACE erhalten haben. Die
Radiofrequenzablation hatte keinen Einfluss auf die Laborparameter, da diese erst nach der

letzten Blutabnahme erfolgt ist. Daher wurden insgesamt 48 Patienten ausgewertet.
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Zu Beginn werden wieder die einzelnen Verldufe der Laborparameter innerhalb des ersten
Tages nach der transarteriellen Chemoembolisation in Abbildung 57 bis Abbildung 72 anhand
von dot-plot-Grafiken dargestellt. Hierbei werden Patienten unterschieden, die ein Jahr nach
der ersten von mir erfassten TACE am Leben waren und Patienten, die im Verlaufe des ersten
Jahres starben. Alle signifikanten Unterschiede sind mit % gekennzeichnet. In Tabelle 18 sind
alle Mediane, die 25., 75. und 95. Perzentile, die Bandbreite und der dazugehorige p-Wert
aufgezeigt. Der p-Wert wurde mit Hilfe des Wilcoxon-Tests berechnet.

Hierbei zeigte sich bei den Nukleosomen im ELISA zu keinem der vier Zeitpunkte ein
signifikanter Unterschied im Hinblick auf das Ein-Jahresiiberleben. Bei Patienten, welche das
erste Jahr nach der TACE {iberlebten, lag der Median nach 24 Stunden mit 141,9 ng/mL sogar
hoher als bei Patienten die vorher verstorben waren (75,5 ng/mL). Vor Therapiebeginn lag der
Median der Verstorbenen mit 111,5 ng/mL jedoch noch leicht héher als bei den Ein-
Jahresiiberlebenden mit 97,2 ng/mL, was aber nicht signifikant war (p = 0,8956) (Abbildung
57). Ebenfalls nicht signifikant zu allen vier Zeitpunkten waren die mit dem Impact
gemessenen Nukleosomenwerte, wobei die im Serum gemessenen Nukleosomen in etwa das
gleiche Verlaufsmuster aufwiesen wie die mit dem ELISA gemessenen (Abbildung 58 und

Abbildung 59).

Dagegen zeigte sich beim AFP, wie bereits bei der Auswertung zum Therapieansprechen, an
allen vier Zeitpunkten signifikante Unterschiede hinsichtlich des Ein-Jahresiiberlebens. Vor
Therapiebeginn liegt der Median der Ein-Jahresiiberlebenden bei 5 ng/mL, dagegen liegt er
bei den Verstorbenen bei 92,8 ng/mL (Abbildung 60). Diese Wertelagen bleiben erneut stabil

iiber den Verlauf des ersten Tages.

Ebenfalls signifikante Unterschiede beim Ein-Jahresiiberleben wurden beim CYFRA 21-1
beobachtet. Vor allem drei Stunden nach Therapie betridgt der p-Wert 0,0015. Verfolgt man
den Verlauf iiber den ersten Tag hinweg, so wird deutlich, dass beide Gruppen einen
dhnlichen Verlauf nehmen, denn nach 24 Stunden kommt es jeweils zu einem Anstieg. Jedoch
weist die Gruppe der Ein-Jahresiiberlebenden jeweils niedrigere Wertelagen auf (Abbildung
61).

Uberraschenderweise zeigte auch der Zelltodmarker LDH vor Therapiebeginn (p = 0,0243)
und 3 Stunden nach Therapie (p = 0,0074) einen signifikanten Unterschied hinsichtlich des
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Ein-Jahrestiiberlebens. Zu Beginn der Therapie lag der Median bei den Ein-
Jahresiiberlebenden bei 195,5 U/L, bei den Verstorbenen bei 221 U/L. Jedoch stieg der
Median bei den Ein-Jahresiiberlebenden stdrker an als bei der anderen Gruppe, so dass sich

beide Mediane anniherten (Abbildung 62).

Als weiterer signifikanter Marker zur Auswertung zum Ein-Jahresiiberleben erwies sich der
Lebersyntheseparameter CHE. Da auch dieser Wert aufgrund seiner Halbwertszeit sehr stabile
Werte aufweist, waren beim CHE alle Zeitpunkte statistisch signifikant. Die hdochste
Signifikanz erzielte dabei der Wert nach 24 Stunden (p = 0,0020), wobei Patienten, die im
ersten Jahr nach der TACE verstarben, einen Median von 2,9 kU/L und die Ein-
Jahrestiiberlebenden einen Median von 5,8 kU/L hatten (Abbildung 72).

Sowohl die Leberenzyme GOT, GPT und GLDH, als auch die Cholestaseparameter Bilirubin,
GGT und AP sind fiir die Prognose des Ein-Jahresiiberlebens in diesem Patientenkollektiv
nicht relevant. Auch die {ibrigen Parameter CRP, Amylase und Lipase zeigten in dieser

Auswertung keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf das Ein-Jahresiiberleben.
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Abbildung 57 Verteilung der Nukleosomen-

Konzentrationen ELISA Serum wihrend des
ersten Tages nach der Behandlung bei Uberleben
des Patienten > 1 Jahr (o) und bei Uberleben des
Patienten < 1 Jahr (e)
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Abbildung 59 Verteilung der Nukleosomen-

Konzentrationen Impact Plasma wihrend des
ersten Tages nach der Behandlung bei Uberleben
des Patienten > 1 Jahr (o) und bei Uberleben des
Patienten < 1 Jahr (e)
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Abbildung 58 Verteilung der Nukleosomen-
Konzentrationen Impact Serum wihrend des
ersten Tages nach der Behandlung bei Uberleben
des Patienten > 1 Jahr (o) und bei Uberleben des
Patienten < 1 Jahr (e)
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Abbildung 60 Verteilung der AFP-
Konzentrationen wihrend des ersten Tages nach
der Behandlung bei Uberleben des Patienten > 1
Jahr (o) und bei Uberleben des Patienten < 1 Jahr
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Abbildung 61 Verteilung der CYFRA 21-1-
Konzentrationen wihrend des ersten Tages nach
der Behandlung bei Uberleben des Patienten > 1
Jahr (o) und bei Uberleben des Patienten < 1 Jahr
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Abbildung 63 Verteilung der CRP-

Konzentrationen wihrend des ersten Tages nach
der Behandlung bei Uberleben des Patienten > 1
Jahr (o) und bei Uberleben des Patienten < 1 Jahr
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Abbildung 62 Verteilung der LDH-
Konzentrationen wihrend des ersten Tages nach
der Behandlung bei Uberleben des Patienten > 1
Jahr (o) und bei Uberleben des Patienten < 1 Jahr
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Abbildung 64 Verteilung der GOT-

Konzentrationen wihrend des ersten Tages nach
der Behandlung bei Uberleben des Patienten > 1
Jahr (o) und bei Uberleben des Patienten < 1 Jahr
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Abbildung 65 Verteilung  der  GPT- Abbildung 66  Verteilung  der ~ GLDH-
Konzentrationen wéhrend des ersten Tages nach Konzentrationen wihrend des ersten Tages nach
der Behandlung bei Uberleben des Patienten > 1 der Behandlung bei Uberleben des Patienten > 1
Jahr (o) und bei Uberleben des Patienten < 1 Jahr Jahr (©) und bei Uberleben des Patienten < 1 Jahr
(®) (o)
10.0 1000
@] @) (@] @]
O o [ ] @ [ ] o : o o
oo $ ! ° H
' e e g e ° °
© © ° C e [ S o
% 6.0 O _ ® _@_ L o _g_ ;
g . N S | ¢
3 ° ® : ° & c 8 9 ! % 5 3
= O
s 40 ° [ ] 8 8 ® g ° % 4 5
SN PR N g :
2.0 é‘ ' é é % 'I 8 g 0 g
0.0 .! 10
Praether. 24 h Praether. 3h 6h 24 h
N=32/16 N=: 32/16 N= 31/16 N=32/16 N=32/16 N=32/16 N=31/16 N=32/16
Abbildung 67  Verteilung der  Bilirubin- Abbildung ) 68 V"erteilung der gammaGT-
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Abbildung 69 Verteilung der alkal. Phosphatase-
Konzentrationen wihrend des ersten Tages nach
der Behandlung bei Uberleben des Patienten > 1
Jahr (o) und bei Uberleben des Patienten < 1 Jahr
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Abbildung 71 Verteilung  der  Lipase-
Konzentrationen wihrend des ersten Tages nach
der Behandlung bei Uberleben des Patienten > 1
Jahr (o) und bei Uberleben des Patienten < 1 Jahr
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Abbildung 70  Verteilung der  Amylase-
Konzentrationen wihrend des ersten Tages nach
der Behandlung bei Uberleben des Patienten > 1
Jahr (o) und bei Uberleben des Patienten < 1 Jahr
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Abbildung 72 Verteilung der Cholinesterase-
Konzentrationen wihrend des ersten Tages nach
der Behandlung bei Uberleben des Patienten > 1
Jahr (o) und bei Uberleben des Patienten < 1 Jahr
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Laborparameter | Zeit | 1-JU | Median | 25% 75% 95% Bandbreite | p-Wert
Ja 97,2 40 194,8 4279 18,8 -499,9
Oh - 0,8956
Nein 111,5 37,8 216,2 395,8 10 - 395,8
Ja 83,2 44 .4 145,6 461,6 10 - 1861
3h - 0,9913
Nukleosomen Nein 79,2 26,2 190,2 3 10,6 10-3 10,6
ELISA Serum Ja 81,2 46,2 199,6 | 335,2 13-375.2
6h - 0,6453
Nein 59,5 27,8 179,6 660,1 16,2 - 660,1
Ja 141,9 70,9 330,6 886,6 11,9-1117
24h - 0,2127
Nein 75,5 359 2448 895,2 16,2 - 895,2
Ja 69 21,6 211,5 959 6,4 -2075
Oh - 0,5047
Nein 130 449 220 1597 5,2 - 1597
Ja 349 14,7 190,5 1490 3,1-1961
3h - 0,3877
Nukleosomen Nein 101,8 39,3 222 1690 6,2 - 1690
Impact Serum Ja 45 20,1 185 787 6,1 - 1968
6h - 0,4588
Nein 98,3 32,1 158 1700 9,9 -1700
Ja 113 50,9 268,5 1222 11,4 - 2949
24h - 0,9564
Nein 106,5 47 305,5 1688 14 - 1688
Ja 17 3,2 172,5 809 1-1718
Oh - 0,3937
Nein 394 13,8 106,8 1735 4,8 - 1735
Ja 20,6 6,3 178 771 2,8-1773
3h - 0,3698
Nukleosomen Nein 40 22 1 17,9 1598 4,9 - 1598
Impact Plasma Ja 31,5 9,3 188,5 783 2,6 - 1800
6h - 0,5047
Nein 41,4 243 113,7 1566 4 -1566
Ja 28,1 11,6 167,5 800 42 -1782
24h - 0,3304
Nein 41,2 21,8 147 1617 7-1617
Ja 5 3,1 17,3 603 1-622
Oh - 0,0408
Nein 92,8 3,8 958,5 71221 0,8 -71221
Ja 4.9 3 16,5 626 09-1129
3h - 0,0321
AFP Nein 86,2 4,2 891 73955 1-73955
Ja 5 3 19,8 612 0,9 - 928
6h - 0,0368
Nein 84 472 916,5 82861 0,9 - 82861
Ja 5 3,2 16,9 600 1,1 -1217
24h - 0,0367
Nein 83,5 4,1 896,5 70228 0,9 - 70228
Ja 1,6 1,1 2.4 3,9 0,5-20,5
Oh - 0,0294
Nein 2,2 1,8 2,7 20,9 1,2-209
Ja 1,5 1,2 1,9 4.6 0,5 -20,8
3h - 0,0015
Nein 2,3 1,8 2.8 21,6 1,5-21,6
CYFRA 21-1
Ja 1,5 0,9 2,2 3,5 0,5-18,8
6h - 0,0036
Nein 2 1,6 2,7 22,1 1,5-22,1
Ja 1,9 1,3 3 21,3 0,6 -26,9
24h - 0,0156
Nein 2,6 2,1 3,7 31 1,6 -31
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Laborparameter | Zeit | 1-JU | Median | 25% 75% 95% Bandbreite | p-Wert
Ja 195,5 162,5 231 331 139 -332
Oh —— 0,0243
Nein 221 198 266,5 334 171 - 334
Ja 197,5 172 227,5 298 137 - 355
3h 5 0,0074
LDH Nein 229,5 195,5 325 412 183 -412
Ja 194 165 226 308 136 - 331
6h 5 0,0742
Nein 206,5 196,5 287 357 175 - 357
Ja 266 222.5 360 837 157 - 1062
24h ; 0,8439
Nein 278 212,5 332 511 168 - 511
Ja 0,5 0,2 1,1 2 0,1-43
Oh 5 0,1190
Nein 0,7 0,4 2,9 10,5 0,2-10,5
Ja 0,5 0,2 0,9 1,7 0,1-5,5
3h - 0,1213
Nein 0,7 0,3 3 11,7 02-11,7
CRP
Ja 0,6 0,3 1,1 1,7 0,1-5,6
6h 5 0,1835
Nein 0,7 0,3 3,2 12,4 0,2-12,4
Ja 1,2 0,7 2,4 4,2 0,1-10,5
24h - 0,3190
Nein 1,5 0,6 4,8 13,3 0,3-133
Ja 49,5 32,5 68,5 168 18 - 211
Oh 5 0,1178
Nein 59,5 40,5 99 238 31-238
Ja 49,5 35 68 179 20 - 180
3h 5 0,1930
Nein 60,5 40 111,5 263 34-263
GOT
Ja 50 35 75 179 18 - 180
6h - 0,1605
Nein 63 39,5 106 248 37 -248
Ja 91 64,5 190 694 30-710
24h 5 0,8269
Nein 121,5 57 246 398 35-398
Ja 36,5 26,5 57 133 12-179
Oh - 0,8611
Nein 36,5 29 52,5 116 20-116
Ja 37 27 55,5 128 15-190
3h 5 0,7844
Nein 33,5 26 51,5 118 23 -118
GPT
Ja 39 26 65 123 16 - 198
6h 5 0,9552
Nein 36,5 29,5 54,5 120 25-120
Ja 66,5 35 105 426 21 -740
24h ; 0,3090
Nein 57,5 34,5 65 157 27 - 157
Ja 6,2 2,6 13,2 28,8 1,2-423
Oh 5 0,3358
Nein 7,6 5,5 8,9 33,6 1,6 - 33,6
Ja 5,7 2,9 12,5 26,4 1,1-36,2
3h - 0,3196
Nein 7 5 9,2 28,1 2,4-28,1
GLDH
Ja 5,7 33 16,4 28 1,6 - 33,9
6h 5 0,3514
Nein 7,2 5,6 9,9 28,4 1,7-28.,4
Ja 15,9 7 58,6 195 1,5-206
24h - 0,8525
Nein 19,3 5,6 47,5 172 2,7-172
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Laborparameter | Zeit | 1-JU | Median | 25% 75% 95% Bandbreite | p-Wert
Ja 0,8 0,6 1,2 2,3 0,4 - 6,1
Oh - 0,0686
Nein 1 0,8 2,1 4,6 0,4 -4,6
Ja 1,1 0,9 1,5 3,1 0,4-73
3h 5 0,1117
Nein 1,5 1 2,2 5,4 0,6-54
BILI
Ja 1 0,8 1,4 3 0,4-7,2
6h 5 0,0681
Nein 1,4 1 2,2 4,9 0,5-4,9
Ja 1,5 1 2,2 3,9 0,5-9,5
24h ; 0,4114
Nein 1,7 1,2 2,9 5,3 0,7-53
Ja 164,5 60,5 241,5 684 26 - 892
Oh 5 0,5330
Nein 137 90 412 761 63 - 761
Ja 160,5 61,5 246 656 25-873
3h - 0,5047
Nein 142 91,5 390 764 59 - 764
GGT
Ja 166 51 259 643 24 -911
6h 5 0,5078
Nein 143 89,5 403 707 58 -707
Ja 171,5 64,5 270,5 686 27-912
24h - 0,5548
Nein 157 89 376 733 71-733
Ja 132 83 154,5 244 59 -257
Oh 5 0,1458
Nein 129,5 114,5 232.5 421 87 -421
Ja 120,5 78,5 150 214 57 -242
3h 5 0,1055
AP Nein 124,5 107,5 223 408 83 - 408
Ja 124 75 161 209 54 - 241
6h - 0,1160
Nein 127,5 108 223.5 416 77 -416
Ja 124 83 155,5 221 62 - 259
24h 5 0,0964
Nein 137,5 106,5 235,5 468 98 - 468
Ja 83,5 57 110 188 32-839
Oh - 0,4771
Nein 62 53 110 181 24 - 181
Ja 79,5 55,5 98,5 157 27-773
3h 5 0,3525
Nein 60,5 47 91 172 19-172
Amylase
Ja 86 55 113 170 29 - 821
6h 5 0,3176
Nein 69 53,5 98,5 164 20 - 164
Ja 86,5 59 112,5 200 31-829
24h ; 0,0942
Nein 56,5 51 89 195 24 - 195
Ja 37 25,5 76,5 111 9-122
Oh 5 0,6303
Nein 55 24,5 71,5 342 15 - 342
Ja 34 21 58 106 8-149
3h - 0,3357
. Nein 53 19,5 66,5 126 9-126
Lipase
Ja 34 19 81 115 6-119
6h 5 0,4189
Nein 53 28,5 65 127 9-127
Ja 32,5 24 71,5 163 8-188
24h - 1,0000
Nein 44,5 22 55 112 13-112
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Laborparameter | Zeit| 1-JU | Median | 25% 75% 95% Bandbreite | p-Wert
Ja 53 3,9 6,6 7,9 0,9 - 8,8
Oh - 0,0161
Nein 2,7 2,3 5,2 7,4 1,9-74
Ja 5,4 3,7 6,8 7,2 0,8-9,4
3h 5 0,0166
Nein 2,6 23 52 7,8 1,8-7,8
CHE
Ja 5,5 3,9 6,7 7,3 0,9 - 8,8
6h 5 0,0153
Nein 2,8 2,2 4,8 7,3 1,8-7,3
Ja 5,8 4 6,7 7,8 0,9-9,7
24h ; 0,0020
Nein 2,9 2,3 3,7 7,1 1,9-7,1

