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I. Einleitung 1

L. Einleitung

L.1. Klassifikation der Hepatitiden

Die letzten Jahre brachten entscheidende Fortschritte in der Erforschung der Virus-
hepatitiden. Mittlerweile sind 7 verschiedene Hepatitisviren identifiziert worden
(Hepatitis A-G). Auf die 5 bekanntesten soll hier kurz eingegangen werden (Iwarson
1992, Blum 1994).

Zwischen den einzelnen Viruserkrankungen bestehen erhebliche Unterschiede in Bezug
auf Ubertragungsweg, Klinik und Langzeitverlauf. Wihrend die Hepatitis A, ebenso
wie die Hepatitis E, fikal-oral tibertragen wird, 148t sich bei der Hepatitis B, C, und D
ein parenteraler Ubertragungsweg feststellen.

Die beiden erstgenannten Viren kénnen nur eine akute Hepatitis hervorrufen, sind also
nicht in der Lage zu chronifizieren. Eine Infektion mit HBV, HCV und HDV dagegen
nimmt hdufig einen chronischen Verlauf. Wihrend die Chronifizierungsrate bei der

Hepatitis B im Erwachsenenalter 5-10% betrigt, liegt sie bei der Hepatitis C bei
ca. 80% (Scheig 1998, Trautwein und Manns 1999).

L.2. Geschichte und Epidemiologie der Hepatitis C

Nach Entdeckung des Australia Antigens 1964 durch Blumberg mufite man feststellen,
daf} nur ein geringer Teil der transfusionsassoziierten Hepatitiden durch das Hepatitis B
Virus hervorgerufen wurde. Da auch das wenige Jahre spiter identifizierte Hepatitis A
Virus nicht fiir diese Fille verantwortlich war, wurde ein neues unbekanntes Agens, das
Non A Non B (NANB) Hepatitis Virus propagiert (vgl. Purcell 1993). Prince et al.
gingen bereits 1974 von der Existenz eines zusitzlichen Virus, des Hepatitis C Virus,
aus, nachdem sie bei einer Untersuchung an Patienten mit Posttransfusionshepatitis nur

in weniger als 30% das HBsAg nachweisen konnten (Prince et al. 1974).

Neben der parenteral iibertragenen Hepatitis C gibt es noch eine weitere Form der
NANB Hepatitis, die fikal-oral iibertragene Hepatitis E. Sie wird v.a. durch konta-
miniertes Trinkwasser iibertragen und &dhnelt in ihrem Verlauf der Hepatitis A.
Komplikationen im Sinne einer fulminanten Hepatitis findet man gehduft in der

Schwangerschaft (Ramalingaswami und Purcell 1988).
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Nach jahrelanger Suche gelang der Chiron Cooperation 1989 die Isolierung eines cDNA
Klones aus dem Genom des NANB Hepatitis Virus, welches von diesem Zeitpunkt an
Hepatitis C Virus genannt wurde (Choo et al. 1989).

Bei dem Hepatitis C Virus handelt es sich um ein kleines Einzelstrang RNA Virus mit
einer Kapsel. Es besteht aus insgesamt ca. 10.000 Nukleotiden und weist Ahnlichkeit zu
den Flaviviren auf. Aufgrund hiufiger Mutationen besteht eine hohe genetische Varia-
bilitdt, was dem Immunsystem des Wirtes die Viruselimination erschwert und somit die
hohe Chronifizierungsrate erkldart. Auch die Entwicklung einer Vakzine wird dadurch
erheblich kompliziert (Bréchot 1994, Zeuzem et al. 1995).

Die Isolierung eines cDNA Klones durch Choo und Mitarbeiter bildete die Grundlage
zur Entwicklung spezifischer Tests. Zum Screening werden ELISAs (enzyme-linked
immunosorbent assay) der 1. und 2. Generation verwendet. Sie weisen ebenso wie der
RIBA (recombinant immunosorbent assay), der als Bestidtigungstest dient, anti-HCV
Antikorper nach (Kuo et al. 1989, Janot et al. 1990, Reesink et al. 1992). Diese Anti-
korper erscheinen teilweise erst nach einigen Wochen im Serum der Patienten (Alter et
al. 1989, Marcellin 1999). Eine friihe Diagnose wurde durch direkten Virusnachweis
mittels PCR (polymerase chain reaction) moglich (Weiner et al. 1990, Enomoto et al.
1991, Silva et al. 1994). Auflerdem wurden Methoden zur Virusquantifizierung und
Genotypbestimmung entwickelt, die als prognostische Parameter v.a. im Rahmen klini-

scher Studien eingesetzt werden (Kato et al. 1993, Ramalho et al. 2000).

Die epidemiologische Bedeutung der Hepatitis C zeigt sich in einer globalen Privalenz
von ca. 3% (je nach Region 0,1 bis 5%). In den industrialisierten Lindern ist die Hepa-
titis C fiir 70% der Fille mit chronischer Hepatitis und fiir 20% der Fille mit akuter
Hepatitis verantwortlich (Manns 1999). 90% der transfusionsbedingten Hepatitiden und
ca. 20% der sporadischen Hepatitisfille wurden durch das NANB Hepatitis Virus her-
vorgerufen. Die meisten zeigten einen positiven HCV Antikorpertest (Dienstag und
Alter 1986, Hofmann 1990).

Vor 1985 lag die Ubertragungsrate bei Bluttransfusionen bei 5-10%, wurde dann durch
Anwendung von unspezifischen Ersatztests wie ALT und Anti-HBc bei Blutspendern
(Menitove 1988, Stevens et al. 1984) auf 2-4% reduziert und sank durch Einfithrung des
Anti-HCV Tests weiter deutlich ab. Heute liegt das Risiko einer HCV Infektion bei
Bluttransfusionen nur noch bei 1:100.000 (Hoofnagle und Tralka 1997). Wie man nach
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Einfilhrung des Anti-HCV Tests sah, sind 0,5% der Blutspender in den USA und
Europa, 1,5% in Japan und 6% in Afrika positiv (Alter 1990).

Neben den Bluttransfusionen gibt es weitere Infektionsquellen der Hepatitis C.
Hauptsichliche Risikogruppen sind: Hémophile, Drogenabhingige, Himodialyse-
patienten und Homosexuelle (Steven und Colquhoun 1996, Zeuzem et al. 1995). Fiir
medizinisches Personal besteht, anders als bei der Hepatitis B, nur ein gering erhohtes
Risiko (Hofmann und Kunz 1990). Welche Rolle der sexuelle Ubertragungsweg spielt,
ist noch unklar (Alter et al. 1989, Degos 1994, Strasser 1996).

Die jeweiligen Pridvalenzen der einzelnen Patientengruppen sind in Tabelle 1

aufgefiihrt.