Tabelle 18 Mediane, 25., 75. und 95. Perzentile, Bandbreite aller gemessenen Laborparameter mit den
dazugehorigen p-Werten in Korrelation zur Ein-Jahresiiberlebensrate

Oh 3h 6h 24h
Nukleosomen ELISA Serum 0.8956 0.9913 0.6453 0.2127
Nukleosomen Impact Serum 0.5047 0.3877 0.4588 0.9564
Nukleosomen Impact Plasma 0.3937 0.3698 0.5047 0.3304
AFP 0.0408 0.0321 0.0368 0.0367
CYFRA 21-1 0.0294 0.0015 0.0036 0.0156
LDH 0.0243 0.0074 0.0742 0.8439
CRP 0.1190 0.1213 0.1835 0.3190
GOT 0.1178 0.1930 0.1605 0.8269
GPT 0.8611 0.7844 0.9552 0.3090
GLDH 0.3358 0.3196 0.3514 0.8525
BILI 0.0686 0.1117 0.0681 0.4114
GGT 0.5330 0.5047 0.5078 0.5548
AP 0.1458 0.1055 0.1160 0.0964
Amylase 0.4771 0.3525 0.3176 0.0942
Lipase 0.6303 0.3357 0.4189 10.000
CHE 0.0161 0.0166 0.0153 0.0020

Tabelle 19 p-Werte der einzelnen absoluten Laborwerte im Vergleich zum Ein-Jahresiiberleben

In Tabelle 19 sind zur iibersichtlicheren Darstellung der p-Werte alle anhand des Wilcoxon-
Tests berechneten p-Werte zu den einzelnen Laborwerten dargestellt. In Tabelle 20 sind wie
beim Therapieansprechen wiederum die Differenzen und der prozentuale Abfall an den
verschiedenen Zeitpunkten abgebildet. Jedoch zeigen die Nukleosomen auch hier keine
signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Uberlebensgruppen. Lediglich AFP und CRP
weisen zu je einem Zeitpunkt eine schwache statistische Signifikanz auf, was grau hinterlegt

in der Tabelle zu erkennen ist.
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Differenz prozentuale Verinderung
3h-0 6h-0 24h-0 | 3h-0% | 6h-0% |24h-0%
Nukleosomen ELISA Serum 0.9043 | 0.9017 | 0.3874 | 0.9913 | 0.9195 | 0.5223
Nukleosomen Impact Serum 0.9913 | 0.5296 | 0.4909 | 0.8525 | 0.8311 | 0.4121
Nukleosomen Impact Plasma 0.4909 | 0.8269 | 0.8611 | 0.9216 | 0.5921 | 0.2888
AFP 0.0419 | 0.4056 | 0.4837 | 0.6539 | 0.8927 | 0.9913
CYFRA 21-1 0.2161 | 0.0855 | 0.2930 | 0.2885 | 0.1107 | 0.5181
LDH 0.5621 | 0.5668 | 0.2419 | 0.4909 | 0.4935 | 0.1341
CRP 0.7717 | 0.6313 | 0.8869 | 0.7297 | 0.4512 | 0.0311
GOT 0.8351 | 0.9552 | 0.1614 | 0.8697 | 0.6860 | 0.0557
GPT 0.6369 | 10.000 | 0.1256 | 0.5045 | 0.7447 | 0.1786
GLDH 0.5187 | 0.7533 | 0.2046 | 0.7182 | 0.5978 | 0.2290
BILI 0.5681 | 0.6681 | 0.5043 | 0.3629 | 0.5141 | 0.0677
GGT 0.6854 | 0.3453 | 0.0569 | 0.7019 | 0.9017 | 0.2248
AP 0.5545 | 0.9195 | 0.9215 | 0.7019 | 0.5223 | 0.9651
Amylase 0.6145 | 0.8750 | 0.4244 | 0.9738 | 0.9374 | 0.1458
Lipase 0.9128 | 0.5219 | 0.0919 | 0.5695 | 0.8136 | 0.1285
CHE 0.5920 | 0.9552 | 0.0556 | 0.9564 | 0.9552 | 0.3414

Tabelle 20 p-Werte der Differenzen und prozentualen Verdnderungen der einzelnen Laborwerte zum
pritherapeutischen Wert im Vergleich zum Ein-Jahresiiberleben

4.6 Korrelation zwischen den Biomarkern und dem Gesamtiiberleben

Neben dem Ein-Jahresiiberleben wurde in dieser Studie zusétzlich das Gesamtiiberleben
separat ausgewertet. Mit Hilfe des Ein-Jahresiiberlebens wurde ein definierter Zeitraum
untersucht, bei dem entscheidend war, ob der Patient kiirzer oder ldnger als ein Jahr nach der
TACE Behandlung lebte. Im Gegensatz dazu wird mittels dem Gesamtiiberleben ein langerer
Zeitraum beobachtet und der zeitliche Abstand zwischen TACE und dem Tod des Patienten

geht exakter in die Auswertung mit ein.

Beim Gesamtiiberleben wurden ebenfalls die 48 Patienten mit ihrer ersten erfassten Therapie
eingeschlossen. Zum Vergleich zweier Gruppen im Hinblick auf das Gesamtiiberleben
wurden unterschiedliche Grenzwerte betrachtet und zwar die Mediane und die 75. Perzentile
sowie bei der CHE die 25. Perzentile. Dadurch wurde einerseits bewertet, ob einzelne
Biomarker bei hohen oder niedrigen Werten eine bessere Aussage ermdglichen und
gleichzeitig eine Uberanpassung an das vorhandene Kollektiv (z.B. durch einen optimierten

Grenzwert) vermeiden.
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Dabei zeigten sich mehrere Laborparameter als statistisch signifikant (Tabelle 21) und zwar
préitherapeutisch die Mediane von CYFRA 21-1 (p =0,098), LDH (p = 0,0153) und CHE (p =
0,0029) und die 75. Perzentile von Bilirubin (p = 0,0019) und AFP (p = 0,0037). Bei den 24
Stundenwerten zeigten Bilirubin und LDH keine ausreichende Signifikanz mehr, dafiir war
aber der Median der Amylase (p = 0,0489) schwach signifikant. Mit einem p-Wert von
0,0003 bzw. 0,0320 waren jeweils CHE und CYFRA 21-1 nach 24 Stunden mit ihrem Median
statistisch signifikant. Zusitzlich wurde wiederum die prozentuale Anderung des 24
Stundenwertes im Vergleich zum pritherapeutischen Wert ausgewertet, wobei das Doppelte
und das Dreifache des Ausgangswertes betrachtete wurden. Hierbei waren CRP (p = 0,0175),
Bilirubin (p = 0,0428), Amylase (p = 0,0341) und Lipase (p = 0,0279) signifikant.

Oh 24h 24h-0%
Median 75% Median 75% 2 3
NHS 0,6750 0,6201 0,3331 0,9343 0,6531 0,8707
NIS 0,0676 0,6053 0,6106 0,2629 0,6142 0,8758
NIP 0,4894 0,6813 0,7734 0,8264 0,6312 0,1660
CYFRA 21-1 0,0098 0,2294 0,0320 0,5385 0,2756 0,9503
AFP 0,1156 0,0037 0,1216 0,0009 0,6986 0,7734
LDH 0,0153 0,4921 0,7729 0,4041 0,6546 0,5118
CRP 0,4198 0,0995 0,4655 0,0520 0,0175 0,1633
GOT 0,3821 0,0932 0,3596 0,5205 0,1016 0,4667
GPT 0,8068 0,4880 0,1677 0,3717 0,4145 0,1467
GLDH 0,1618 0,7219 0,4539 0,7981 0,2167 0,9625
Bilirubin 0,1269 0,0019 0,2569 0,2340 0,4153 0,0428
GGT 0,4747 0,2563 0,8376 0,7178 0,1539 0,9996
AP 0,7138 0,2117 0,1197 0,2117 0,6952 0,5975
Amylase 0,4006 0,8122 0,0489 0,6035 0,6217 0,0341
Lipase 0,7586 0,8175 0,3988 0,3658 0,4839 0,0279
CHE 0,0029 0,7741 0,0003 0,1956 0,1724 0,5113

Tabelle 21 p-Werte des Gesamtiiberlebens in Korrelation zu den Laborparametern vor Therapie, 24 Stunden
nach Therapie und der prozentualen Verédnderungen nach 24 Stunden

In Tabelle 22 und Tabelle 23 sind alle Parameter mit den cut-off Werten in der linken Spalte
aufgefiihrt, wobei sich der Median oben und die 75. Perzentile darunter befinden. Statt der 75.
Perzentile ist bei der CHE jeweils die 25. Perzentile abgebildet. Des Weiteren ist hier jeweils
der prozentuale Anteil der Patienten in der Spalte 1-JUR aufgefiihrt, die mehr als ein Jahr
nach der ersten erfassten Therapie mit dem jeweiligen Wert liberlebten. In der Spalte KI sind
die Konfidenzintervalle in Prozent angegeben und in der rechten Spalte befindet sich noch
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einmal der p-Wert des Gesamtiiberlebens, ermittelt nach dem log-rank Test, wobei
signifikante Werte wiederum grau hinterlegt sind. Tabelle 22 beinhaltet die
pritherapeutischen Werte und Tabelle 23 die Werte 24 Stunden nach der TACE.

Alle drei Verfahren der Nukleosomenmessung zeigen keine Signifikanz mit dem

Gesamtiiberleben.

Beim AFP war die 75. Perzentile des pratherapeutischen Wertes signifikant (p = 0,0037). 77,1
% der Patienten, deren AFP-Wert unterhalb der 75. Perzentile (46 ng/mL) lag, liberlebten
langer als ein Jahr, wohingegen bei den Patienten, die oberhalb der 75. Perzentile lagen, nur

38,5 % der Patienten ldnger als ein Jahr nach Therapie noch lebten.

Ein weiterer signifikanter Parameter war das CYFRA 21-1, wobei hier jeweils die Mediane
des pritherapeutischen und 24 Stunden Wertes signifikant waren. So {iberlebten
beispielsweise 83,3 % der Patienten das erste Jahr nach der TACE, die unterhalb des Medians

von 1,9 ng/mL lagen, und nur 50 % der Patienten, die oberhalb des Medians lagen.

Das Bilirubin zeigte hier iiberraschenderweise ebenfalls pritherapeutisch einen signifikanten
p-Wert von 0,0019 bei der 75. Perzentile (1,7 mg/dL). Von den Patienten unterhalb dieses
Grenzwertes liberlebten 75,0 % das erste Jahr nach Therapie und oberhalb dieses Grenzwertes

iiberlebten lediglich 41,7 %.

Die hochsten Signifikanzwerte wurden allerdings mit dem Median der CHE (4,4 kU/L) nach
24 Stunden erreicht (p = 0,0003), wobei hier beachtet werden muss, dass sich hohere Werte
als prognostisch giinstiger erweisen. Von den Patienten unterhalb dieses Medians {iberlebten
43,5 % das erste Jahr nach der Chemoembolisation und 88,0 % iiberlebten dieses erste Jahr

mit CHE-Werten oberhalb dieses Grenzwertes.

Die weiteren Laborparameter konnen der Tabelle 22 und der Tabelle 23 entnommen werden.

Laborparameter n 1-JUR KI p-Wert
0 -
NHS (98 ng/mL) = 24| 66,7% | [44.3-81.7] 0,6750
2 24 66,7% [44,3-81,7]
< 36 | 66,7% | [48,8-79,5]
NHS (202 ng/mL 2 2 0,6210
(202 ng/mL) > | 12 | 66,7% | [33.7-86.0]
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Laborparameter n 1-JUR KI p-Wert
< 23 | 783% | [55,4-90,3]
NIS (92 ng/mL — 0,0676
(92 ng/mL) > | 25 | 56,0% | [34,8-72.7]
< | 36 | 66,7% | [48,8-79.5]
NIS (234 ng/mL 2 0,6053
(234 ng/mL) > | 12 | 667% | [33,7-86,0]
< 24 | 70.8% | [48,4-84,9]
NIP (33 ng/mL o 0,4894
(33 ng/mLL) > | 24 [ 625% [ [403-784]
62,9% -
NIP (136 ng/mL) j ?i e 9(; {jj’i gf’g 0,6813
(-4 b 0 9 = D)
CYFRA 21-1 < 24 | 83,3% | [61,5-93.4] 0.0008
(1,9 ng/mL) > | 24 | 50,0% | [29,1-67.8] |
CYFRA 21-1 < 35 | 68,6% | [50,5-81,2] 0.2294
(2,5 ng/mL) > 13 | 61,5% | [30,8-81,8] ’
< | 23 | 783% | [554-903]
AFP (5,6 ng/mL ” 0,1156
(5,6 ng/mL) > | 25 | 560% | [34.8-72.7]
< | 35 | 7.,1% | [59,5-87.9]
AFP (46 ng/mL o 0,0037
(46 ng/mL) > | 13 | 385% | [14.1-62.8]
84,0% -
LDH (202 U/L) < 12 - 8(; [62.8-93.7] | 60153
> 23 8% | [26,8-66,1]
69,4% -
LDH (243 U/L) = 36 > [51.7-81.8] 0,4921
> 12 | 583% | [27,0-80,1]
< 23 69,6% | [46,6-84,2]
CRP (0,5 mg/dL . 0,4198
(0,5 mg/dL) > | 25 | 640% | [422-79.4]
< 34 | 70,6% | [52,2-83,0]
CRP (1,2 mg/dL e 0,0995
(1,2 mg/dl) > | 14 [ 571% | [284-78.0]
70,8% -
GOT (55 U/L) = 24 & 5(; [48,4-84,0] 0,3821
> 24 5% | [40,3-78.4]
72,2% -
GOT (72 U/L) = 36 50 0(; [54,5-84,0] 0,0932
> 12 0% | [20,8-73.6]
66,7% -
GPT (37 U/L) = 24 o 7(; [44,3-81,7] 0,8068
> 24 % | [44,3-81,7]
63,9% -
GPT (57 U/L) = 36 =5 0(; [46,1-77.2] 0,4880
> 12 0% | [40,8-91,2]
75,0% -
GLDH (6,9 U/L) < | 24 5 3(; [52.6-87.91 | 1618
> 24 3% | [36,4-75.,0]
66,7% -
GLDH (9,4 U/L) < 136 2 | [488-795] 1 g 7219
> 12 | 66,7% | [33,7-86,0]
< 22 | 77,3% | [53,7-89.8]
Bilirubin (0,9 mg/dL NG 0,1269
OO mgdl) ™5 26 | 57.7% | p36.8-739]
< 36 | 75,0% | [57,5-86,1]
Bilirubin (1,7 mg/dL o 0,0019
(LTmgldL) 0 407% | [15.2-66.5]
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Laborparameter n 1-JUR KI p-Wert
62,5% -
GGT (152 U/L) = 24 > | [40.3-78.4] 0,4747
2 | 24 | 70.8% | [484-84.9]
71,4% -
GGT (263 U/L) = 35 0 | [53.4-83.5] 0,2563
> 13 | 53.8% | [24,8-76,0]
66,7% -
AP (135 U/L) < | 24 0 | 14438171 | 5133
> 24 66,7% | [44,3-81,7]
71,4% -
AP (180 U/L) < 35 o | [53.4-83,5] 02117
> 13 | 53,8% | [24,8-76,0]
< 25 | 60,0% | [38,4-76,1]
Amylase (73 U/L) N 23 | 73.9% | [509873] 0,4006
< 35 | 657% | [47,6-78,9]
Amylase (108 U/L) > T 69.2% 137.3-87.2] 0,8122
: < | 24 | 708% | [484-849]
Lipase (42 U/L) > Y 62.5% [40.3-78.4] 0,7586
. < 35 | 657% | [47,6-78,9]
Lipase (76 U/L) N 3 | 09.2% | [373.872] 0,8175
47,8% -
CHE (4,3 kU/L) < 23 > | [268-66.11 14 509
> 25 | 84,0% | [62,8-93,7]
27,3% _
CHE (2,65 KU/L) < | U ° | 165-5391 | h902
> 37 | 75,7% | [61,4-88,5]

Tabelle 22 Prozentualer Anteil der Ein-Jahresiiberlebenden mit verschiedenen cut-offs pratherapeutisch. Oben ist
der Median, unten die 75. Perzentile der jeweiligen Parameter (Ausnahme CHE mit 25. Perzentile) und in der
rechten Spalte der p-Wert

Laborparameter n 1-JUR KI p-Wert
< 23 56,5% | [34,3-73,8]

NHS (121 ng/mL S 0,3331
(121 ng/mL) > | 24 | 750% | [52,6-87.9]
< 35 62,9% | [44,8-76,5]

NHS (321 ng/mL S 0,9343
(321 ng/mL) > | 12 | 75.0% | [40,8-912]
< | 24 | 66,7% | [44.3-81.7]

NIS (109 ng/mL St 0,6106
(109 ng/mL) > | 24 [ 667% | [443-817]
< 35 | 68,6% | [50,5-81,2]

NIS (285 ng/mL 22722 0,2629
(285 ng/mL) > | 13 | 61,5% | [30,8-81,8]
< | 24 | 708% | [48,4-84.9]

NIP (33 ng/mL haa 0,7734
(33 ng/mL) > | 24 | 62,5% | [403-78.4]
< 35 | 65,7% | [47,6-78,9]

NIP (162 ng/mL 215, 0,8264
(162 ng/mL) > | 13 | 692% | [37.3-87.2]

CYFRA 21-1 < 23 | 82,6% | [60,1-93,1] | ;4359

(2,1 ng/mL) > 25 | 52,0% | [31,2-69,2] i
CYFRA 21-1 < | 35 | 68,6% | [50.5-81.2] | ,cses
(3 ng/mL) > 13 | 61,5% | [30,8-81,8] ’
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Laborparameter n 1-JUR KI p-Wert
78 3% )

AFP (5,3 ng/mL) ; i % o E i :3‘2)% 0,1216

;

AFP (47 ng/mL) : ?g Zi;ﬁ Eg:i:g 0,0009
69,6% -

LDH (266 U/L) ; i o o {jg:gjg:ﬂ 0,7729
62.9% )

LDH (343 U/L) ; ?i 7 o {jj:i_;?:g 0,4041
68.2% -

CRP (1,3 mg/dL) ; jé = 4%‘: {2228_23 ‘3? 0.4655
71.4% )

CRP (2,6 mg/dL) ; fi ; 3:8%‘: B i 232 (5) } 0,0520
69,6% -

GOT (91 U/L) ; i . L {jg:g_:g:ﬂ 0,3596
68,6% )

GOT (220 U/L) ; ?i oL o E 82212 0,5205

GPT (61 U/L) ; jj ggiiﬁ 53(7);(1)2 0.1677
62.9% )

GPT (91 U/L) ; fi - 6:9%‘: {jjﬁ_;?:g 03717
69,6% -

GLDH (15 U/L) ; i o o {jg:gjg:ﬂ 0.4539
62.1% )

GLDH (29 U/L) ; ?g 73:7(2 {jﬁ;;gﬂ 0,7981
72.0% -

Bilirubin (1,6 mg/dL) ; i 6039%‘: E g;:g i} 0,2569
69,4% )

Bilirubin (2,3 mg/dL) : ?g : 8:3%‘: B ;gz(l)ﬂ 0,2340
66,7° -

GGT (172 U/L) ; Z‘ . 6:7;; {22321% 0,8376
68,6% )

GGT (274 U/L) ; ?i o o E 82212 0,7178
75.0% )

AP (126 U/L) : jj 5 8:3%‘: Eéii;?ﬂ 0,1197
71.4% )

AP (163 U/L) ; ?i 53:8%‘: Bi :323} 02117

Amylase (69 U/L) : i 2(2)52’ E gi ;(1)(1)} 0,0489

Amylase (105 U/L) ; ?i %322 {jjﬁ:;?:; } 0,6035
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Laborparameter n 1-JUR KI p-Wert
. < 24 | 75.0% | [52,6-87.9]
Lipase (37 U/L) > [ a4 [ 555% | [364.750] 0,3988
. < 35 | 629% | [44,8-76.5]
Lipase (63 U/L) S i3 [ 769% | 44291 9] 0,3658
43,5% }
CHE (4,4 kU/L) < | 2 ° | [23.3-62,1] | 6003
> 25 88,0% | [67,3-96,0]
33,3% ]
CHE (2,8 kU/L) < | 12 > | [110.3-58.8] 14 5005
> | 36 | 75.0% | [60.4-882]

Tabelle 23 Prozentualer Anteil der Ein-Jahresiiberlebenden mit verschiedenen cut-offs 24 Stunden nach
Therapie. Oben ist der Median, unten die 75. Perzentile der jeweiligen Parameter (Ausnahme CHE mit 25.
Perzentile) und in der rechten Spalte der p-Wert

In Abbildung 73 bis Abbildung 82 sind fiir einige Laborparameter die Kaplan-Meier-
Uberlebenskurven abgebildet. Hierfiir wurden jeweils die Mediane oder in einzelnen Fillen

die 25. (CHE) oder 75. Perzentile (AFP) als cut-off verwendet.

Bei den manuell bestimmten Nukleosomen besteht kein signifikanter Zusammenhang zum

Gesamtiiberleben (Abbildung 74).

Fir das AFP hingegen siecht man einen Unterschied beim Verlauf der beiden Gruppen
(Abbildung 75 und Abbildung 76). Die Patienten mit einem sowohl pratherapeutisch als auch
nach 24 Stunden hoheren AFP-Wert haben eine schlechtere Prognose, was am niedrigeren

Verlauf ihrer Kurve deutlich wird.

Die Uberlebenskurve zum CYFRA 21-1 in Abbildung 77 und Abbildung 78 zeigen ebenfalls
einen deutlichen Unterschied der beiden Gruppen. Pra- und posttherapeutisch haben Patienten
mit einem hoheren CYFRA 21-1-Wert als der Median ein schlechtere Prognose. Zu diesen
beiden Zeitpunkte waren die Unterschiede signifikant (p = 0,0098 und p = 0,0320).

Beim Entziindungsparameter CRP wurden prd- und posttherapeutisch keine Unterschiede

hinsichtlich des Uberlebens festgestellt (Abbildung 79 und Abbildung 80).

In der nichsten Abbildung 81 ist die Uberlebenskurve fiir den Zelltodparameter LDH mit dem
Median als Entscheidungskriterium abgebildet. Die Uberlebenskurve der Patienten mit
hoheren Werten verlauft deutlich unterhalb der Kurve der Patienten mit niedrigeren Werten,

was mit einem p-Wert von 0,0153 auch statistisch signifikant ist.
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Die hochste Signifikanz im Hinblick auf das Gesamtiiberleben erzielte jedoch der
Lebersynthesemarker CHE im Median mit einem préatherapeutischen p-Wert von 0,0029 und
einem posttherapeutischen p-Wert von 0,0003. Wahlt man jedoch die 25. Perzentile als
Grenzwert, so wird der Unterschied noch deutlicher. Eine klare Divergenz der beiden

Gruppen ist sichtbar (Abbildung 82).
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Abbildung 77 Kaplan-Meier-Kurve des priatherapeutischen CYFRA 21-1
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Abbildung 78 Kaplan-Meier-Kurve des CYFRA 21-1 nach 24 Stunden
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Bei der Auswertung zum Gesamtiiberleben zeigte die Einteilung nach dem T-Stadium keine
signifikanten Unterschiede. Betrachtet man die einzelnen Stadien getrennt voneinander, so
ergibt sich dabei ein p-Wert von 0,064. In der Kaplan-Meier-Kurve in Abbildung 83 wird

deutlich, dass die wenigen Patienten in Stadium T2 alle {iberlebt haben und somit diese Kurve
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oberhalb der Kurve der Patienten im Stadium T1 verlduft. Aber es wird auch ersichtlich, dass

ein deutlicher Unterschied zur Gruppe der Patienten im Stadium T3 besteht.
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Abbildung 83 Kaplan-Meier-Kurve der T-Stadien

4.7  Multivariate Analyse

Um aus der Vielzahl der positiven Ergebnisse in den univariaten Analysen die relevanten
Marker herauszufinden, die eine voneinander unabhéingige prognostische Aussagekraft haben,
fiihrten wir eine multivariate Analyse mittels einer Cox Regressions-Analyse durch. In die
Analyse gingen alle Laborparameter ein, die in den univariaten Untersuchungen ein
signifikantes Ergebnis erzielten, und das T-Stadium. Dabei wurden bei den Laborparametern
jeweils die Mediane und die 75. Perzentile der prétherapeutischen und 24 Stunden Werte

ausgewertet. Bei der CHE wurde statt der 75. Perzentile die 25. Perzentile verwendet.

Nach dem Ausschlussverfahren wurden schrittweise diejenigen Laborparameter aus dem

Modell entfernt, die nicht signifikant waren und zu keiner Verbesserung des Gesamtmodells

beitrugen.
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Insgesamt wurden zwei Modelle berechnet: Eines fiir alle Laborparameter und klinischen
Faktoren, die schon vor Beginn der TACE-Therapie zur Verfiigung standen. Dadurch sollte
bereits vor der Therapie besser abzuschitzen sein, wie die Prognose des Patienten ist und ob
eine TACE-Therapie sinnvoll ist. Ein weiteres Modell wurde fiir alle Laborparameter und
klinischen Faktoren berechnet, die vor Beginn der TACE-Therapie und einen Tag danach
(24h-Werte) vorhanden waren. Dadurch sollte der Einfluss der TACE-Therapie auf die
Verdnderung der Marker mit untersucht werden. Dieses Modell wire dann nicht mehr fiir die
Stratifizierung von Patienten fiir die TACE-Therapie, wohl aber fiir eine eventuelle

zusitzliche Therapie oder eine Therapiemodifikation im weiteren Verlauf geeignet.

Im ersten multivariaten Modell, welches nur préitherapeutische Variablen beriicksichtigt,
blieben letztendlich nur zwei unabhingige prognostische Marker tiibrig:

e T-Stadium (T3 gegen T1 und T2)

* CHE (0 Stunden; 25. Perzentile)

Im zweiten multivariaten Modell, welches zusitzlich auch die 24h-Werte berticksichtigt,
blieben insgesamt vier unabhingige prognostische Marker iibrig:

e T-Stadium (T3 gegen T1 und T2)

* CHE (0 Stunden; 25. Perzentile)

* CYFRA 21-1 (24 Stunden; Median)

e LDH (0 Stunden; Median)

In Tabelle 24 und Tabelle 25 sind diese beiden Modelle mit Parameter Estimate, Chi-Square,
p-Wert, Hazard Ratio, dem 95%-Konfidenzintervall und dem Akaike’s Informations
Kriterium (AIC) abgebildet. Parameter Estimate, Chi-Square, p-Wert und Hazard Ratio sind
dabei ein MaB, wie stark der einzelne Parameter zum gesamten Modell beitrdgt. Der AIC ist
ein Mal} fiir die Stirke des gesamten Modells. Je niedriger er ist, desto stirker ist die
prognostische Aussagefahigkeit eines Modells. An den beiden Modellen ldsst sich sehen, dass

die zweite Version mit den 24h-Werten prognostisch etwas aussagekréftiger ist.
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. _ o/
Koeffizient Chi P-Value Haza.r d-| 95%-Konf. AIC
Square Ratio Intervall
T3 gegen T1+T2 2,877 10,4 0,0012 17,8 3.1-101.9
CHE 102.8
(Oh; 25. Perzentile) 3,118 21,2 <0,0001 22,6 6.0-85.2
Tabelle 24 Modell 1 mit ausschlieBlich pratherapeutischen Parametern
Parameter Chi- Hazard- | 95%-Konf.
Estimate Square p-Wert Ratio Intervall AIC
T3 gegen T1+T2 3,881 15,3 <0,0001 48,5 7.0-337.9
CHE
(Oh; 25. Perzentile) 3,142 19,5 <0,0001 23,1 5.7-93.3 o
CYFRA 21-1 ’
(24h; Median) 1,183 4,1 0,0421 3,3 1.0-10.2
LDH (0h; Median) 1,302 5,2 0,0219 3,7 1.2-11.2

Tabelle 25 Modell 2 einschlieBlich pratherapeutischer und posttherapeutisch Parameter

Um die Ergebnisse noch anschaulicher und einfacher fiir die praktische Anwendung zu
machen, wurde das erste Modell mit den beiden pritherapeutischen Markern T-Stadium und
CHE zusitzlich mittels einer Mantel-Haenszel-Analyse ausgewertet. Hierfiir wurde nun nicht
mehr das Gesamtiiberleben sondern das Ein-Jahresiiberleben als Endpunkt herangezogen und
alle Moglichkeiten der erhohten und erniedrigten Einzelmarker detailliert in einer

Mehrfeldertafel dargestellt.