Tab. 1: Privalenzen der Hepatitis C bei unterschiedlichen Patientenkollektiven

Privalenz Quelle

Blutspender 0,5% (Europa u. USA) Alter 1990
1,5% (Japan)
6,0% (Afrika)

Transfusions- 5-10% (vor 1985) Alter 1990
empfanger 2-4% (nach 1985)
1:100.000 (aktuell) Hoofnagle und Tralka 1997
Hiamophile 70%, 85%, Alter 1990, Ludlam et al. 1989,
56-76% Noel et al. 1989
nicht erhoht (aktuell) Alter 1990
Drogenabhingige 60-80% Alter 1990, Degos 1994,

Hoofnagle und Tralka 1997

Hiamodialyse- 17,3%, 20%, Gilli et al 1990, Degos 1994,
patienten 24% Mondelli et al. 1990
Homosexuelle 4% Alter 1990

med. Personal 2 fach erhoht Hofmann und Kunz 1990
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L.3. Verlaufsformen der Hepatitis C

Der Verlauf der Hepatitis C ist schleichend. Die Symptome sind unspezifisch, es findet
sich nur in ca. 20% ein Ikterus in der Akutphase. Die akute Hepatitis C verlduft nach
einer Inkubationszeit von 5-12 Wochen in 80-90% der Fille asymptomatisch. Oft ist die
Erhohung der Transaminasen neben unspezifischer Miidigkeit, Abgeschlagenheit und
Unwohlsein das einzige Zeichen der Infektion (Caporaso et al. 1997, Maier 1994,
Marcellin 1999). Dabei schwanken die Transaminasen charakteristischerweise, die Er-
krankung verlduft also in Schiiben (Colombo 1996, Wiese et al. 1987). Auch Verliufe
mit normalen Transaminasenwerten kommen vor (Gholson et al. 1997, Morales et al.
1995, Persico et al. 2000).

Aufgrund héufiger viraler Mutationen gelingt es dem Immunsystem meistens nicht, das
Virus zu eliminieren. Die Infektion mit dem Hepatitis C Virus fiihrt in iiber 80% der
Fiélle zu einer chronischen Hepatitis, bei der die spontane Heilungsrate nur noch bei
weniger als 2% liegt (Boyer und Marcellin 2000, Kiyosawa et al. 1994). Von einer
chronischen Hepatitis spricht man, wenn die Erkrankung seit mindestens 6 Monaten
besteht (Desmet et al. 1994).

Die chronische Hepatitis wird in chronisch persistierende (CPH) und chronisch aggres-
sive Hepatitis (CAH) unterteilt (De Groote et al. 1968), wobei sich fiir die chronisch
aggressive Hepatitis spiter die Bezeichnung chronisch aktive Hepatitis durchgesetzt hat
(Bianchi et al. 1977). In den letzten Jahren wird allerdings der Forderung nach einer
neuen Klassifikation Ausdruck verliehen. Bereits 1981 formulierten Knodell und Mitar-
beiter einen Histologischen Aktivititsindex (Knodell et al. 1981). Dieser wurde weiter
modifiziert und bildete die Grundlage einer Klassifikation, die sich an der Atiologie der
Leberentziindung orientieren soll. Sie sieht auerdem ein Grading anhand der Entziin-
dungsaktivitdt und ein Staging, das Aufschlufl iiber den Fibrosegrad der Leber geben
soll, vor (Desmet et al. 1994, Ishak et al. 1995, Schmid et al. 1994).

Histologisch zeigt die chronische Hepatitis C (chron. Hep. C) zwar kein pathognomo-
nisches, aber dennoch ein charakteristisches Bild. Im Gegensatz zur Hepatitis B, bei der
es sich mehr um eine lobulédre Entziindung handelt, findet sich bei der Hepatitis C eher
eine portale Hepatitis. Man sieht v.a. Lisionen kleiner und mittlerer Gallengénge, por-
tale Lymphfollikel und -aggregate, Leberzellverfettung und vergroerte Makrophagen
(Gerber et al. 1992).
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14. Komplikationen der chronisch aktiven Hepatitis C

Die Infektion mit dem Hepatitis C Virus fiihrt, wie oben erwihnt, in ca. 80% der Fille
zur chronischen Leberentziindung. Thr Verlauf ist heimtiickisch, da es trotz einer héufig
tiber Jahre bestehenden asymptomatischen Phase im Langzeitverlauf zu schwerwiegen-
den Komplikationen kommen kann. Nach 10-30 Jahren besteht bei 20-30% der Patien-
ten eine Leberzirrhose. Zwischen 2-6% der Patienten mit Leberzirrhose auf dem
Boden einer chronischen Hepatitis C entwickeln jedes Jahr ein hepatozellulires
Karzinom (HCC) (Colombo 1999, De Bac et al. 1997, Di Bisceglie 1995, Maier 1994,
Seef et al. 1992, Sterneck 2000, Tassopoulos 1996).

Bei der Zirrhose handelt es sich um die wichtigste Spidtkomplikation der chronisch
aktiven Hepatitis C. Neben der erhthten Wahrscheinlichkeit der Entstehung eines HCC
besteht die Gefahr der hepatischen Dekompensation. Dabei fiithren die perisinusoidale
Fibrose und der noduldre Umbau des Leberparenchyms durch eine erhdhte Diffusions-
barriere und die Einengung des sinusoidalen Blutstroms zu lebensbedrohlichen Kompli-
kationen. Es kommt zur metabolischen Insuffizienz mit der Folge einer hepatischen
Enzephalopathie und zur portalen Hypertension mit der Entstehung von Umgehungs-
kreisldufen. Folge sind Aszites und hiufig die Ruptur von Osophagusvarizen, was zu
lebensgefidhrdenden Blutungen fiihren kann (Fattovich et al. 1997, Gressner 1985, Khan
et al. 2000, Siringo et al. 1994).

LS. Therapie

Aufgrund des hdufig asymptomatischen Verlaufs der Hepatitis C stellt sich die Frage
nach der Relevanz und dem Ziel einer Behandlung dieser Erkrankung. Die Frage stellt
sich besonders, da noch keine optimale Therapie zur Verfiigung steht.

Bereits 1986 machte Hoofnagle, noch vor der Identifizierung des Hepatitis C Virus,
einen Therapieversuch der chronischen Non A Non B Hepatitis mit rekombinantem
a-Interferon (Hoofnagle et al. 1986). Seitdem wurde diese Behandlung im Rahmen
klinischer Studien untersucht (Brouwer et al. 1998, Marcellin et al. 1994, Reichard et al.
1994).

Die Interferontherapie soll, je nach Genotyp, liber einen Zeitraum von 6 Monaten bis zu
einem Jahr durchgefiihrt werden. Sie wird von einer ganzen Reihe von Nebenwirkungen
wie grippedhnlichen Symptomen, Gelenkbeschwerden, Hautverdnderungen, vermin-
derter Leistungsfihigkeit, Gereiztheit und Depressionen begleitet. Diese Nebenwirkun-

gen sind bei den einzelnen Patienten sehr unterschiedlich ausgeprigt und nach Absetzen



I. Einleitung 6

des Interferons zumeist reversibel. Auch die Induktion bzw. Exazerbation von Autoim-
munerkrankungen durch Interferon wird beobachtet (Dusheiko 1997).

Ziel der Therapie ist es, durch direkte antivirale Effekte und Stimulation des Immun-
systems eine Viruselimination zu erreichen (Zeuzem et al. 1995). Das bedeutet, dal der
Patient zum einen nicht mehr infektios ist und zum anderen die Komplikationen wie
Leberzirrhose und HCC verhindert werden. Eine erfolgreiche Behandlung kann auch
dann von erheblicher Relevanz sein, wenn der Patient bei der Diagnosestellung keine
Symptome aufweist.

Die langfristige Erfolgsrate der Interferonbehandlung betrigt 20-25%. Initial antworten
ca. 50% der Patienten mit einer Normalisierung der Transaminasen. Von ihnen erleiden
aber nach Absetzen des Interferons mindestens 50% einen Riickfall (Brouwer et al.
1998, Hoofnagle und Tralka 1997, Niederau et al. 1996).