Wie aus der untenstehenden Tabelle 26 ersichtlich ist, iiberlebten alle Patienten im Stadium
T1 oder T2 mit einem nicht erniedrigten CHE-Wert das erste Jahr nach TACE-Therapie.
Hingegen starben alle Patienten im Stadium T3 mit einem erniedrigten CHE-Wert im ersten
Jahr nach TACE-Therapie. Somit hatten Patienten im Stadium T3 mit einem erniedrigten
CHE-Wert ein 3,6 faches Risiko, im ersten Jahr nach TACE zu versterben, als Patienten im
Stadium T3, die keinen erniedrigten CHE-Wert aufwiesen. Fiir Patienten mit einem T1 oder
T2-Stadium HCC konnte kein relatives Risiko fiir das Versterben innerhalb des ersten Jahres
nach TACE berechnet werden, da kein Patient mit einem nicht erniedrigten CHE-Wert in
dieser Zeit verstarb. Mit einem p-Wert von P=0.0002 war die Mantel-Haenszel-Statistik
hochsignifikant.
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Uberlebt Verstorben
CHE N o . Relatives | P-Wert
25.Perzentile o N Yo Risiko
>2,65 U/L 8 100 0 0,0 .
T1+T2 r.l.lcll.lth 0,052
<2,65 U/L 3 60,0 2 40,0 moglic
>2,65 U/L 21 72,0 8 28.0
T3 3,62 0,001
<2,65 U/L 0 0,0 6 100

Tabelle 26 Mantel-Haenszel-Statistik der stirksten priadiktiven Faktoren.
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5 Diskussion

Das hepatozelluldre Karzinom ist mit weltweit ungefahr 500.000 neuen Féllen pro Jahr die
flinfthaufigste Ursache fiir eine maligne Erkrankung [MacSween 2002]. Da die meisten HCC
aufgrund ihrer sehr spiten Symptomatik erst in fortgeschrittenen Stadien diagnostiziert
werden, kann die Mehrzahl der Patienten nicht in kurativer Absicht therapiert werden. Durch
palliative Therapieansiitze kann zwar eine Verlingerung des Uberlebens der Patienten erreicht
werden, trotzdem steht das hepatozelluldre Karzinom an dritter Stelle bei den krebsbedingten
Todesursachen. Jedoch konnte durch die Einfiihrung geeigneter Screening Programme bei
Patienten mit bekannten Risikofaktoren, wie einer Infektion mit dem Hepatitis-C-Virus, eine

Diagnose des HCC in fritheren Stadien erzielt werden [Ikai 2004].

Die transarterielle Chemoembolisation ist das am haufigsten genutzte Therapieverfahren bei
Patienten, die einer kurativen Therapie, wie beispielsweise einer Resektion oder
Lebertransplantation, nicht mehr zugénglich sind. In mehreren Studien konnte hier ein
Uberlebensvorteil gegeniiber einer ,,best supportive care” nachgewiesen werden [Llovet 2002;
Bruix 2004]. Bei einer TACE wird durch die lokoregionidre Gabe des Chemotherapeutikums
und der anschlieBenden Okklusion der GefdBe eine starke Wirkung im Tumor erzielt und
gleichzeitig das umliegende Gewebe geschont. Aufgrund der regionalen Applikation kommt
es seltener zu Nebenwirkungen als bei systemischer Gabe. Trotzdem entwickeln etwa 60-80%
der Patienten nach einer TACE ein Postembolisationssyndrom mit Bauchschmerz, Ileus und
Fieber. Zudem sterben ungefahr 4% der Patienten nach einer TACE [Bruix 2004]. Um solche
Nebeneffekte einer TACE zu vermeiden, werden pridiktive und prognostische Marker
bendtigt, die frithzeitig anzeigen, ob eine TACE erfolgreich sein wird oder besser auf eine
andere Therapie gewechselt werden sollte. Im Verlaufe der letzten Jahre wurden neue
Therapien entwickelt, wie beispielsweise die SIRT oder die systemische Chemotherapie mit
Sorafenib, auf die bei ungilinstigem Therapieansprechen nach TACE zuriickgegriffen werden
kann. AuBBerdem konnte durch geeignete priathepeutische Werte schon vor der ersten TACE-
Therapie der Nutzen einer solchen Therapie diskutiert werden. Wie notwendig solche Marker
sind, wird deutlich, wenn man den derzeitigen Stand einer Therapiebeurteilung betrachtet.
Das Ansprechen der Therapie wird mit bildgebenden Verfahren, wie CT oder MRT,
kontrolliert. Allerdings vergehen meist viele Wochen bis Monate, bis die Therapieeffizienz
mit Hilfe der bildgebenden Verfahren abgeschitzt werden kann. Zusitzlich wird durch die
Behandlung Lipiodol im Tumorgewebe gespeichert. Da Lipiodol im CT hyperdens zur

Darstellung kommt, wird die objektive Beurteilung der aktuellen Tumorgrofle erschwert. Auf
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der anderen Seite ist im MRT die Lipiodolspeicherung nicht so gut zu erkennen. Daher ist
keines der beiden bildgebenden Verfahren optimal zur Therapieevaluation nach einer TACE
geeignet. Zudem ist die bildgebende Diagnostik oft nicht standardisiert: Sie ist stark abhingig
von verschiedenen Techniken, variiert deutlich zwischen unterschiedlichen Begutachtern und
deren Erfahrungsgrad [Vogl 2002]. Ein einfach durchzufiihrender, gilinstiger Labortest, der
frither als die bildgebenden Verfahren den Erfolg einer transarteriellen Chemoembolisation
anzeigen konnte, wére hochst wiinschenswert. Zudem konnte man durch geeignete

Prognosemarker die Uberlebenschancen der Patienten bestimmen.

Wirkmechanismus der transarteriellen Chemoembolisation

Bei einer transarteriellen Chemoembolisation wird das Chemotherapeutikum direkt in die
Leber injiziert und anschlieBend wird die verwendete Arterie okkludiert. Die Okklusion der
Arterie ist moglich, da die Blutversorgung der Leber hauptsédchlich aus der Pfortader stammt,
wohingegen der Tumor meist aus der Leberarterie versorgt wird. Dadurch ergeben sich zwei
Vorteile: Es konnen hohere Dosen des Chemotherapeutikums in den Tumor injiziert werden,
da das Chemotherapeutikum nicht in die Blutzirkulation gelangt, und zusétzlich wird durch
die Okklusion eine lingere Kontaktzeit des Chemotherapeutikums mit dem Tumorgewebe
erreicht [Bruix 2004, Vogl 2009].

Jedoch zeigen sich bei einer transarteriellen Chemoembolisation, wie auch bei anderen
Chemotherapien, Unterschiede im Therapieansprechen des Tumors. Einige Patienten
profitieren von einer solchen Therapie, andere Patienten hingegen sprechen kaum oder gar

nicht darauf an.

Nach Injektion des Chemotherapeutikums induziert dieses im Tumorgewebe, aber auch im
umliegenden Lebergewebe, den apoptotischen und nekrotischen Zelltod [Lu 2008]. Als
Chemotherapeutika sind Doxorubicin und Cisplatin am weitesten verbreitet [Bruix 2004]. Im
Universitétsklinikum Miinchen-GroBhadern wird vor allem das Anthrazyklin Epirubicin
verwendet, da es weniger kardiotoxisch wirkt als Doxorubicin [Ozkan 2004]. Die beiden
Anthrazykline Doxorubicin und Epirubicin erzielen ihre letale Wirkung einerseits iiber die
Freisetzung freier Radikale, welche zur Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) fiihrt.
Die ROS binden an intrazellulire Komponenten und zerstéren die gebundenen
Zellbestandteile. Andererseits binden sich die Anthrazykline an die Topoisomerase Il und
produzieren somit vermehrt Einzel- und Doppelstrangbriiche der DNA [Ozkan 2004].
Dagegen induziert Cisplatin die Apoptose vor allem durch Aktivierung des CD95/Fas/Apo-1
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Systems und iiber Freisetzung von Cytochrom ¢ aus Mitochondrien. Im Folgenden kommt es
zu einer Hemmung der DNA-Replikation durch Querverkniipfungen zwischen den beiden
DNA-Strangen, die dadurch funktionsunfihig werden. Der Zellstoffwechsel kommt zum

Erliegen und die Zelle leitet die Apoptose ein [Friesen 1999].

Um das unterschiedliche Therapieansprechen von Patienten in gleichen Tumorentitdten besser
beurteilen zu kénnen, miissen Verdnderungen auf zelluldrer Ebene genauer betrachtet werden.
Beim hepatozelluldren Karzinom kénnen Tumorsupressorgene wie pS3 inhibiert sein und
Tumoronkogene wie NF-kB iiberexprimiert sein [Fabregat 2009]. Diese Proteine regulieren
Zellzyklus, Proliferation und Apoptose. Durch Mutationen von Proteinen des Apoptosepfades
im Verlaufe der Tumorgenese kann es zu einer Resistenz gegeniiber den Chemotherapeutika

kommen [Fabregat 2009].

Die individuellen Unterschiede in der Therapie auf molekularer Ebene beginnt man erst seit
wenigen Jahren zu verstehen. Dies ermdglicht in Zukunft die Perspektive, molekulare
Analysen vor Gabe einer Chemotherapie durchzufiihren und die Therapie auf diesem Wege
zu optimieren. Ein erstes erfolgreiches Medikament der molekularen Therapie war Sorafenib,
weitere Medikamente, wie Sunitinib, Erlotinib in Kombination mit Bevacizumab und mTOR
Inhibitoren werden in weiteren Studien auf ihre Wirksamkeit tiberpriift [Worns 2010]. Umso
wichtiger ist es daher, in jedem individuellen Fall die Effektivitit der Therapie zuverldssig

und friithzeitig abschitzen zu kénnen.

Wahl des Patientenkollektivs

In dieser Arbeit wurden 50 Patienten mit hepatozelluldirem Karzinom in eine prospektive
Studie aufgenommen. Den Antrag zu dieser Studie hatte die Ethik-Kommission der Ludwig-
Maximilian-Universitit Miinchen zuvor bewertet und genehmigt. Wéhrend der gesamten
Behandlungsdauer wurden diese Patienten intensiv durch mich betreut, was zu einer
ausgezeichneten Compliance fast aller Patienten fiihrte. Die Sammlung der Blutproben der
verschiedenen Studienteilnehmer an den vier verschiedenen Zeitpunkten ist zu den
vorgegebenen Zeiten erfolgt und bis auf eine Ausnahme vollstindig. Ein Merkmal dieser
klinischen Studie zeigt sich dadurch, dass einzig Patienten ausgeschlossen wurden, die eine
Studienteilnahme ablehnten oder bei denen ein Zweittumor diagnostiziert wurde. Des
Weiteren verfiigt diese Studie iiber eine komplette klinische Dokumentation der

teilnehmenden Patienten. Nur in sehr seltenen Féllen verweigerten Patienten ihre Teilnahme
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an der Studie bzw. waren bei einer ihrer darauffolgenden Therapien nicht bereit, wieder daran

teilzunehmen.

In dieser Studie wurden nicht nur Patienten mit ihrer ersten TACE sondern auch Patienten mit
einer fortgeschrittenen Anzahl an TACE-Therapien beriicksichtigt, um den klinischen Alltag
moglichst genau abzubilden. Denn vor der Gabe einer TACE muss jeweils neu entschieden

werden, ob aufgrund der klinischen Situation eine erneute TACE sinnvoll erscheint.

Alle Studienteilnehmer erhielten im Universitdtsklinikum GroBhadern eine transarterielle
Chemoembolisation und konnten bei komplikationslosem Verlauf das Klinikum am nichsten
Tag bereits verlassen. Aufgrund dieser Tatsache war es leider nicht mdglich, einen ldngeren
Beobachtungszeitraum beurteilen zu koénnen. Da die Nukleosomenfreisetzung bei fritheren
Studien auch nach 48 Stunden deutlich erh6ht war und erst nach etwa einer Woche wieder die
priatherapeutischen Werte erreichte, wire es interessant gewesen, den weiteren Verlauf der
Nukleosomen iiber die erste Woche nach der TACE zu evaluieren. Zudem hitte man dann

auch den Einfluss von Nebenwirkungen auf die Nukleosomenfreisetzung beobachten konnen.

Der Vorteil der in dieser Studie untersuchten Patientengruppen liegt in der groflen
Homogenitdt der Kollektive und ihrer Therapie. Lediglich wenige Patienten erhielten

zusitzlich eine RFA oder erhielten nach ihrer TACE-Behandlung eine Lebertransplantation.

Prianalytische Vorgehensweise wihrend der prospektiven Studie

In dieser prospektiven Studie wurde besonderer Wert auf eine sorgfiltige Erhebung der
klinischen Daten und auf ein akkurates prdanalytisches Vorgehen gelegt. Weiterhin wurde
darauf geachtet, dass die Blutentnahmen im normalen klinischen Ablauf vorgenommen
werden konnten. Nach Moglichkeit wurden sie mit anfallenden Routineabnahmen kombiniert.
Alle abgenommenen Serum- und Plasmaproben wurden standardisiert weiterverarbeitet. In
vielen klinischen Studien wird ein standardisiertes Vorgehen als wenig relevant betrachtet,
obwohl es eine deutliche Auswirkung auf die Messergebnisse haben kann. Aus diesem Grund
wurden alle Blutabnahmen von mir selbststindig durchgefiihrt, innerhalb ein bis maximal
zwei Stunden abzentrifugiert, stabilisiert und bis zum Einfrieren kiihl gelagert. Auch die
Messungen der Nukleosomenkonzentrationen mit dem ELISA im Serum erfolgten nach
einem standardisierten Vorgehen. Dazu wurden jeweils alle tiefgefrorenen Serumproben eines

Patienten aufgetaut und innerhalb eines Testdurchlaufes analysiert. Die anderen
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Laborparameter wurden durch erfahrene medizinisch technische Assistentinnen des Instituts
fiir klinsche Chemie des Universititsklinikums Miinchen weiterverarbeitet. Am Elecsys 2010
der Firma Roche Diagnostics wurden AFP und CYFRA 21-1 sowie am High-End Analyser
AU 2700 des Herstellers Beckman Coulter die iibrigen Routineparmeter nach
standardisiertem Vorgehen gemessen. Dadurch wurde der FEinfluss prdanalytischer und

analytischer Storgroen minimiert.

Bestimmung der Nukleosomenkonzentration

Im Rahmen dieser Studie wurden Nukleosomen global bestimmt, unabhédngig ob sie aus
benignen oder malignen Zellen stammen. Neben den Nukleosomen untersuchten andere
Forschungsgruppen auch freie DNA im Blut. In einzelnen Studien ist es gelungen, nur aus
malignen Zellen freigesetzte DNA zu bestimmen, so z.B. beim Nasopharynxkarzinom,
welches mit Ebstein-Barr-Virus-Infektionen assoziiert ist. Lo et al. untersuchte die
Konzentration von EBV-DNA mit PCR im Plasma von Patienten mit Nasopharynxkarzinom
vor und nach Tumorresektion sowie wéhrend einer Radiotherapie [Lo 1999, Lo 2000 A]. Ein
Abfall der EBV-DNA unter die Nachweisgrenze nach einer Operation korrelierte mit einer
vollstindigen Entfernung des Tumors. Patienten mit weiterhin nachweisbaren Mengen an
EBV-DNA zeigten hingegen eher einen rasch progredienten Tumor an. Bei den meisten
Patienten fielen die Konzentrationen an EBV-DNA wihrend der Radiotherapie ab. Konstant
niedrige Werte waren mit einer Remission assoziiert, wihrend erneute Anstiege eine

Progression des Tumors vorhersagten [Lo 1999].

Andere Studien versuchten zirkulierende Nukleosomen im Plasma zu bestimmen. In einer
Studie von Kuroi et al. zeigte sich bei Patientinnen mit einem Rezidiv eines Mamakarzinoms
und einer Chemotherapie ein Anstieg der zirkulierenden Nukleosomen bereits 24 Stunden
nach Beginn der Chemotherapie. Aullerdem wiesen Patientinnen mit einem Mammakarzinom
hohere Werte auf als gesunde Probanden. Nach Mastektomie kam es zu einem Abfall der

Nukleosomenwerte im Plasma [Kuroi 2001].

Neben der Bestimmung im Plasma untersuchten mehrere Studien die Eigenschaften der
zirkulierenden Nukleosomen 1im Serum. Hiebei zeigte sich bei Patienten mit
Pankreaskarzinomen und kolorektalen Karzinomen, welche mit einer Radiochemotherapie
behandelt wurden, ein charakteristischer Anstieg im Verlaufe der Therapie. Nach einem

Anstieg innerhalb des ersten Tages und einem Maximum nach zwei bis fiinf Tagen, kam es zu
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einem Abfall der Nukleosomenwerte, wobei der Verlauf eine prognostische Aussagekraft hat
[Kremer 2005; Kremer 2006]. Ahnliche Werteverliufe zeigten Patienten mit akuter
myeloischer Leukdmie und Chemotherapiebehandlung. Hierbei kam es nach einer Woche zu
einem starken Abfall der Nukleosomenwerte. Zundchst stiegen die Nukleosomen bei
Patienten mit einer Remission an, wohingegen Patienten ohne Ansprechen auf die Therapie

fallende Nukleosomen aufwiesen [Miiller 2006].