Neuerdings wird eine Kombinationstherapie mit Interferon und Ribavirin durchgefiihrt,
durch die die dauerhafte virologische Ansprechrate auf bis zu 40% erhoht werden kann
(Boyer und Marcellin 2000, Erhardt et al. 2000, Hoofnagle 1999).

Gute Erfolgsaussichten haben junge Patienten mit kurzer Krankheitsdauer und frithem
Behandlungsbeginn, die noch keine Zirrhose aufweisen. Das Virdmieausmal3, der HCV
Genotyp, die Linge der Behandlung und die Dosis spielen ebenfalls eine wichtige Rolle
in Bezug auf die Erfolgswahrscheinlichkeit (Gliick et al. 1997, Hino et al. 1994, Jenkins
et al. 1996, Karino et al.1991, Martinot-Peignoux et al. 1995).

Obwohl der grofite Teil der Patienten nicht in erwiinschtem Mafe auf die Therapie
anspricht, scheint es auch bei diesen Patienten nach der Behandlung zu einer Aktivitits-
abnahme der Erkrankung zu kommen. Es kann von Vorteil sein, die Behandlung nach
einem Riickfall zu wiederholen, da man gesehen hat, daf} sich histologische Parameter
der Entziindungsaktivitdt und der Fibrose dadurch verbessert haben (Duchatelle et al.
1998, Reichard et al. 1994, Yagura et al. 2000). AuB8erdem wird durch die Therapie eine
Verringerung der fibrogenen Aktivitdt erreicht. Somit nimmt die H&ufigkeit der
Entstehung einer Leberzirrhose und des hepatozelluldren Karzinoms ab (Benvegnu et al.

1998, Bonino et al. 1999, Camps et al. 1993).
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L.6. Fibrogenese der Leber

Die Fibrose stellt ein wesentliches histologisches Kriterium der Leberzirrhose dar
(Anthony et al. 1978). Ihre Entwicklung, also die Fibrogenese, ist eine klinisch bedeut-
same Reaktion der Leber auf einen chronischen Reiz. Ein solcher Reiz geht u.a. von
chronischem Alkoholabusus, aber auch von der chronischen Infektion mit einem
Hepatitisvirus aus.

Da es sich, wie oben erwihnt, bei der Entwicklung einer Leberzirrhose um die wesentli-
che Komplikation der chronischen Hepatitis C handelt, soll hier ndher auf die Fibro-
genese eingegangen werden. Das Ausmal und die Aktivitit des fibrotischen Umbaus ist
der wichtigste prognostische Faktor im Verlauf der chronischen Virushepatitis C. Es ist
also von entscheidender Bedeutung, mehr iiber die Entstehungsmechanismen der
Fibrose zu wissen, um so eine Verlaufskontrolle dieses Prozesses zu ermoglichen
(Poynard et al. 1997).

Zu Beginn der 50er Jahre hielt man den Zerfall von Lebergewebe fiir den Hauptfaktor
bei der Entstehung der Fibrose (Hartroft und Ridout 1951). Zehn Jahre spéter war fiir
Popper die Proliferation von Fibroblasten mit der Produktion von neuem Kollagen der
entscheidende Vorgang bei der Fibrogenese (Popper et al. 1961). Im gleichen Zeitraum
konnte Wake in Japan eine neue Zellpopulation, die perisinusoidalen Fettspeicher-
zellen, identifizieren (Wake 1971), die zuvor bereits durch Ito beschrieben worden
waren (Ito und Nemoto 1952). Diese Nichtparenchymzellen der Leber erregten in den
folgenden Jahren grof3es Interesse.

Heute weil man, da diese Zellen durch komplexe Interaktionen mit aktivierten
Kupffer-Zellen, Makrophagen, Endothelzellen und desintegrierten Thrombozyten iiber
von diesen exprimierte Zytokine aktiviert werden und fiir die Produktion von extra-
zelluldrer Matrix verantwortlich sind (Gressner 1986, Gressner und Bachem 1995,
Pinzani 1995). Letztere setzt sich zusammen aus folgenden 3 Hauptkomponenten:
Kollagene, Proteoglykane und Glykoproteine. Zu den Glykoproteinen gehoren z.B. das
Laminin und das Fibronektin (Biagini und Ballardini 1989).

Die Infektion mit dem Hepatitis C Virus fiihrt zur Parenchymzellschiadigung, die zum
einen auf einem direkten zytopathischen Effekt des HCV, zum anderen auf Immun-
mechanismen als Reaktion auf die Infektion beruht. Der vorherrschende Zelltyp sind
T-Lymphozyten. AuBerdem scheinen Makrophagen/Monozyten eine Rolle bei der Zell-
schddigung zu spielen (Gerber 1995, Lau 1998, Marrogi et al. 1995).
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Als Folge der Parenchymzellschiadigung kommt es zur Aktivierung von Kupffer-Zellen
und Blutmonozyten. Sie synthetisieren Zytokine wie Transforming Growth Factor-
(TGF-)B, TGF-a, Epidermal Growth Factor (EGF), Tumornekrosefaktor-(TNF-)a,
Platelet Derived Growth Factor (PDGF), Fibroblast Growth Factor (FGF) und
Interleukine, die auf parakrinem Wege die Proliferation der Fettspeicherzellen (Ito-
Zellen) beeinflussen. Zudem bewirken sie deren Transformation iiber ,, Transitional
Cells*“ zu Myofibroblasten sowie die Genexpression spezifischer Matrixmolekiile der
Myofibroblasten (Gressner 1992, Gressner und Bachem 1994 und 1995). TGF-J ist als
fibrogener Mediator von besonderer Bedeutung, da es die Transformation in hohem
MaBe stimuliert und die Genexpression nahezu aller Matrixkomponenten erhoht. Auf
seine Expression in Form einer inaktiven Vorstufe folgt eine extrazelluldre Prozessie-
rung durch Proteasen oder Glykosidasen, wodurch weitere Regulationsmoglichkeiten
des fibrogenen Prozesses entstehen (Bachem et al. 1994, Koff 1991, Massagué et al.
1990).

An der Transformation von Fettspeicherzellen zu Myofibroblasten sind weitere para-
krine und autokrine Regelkreise beteiligt. Es handelt sich um ein wesentlich komplexe-
res Zusammenspiel von Parenchym- und Nichtparenchymzellen, Mediatoren und extra-
zelluldrer Matrix als hier dargestellt.

Abbildung 1 soll die Vorginge in vereinfachter Weise verdeutlichen.
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Abb. 1: Pathomechanismus der Fibrogenese
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L.7. Aufgabenstellung und Ziel der Arbeit

Im Hinblick auf die Prognose und Therapie der chronischen Hepatitis C mit antiviralen
oder immunmodulierenden Substanzen wie Interferon und Ribavirin ist eine effektive
Verlaufskontrolle von Fibroseausmall und -aktivitdt wichtig, da sich im Laufe der
Erkrankung aus einer fortschreitenden Fibrose der Leber eine Leberzirrhose mit lebens-
bedrohlichen Komplikationen entwickeln kann (Anthony et al. 1978, Hahn und Pencev
1981, Poynard et al. 1997).

Als Goldstandard zur Beurteilung der Krankheitsaktivitit gilt die Leberbiopsie. Da die
Biopsie eine invasive Methode der Diagnostik darstellt, die zur Verlaufskontrolle nicht
beliebig wiederholbar ist, und es zudem untersucher- und probenabhingig Variationen
in der Bewertung der Lebermorphologie geben kann (Bedossa et al. 1994, Abdi et al.
1979), beschiftigt sich diese Arbeit mit nichtinvasiven Parametern der Leberfibrose und
-fibrogenese. Dabei handelt es sich um Blut- und Serummarker wie N-terminales
Propeptid des Typ III Prokollagens (PIIINP), Laminin, Hyaluronan, zellulires
Fibronektin und um die semiquantitative farbkodierte Duplexsonographie (FKDS)
der Lebervenen

Diese Arbeit untersucht sowohl die Aussagekraft der oben angegebenen Laborpara-
meter als auch der Duplexsonographie bei Patienten mit chronischer Hepatitis C iiber
den Zeitraum von bis zu 12 Monaten. Zum Vergleich wurden Patienten mit Leberzir-
rhose und lebergesunde Kontrollpersonen untersucht. Das Ziel ist, die Relevanz dieser
nichtinvasiven Verlaufsparameter gegeniiber klinischen Befunden, klinisch-chemischen
Labormarkern der Entziindungsaktivitdt und Synthesefunktion der Leber und der
Leberhistologie zu priifen.

Mit dieser Untersuchung soll geklart werden, ob sich die Fibrosemarker aus dem Blut
und Serum bei Patienten mit chronischer Hepatitis C von denen bei Patienten mit
Leberzirrhose und lebergesunden Kontrollpersonen unterscheiden. Zusitzlich soll die
Aussage der semiquantitativen Duplexsonographie der Lebervenen in Bezug auf das
Fibroseausmal} bei den genannten Patientengruppen im Vergleich zu Kontrollen unter-
sucht werden.

Verlaufsbeobachtungen bei Patienten mit chronischer Hepatitis C und Patienten mit
Leberzirrhose unterschiedlicher Atiologie sollen Verinderungen der untersuchten

Fibrosemarker und der Duplexsonographie im zeitlichen Verlauf zeigen.
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I1I. Patienten und Methodik

11.1. Patienten und Kontrollen

Im Rahmen einer prospektiven Untersuchung nahmen die im folgenden aufgefiihrten
Patientengruppen im Zeitraum von Mérz 1995 bis Mirz 1997 teil. Sie wurden jeweils an
einem Termin und teilweise iiber einen Verlauf von 3 bis 12 Monaten beobachtet. Dabei
unterzogen sie sich zweimal im Abstand von 3 bis 10 Monaten einer Ultraschalluntersu-
chung, der farbkodierten Duplexsonographie (FKDS) der Lebervenen. Sie erschienen
mindestens dreimal, und zwar zum Zeitpunkt O, nach 1-3 Monaten und nach 3-12
Monaten zur Verlaufskontrolle. Dabei wurden klinische Daten aufgenommen und Blut-
entnahmen durchgefiihrt. Im Rahmen der Labordiagnostik wurden die zu untersuchen-
den Marker der Fibrose (N-terminales Propeptid des Typ III Prokollagens (PIIINP),
Laminin, Hyaluronan und zelluldres Fibronektin) sowie Entziindungs- und Synthese-

marker wie AST, ALT, AP, YGT, Albumin, PCHE, Bilirubin, Quick und PTT bestimmt.

I1.1.1.  Patienten mit chronischer Hepatitis C

Dabei handelt es sich um 59 Patienten der gastroenterologischen Ambulanz mit
chronischer Hepatitis C, d.h. die Erkrankung bestand schon seit mindestens 6 Monaten.
Die Gruppe umfaflt 24 Frauen und 35 Ménner im Alter zwischen 26 und 76 Jahren. Elf
dieser Patienten unterzogen sich wihrend des Beobachtungszeitraumes oder in den
vorangehenden 2 Jahren fiir mehr als 3 Monate einer Interferontherapie mit 3x3 Mio. IE
o-Interferon 2a s.c. (Roferon der Firma Hoffmann La Roche, Schweiz).

Nach dem Grad der Entziindungsaktivitit konnten die Patienten eingeteilt werden in:

Chronisch persistierende Hepatitis (CPH): 42 Patienten davon bei 30 Pat. bioptisch
gesichert, bei 12 Pat. Einordnung nach
anamnestischen, klinischen und labor-

chemischen Kriterien)

Chronisch aktive Hepatitis (CAH): 17 Patienten (bioptisch gesichert)

Alle Patienten wiesen einen positiven HCV Antikorpertest auf. Dieser wurde nach dem
Prinzip eines Mikropartikel-Enzymimmunoassays (MEIA) (IMX-Immunoassayanalyzer
der Firma Abbott, Wiesbaden) durchgefiihrt. Dabei handelt es sich um einen Nachfolger
des ELISA, bei dem das Antigen in Fliissigform in Mikropartikeln vorliegt.



II. Patienten und Methodik 12

Als Bestitigungstest diente der Anti-HCV Matrix-Test (Matrix system analyzer der
Firma Abbott, Wiesbaden), bei dem es sich vom Prinzip um einen Immunodotassay mit
rekombinanten HCV-Proteinen (RIBA) handelt.

Der direkte Virusnachweis wurde mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) durchgefiihrt
(Amplicor HCV qualitativ der Firma Roche Diagnostic Systems GmbH, Grenzach).
Dabei wurden 47 Patienten positiv getestet, 2 waren negativ und bei 10 Patienten lag

das Ergebnis einer Testung mittels PCR nicht vor.

11.1.2. Patienten mit Leberzirrhose

Zu dieser Gruppe gehoren 50 Patienten mit Leberzirrhose unterschiedlicher Atiologie.
Dabei wurden Patienten mit bekanntem hepatozellulirem Karzinom ausgeschlossen.
21 Patienten unterzogen sich einer Leberbiopsie. Bei den iibrigen wurde die Diagnose
anhand anamnestischer, klinischer, sonographischer sowie laborchemischer Befunde
gestellt.

Die Gruppe umfaf3t 15 Frauen und 35 Ménner im Alter zwischen 34 und 83 Jahren.
Nach dem Schweregrad der Leberzirrhose wurden die Patienten nach der Klassifikation

von Child und Pugh (Pugh et al. 1973) folgendermalen eingeteilt:

Child A: 21 Patienten
Child B: 15 Patienten
Child C: 14 Patienten

II.1.3. Kontrollpersonen

Als Kontrollpersonen stellten sich 15 Mitarbeiter des Instituts und Studenten zur Verfii-
gung, bei denen keine Lebererkrankung vorlag. Die Gruppe umfafit 8 Frauen und

7 Minner im Alter zwischen 22 und 34 Jahren.
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11.2. Fibrosemarker

I1.2.1.  N-terminales Propeptid des Typ III Prokollagens (PIIINP)

I1.2.1.1. Reagenzien und Geriite

Reagenzien: RIA-gnost® PIIIP

(Firma CIS bio international, Cedex-Frankreich)

7 Standards (So-Ss) und 1 Kontrollserum, 2 Puffertabletten fiir Waschpuffer, 1 ml
Dispenser, Rohrchen mit wandgebundenem monoklonalem Anti-PIIIP Antikorper der

Maus, i»sI-markierter Anti-PIIIP Antikorper (monoklonal, Maus).

Vorbereitung der Reagenzien

Vor Gebrauch wurden die bei 2-8°C gelagerten Besteckkomponenten auf Raumtempe-
ratur gebracht. Die Standards und das Kontrollserum wurden in 500 pul O dest. gelost.
Zur Herstellung des Waschpuffers wurden die 2 Puffertabletten in 600 ml destilliertem

Wasser gelost.