In mehreren Studien untersuchten Holdenrieder et al. die prognostische und préadiktive
Aussagekraft von zirkulierenden Nukleosomen bei Patienten mit Lungenkarzinom und ihren
unterschiedlichen Therapien. Bei Patienten mit fortgeschittenem nicht kleinzelligem
Lungenkarzinom haben Nukleosomen pradiktive Wertigkeit und eignen sich fiir die
frithzeitige Abschédtzung des Anprechens einer Chemotherapie bereits nach einmaliger

Therapiegabe [Holdenrieder 2004 C, 2006 B, 2008, 2009].

Generell kann zirkuliernde DNA in verschiedenen Formen im Blut vorkommen. Am
hdufigsten findet man die nukleosomale DNA vor. Des Weiteren existiert die DNA in Form
von freier, ungebundener DNA, assoziert mit anderen Proteinen oder eingeschlossen in

apoptotischen Korperchen [Jahr 2001, Holdenrieder 2009, Wimberger 2010].

Bisher stellte die Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase chain reaction, PCR) den
Goldstandard bei der Bestimmung sowohl virus-spezifischer DNA als auch normaler DNA
dar. Bei einem Vergleich der DNA-Messung durch PCR und der Bestimmung von
Nukleosomen mittels ELISA korrelierten die Ergebnisse beider Methoden im Serum und
Plasma sowohl bei singuldren Werten als auch insbesondere in den Longitudinal-Verldufen
von Patienten mit einem Pankreaskarzinom wéhrend Radiochemotherapie sowie von
Patienten nach einem Schlaganfall [Holdenrieder 2005 B]. So kann man davon ausgehen, dass
die Ergebnisse der Verlaufsuntersuchungen mittels kostengiinstigem, schnell durchfiihrbarem
ELISA Kklinisch dhnlich aussagekréftig zur teureren und aufwéndigeren PCR sind. Damit
konnten Nukleosomen einen sinnvollen und im Gegensatz zur Bildgebung standardisiert
messbaren Marker darstellen, um die Effizienz einer transarteriellen Chemoembolisation

frithzeitig abzuschétzen.

In dieser Studie wurde in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Frau Dr. Stieber und der

Firma Roche Diagnostics (Mannheim) ein neues Testverfahren zur automatisierten Detektion
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der Nukleosomenkonzentration im Serum oder Plasma mit dem Impact-Analyser untersucht.
Mogliche Fehlerquellen der manuellen Nukleosomen ELISA-Methode (Handtest) z.B. durch
Fehler beim Pipetieren konnen hierbei vermieden werden. Ebenso ist dieses Testverfahren
zeitaufwiéndiger als ein automatisiertes Messverfahren. Daher ist derzeit ein automatisiertes
Testverfahren mit Hilfe des Impact der Firma Roche Diagnostics in einigen Studien parallel
zum ELISA evaluiert worden. Hierbei ist jedoch zu beriicksichtigen, dass bei der
automatisierten Methode Fianger- und Detektions-Antikorper vertauscht und andere Puffer zur
Anwendung kamen. Das erkldrt auch, dass in unserer Studie zwar eine signifikante
Korrelation zwischen den beiden Messverfahren im Serum gefunden wurde, die wir jedoch
deutlich besser erwartet hatten. In den nichsten Jahren sind weitere Verbesserungen und
Studien notwendig, um das neue automatisierte Testverfahren zu optimieren und seine
klinische Aussagekraft auszutesten. Aus diesem Grund wurden in dieser Studie vor allem die

mit dem bewéhrten ELISA-Testverfahren erhobenen Ergebnisse dargestellt und diskutiert.

Freisetzungsmuster der Parameter vor Therapiebeginn

In Tumoren ist die Homdostase zwischen Zellneubildung und Zelltod gestort. In Folge der
massiven Zellproliferation im Tumorgewebe kommt es jedoch auch zu vermehrtem Zelltod.
Allerdings zeigen die verschiedenen Individuen und verschiedenen Tumorentititen
unterschiedliche Zellumsdtze [Holdenrieder 2001 B]. Einer der Hauptmechanismen, der zum
Untergang der Tumorzellen fiihrt, ist der programmierte Zelltod. Daher sollten in Patienten
mit malignen Erkrankungen im Vergleich zu gesunden Probanden héhere Wertelagen bei
Zelltodparametern, wie den zirkulierenden Nukleosomen, vorliegen. Des Weiteren konnten
Patienten mit groferen Tumoren hohere Wertelagen an Nukleosomen aufweisen. Bei
gesunden Probanden wurde ein Median von etwa 60 ng/mL detektiert [Wu 2002 A],
wohingegen bei Patienten mit HCC in dieser Studie ein medianer Wert von 97,8 ng/mL

gemessen wurde.

Der Zelltodmarker CYFRA 21-1 ist bei Patienten mit Lungenkarzinom ein anerkannter
Tumormarker [Stieber 2001]. Dabei werden die Cytokeratin 19-Fragmente in epithelialen
Zellen der Lunge exprimiert und anschliefend beim Absterben der Zelle in die Blutzirkulation
freigegeben [Broers 1988]. Bei hepatozelluliren Karzinomzelllinien konnte Wu et al. die
Expression der mRNA fiir Cytokeratin 19-Fragmente in drei von fiinf Zelllinien nachweisen
[Wu 2002 B]. Zudem konnte in Patienten mit fortgeschrittenem HCC ein erhdhter Wert an
CYFRA 21-1 festgestellt werden [Uenishi 2006]. Daher wurde in dieser Studie CYFRA 21-1
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mitbestimmt, wobei pritherapeutisch im Median kein Unterschied zwischen den
Tumorstadien erkennbar war. Der Median aller Patienten lag zwar unterhalb des
Referenzbereiches von 2,0 ng/ml, jedoch befanden sich die Werte einiger Patienten oberhalb

dieses Referenzbereiches.

Da das a;-Fetoprotein derzeit der beste verfiigbare Tumormarker beim HCC ist, wurde dieser
Laborparameter im Rahmen dieser Studie ebenfalls untersucht. Mit einer Sensitivitdt von 41%
bis zu 65% sowie einer Spezifitit von 80% bis zu 94% ist seine Aussagekraft im Hinblick auf
Screeninguntersuchungen jedoch eingeschriankt und ein Screening sollte nur in Kombination
mit einer Ultraschalluntersuchung durchgefiihrt werden. Auch die Diagnose eines HCC sollte
nur in Zusammenhang mit bildgebenden Verfahren gestellt werden [Sturgeon 2010]. Bei
groBeren Tumoren wurden in einer Studie von Farinati et al. auch hohere AFP-Werte
beobachtet, wobei die Werte dennoch sehr heterogen verteilt waren [Farinati 2006]. In der
vorliegenden Studie waren die AFP-Medianwerte des Tumorstadiums 3 nahezu identisch mit
dem der Tumorstadien 1 und 2. Damit korreliert die Bildung von AFP nicht mit der
Tumorgrofle, was bedeuten konnte, dass die Produktion des AFP mit der Aggressivitdt des
Tumors einhergeht. In der Studie von Farinati et al. wurde bei Patienten mit
Pfortaderthrombose und/oder extrahepatischen Metastasen mit statistischer Signifikanz ein
hoherer AFP-Wert festgestellt, als bei Patienten ohne diese beiden Merkmale. Diese beiden

Merkmale sprechen eher fiir einen aggressiveren Tumor.

Freisetzungsmuster von Nukleosomen wihrend der transarteriellen Chemoembolisation

Das Ziel einer antineoplastischen Therapie ist die Zerstérung von malignen Zellen, um das
weitere Wachstum des Tumors zu verhindern und ihn nach Moglichkeit zu verkleinern.
Hierzu gehort die Chemotherapie, welche unterschiedliche Formen des Zelltods auslosen
kann. Nach Behandlung mit einer transarteriellen Chemoembolisation kommt es zu einer
hohen Konzentration der zytotoxischen Substanzen im applizierten Gebiet und hierbei zu
einem schnellen nekrotischen Zelltod. Leicht geschéddigte Zellen gehen in einen Ruhezustand
iiber und starten Reperaturprozesse. Sind diese Reperaturprozesse nicht erfolgreich, kommt es
zu einem verlangsamten Zelltod mit biomophologischen Kennzeichen der Apoptose [Plati
2011]. Neben der medikamentésen Wirkung fiihrt auch die Ischdmie, welche wéhrend der

TACE erzielt wird, zum apoptotischen Zelltod [Geiger 2007].
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Im Laufe dieser Apoptose werden Nukleosomen in die Blutzirkulation freigegeben. Daher
miissten nach einer TACE vermehrt Nukleosomen im Blut nachweisbar sein. Jedoch werden
bei einer TACE nicht nur maligne Zellen zerstort, sondern auch benignes benachbartes
Lebergewebe. Daher wurden bei der Messung der Nukleosomenkonzentration neben den
malignen Zellen vermutlich zusétzlich gesunde Zellen gemessen, welche aus Endothelzellen
oder auch Immunzellen stammen kénnen [Jahr 2001]. In mehreren Studien wurde nach einer
Chemotherapie oder Radiotherapie ein Anstieg der Nukleosomen nach Beginn der Therapie
nachgewiesen [Holdenrieder 2001 B; Kremer 2005; Cheng 2009]. Auch in dieser Studie
konnte gezeigt werden, dass 24 Stunden nach Erhalt der TACE ein Anstieg der
Nukleosomenkonzentration im ELISA im Serum erfolgte, nachdem diese zunéchst nach 3
bzw. 6 Stunden abgefallen war. Der initiale Abfall der Nuleosomenwerte innerhalb des ersten
Tages wurde ebenfalls bei Patienten mit Pankreaskarzinom und Radiochemotherapie

beobachtet [Kremer 2005].

Eine mogliche Erklarung liegt darin, dass die Zelle zunichst versucht den Schaden an der
DNA zu reparieren. Der Reperaturprozess findet in der GO-Phase des Zellzyklus statt, bei dem
der Zellzyklus gestoppt wird. Bei erfolgreicher Reperatur wird der Zellyklus tiber die G1-
Phase zur S-Phase fortgesetzt. Ist eine Reparatur nicht mdglich, setzt mit einer zeitlichen
Verzogerung die Apoptose ein [Leist 1997; Sionov 1999]. Anschlieend werden vielfaltige
Apoptoseprodukte in die Blutzirkulation freigesetzt. Dieser Mechanismus kann den zunichst
auftretenden Abfall der Nukleosomenkonzentration und den nach 24 Stunden erfolgenden
teilweise steilen Anstieg gut erkldren. Leider war es in dieser Studie nicht moglich die
Patienten {iber einen ldngeren Zeitraum zu beobachten, da sie bereits am ersten Tag nach der
Chemoembolisation bei komplikationslosem Verlauf das Krankenhaus verlassen durften.
Denn es wire interessant gewesen, die Nukleosomenkonzentration im Verlauf der ersten
Woche zu verfolgen, um die Dauer und Ausprigung des Anstiegs sowie die

Abfallsgeschwindigkeit in den folgenden Tagen in die Bewertung miteinbeziehen zu kénnen.

Freisetzungsmuster der weiteren Laborparameter wihrend der transarteriellen

Chemoembolisation

Die gemessenen Laborparameter kénnen im Hinblick auf Schnelligkeit und Stérke ihrer
Verdnderung in drei Gruppen eingeteilt werden.
Einen sehr schnellen Anstieg sowie Abfall weisen die Apoptosemarker und

Entziindungsapameter auf. Der schnelle Anstieg von CYFRA21-1 ldsst sich mit dem
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Absterben der Tumorzellen gut erkldren [Broers 1988]. Durch die Induktion der Apoptose
werden aus den Zellen Zellbestandteile, beispielsweise Cytokeratinfragmente, freigesetzt und
gelangen in die Blutzirkulation [Sheard 2002]. In der vorliegenden Arbeit zeigte sich
vergleichbar mit den im Serum gemessenen Nukleosomen bereits nach 24 Stunden ein starker
Anstieg des Apoptosemarkers CYFRA 21-1. Ebenso fand sich beim Entziindungsparameter
CRP nach 24 Stunden ein starker Anstieg, was fiir eine leichte Entziindungsreaktion des

umliegenden Gewebes sprechen konnte.

Die zweite Gruppe beinhaltet Biomarker, die einen méfigen Anstieg aufweisen. Hierzu
zahlen die Leberparameter GOT, GPT und GLDH sowie die LDH. Aus dem Anstieg der
Leberparameter kann man erkennen, dass das Lebergewebe durch die TACE geschidigt wird.
Jedoch fallen diese Werte in einer Studie von Sacco et al. im Verlaufe der nidchsten Wochen
innerhalb der Regenerationsphase wieder auf ein normales Niveau. Trotz des kurzzeitigen
Anstieges ist von einer stabilen Leberfunktion iiber mehrere Zyklen einer TACE auszugehen
[Sacco 2009]. Die drei Nierenwerte Harnstoff, Harnsdure und Kreatinin steigen im Verlaufe
des ersten Tages ebenfalls nur leicht an, was durch die Ausscheidung des

Chemotherapeutikums bedingt sein konnte.

In der dritten Gruppe befinden sich Werte, deren Verdndeungen sehr trige und langsam
ablaufen. Zu diesen robusten Laborwerten z&hlen der Tumormarker AFP und der
Lebersynthesemarker CHE. Im Gegensatz zum Anstieg von GOT, GPT und GLDH zeigt die
CHE stabile Wertelagen innerhalb des ersten Tages. Diese Tatsache ist der ldngeren
Halbwertszeit von AFP (ca 5-7 Tage) und der CHE von ca. 10 Tagen geschuldet [Dorner
2003].

Korrelation von klassischen Laborparametern und Nukleosomen

Pratherapeutisch zeigte, auBer den maschinell bestimmten Nukleosomenwerten aus dem
Serum, kein weiterer Biomarker eine ausreichende Korrelation mit den manuell bestimmten
Nukleosomenkonzentrationen, wobei diese Korrelation schwach war. Allerdings fand sich
posttherapeutisch nach 24 Stunden ein anderes Bild. Hier korrelierten CRP, GGT, CHE und
LDH mit den Nukleosomenkonzentrationen. Bemerkenswerterweise korrelierten die
Zelltodparameter Nukleosomen, CYFRA 21-1 und LDH kaum miteinander. Pratherapeutisch
zeigte sich eine Korrelation zwischen LDH und CYFRA 21-1, welche jedoch 24 Stunden
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nach Therapie nicht mehr vorhanden war. Genau entgegengesetzt verhielt es sich bei
Nukleosomen und LDH, wobei die Korrelation jedoch du3erst schwach war.

Dagegen war es zu erwarten, dass jeweils die Leberparameter GOT, GPT und GLDH, die
Pankreaswerte Amylase und Lipase und die Nierenwerte Kreatinin, Harnstoff und Harnsaure

sowohl pritherapeutisch als auch 24 Stunden nach TACE miteinander korrelierten.