Geriite
20ul, 400ul Pipetten mit austauschbarer Kunststoffspitze, MeBzylinder, Horizontal-
schiittler, Gammazihler (Berthold, Bad Wildbad).

Vorbereitung der Proben
Nach der Blutentnahme wurde nach den iiblichen Verfahren Serum gewonnen. Dieses
wurde direkt in den Assay eingesetzt oder bis zu 3 Tage bei 2-8°C aufbewahrt. Mulite

es langer gelagert werden, wurde es bei -20°C eingefroren.

I1.2.1.2. Prinzip und Durchfiihrung des Assays

Prinzip

Die Bestimmung von Prokollagen III Peptid im menschlichen Serum mit Hilfe von
RIA-gnost® PIIIP erfolgte nach dem Prinzip eines 2-Schritt-Sandwich-Radioimmuno-
assays. Hierbei bildet sich ein Komplex aus wandgebundenem Anti-PIIIP Antikorper
(monoklonal, Maus), Prokollagen III Propeptid in der Probe und isI-markiertem Anti-
PIIIP Antikérper (monoklonal, Maus). Nach Ablauf der Reaktion wird der freie

Traceranteil durch Dekantieren und Nachwaschen entfernt. Der spezifisch an den
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beschichteten Testrohrchen gebundene Traceranteil wird mit einem Gammazihler
gemessen.

Die Auswertung der unbekannten Proben erfolgt durch Ablesung an einer unter identi-
schen Bedingungen erstellten Standardkurve. Bei Erstellung einer Standardkurve
werden unter Durchfithrung von Doppelbestimmungen maximal 42 Patientenproben

gemessen.

Durchfiihrung

Eine geniigende Anzahl von beschichteten Rohrchen wurde numeriert (7 Standards,
1 Kontrollserum, bis zu 42 Serumproben).

20 pl Standard bzw. Patientenprobe wurden auf den Boden der beschichteten Rohrchen
pipettiert.

In jedes Rohrchen wurden 400 pl Assaypuffer gegeben.

Die Rohrchen wurden anschlieBend auf einem Horizontalschiittler 2 Stunden bei
Raumtemperatur mit 200-350 Umdrehungen pro Minute geschiittelt.

Danach wurde in jedes Rohrchen 1 ml Waschpuffer pipettiert, dekantiert und mit 1 ml
Waschpuffer nachgewaschen.

In jedes Rohrchen wurden 400 pl 12sI-Anti-PIIIP Losung dispensiert.

Die Rohrchen wurden anschlieBend auf einem Horizontalschiittler 3 Stunden mit
200-350 Umdrehungen pro Minute geschiittelt.

Danach wurde in jedes Rohrchen 1 ml Waschpuffer gegeben, dekantiert und mit 1 ml
Waschpuffer nachgewaschen.

Die Aktivitit in den Rohrchen wurden dann 1 Minute im Gammazihler gemessen.

I1.2.2. Laminin
I1.2.2.1. Reagenzien und Geriite

Reagenzien: RIA-gnost® Laminin P1

(Firma CIS bio international, Cedex-Frankreich)

8 Standards (So-S7) und 1 Kontrollserum, i»sI-Laminin P1, Anti-Laminin P1 Serum vom
Kaninchen, Fillungsreagenz (gegen Kaninchen IgG gerichteter Antikorper), 30 ml

Waschpufferkonzentrat.
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Vorbereitung der Reagenzien

Vor Gebrauch wurden die bei 2-8°C gelagerten Besteckkomponenten auf Raumtempe-
ratur gebracht. Wihrend die Standards und das Fillungsreagenz gebrauchsfertig waren,
wurden die iibrigen Reagenzien in destilliertem Wasser gelost. Zum Kontrollserum
wurden 1,3 ml, zum 1»sI-Laminin P1 10 ml, zum Anti-Laminin P1 Serum 20 ml und zum

Waschpufferkonzentrat 120 ml destilliertes Wasser hinzugefiigt.

Geriite

3-5 ml Inkubationsrohrchen, Mikroliterpipetten mit austauschbarer Kunststoffspitze
(200 pl, 500 pl und 1 ml), MeBpipetten, MeBzylinder (10, 20 und 100 ml), Mischrotor,
Zentrifuge mit > 1500 g (Heraeus, Hanau), Gammazihler (Berthold, Bad Wildbad).

Vorbereitung der Proben
Nach der Blutentnahme wurde nach den iiblichen Verfahren Serum gewonnen. Dieses
wurde direkt in den Assay eingesetzt oder bis zu 3 Tage bei 2-8°C aufbewahrt. Mulite

es ldnger gelagert werden, wurde es bei -20°C eingefroren.

I1.2.2.2. Prinzip und Durchfiihrung des Assays

Prinzip

Die Bestimmung von Laminin war auf dem Prinzip der kompetitiven Proteinbindungs-
analyse aufgebaut, methodisch handelt es sich um einen Doppelantikorper-Radio-
immunoassay. Im ersten Schritt konkurriert Serum-Laminin mit extern zugefiigtem
radioaktiv markiertem Laminin P1 um hochspezifische gegen Laminin gerichtete
Kaninchenantikorper. Dabei bindet i»sI-markiertes Laminin P1 umgekehrt proportional
zu der vorhandenen Menge Serumlaminin an den Antikorper. Nach Einstellung des
Reaktionsgleichgewichts wird zur Ausfillung dieses Immunkomplexes ein zweiter,
gegen Kaninchen IgG gerichteter, Antikorper zugefiigt. Es kommt zur Ausféllung eines
Priizipitates, das abzentrifugiert wird. Nach Dekantieren des Uberstandes mit man die
im Niederschlag vorhandene isI-Aktivitdit im Gammazihler. Diese ist umgekehrt
proportional zur Lamininkonzentration im Serum.

Mit Hilfe einer Standardkurve kann die gesuchte Laminin P1-Konzentration pro Milli-
liter Serum abgelesen werden. Die Standardkurve wird erstellt, indem die Impulse pro
Minute der Standards gegen die zugehdrige Laminin P1-Konzentration (E/ml) (log) in

ein Millimeterpapier eingetragen werden.
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Durchfiihrung

Eine geniigende Anzahl von 3-5 ml Inkubationsrohrchen wurde numeriert (Gesamt-
aktivitit, 8 Standards, Doppelansitze Serumproben).

200 pl Standards, Kontrollserum und Serumproben wurden in die dafiir vorbereiteten
Rohrchen pipettiert.

100 pl der i»sI-Laminin P1-Losung wurden in jedes Rohrchen (einschlieBlich Gesamt-
aktivitit) pipettiert.

200 pl des Anti-Laminin P1 Serums wurden in jedes Rohrchen (ausschlieB3lich Gesamt-
aktivitit) gegeben. Die Rohrchen wurden auf dem Mischrotor gemischt.

Das gesamte Reagenzglasgestell wurde mit einer geeigneten Folie abgedeckt und
16-24 h bei Raumtemperatur inkubiert.

500 pl des Fillungsreagenzes wurden in jedes Rohrchen (Ausnahme Gesamtaktivitit)
dispensiert und auf dem Mischrotor gemischt.

Das gesamte Reagenzglasgestell wurde erneut mit einer geeigneten Folie abgedeckt und
2 h bei Raumtemperatur inkubiert.

Danach wurden die Rohrchen 20 Minuten bei mindestens 1500 g bei ca. 10-20°C
zentrifugiert.