Korrelation der Nukleosomenkonzentration mit bildgebenden Verfahren

Bis zum heutigen Tage ist ein Therapieansprechen nach transarterieller Chemoembolisation
bei Patienten mit hepatozelluldirem Karzinom erst nach einigen Wochen bis Monaten anhand
der radiologischen Bildgebung mdoglich, denn die transarterielle Chemoembolisation fiihrt erst
nach einer zeitlichen Verzégerung zu makroskopischen Verdnderungen im Tumorgewebe.
AuBerdem sind die bildgebenden Untersuchungen sehr teuer und stark abhingig von
Untersucher und Technik. Ein biochemischer Marker mit hoher Tumorspezifitit und einer
Kinetik im Serum, die den Therapieerfolg widerspiegelt, wére daher sehr niitzlich. So konnte
die Effizienz einer Therapie frithzeitig abgeschitzt und eine Therapie moduliert werden. Dies
wiirde fiir Patienten von hohem individuellem Nutzen sein, da unerwiinschte Nebenwirkungen
ausbleiben wiirden und auf andere Therapieverfahren wie SIRT und Sorafenib gewechselt
werden konnte. Nukleosomen sind zwar nicht tumorspezifisch, sie haben aber eine kurze
Halbwertszeit unter physiologischen Bedingungen [Gauthier 1996] wund =zeigen
charakteristische Verldufe wéahrend der ersten Woche einer Chemotherapie. Sie kdnnen das
Ansprechen auf eine Chemotherapie beim Bronchialkarzinom [Holdenrieder 2001 C,
Holdenrieder 2004 B], bei Pankreaskarzinom [Kremer 2005] und bei akuter lymphatischer
Leukédmie [Miiller 2006] in der initialen Phase gut vorhersagen. Wir priiften deshalb die
Hypothese, ob Nukleosomen eine frithzeitigere Beurteilung des Therapieansprechens auch in
der initialen Phase einer transarteriellen Chemoembolisation bei einem hepatozelluldren

Karzinom darstellen.

Daher wurden in dieser Studie die gemessenen Laborparameter mit dem Therapieansprechen
verglichen. Zur Evaluation des Therapieansprechens wurden teilweise mehrere
Therapiesitzungen pro Patient in die Auswertungen einbezogen, so dass letztendlich
insgesamt 77 Therapien ausgewertet wurden. Ebenso wurde nicht jeder Patient mit seiner
ersten TACE erfasst, sondern erst zu spiteren Zeitpunkten, was in der Auswertung

berticksichtigt wurde.
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Die Einteilung der Patienten in die beiden Gruppen, Responder und Non-Responder, wurde
anhand der vorliegenden radiologischen Befunde vorgenommen. Diese Befunde wurden von
verschiedenen erfahrenen Radiologen des Universititsklinkums GroBhadern erstellt. In der
iberwiegenden Anzahl der Befunde war die Einteilung in die beiden Gruppen eindeutig
vorzunehmen und wurde nur durch mich personlich anhand der vorliegenden Befunde
ausgeflihrt. In Ausnahmefillen wurde die Einteilung nach Riicksprache mit den Radiologen

durchgefiihrt.

Des Weiteren wurde das Therapieansprechen mittels zweier Modalititen, dem CT und dem
MRT, ermittelt. Da es nur in zwei der 77 Behandlungen zu einer Remission des Tumors kam,
wurden diese beiden Befunde zur Gruppe der Stable Disease-Patienten hinzugerechnet und
diese Gruppe wurde als Responder bezeichnet. Bei der Gruppe der Non-Responder folgte 24
Stunden nach der TACE ein steiler Anstieg der Nukleosomenkonzentration im ELISA,
wohingegen die Responder einen leichten Abfall der Nukleosomen im ELISA vorwiesen.
Aufgrund dieser Ergebnisse bestimmten wir zusdtzlich die Differenz und prozentuale
Verdanderung nach 24 Stunden im Vergleich zum prétherapeutischen Wert. Hierbei wurde
eine noch stirkere Signifikanz festgestellt (p < 0,0001). Eigentlich wiirde man bei einem
guten Therapieansprechen eine hohe Zelltodrate und damit einen Anstieg der
Nukleosomenkonzentration erwarten. Ebenso erwartet man bei Tumoren, die nicht auf eine
Chemotherapie ansprechen, eher eine Resistenz gegeniiber dem Medikament und somit
ebenfalls keinen Anstieg der Nukleosomenkonzentration. Jedoch wurden diese beiden
Vermutungen in mehreren Studien widerlegt: Es konnte in diversen Tumorentititen an
Patienten mit bereits fortgeschrittenen Tumorerkrankungen wiederholt nachgewiesen werden,
dass die Nukleosomen bei einem guten Therapieansprechen nach der Therapie eher abfallen
und bei schlechtem Ansprechen meist ansteigen [Kuroi 2001; Holdenrieder 2001 B;
Holdenrieder 2004 C; Trejo-Becerril 2005; Kremer 2005].

Die hoheren Werte der Nukleosomen bei schlechtem Ansprechen konnten auf ein
aggressiveres Wachstum des Tumors und eine hohere Proliferationsrate wéihrend einer TACE
mit konsekutiv erhohter Nukleosomenfreisetzung zuriickzufiihren sein. Weiterhin konnte eine
bessere Versorgung des Tumors mit Blutgefdf3en vorliegen, welche einerseits fiir eine bessere
Verteilung des Chemotherapeutikums verantwortlich ist und andererseits eine erhohte
Freisetzung von Nukleosomen in die Zirkulation ermoglicht. Ebenso konnte ein ineffektiver

Abbau und eine insuffiziente Elimination zirkulierender Nukleosomen verantwortlich sein.
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Die hohen Nukleosomenkonzentrationen im Anschluss an eine TACE konnten ein initiales
Ansprechen auf die Therapie andeuten, weisen aber ein hohes Risiko zu erneutem Wachstum
und baldiger Progression auf. Auf diese Weise konnten hohere Nukleosomenkonzentrationen
in der initialen Phase der Therapie mit hoher Tumoraggressivitit und ineffektiver Therapie
verbunden sein. Auf der anderen Seite konnten niedrigere Nukleosomenwerte im Anschluss
an eine TACE auf weniger aggressive und langsamer wachsende Tumore hinweisen. Diese
Tumoren wiirden aufgrund der niedrigeren Zelltodraten weniger Nukleosomen an die
Zirkulation freisetzen. AuBlerdem wird davon ausgegangen, dass eine effektive Elimination
der Nukleosomen vor und nach Freisetzung in die Zirkulation mit einem besser
funktionierendem Immunsystem assoziiert ist. Dies konnte zu einem langsameren
Fortschreiten des Tumors und einem besseren Therapieansprechen fiihren [Miiller 2006;
Holdenrieder und Stieber 2009]. Daher kénnten niedrigere Nukleosomenkonzentrationen nach
dem ersten Tag der Therapie mit einem effektiven Therapieansprechen und ldngerem

progressionsfreien Intervall assoziiert sein.

Korrelation weiterer Laborparameter mit der bildgebenden Diagnostik

Der epitheliale Marker CYFRA 21-1 hat wegen seiner kurzen Halbwertszeit von nur wenigen
Stunden im Blut [Sheard 2002] auch Potential zur frithzeitigen Evaluierung der
Therapieeffizienz bei Chemotherapien. Bei Karzinomen in der Lunge, im HNO-Bereich oder
im Ovar ist CYFRA 21-1 bereits als pradiktiver Marker der Therapieeffizienz beschrieben
worden [Stieber 2001; Gadduci 2001; Holdenrieder 2009 A]. Allerdings weisen Patienten mit
hepatozelluldirem Karzinom eher geringe Wertelagen auf und zeigen somit eher keine
Assoziation mit dieser Tumorentitit [Uenishi 2006]. Ein Grund ist die charakteristische
Expression von Zytokeratinen der einzelnen Zellen. In hepatischen Zellen wird vor allem
Zytokeratin 8 und 18 exprimiert nicht aber das fiir CYFRA 21-1 entscheidende Zytokeratin 19
[Moll 1992]. Auch in dieser Studie fanden sich bei den Patienten niedrige Wertelagen und
CYFRA 21-1 konnte nicht als Indikator fiir die Therapieeffizienz nach TACE bei HCC

nachgewiesen werden.

Uberraschenderweise zeigten zwei andere Biomarker signifikante Unterschiede zwischen den
Responder-Gruppen: Fiir die beiden Parameter GGT und AP wurden zu allen 4 Zeitpunkten
hohere Enzymaktivititen in Patienten mit schlechtem Therapieansprechen gefunden. Da beide

Biomarker von den Gallengéngchen anliegenden Zellen freigesetzt werden, kann diese
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Beobachtung auf die Wirksamkeit des Chemotherapeutikums oder die durch die Erkrankung

stiarker verdnderte Organstruktur zuriickzufiihren sein.

Weiterhin wurde eine statistische Signifikanz fiir den Tumormarker AFP als pradiktiver
Marker fiir die Therapieeffizienz nach einer transarteriellen Chemoembolisation an allen 4
bestimmten Zeitpunkten entdeckt. Dieses homogene Muster entsteht durch die lange
Halbwertszeit des AFP von 5-7 Tagen [Yao 2007]. Daher hat die TACE keinen so
frithzeitigen Effekt auf die AFP-Konzentration. Hier wire es interessant zu untersuchen,
welche Verdnderungen sich mehrere Wochen nach der TACE beim AFP ergeben, was in
dieser Studie nicht moglich war, da die Patienten zuvor entlassen wurden. Hier konnte
untersucht werden, ob ein Anstieg bzw. Abfall der AFP-Konzentration nach mehreren

Wochen mit einem negativen bzw. positiven Therapieansprechen assoziiert ist.

Multivariates Modell zur Pridiktion des Therapieansprechens

Zur Verbesserung der pradiktiven Aussagekraft fiihrten wir zusdtzlich multivariate Analysen
durch. Hierbei zeigte sich die Kombination aus Nukleosomen im ELISA nach 24 Stunden, AP
nach 24 Stunden und der TACE-Zyklus als bestes priadiktives Modell.

Korrelation des Therapieansprechens in der bildgebenden Diagnostik und dem

Gesamtiiberleben

Die Evaluation des Therapieansprechens mittels bildgebender Diagnostik ist noch nicht
standardisiert. Einige Gruppen bevorzugen die CT aufgrund der besseren Detektion des
Lipiodols, andere hingegen die MRT, da anhand dieser Modalitit die Gréfe des Tumors
genauer bestimmt werden kann [Vogl 2002]. Des Weiteren ist die Bildgebung abhingig von
der Erfahrung des Untersuchers und der Qualitét der radiologischen Gerdte. Zudem ist die
genaue Beurteilung der radiologischen Aufnahmen nicht geklért.

Das Therapieansprechen onkologischer Therapien wird in der Bildgebung meist anhand der
RECIST-Kriterien beurteilt, in der nur die eindimensionale Anderung der TumorgrofBe
beriicksichtigt wird [Forner 2009]. Allerdings ist bei lokoregiondren Therapieverfahren nicht
nur die TumorgroBendnderung entscheidend, sondern auch das Ausmall der Tumornekrose im
Gewebe. Daher wird von der EASL empfohlen, das Ausmal} des Riickgangs der lebenden
Tumorzellen zu beriicksichtigen [Bruix 2001]. In dieser Studie wurde bei strittigen Fillen

nach den RECIST-Kriterien deshalb auch das Ausmal} der Gewebsnekrose beriicksichtigt.
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Beim HCC ist jedoch nicht immer das Karzinom der limitierende Faktor, sondern auch die
Leberzirrhose ist in 20-30% Ursache fiir den Tod eines Patienten [Llovet 2002]. Daher muss
ein Therapieansprechen im Tumor nicht unbedingt gleich bedeutend sein mit einem ldngeren
Uberleben. Des Weiteren kdnnte ein regredienter Tumor aggressiver werden und spiter eine
Progredienz aufweisen. Daher ist in vielen Studien untersucht worden, ob ein
Therpieansprechen mit dem Uberleben des Patienten korreliert. In einer Studie von Ebied et
al. iiberlebten Responder signifikant ldnger als Non-Responder. Hier wurden die Patienten
jedoch anhand von drei Merkmalen dem Therapieansprechen zugeteilt. Neben der
Verdanderung der TumorgréfBe wurden die Nekroserate im Tumor und das Auftreten neuer
Tumorherde mitbeurteilt. Alle Merkmale wurden mittels CT bewertet [Ebied 2003]. Dagegen
wurde in einer Studie von Artinyan et al. kein Vorteil bei partieller Remission im Hinblick auf
das Uberleben der Patienten gefunden. Allerdings waren in dieser Studie auch Patienten mit
hepatisch metastasierten neuroendokrinem Karzinom eingeschlossen [Artynian 2008].

In der vorliegenden Studie konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen

Therapieansprechen und Prognose nachgewiesen werden.

Korrelation der Laborparameter mit dem Uberleben der Patienten

Allerdings zdhlt fiir einen Kliniker sowie fiir den Patienten weniger die pradiktive
Aussagekraft eines Biomarkers hinsichtlich des Therapieansprechens als vielmehr die
prognostische Wertigkeit eines Biomarkers, um die Uberlebenswahrscheinlichkeit eines
Patienten abzuschétzen. Denn trotz guten Ansprechens auf die Chemotherapie sterben einige
Patienten frithzeitig. Daher wurde im Rahmen dieser Studie nicht nur eine Korrelation der
Laborparameter mit dem Therapieansprechen in der bildgebenden Diagnostik untersucht,
sondern auch eine Korrelation der Laborparameter mit dem 1-Jahresiiberleben bzw. dem
Gesamtiiberleben evaluiert. Das 1-Jahresiiberleben wurde zusétzlich ausgewertet, da somit ein
definierter Endpunkt vorlag. Mit dem Gesamtiiberleben konnte dagegen eine multivariate

Analyse durchgefiihrt werden.

In dieser Studie wurden von den 48 auswertbaren Patienten nur 18 bei ihrer ersten
transarteriellen Chemoembolisation erfasst. 30 Patienten wurden erst bei einer der folgenden
Therapiesitzungen in die Studie aufgenommen. Bei statistischen Berechnungen zeigte sich
jedoch, dass die Anzahl der Therapien fiir unsere Auswertungen nicht von Bedeutung war.
Daher konnten die 30 Patienten in dieser Auswertung beriicksichtigt werden. Die Patienten

wurden im Hinblick auf die prognostische Aussagekraft der einzelnen Biomarker nur mit
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threr ersten von mir erfassten Therapie in die Auswertung eingeschlossen. Die folgenden

Therapien blieben von der Auswertung ausgeschlossen.

Im Gegensatz zum Therapieansprechen zeigt die Nukleosomenkonzentration im ELISA keine
statistische ~ Signifikanz bei der Prognose eines Patienten nach transarterieller
Chemoembolisation. Ebenso zeigten weder die Differenzen noch die prozentualen
Verdnderungen der Nukleosomen im Verlauf des ersten Tages nach TACE eine statistische
Aussagekraft. Im Gegensatz dazu konnte eine Studie von Ren et al. eine prognostische
Aussagekraft der Nukleosomen in Patienten mit HCC feststellen. Hohere Nukleosomenwerte
vor chirurgischer Resektion hatten eine signifikant schlechtere Prognose. Die Nukleosomen
wurden hier im Plasma bestimmt [Ren 2006]. Eine Studie von Sozzi et al. fand auch keine
prognostische Relevanz von DNA in Patienten mit Lungenkarzinom [Sozzi 2001]. Dennoch
konnte von anderen Studien gezeigt werden, dass DNA-Produkte beispielsweise in
Lungenkarzinomen [Fournier 1995] oder in Mammakarzinomen [Silva 2002] eine
prognostische Aussagekraft aufweisen. In einer weiteren Studie an 128 Patienten mit
kleinzelligem Lungenkarzinom, die mit einer Chemotherapie behandelt wurden, konnte sogar
in  multivariaten  Analysen  gezeigt werden, dass Patienten mit  hdheren
Nukleosomenkonzentrationen vor dem Start der ersten Chemotherapie ein schlechteres
Outcome hatten [Holdenrieder 2009]. Auch in Patienten mit einem nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinom fand Gautschi et al. die Nukleosomen in Plasma und Serum als
prognostische relevante Marker. In dieser Studie konnte aber keine prognostische
Aussagekraft gefunden werden, weder pratherapeutisch oder posttherapeutisch, noch durch

Differenzen oder prozentuale Verdnderungen innerhalb eines Tages.

Als unabhingige pradiktive Faktoren vor Beginn der TACE gelten Tumorgrofle,
GefdBinvasion, AFP-Spiegel, Child-Pugh Stadium, Bilirubin-Spiegel, Aszites, der Karnoffsky
Index und der Performance Status [Bruix 2004]. Auch zwei weitere Studien zeigten AFP und
Tumorgrofle als geeignete prognostischen Marker vor Therapiebeginn. In unserer Studie
konnte der AFP-Wert ebenfalls an allen 4 Zeitpunkten als statistisch signifikanter

Prognosemarker fiir das 1-Jahresiiberleben und das Gesamtiiberleben identifiziert werden.

Ebenso zeigten die beiden Zelltodmarker CYFRA 21-1 und LDH eine prognostisch relevante
Signifikanz. Dabei war CYFRA 21-1 zu allen Zeitpunkten signifikant, vor allem aber

posttherapeutisch. Dabei lagen die Werte der Patienten hoher, die innerhalb eines Jahres
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starben. In einer weiteren Studie konnte keine statistische Signifikanz fiir CYFRA 21-1 als
prognostischer Marker gezeigt werden, wobei alle Patienten der japanischen Studie mit einer
chirurgischen Resektion therapiert wurden, wohingegen in der vorliegenden Studie alle
Patienten mit einer TACE therapiert wurden [Uenishi 2006]. Die hoheren Werte des CYFRA
21-1 koénnen durch einen grofleren und aggressiveren Tumor bedingt sein. Zusétzlich kénnen
wie bei den Nukleosomen die Abbausysteme gesittigt und somit die Eliminierung der
Abbauprodukte verzogert sein. Gleiches gilt fiir den Zelltodparameter LDH. Hier zeigten
jedoch nur der prétherapeutische Wert und der 3 Stunden Wert statistische Signifikanz. In
einer Studie von Chen et al. konnte eine prognostische Aussagekraft des
Lebersynthesemarkers CHE nachgewiesen werden [Chen 2006]. In unserer Studie zeigte
dieser Laborparameter die stirkste Signifikanz hinsichtlich des Uberlebens an allen 4
Zeitpunkten. Insbesondere Patienten mit CHE-Werten unterhalb der 25. Perzentile hatten eine

schlechtere Prognose.

Multivariate Prognosemodelle

Beim hepatozelluldren Karzinom wurden schon mehrere Staging Systeme evaluiert, jedoch
wurde bis heute kein optimales System zur Bestimmung der Prognose gefunden [Henderson
2003; Collette 2008; Camma 2008]. Auch fiir die TACE existiert kein akzeptiertes
Prognosemodell. Es wurden zwar einige Studien bereits durchgefiihrt, bei denen unabhingige
pradiktive Faktoren vor Beginn einer TACE entdeckt wurden [Bruix 2004], jedoch konnten
diese in keinem geeigneten Modell zusammengefasst werden. Innerhalb dieser Studie
iiberpriiften wir, ob anhand der gemessenen Biomarker ein aussagekriftiges Prognosemodell
erstellt werden kann. Daher fithrten wir multivariate Analysen durch, um aus der Vielzahl der
positiven Ergebnisse in den univariaten Analysen die relevanten Marker herauszufinden, die

eine voneinander unabhingige prognostische Aussagekraft haben.

Unsere Uberlegungen waren hierbei, in einem ersten Schritt ein mdglichst aussagekriftiges
Modell zu finden, in das nur pritherapeutische Laborwerte und klinische Faktoren einbezogen
wurden. Damit kénnte man bereits vor Therapiebeginn entscheidende Hinweise auf die
Erfolgsaussichten der TACE bekommen. Bei diesen Auswertungen blieben letztendlich nur
zwei Parameter im Modell, das T-Stadium und der préatherapeutische CHE-Wert, wobei ein

hohes Stadium und ein niedriger CHE-Wert prognostisch ungiinstig waren.
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In einem zweiten Schritt bezogen wir auch alle Laborparameter in die Auswertung mit ein,
die 24h nach TACE verfiigbar waren und somit schon einen Einfluss der TACE-Therapie
widerspiegelten. Mit diesem Modell konnte schon friith eingeschétzt werden, ob im weiteren
Therapieverlauf eine Verdnderung oder Ergidnzung vorgenommen werden sollte. Hierbei
wurden wieder das T-Stadium sowie der prétherapeutische CHE-Wert und als weitere
Variable der Oh-Wert der LDH und der 24h-Wert von CYFRA 21-1 als unabhingige
prognostische Marker identifiziert. Nach dem AIC, der die Stirke eines prognostischen

Modells bewertet, wies das zweite Modell eine etwas stirkere Aussagekraft als das erste auf.

Die unabhingige, prognostische Aussagefdhigkeit der Tumorgrofe konnte in beiden
Modellen dieser Studie bestitigt werden. Dagegen konnte der Tumormarker AFP zwar
ebenfalls eine statistische Signifikanz im Hinblick auf das 1-Jahresiiberleben und das
Gesamtiiberleben in der univariaten Analyse zeigen, war jedoch nicht aussagekriftig genug,
um als unabhéngiger Marker im multivariaten Prognosemodell zu bleiben. Aufgrund der sehr
guten Ergebnisse fiir den Lebersynthesemarker CHE, wie bereits durch Chen et al.

beschrieben, sollte dieser Marker in zukiinftigen Studien mehr beachtet werden [Chen 2006].

In der Mantel-Haenszel-Analyse wurden fiir das erste Modell in einer Mehrfeldertafel alle
Moglichkeiten der T-Stadien (T1 und T2 versus T3) und der erniedrigten oder nicht
erniedrigten priatherapeutischen CHE-Werte (bei einem cut-off von 2,65 kU/L) detailliert fiir
das Einjahres-Uberleben als Endpunkt dargestellt. Dabei konnte anschaulich gezeigt werden,
dass alle Patienten im Tumorstadium 3 mit erniedrigten CHE-Werten (< 2,65 kU/L) innerhalb
des ersten Jahres nach der TACE verstorben sind. Im Gegensatz dazu lebten alle Patienten in
den Tumorstadien 1 und 2 mit nicht erniedrigten CHE-Werten (> 2,65 kU/L) lénger als ein
Jahr. Zudem hatten Patienten im Stadium T3 mit einem erniedrigten CHE-Wert ein 3.6 faches
Risiko, im ersten Jahr nach TACE zu versterben, als Patienten im Stadium T3, die keinen

erniedrigten CHE-Wert aufwiesen.

Aufgrund dieser sehr eindriicklichen Ergebnisse sollten diese beiden Parameter in gréferen,
prospektiven Studien weiter untersucht werden, um die Tauglichkeit in der klinischen Routine
zu testen. Somit wire bereits vor Therapiebeginn fiir einen Teil der Patienten eine genaue
prognostische Aussage moglich und man konnte z.B. bei Patienten mit niedrigen CHE-
Werten und fortgeschrittenem Tumorstadium auf die TACE-Therapie verzichten und andere

Therapieoptionen, wie beispielsweise Sorafenib, in Erwédgung ziehen.
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Wenn sich die Ergebnisse dieser explorativen, prospektiven Untersuchung in zukiinftigen
Validierungsstudien bestitigen, wére die Kombination von klinischen Faktoren und
Biomarkern ein attraktives Werkzeug fiir eine individuellere Behandlung von HCC-Patienten

mit TACE-Therapie.
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6 Zusammenfassung

Das hepatozelluldre Karzinom steht an fiinfter Stelle der hiufigsten Karzinome weltweit und
an dritter Stelle der karzinombedingten Todesfille. Da diese Tumorentitit oft erst in
fortgeschrittenen Stadien diagnostiziert wird, kann in den meisten Fillen nicht mehr in
kurativer Absicht therapiert werden. In fortgeschrittenen Stadien ist die transarterielle
Chemoembolisation die Therapie der Wahl. Allgemein wird bei Chemotherapien versucht, die
Zellhomoostase, die bei Tumoren zugunsten der Zellneubildung verschoben ist, wieder
herzustellen. So wird wéhrend einer TACE gezielt ein massiver Zelltod innerhalb der Leber
induziert. Bei einer TACE kann es jedoch auch zu unerwiinschten Nebenwirkungen durch die
Toxizitit der Chemotherapeutika kommen. Die Beurteilung des Therapieansprechens einer
TACE wird nach heutigem Standard mittels bildgebender Verfahren vorgenommen. Die
Bildgebung ermoglicht jedoch oft erst nach 1-2 Monaten eine Aussage iber das
Therapieansprechen. Zudem ist die Beurteilung stark von der subjektiven Erfahrung des
Untersuchers abhingig. Somit wire es von grolem Vorteil, objektive Biomarker zur
Verfligung zu haben, die frithzeitig den Erfolg einer TACE anzeigen. Anhand dieser
Biomarker kdnnte man das therapeutische Konzept frither anpassen und die Nebenwirkungen

einer erfolglosen Therapie vermeiden.

In der hier vorliegenden Arbeit wurde die Aussagekraft verschiedener Laborparameter,
inklusive der Zelltodmarker Nukleosomen und CYFRA 21-1 sowie Leber- und Tumor-
spezifische Parameter, hinsichtlich des Therapieansprechens und des Uberlebens der
Patienten untersucht. Dazu wurden Serum- und Plasmaproben von insgesamt 50 Patienten mit

hepatozelluldrem Karzinom sowie insgesamt 77 Therapiesitzungen gewonnen.

Bei vielen Patienten wurde ein Anstieg von Nukleosomen, CYFRA 21-1, LDH, den
Leberwerten und weiteren Laborparametern bereits 24 Stunden nach transarterieller
Chemoembolisation beobachtet. Des Weiteren korrelierten die Nukleosomen, AFP, GGT und
AP mit dem Therapieansprechen, wobei vor allem die prozentuale Verdnderung der
Nukleosomen nach 24 Stunden eine starke statistische Signifikanz aufwies. In Kombination
mit der alkalischen Phosphatase nach 24 Stunden und des TACE-Zyklus kann die

prognostische Aussagekraft gesteigert werden.

Im Hinblick auf die 1-Jahresiiberlebensrate stellten CHE, AFP, LDH und CYFRA 21-1 die

beste prognostische Aussagekraft in univariaten Untersuchungen dar. In multivariaten
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Analysen konnten fiir die préatherapeutische Stratifizierung der Patienten das Tumorstadium
und der CHE-Wert als unabhéngige prognostische Variable identifiziert werden. Wenn auch
die 24h-Werte in die Auswertung miteinbezogen wurden, ergab sich ein Modell aus dem
Tumorstadium, dem prétherapeutischen CHE- und LDH-Wert sowie dem 24h-Wert von
CYFRA 21-1 als unabhédngige prognostische Faktoren, welches eine etwas hohere
prognostische Gesamtaussagekraft aufwies. Mittels einer Mantel-Haenszel Analyse der
pritherapeutischen Variable Tumorstadium und CHE-Wert konnten Patientengruppen mit

sehr guter und schlechter Prognose identifiziert werden.

Nukleosomen stellen somit einen einfachen und giinstigen Laborparameter dar, der sich zum
Therapiemonitoring wéhrend einer transarteriellen Chemotherapie eignet. Daneben sind auch
die Tumor- und Leber-spezifischen Marker AFP, GGT und vor allem die AP in Kombination
mit dem TACE-Zyklus fiir die Beurteilung des Therapieansprechens hilfreich. Fiir die
Einschédtzung der Prognose stehen mit der CHE, LDH und CYFRA 21-1 aussagekriftige
Lebersynthese- und Zelltodmarker zur Verfiigung. Wenn sich die Ergebnisse dieser
explorativen, prospektiven Untersuchung in zukiinftigen Validierungsstudien bestétigen,
konnen diese Biomarker als wertvolles laborchemisches Instrument dienen, um das
therapeutische Vorgehen bei HCC-Patienten mit einer Tumorerkrankung individuell zu

optimieren.
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8 Anhang

8.1 Einzelverlidufe aller transarterieller Chemoembolisationen

Im Folgenden sind zusidtzlich die Einzelverldufe aller in der Studie eingeschlossenen
Patienten und ihrer einzelnen Therapien abgebildet. Alle Verldufe der -einzelnen
Laborparameter vor Beginn der Therapie, drei, sechs und 24 Stunden nach Therapie sind
dargestellt. Pro Seite sind jeweils die Verldufe der Biomarker eines Patienten abgebildet.
Dabei befinden sich oben links die absoluten Wertelagen und oben rechts die relativen
Wertelagen der drei verschiedenen Nukleosomenmessungen. Die iibrigen Werte wurden
aufgrund der unterschiedlichen GroBenordnungen in relativen Werten angegeben. Die
Referenzwerte sind in jeder Graphik, wie auch bei den relativen Nukleosomenwerten, oben
links integriert und beziehen sich auf den jeweils gemessenen Wert vor Therapiebeginn.
Somit ist der priatherapeutische Wert aller relativen Werte eins. In der linken, mittleren
Graphik werden die Verldufe von AFP, LDH, CYFRA 21-1 und CRP und in der rechten,
mittleren Graphik die Verldufe der Parameter Amylase, Lipase und CHE veranschaulicht. Des
Weiteren zeigt die Graphik links unten die Leberwerte GOT, GPT und GLDH die Graphik
rechts unten Bilirubin, GGT und aP. Zusétzlich werden am Ende jeder Seite die Patienten mit
Alter, Geschlecht, Therapienummer (aktuelle Nummer der in der Studie erfassten Therapien),
Therapieart (alleinige TACE oder TACE in Kombination mit RFA) und Therapieansprechen

beschrieben.
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Abbildung 89 Patient 6, minnlich, 1. Therapie, Chemoembolisation, Status: SD
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Abbildung 91 Patient 8, weiblich, 1. Therapie, Chemoembolisation, Status: SD
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Abbildung 95 Patient 12, ménnlich, 1. Therapie, Chemoembolisation, Status: SD
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Abbildung 97 Patient 14, ménnlich, 1. Therapie, Chemoembolisation, Status: SD

174



10000

@ Nukleosomen HS
* Nukleosomen IS
10004 B Nukleosomen IP

100

Nukleosomen ng/mL

=y
o

Stunden nach Therapie

104
@ AFP =4 ng/mL

vk LDH = 246 U/L
B CYFRA 21-1 = 1.8 ng/mL
A CRP = 0.6 mg/dL

Werte/Basiswert

Stunden nach Therapie

20
@ GOT =65 U/L

vk GPT = 64 U/L

B GLDH=18.3U/L
150 T

04

Werte/Basiswert

0 3 6 12 24
Stunden nach Therapie

20
@ Nukleosomen HS = 201.9 ng/mL
* Nukleosomen IS = 394 ng/mL
B Nukleosomen IP = 10.8 ng/mL
- 15
@
H
0
2
a 104+
@
t
)
=
5
i
0&#‘
0 3 6 12 24
Stunden nach Therapie
5
@ Amylase = 84 U/L
bk Lipase = 45 U/L
4|® CHE=268kUL
g
(] 37 7777777777777777777777777777777777777777777777
»
©
a
€20
)
H
0
0 3 6 12 24
Stunden nach Therapie
577 A s v A e
@ Bilirubin = 1.2 mg/dL
W GGT = 254 U/L
4™ AP=t640OL
g
(] 37 7777777777777777777777777777777777777777777777
7
©
om
@
t
)
H
0
0 3 6 12 24

Stunden nach Therapie

Abbildung 98 Patient 15, ménnlich, 1. Therapie, Chemoembolisation, Status: SD
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176

24



10000

Werte/Basiswert Nukleosomen ng/mL

Werte/Basiswert

1000 ™ Nukleosomenip . |

-
o
o

04

@ Nukleosomen HS
* Nukleosomen IS

Stunden nach Therapie

@ AFP = 2.4 ng/mL
vk LDH = 218 U/L

B CYFRA 21-1 = 1.9 ng/mL
A CRP = 0.3 mg/dL

204

150 TR

04

0 3 6 12 24
Stunden nach Therapie

@ GOT =50 U/L
vk GPT =50 U/L
B GLDH=5.3 UL

0 3 6 12 24
Stunden nach Therapie

Werte/Basiswert

Werte/Basiswert

Werte/Basiswert

204

15 oo mEEAME

04

@ Nukleosomen HS = 97.8 ng/mL
bk Nukleosomen IS = 110 ng/mL
B Nukleosomen IP = 84.6 ng/mL

Stunden nach Therapie

Wk Lipase = 58 U/L

@® Amylase = 107 U/L

B CHE =2.7 kU/L

3, ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
1 4__4p====:!!'f!“* —
0,