Sofort nach dem Stillstand der Zentrifuge wurden die Gestelle mit den Rohrchen
entnommen und die Uberstinde dekantiert.

1 ml Waschpuffer wurde in jedes Rohrchen pipettiert, und die R6hrchen wurden noch-
mals 20 Minuten bei mindestens 1500 g bei ca. 10-20°C zentrifugiert.

Die Gestelle mit den Rohrchen wurden sofort nach dem Stillstand der Zentrifuge
entnommen und die Uberstinde dekantiert.

Die Rohrchen mit Niederschlag und Gesamtaktivitit wurden im Gammazéhler

60 Sekunden gemessen.

I1.2.3. Hyaluronan
I1.2.3.1. Reagenzien und Geriite

Reagenzien: Pharmacia HA
(Pharmacia AB, Uppsala, Schweden)
6 Standards (0, 10, 25, 75, 200, 500 pug/l HA), Hyaluronanbindungsprotein (HABP)- 1251,

15 ml Tracer Losung, 6 ml HA-Sepharose®, 220 ml Dekantiersuspension.
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Vorbereitung der Reagenzien
Zum HABP-12sI wurde im Verhiltnis 1:30 Tracer Losung hinzugegeben. Die iibrigen

Reagenzien waren bereits gebrauchsfertig.

Geriite

100 pl Mikroliterpipette mit austauschbarer Kunststoffspitze, 100 ul und 200 ul Saug-
pipetten, 2 ml Cornwall Spritze oder Pipette, Testrohrchen, Zentrifuge mit 1500 g
(Heraeus, Hanau), Gammazihler (Berthold, Bad Wildbad).

Vorbereitung der Proben
Nach der Blutentnahme wurde nach den iiblichen Verfahren Serum gewonnen. Dieses
wurde direkt in den Assay eingesetzt oder bis zu 24 h bei 2-8°C aufbewahrt. Mulite es

langer gelagert werden, wurde es bei -20°C eingefroren.

I1.2.3.2. Prinzip und Durchfiihrung des Assays

Prinzip

Die Bestimmung der Hyaluronsidure im menschlichen Serum erfolgte nach dem Prinzip
eines radiometrischen Assays. Dabei reagiert das Hyaluronan in der Patientenprobe mit
radioaktiv markiertem Hyaluronsdurebindungsprotein (HABP). Das ungebundene
HABP-12s1 wird durch Inkubation mit an Sepharose® Partikeln geringer Grofe und
Dichte gebundenem HA quantifiziert. Nach der Trennung durch Zentrifugation und
Dekantieren wird die an die Partikel gebundene Radioaktivitit mit Hilfe eines Gamma-
zihlers bestimmt. Sie ist umgekehrt proportional zur HA-Konzentration in der Probe.
Mit Hilfe einer Standardkurve kann die gesuchte HA-Konzentration pro Liter Serum
abgelesen werden. Die Standardkurve wird erstellt, indem die Impulse pro Minute der
Standards gegen die zugehorige HA-Konzentration in pg/l in ein Millimeterpapier
eingetragen wird. Dabei werden die Impulse (B) in Prozent der gezihlten Impulse des

0-Standards (Bo) angegeben: % Aktivitit =B /B x 100

Durchfiihrung

100 pl Standard bzw. Patientenprobe wurden in die numerierten Rohrchen pipettiert.
200 ul der HABP-1»s1-Losung wurden hinzugefiigt.

Es wurde fiir mindestens 60 Minuten bei 4-10°C inkubiert.

100 ul HA-Sepharose® wurde hinzugefiigt, nachdem sie vorher resuspendiert wurde.
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Es wurde fiir 45 Minuten (nicht langer als 60 Minuten) bei 4-10°C inkubiert.

2 ml der Dekantiersuspension wurden hinzugefiigt.

Danach wurden die Rohrchen 10 Minuten bei 1500 g zentrifugiert und im Anschluf3
dekantiert.

Die Radioaktivitidt wurde in einem Gammazihler gemessen.

11.2.4. Zellulires Fibronektin (cFN)
I1.2.4.1. Reagenzien und Geriite

Reagenzien:

4,7-Bis(chlorosulfophenyl)-1,10-Phenantrolin-2,9-Dicarboxylinsdure (BCPDA), Biotin/
Streptavidin (SA) (Sigma, Deisenhofen), cFN der Ratte, Gelatine-Sepharose 4B
(Pharmacia, Uppsala, Schweden), monoklonaler Anti-cFN Antikérper DHI1 (ICN,
Meckenheim oder Locus Genex, Helsinki, Finnland), anti humanes FN Antiserum
(polyklonal des Kaninchens) (Behring, Marburg), Anti-Maus IgG Antikorper, biotiny-
lierter Anti-Maus und Anti-Kaninchen Antikérper (Sigma, Deisenhofen), Harn-
stoff/Natriumdodezylsulfat (SDS), Europiumionen (Eu3+), NaHCOs3-Losung (0,05
mol/l), Waschlosung, Pufferlosung.

Vorbereitung der Reagenzien

Vor Gebrauch wurden die bei 4°C gelagerten Besteckkomponenten auf Raumtempe-
ratur gebracht. Die Waschlosung wurde aus 9 g/l NaCL, 0,5 g/l Tween 20 und 0,5 g/l
NaN3 hergestellt. Fiir den Puffer wurden 5 g Rinderserumalbumin, 0,05 g NaN3 und
0,05 mol Tris in 1 1 H,O aufgelost und der pH-Wert auf 7,7 eingestellt.

Zur Herstellung der Standards wurde cFN aus Zellkulturen von Rattenfibroblasten

gewonnen.

Geriite
Milenia Kinetic Analyser (Biermann, Bad Nauheim), Arcus 1230 zeitauflosendes

Fluorometer (LKB Wallac, Turku, Finnland), Schiitteltisch, Mikrotiterplatten.
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Vorbereitung der Proben

Nach Blutentnahme in Natrium EDTA Rohrchen wurde nach den iiblichen Verfahren
Plasma gewonnen. Auch eine Verwendung von Zitratblut ist moglich. Dieses wurde
direkt in den Assay eingesetzt oder bis zur Durchfithrung des Assays bei -80°C gelagert.
Die Proben wurden 1:10 in Assaypuffer verdiinnt, um den MeBbereich des Assays zu

erreichen.

I1.2.4.2. Prinzip und Durchfiihrung des Assays

Prinzip

Die Bestimmung von zellulirem Fibronektin im menschlichen Plasma erfolgte nach
dem Prinzip eines Sandwich-Immunoassays (s. Kropf und Gressner 1995). Hierbei
bildet sich ein Komplex aus an Mikrotiterplatten gebundenem monoklonalem Anti-cFN
Antikorper DH1 gegen die fiir das zellulire Fibronektin charakteristische EDA
Sequenz, zellulirem Fibronektin in der Probe und Anti-FN Antiserum (polyklonal,
Kaninchen). Nach Ablauf der Reaktion wird der freie Anteil durch Dekantieren und
Nachwaschen entfernt. Der spezifisch gebundene Anteil wird in Losung gebracht und
mittels zeitauflosender Fluoreszenzspektrophotometrie durch Messung komplexgebun-
dener Europiumionen erfaf3t (s. Kropf et al. 1991).

Die Auswertung der unbekannten Proben erfolgt durch Ablesung an einer unter identi-
schen Bedingungen erstellten Standardkurve. Bei Erstellung einer Standardkurve
werden unter Durchfithrung von Doppelbestimmungen maximal 42 Patientenproben

gemessen.