0 3 6 12 24

Stunden nach Therapie

@ Bilirubin = 0.9 mg/dL
vk GGT = 85 U/L
B AP=172UIL

0 3 6 12 24
Stunden nach Therapie

Abbildung 100 Patient 17, mannlich, 1. Therapie, Chemoembolisation, Status: SD
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Abbildung 101 Patient 18, méannlich, 1. Therapie, Chemoembolisation, Status: SD
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Abbildung 103 Patient 20, mannlich, 1. Therapie, Chemoembolisation, Status: PD
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Abbildung 104 Patient 21, méannlich, 1. Therapie, Chemoembolisation, Status: PD
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Abbildung 105 Patient 22, weiblich, 1. Therapie, Chemoembolisation, Status: PD
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Abbildung 106 Patient 23, méannlich, 1. Therapie, Chemoembolisation+RFA, Status: PD
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Abbildung 107 Patient 24, méannlich, 1. Therapie, Chemoembolisation, Status: PD
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Abbildung 108 Patient 25, weiblich, 1. Therapie, Chemoembolisation, Status: PD
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Abbildung 109 Patient 26, weiblich, 1. Therapie, Chemoembolisation, Status: PD
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Abbildung 111 Patient 28, méannlich, 1. Therapie, Chemoembolisation, Status: PD
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Abbildung 112 Patient 29, méannlich, 1. Therapie, Chemoembolisation, Status: PD
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Abbildung 113 Patient 30, mannlich, 1. Therapie, Chemoembolisation, Status: PD
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Abbildung 114 Patient 31, méannlich, 1. Therapie, Chemoembolisation, Status: PD
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Abbildung 115 Patient 32, méannlich, 1. Therapie, Chemoembolisation, Status: PD

192



10000

@ Nukleosomen HS
* Nukleosomen IS

T:-' 1000 ™ Nukleosomenip . |
B ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
c
g
E 100\
°
@
o
2
E
z 104 @

Stunden nach Therapie

104
@ AFP = 6.6 ng/mL

vk LDH = 224 U/L
B CYFRA 21-1 = 1.2 ngimL
A CRP = 0.3 mg/dL

Werte/Basiswert

0 3 6 12 24
Stunden nach Therapie

20
@® GOT =41U/L

bk GPT =27 U/L

B GLDH=2.2U/L
150 T

04

Werte/Basiswert

0 3 6 12 24

Stunden nach Therapie

20
@ Nukleosomen HS = 92.7 ng/mL
* Nukleosomen IS = 189 ng/mL
15 B Nukleosomen IP = 35.2 ng/mL
- o TR e
)
H
2
®
a 104+
=
)
t
)
=
2
o —— %
0 3 6 12 24
Stunden nach Therapie
0
@ Amylase = 49 U/L
Wk Lipase = 66 U/L
4|® CHE=264kUML
t
)
231
)
@©
om
@
€24
)
H

0 3 6 12 24
Stunden nach Therapie

'|® Bilirubin = 0.8 mg/dL
vk GGT = 63 U/L
4,,., AP=87UL

w
|

Werte/Basiswert
»

0 3 6 12 24
Stunden nach Therapie

Abbildung 116 Patient 33, méannlich, 1. Therapie, Chemoembolisation, Status: SD
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Abbildung 117 Patient 34, méannlich, 1. Therapie, Chemoembolisation+RFA, Status: PR
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Abbildung 118 Patient 34, méannlich, 2. Therapie, Chemoembolisation+RFA, Status: CR
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Abbildung 119 Patient 35, méannlich, 1. Therapie, Chemoembolisation, Status: SD
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Abbildung 120 Patient 35, méannlich, 2. Therapie, Chemoembolisation, Status: PD
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Abbildung 121 Patient 36, mannlich, 1. Therapie, Chemoembolisation, Status: PD
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Abbildung 122 Patient 36, mannlich, 2. Therapie, Chemoembolisation, Status: PD
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Abbildung 123 Patient 37, mannlich, 1. Therapie, Chemoembolisation, Status: SD
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Abbildung 124 Patient 37, méannlich, 2. Therapie, Chemoembolisation, Status: PD
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Abbildung 125 Patient 38, weiblich, 1. Therapie, Chemoembolisation, Status: SD
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Abbildung 138 Patient 44, méannlich, 1. Therapie, Chemoembolisation, Status: SD
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Abbildung 141 Patient 45, méannlich, 1. Therapie, Chemoembolisation, Status: SD
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Abbildung 143 Patient 45, méannlich, 3. Therapie, Chemoembolisation, Status: PD

220



10000

@ Nukleosomen HS
* Nukleosomen IS
10004 B Nukleosomen IP

100

Nukleosomen ng/mL

=y
o

Stunden nach Therapie

104
@ AFP =21.3 ng/mL

vk LDH = 226 U/L
B CYFRA 21-1 = 2 ng/mL
A CRP = 0.1 mg/dL

Werte/Basiswert

0 3 6 12 24
Stunden nach Therapie

20
@ GOT =45U/L

vk GPT =50 U/L

B GLDH=6.7 UL
150 T

04

Werte/Basiswert

0 3 6 12 24
Stunden nach Therapie

Werte/Basiswert

Werte/Basiswert

Werte/Basiswert

20
@ Nukleosomen HS = 35.9 ng/mL

* Nukleosomen IS = 12 ng/mL

15 B Nukleosomen IP = 5.5 ng/mL

0 3 6 12 24
Stunden nach Therapie

'|®@ Amylase = 104 UL
Wk Lipase = 35 U/L
4™ CHE=75akuL

0 3 6 12 24
Stunden nach Therapie

'|® Bilirubin = 1.6 mg/dL
k' GGT =194 U/L
4|® AP=72UL

w
|

N
|

Stunden nach Therapie

Abbildung 144 Patient 46, mannlich, 1. Therapie, Chemoembolisation, Status: PD
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Abbildung 146 Patient 46, mannlich, 3. Therapie, Chemoembolisation, Status: PD

223



10000

Werte/Basiswert Nukleosomen ng/mL

Werte/Basiswert

1000 ™ Nukleosomenip . |

@ Nukleosomen HS
* Nukleosomen IS

Stunden nach Therapie

@ AFP =331 ng/mL
k' LDH =171 U/L

B CYFRA 21-1 = 2.9 ng/mL
A CRP = 1.1 mg/dL

204

150 T

04

Stunden nach Therapie

@® GOT =37 U/L
vk GPT =30 U/L
B GLDH=1.6 UL

0 3 6 12 24
Stunden nach Therapie

Werte/Basiswert

Werte/Basiswert

Werte/Basiswert

204

15 e mEREME

@ Nukleosomen HS = 64.1 ng/mL
* Nukleosomen IS = 8.4 ng/mL
B Nukleosomen IP = 4.8 ng/mL

04

0 3 6 12 24
Stunden nach Therapie

@® Amylase = 181 U/L
Wk Lipase = 76 U/L
B CHE =2.02 kU/L

2, ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
T R——p =
ST * A

0 3 6 12 24

Stunden nach Therapie

@ Bilirubin = 2.2 mg/dL
M GGT =171 UL
B AP =212 UIL

0 3 6 12 24
Stunden nach Therapie
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Abbildung 148 Patient 47, mannlich, 2. Therapie, Chemoembolisation, Status: PD
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Abbildung 151 Patient 48, méannlich, 2. Therapie, Chemoembolisation, Status: PD



10000

Werte/Basiswert Nukleosomen ng/mL

Werte/Basiswert

1000 ™ Nukleosomenip . |

i~/ 7

=y
o
L

@ Nukleosomen HS
* Nukleosomen IS

Stunden nach Therapie

@ AFP =89.8 ng/mL
k' LDH = 172 U/L

B CYFRA 21-1 = 1.1 ng/mL
A CRP = 1.2 mg/dL

204

150 T

0 3 6 12 24
Stunden nach Therapie

@® GOT =54 U/L
Bk GPT =72 U/L
N GLDH=9.2 U/L

0 3 6 12 24
Stunden nach Therapie

20
@ Nukleosomen HS = 163 ng/mL

bk Nukleosomen IS = 20.7 ng/mL

15 B Nukleosomen IP = 38.7 ng/mL

04

Werte/Basiswert

0 3 6 12 24
Stunden nach Therapie

'|®@ Amylase = 135 UL
bk Lipase = 48 U/L
4|® CHE=473 kUL

w
|

Werte/Basiswert
»

0 3 6 12 24
Stunden nach Therapie

'|® Bilirubin = 0.3 mg/dL
k' GGT =286 U/L
4,,., AP=218UL

w
|

Werte/Basiswert

0 3 6 12 24
Stunden nach Therapie

Abbildung 152 Patient 48, méannlich, 3. Therapie, Chemoembolisation, Status: PD
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Abbildung 153 Patient 49, méannlich, 1. Therapie, Chemoembolisation, Status: SD
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Abbildung 154 Patient 49, méannlich, 2. Therapie, Chemoembolisation, Status: SD
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Abbildung 155 Patient 49, méannlich, 3. Therapie, Chemoembolisation, Status: PD
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Abbildung 156 Patient 49, méannlich, 4. Therapie, Chemoembolisation, Status: PD
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Abbildung 157 Patient 50, mannlich, 1. Therapie, Chemoembolisation, Status: SD
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Abbildung 158 Patient 50, mannlich, 2. Therapie, Chemoembolisation, Status: SD
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Abbildung 159 Patient 50, mannlich, 3. Therapie, Chemoembolisation, Status: SD
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8.2  Verzeichnis der Abkiirzungen

ABTS
ADP
AFP
AFP-L3
AIF
AJCC
ALAT
Amy
AP
APAF1
Apo
ASAT
ATP
AU
Bad
Bak
Bax
Bcel
BCLC
Bid
Bik
Bili
Bin
Blk

bp

C
Ca2+
CAD
Casp
Caspase
CD
CDDE

2,2°-Azino-di-(3-ethylbenzthiazolin-sulfonat)
Adenosindiphosphat

Alpha Fetoprotein

Lens-culinaris agglutinin-reaktive Fraktion des AFP
Apoptose-induzierter Faktor

American Joint Committee on Cancer
Alanin-Aminotransferase

Amylase

Alkalische Phosphatase

apoptotic protease activating factor 1
apoptosis receptor
Aspartat-Aminotransferase
Adenosintriphosphat

Arbitrary Units

proapoptotisches Mitglied der Bcl-Familie
proapoptotisches Mitglied der Bcl-Familie
proapoptotisches Mitglied der Bcl-Familie
B-cell lymphoma gen

Barcelona Clinic Liver Carcinoma
proapoptotisches Mitglied der Bcl-Familie
proapoptotisches Mitglied der Bcl-Familie
Bilirubin

proapoptotisches Mitglied der Bcl-Familie
proapoptotisches Mitglied der Bcl-Familie
Basenpaare

Celsius

Calcium-Ionen

Caspasen-abhingige DNase

Caspase

Cystein-abhingige Aspartat-spezifische Protease
cluster of differentiation

Cell Death Detection ELISA
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CEA
CHE
CLIP
Cm

CR

CRP

CT
Cyclin A
CYF
CYFRA 21-1
d
DAMPs
DCP
d.h.
DIABLO
dl

DNA
DNase
DR
EASL
EBV
ECOG
ECLIA
EDTA
ELISA
EndoG
et al.
FADD
Fas

FLIP

GGT
GLDH
GOT

karzinoembryonales Antigen
Cholinesterase

Clinic of the Liver Italian Program
Zentimeter

Complete response

C-reaktives Protein
Computertomographie

Name eines Schliisselproteins des Zellzyklus
CYFRA 21-1

Cytokeratin 19-Fragment

Tage

damage-associated molecular patterns
Des-gamma-carboxy-prothrombin

das heif3t

direct IAP binding protein with low pl

Deziliter

Desoxyribonukleinsdure (deoxyribonucleic acid)

Desoxyribonuklease

death receptor

European Association for the Study of the Liver

Ebstein-Barr-Virus

Performance Status European Cooperative Oncology Group

Electrochemiluminescene Immunoessay
Ethylen-diamin-tetra-acetat
Enzyme-Linked-Immuno-Sorbent-Assey
Endonuklease G

und andere

Fas assoziierte Todesdoméne

Name eines Zelltodrezeptors

FADD like ICE inhibitory protein
Gramm
Gamma-Glutamyltranspeptidase
Glutamatdehydrogenase

Glutamatoxalacetattransaminase
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GPC3
GPT
GRETCH

H

h

HBV
HCV
HCC
HepG2
HSP70
Htr2/omi
IAP
ICAD
ISS

J

JU
JUR
kbp
kDa
kHz
kU

LDH
LDLT
Lip
LTX
LYVE-1

ng

ul
umol
MDCT
mg

min

Glypican-3
Glutamatpyruvattransaminase
Groupe d’Etude et de Traitment du Carcinome
Hepatocellulaire

Histon

Stunden

Hepatitis B-Virus

Hepatitis C-Virus

Hepatozelluldres Karzinom

Zelllinie eines hepatozelluldren Karzinoms
Hitzeschockprotein 70

Name fiir eine Serinprotease
Apoptose-inhibierendes Protein
inhibitor of caspase activated DNAse
Injury Severity Score

Jahre

Jahrestiberleben
Jahrestiiberlebensrate

Kilobasenpaare

Kilo-Dalton

Kilohertz

Kilo units

Liter

Laktatdehydrogenase

Living donor liver transplantation
Lipase

Lebertransplantation

Lymphatic Vessel Endothelial Hyaluronan Receptor 1
Mikrogramm

Mikroliter

Mikromol

Multidetektor Computertomografie
Milligramm

Minuten
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ml

mM
mmHg
Mon
MPCT
mRNA
MRT

NAD"
NADH
NASH
NF«B
ng

NHS
NIP

NIS

nm

NM 23-H1
p21

pS3

PBS
PCR
PEI

pH

PD
PLAGI12B
PR
PRRs
PSA
RECIST
RFA
RNA
ROS

Milliliter

Kubikmillimeter

Millimolar

Millimeter Quecksilbersédule

Monate

Multiphasische helikale Computertomografie
messenger Ribonukleinsdure
Magnetresonanztomographie

Anzahl

oxidierte Form des Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid
reduzierte Form des Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid
Nicht-alkoholische Steatohepatitis

nuclear factor-kappaB

Nanogramm

Nukleosomen Handtest Serum (ELISA)
Nukleosomen Impact Plasma (Elecsys 2010)
Nukleosomen Impact Serum (Elecsys 2010)
Nanometer

Name eines Tumorsuppressorgens

Name eines Kontrollproteins im Zellzyklus
Name eines Tumorsuppressorgens

Phosphate Buffer Saline

polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion)
Perkutane Ethanolinjektion

pondus hydrogenii

progressive disease

Phospholipase A2

partial response

pattern-recognition receptors

Prostata spezifisches Antigen

Response Evaluation Criteria in solid Tumors
Radiofrequenzablation

Ribonukleinsédure (ribonucleic acid)

reactive oxygen species

241



r-Wert
SCCA
SD
SERCA1
SET
SIRT
Smac
STK6
Survivin
TACE
TERT
TLR
TLR2
TLR4
TNF
TNF-a
TUNEL

UICC

UNOS

VISUM

Korrelationskoeffizient

Squamos Cell Carcinoma Antigen

stable disease

Sarko-endoplasmatisches Retikulum Calcium ATPase 1
Name eines Onkogens

Selektive Intraarterielle Radio-Therapie

second mitochondria derived activator of caspase
Serin/Threonin kinase 15

Name fiir ein Apoptose-inhibierendes Protein
Transarterielle Chemoembolisation
Telomerase-reverse-Transkriptase

Toll-like receptor

Toll-like receptor 2

Toll-like receptor 4

Tumornekrosefaktor

Tumornekrosefaktor-a

terminal deoxyribonucleotid transferase mediated dUTP nick
end labeling

Units

Union Internationale Contre le Cancer (Klassifikation
verschiedener Karzinome)

United Network for Organ Sharing

Vena

Vienna survival model for HCC
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