Durchfiihrung

Die Mikrotiterplatten wurden zunichst mit einer NaHCO3-Losung und Anti-Maus IgG
Antikorper beschichtet. Diese wurden mit Anti-cFN Antikorper fiir 2 Stunden in Assay-
puffer inkubiert. Nach Waschung wurden die Platten mit Assaypuffer blockiert und
zunichst bei 4°C gelagert.

Standards und Proben wurden in Assaypuffer verdiinnt und fiir eine Stunde inkubiert.
Danach wurde 1:200 verdiinntes Antiserum fiir 1 Stunde hinzugefiigt.

Es folgten Inkubationen mit biotinyliertem Kaninchenantikorper, 1:2000 verdiinnt, und
SA-BCPDA fiir jeweils 30 Minuten.

Die Platten wurden zwischen den Inkubationen jeweils dreimal gewaschen.
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Die Komplexe wurden aus der festen Phase in einer Losung von 4 mol Harnstoff, 10 g/l
SDS und 10°® mol Ev’* iiber 30 Minuten gelost. Mit Hilfe der zeitauflsenden Fluores-
zenz-Spektrophotometrie wurde die Fluoreszenz des komplexgebundenen Europiums

gemessen.

I1.3. Farbkodierte Duplexsonographie (FKDS) der Lebervenen
I1.3.1.  Beschreibung der Methode

Das FluBprofil der Lebervenen wurde mittels farbkodierter Duplexsonographie
untersucht. Bei der Duplexsonographie handelt es sich um eine Kombination aus
amplitudenmodulierter B-Bild-Sonographie und Dopplertechnik, die eine simultane
zweidimensionale Abbildung von Weichteilstrukturen und Blutstromungen erméglicht.
Zur Erfassung von Bewegungen werden die Frequenz- und Phasenverschiebung mittels
gepulster Dopplertechnik gemessen. Das Signal wird dabei von den sich im Blutstrom
bewegenden Erythrozyten reflektiert. Bei der farbkodierten Duplexsonographie werden
die Informationen iiber die Blutbewegung im Grauwertbild farbig dargestellt.
Verschiedene Farben (z.B. rot oder blau) zeigen jeweils die Stromungsrichtung in
Bezug auf die Transducerposition an. Dabei wird ein BlutfluB in Richtung des Schall-
kopfes meist definitionsgemif rot dargestellt, der Fluf in die entgegengesetzte Richtung
blau. Die Hohe der Frequenzverschiebung und damit die FluBgeschwindigkeit wird
durch die Helligkeit der Farben kodiert. Man erhélt somit in Echtzeit eine simultane
zweidimensionale Darstellung von Blutstromungen und echomorphologischen Weich-
teilstrukturen.

Die Darstellung des Frequenzspektrums erfolgt quantitativ mit Hilfe des Doppler-
Modes. Dabei wird die BlutfluBgeschwindigkeit gegen die Zeit in einer Kurve aufge-
zeichnet. Ein FluB in Richtung des Schallkopfes wird definitionsgeméil positiv, ein Fluf3

in die entgegengesetzte Richtung negativ dargestellt.
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I1.3.2.  Einteilung der Lebervenen-FluBprofile

Normales FluBprofil der Lebervenen

Das normale FluBprofil der Lebervenen entsteht durch Druckverinderungen im rechten
Vorhof. Es handelt sich um einen triphasischen Flu3, da 3 verschiedene Wellen, eine
positive und 2 negative, voneinander abgrenzbar sind (Abb. 2).

Die A-Welle stellt sich positiv dar, weil sie einen Fluf in Richtung des Schallkopfes
anzeigt. Sie entsteht wihrend der atrialen Systole, in der es kurzzeitig zu einem Blut-
riickflu} in die Lebervenen (,,reverse flow*) kommt.

Die ventrikuldre Systole (S-Welle) und der friihe Anteil der ventrikuldren Diastole
(D-Welle) dagegen bedingen jeweils einen Blutflul aus den Lebervenen zum Herzen

und stellen sich negativ dar (Abu-Yousef 1992, Coulden et al. 1992, Morikawa 1991).

Abb. 2.: Normales triphasisches Lebervenen-FluBprofil

A A A A
VYWYV

Pathologische FluBprofile der Lebervenen

Bei verschiedenen Lebererkrankungen gibt es Abweichungen von dem normalen tripha-
sischen Muster. Das Spektrum reicht von einem biphasischen FluB3 mit fehlendem
,reverse flow* iiber einen monophasischen nur noch leicht gewellten Flu3 bis zu einem
kaum noch nachweisbaren flachen FluBprofil. In den verschiedenen Studien werden
unterschiedliche Klassifikationen des Lebervenen-FluBprofils propagiert. In dieser
Arbeit wurde eine Kombination aus der Einteilung einer italienischen (Bolondi et al.
1991) und einer japanischen Arbeitsgruppe (Ohta et al. 1994) gewihlt, die folgende

FluBprofile unterscheidet:
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Normales Lebervenenprofil:  HV 0 Triphasischer Fluf3
Abnormales Lebervenenprofil: HV 1la  Biphasischer FluB}, fehlender ,,reverse flow*

IAAVALVARVAL

HV 1b  leicht gewellter Fluf

3

N VAN VAV S

HV 2 flacher Fluf3

I1.3.3.  Durchfiihrung

Die farbkodierten Dopplerfluanalysen der Lebervenen wurden mit 2 Ultraschallgeriten
der Firmen Acuson, Gerdtetyp 128, und Hitachi, Geritetyp CS 192, mit einem
3,5 Mhz Schallkopf durchgefiihrt. Dabei handelt es sich jeweils um ein Real-time-B-
Bild-System mit integriertem gepulsten (PW) Doppler und der Moglichkeit, diesen
farbkodiert darzustellen. Es wurde ein Wandfilter von 125 Hz verwandt. Die
Untersuchung wurde durch 3 mit der Methode erfahrene Untersucher durchgefiihrt.
Dabei wurde die Sonde durch einen sub- bzw. interkostalen Zugang im proximalen bis
mittleren Drittel der rechten Lebervene in einem Winkel < 50° plaziert und das
DopplerfluBsignal aufgezeichnet. Die Patienten wurden in liegender Position untersucht

und aufgefordert, in der Exspirationsphase den Atem anzuhalten.
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11.4. Statistik

Die Fibrosemarker und die ALT wurden mit Hilfe des Kolmogorov-Smirnov-Anpas-
sungstests auf Normalverteilung gepriift. Es wurden sowohl die 3 Gruppen (Kontrolle,
Chron. Hep. C und Leberzirrhose) gesondert als auch als Gesamtheit getestet. Da nicht
bei allen Gruppen die Nullhypothese der Normalverteilung angenommen werden
konnte, wurde im folgenden von keiner Normalverteilung ausge gangen.

Anhand des nichtparametrischen Tests nach Kruskal-Wallis erfolgte eine Rangvarianz-
analyse. Es wurden jeweils die mittleren Ringe der 3 Gruppen fiir die einzelnen
Parameter ermittelt. Diese geben den Rang an, den die Werte der entsprechenden
Gruppe im Mittel unter den Werten aller Patienten einnehmen.

Aufgrund deutlicher Hinweise fiir Unterschiede in den Gruppen wurde dieses auch fiir
die Subgruppen (Kontrolle, CPH, CAH, Zirrhose/Child A, B und C) durchgefiihrt.

Fiir die Fibrosemarker und die ALT erfolgte, nach Gruppen getrennt, die Berechnung
von Mittelwert, Median und Varianz.

Die Vergleiche der Gruppen und Subgruppen wurden fiir die einzelnen Parameter
graphisch durch Darstellung des Medians und der Quartile in Form von Box-Plots
gezeigt (s. Abb. 3).

% Extremwert
o Ausreifler
- Maximum

75. Perzentile
Median
25. Perzentile

1

Minimum

Abb. 3: Der Median wird durch eine schwarze Linie dargestellt. Jeweils ober- und
unterhalb des Medians zeigen die Boxen die Quartile, also den Bereich, in dem
jeweils 25% der Werte liegen. Aullerhalb der Boxen fiihren Striche jeweils
nach oben und unten. Die Balken am Ende der Striche geben den Maximal-
bzw. Minimalwert an, der noch innerhalb der 1,5fachen Boxldnge liegt. Die
Werte aulerhalb dieses Bereichs werden Ausreifler (1,5-3fache Boxlidnge) oder
Extremwerte (mehr als 3fache Boxldnge) genannt.
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Bei der semiquantitativen farbkodierten Duplexsonographie der Lebervenen wurden die
Gruppenvergleiche graphisch anhand von Séulendiagrammen dargestellt. Dabei wurde
die prozentuale Haufigkeit der verschiedenen FluBprofile fiir die Gruppen/Subgruppen
angegeben.

Zum Vergleich der Fibrosemarker untereinander, der Fibrosemarker mit der semiquan-
titativen Duplexsonographie der Lebervenen und mit den klinisch-chemischen Labor-
markern der Entziindungsaktivitdt und der Synthesefunktion der Leber wurde der Rang-
Korrelationskoeffizient nach Spearman bestimmt. Zur Berechnung der Korrelationen
zwischen den Fibrosemarkern und der FKDS wurden dabei den FluBBprofilen die Zahlen
1-4 zugeordnet. Es wurde HV 0 = 1, HV la=2, HV 1b =3 und HV 2 = 4 gesetzt.

Zur Darstellung der Verlaufsbeobachtungen wurden aus den Werten fiir die einzelnen
Vorstellungstermine der Patienten fiir jeden Fibrosemarker die Mediane und Quartile
graphisch in Form von Box-Plots dargestellt. Dieses wurde zunichst fiir alle Patienten
mit chronischer Hepatitis C und Leberzirrhose durchgefiihrt, dann gesondert fiir die
Patienten mit Hepatitis C, bei denen zwischen mit Interferon behandelten und nicht
behandelten Patienten unterschieden wurde.

Die Verldufe der farbkodierten Duplexsonographie wurden, wie oben beschrieben,
durch Sdulendiagramme mit Darstellung der prozentualen Hiufigkeiten der einzelnen
FluBprofile zum Zeitpunkt 1 und 2 gezeigt.

AbschlieBend wurden Langzeitverldufe der Fibrosemarker einzelner Patienten graphisch
dargestellt.

Die Berechnungen erfolgten mit Hilfe der Computerprogramme SPSS, Version 9.0, und

Excel, Version 5.0.



III. Ergebnisse 25

III.  Ergebnisse

II1L.1. Anamnese
III.1.1. Patienten mit chronischer Hepatitis C

Symptome

Bei 10 der 22 Patienten mit chronischer Hepatitis C (45%), bei denen ein Anamnese-
bogen vorliegt, standen unspezifische Symptome wie Miidigkeit, Abgeschlagenheit und
mangelnde Leistungsfahigkeit im Vordergrund. Fiinf Patienten (23%) beobachteten im
Verlauf der Erkrankung das Auftreten eines Ikterus, entweder anhand einer Gelbfiarbung
der Skleren oder einer Dunkelfdarbung des Urins, die teilweise mit einer Entfirbung des
Stuhls einherging. Ebenfalls 5 Patienten klagten iiber einen Druckschmerz im Bereich
des rechten Oberbauches. Bei 3 Patienten kam es zu gastrointestinalen Beschwerden

wie Diarrhoen und Ubelkeit. Beschwerdefrei blieben 4 Patienten (18%).

Infektionsquelle

Die Infektionsquellen der 59 Patienten mit chronischer Hepatitis C sind in Tabelle 2
dargestellt. Dabei wurden die Risikofaktoren zugrundegelegt, die am wahrscheinlich-
sten Ursache der Infektion waren, da die Zuordnung nicht immer eindeutig zu treffen
ist.

Bei einem Patienten kamen sowohl ein intravendser Drogenabusus als auch eine Blut-
transfusion als Infektionsquelle in Betracht. Dieser Patient wurde der ersteren Gruppe
zugeordnet, da der Drogenabusus zeitlich frither stattfand und eine hohere Infektions-
wahrscheinlichkeit in sich birgt.

Bei einer Patientin war als einziger Risikofaktor Geschlechtsverkehr mit einem infi-
zierten Partner zu eruieren. Obwohl die Ubertragung des Hepatitis C Virus auf diesem
Wege nicht gesichert ist, wird hier von dieser Infektionsquelle ausgegangen.

Auffillig ist auch eine mit 24% hohe Anzahl an Patienten, bei denen die Infektions-

quelle unbekannt ist. Man spricht hier von einer sporadischen Infektion.
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Tab. 2: Infektionsquellen bei 59 Patienten mit chronischer Hepatitis C

Anzahl | Angabe in Prozent
Bluttransfusionen 17 29%
Drogenabusus 25 42%
Nadelstichverletzung 2 3,4%
Geschlechtsverkehr 1 1,7%
Sporadisch 14 24%
Infektionsdauer

Die Infektionsdauer wurde bei bekannter Infektionsquelle nidherungsweise bestimmt.
Bei Infektion durch eine Blutkonserve wurde der Transfusionszeitpunkt zugrundegelegt,
bei mehreren Transfusionen zu unterschiedlichen Zeitpunkten der erste.

Bei langjidhrigem intravendsen Drogenabusus als Infektionsquelle wurde dessen Beginn
als Infektionszeitpunkt angenommen.

Die Infektionsdauer reichte von 1-31 Jahren, Median 13 Jahre. Im Mittel lag die Infek-

tion 14 Jahre zuriick bei einer Standardabweichung von + 8 Jahren.

Diagnosezeitpunkt

Aufgrund der héaufig nur unspezifischen Symptome oder sogar Symptomlosigkeit wurde
die Diagnose im Mittel erst 11 Jahre (+ 9) nach der Infektion gestellt. Es vergingen bis
zu 30 Jahre bis zur Diagnosestellung bei einem Median von 10 Jahren. Als Diagnose-
zeitpunkt wurde nach Einfiihrung spezifischer Tests der Zeitpunkt eines positiven Anti-
korpernachweises, vorher das erstmalige Auftreten erhohter Transaminasenwerte zu-
grundegelegt.

In vielen Fillen handelte es sich um eine Zufallsdiagnose, bei der im Rahmen einer
Routineuntersuchung erhdhte Transaminasen auffielen, die Anlal weiterer Untersu-

chungen waren.
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II1.1.2. Patienten mit Leberzirrhose

Symptome

Auch bei den Patienten mit Leberzirrhose unterschiedlicher Atiologie waren die unspe-
zifischen Symptome Miidigkeit und Abgeschlagenheit ein hédufig genanntes Symptom.
Zehn von 15 Patienten, bei denen ein Anamnesebogen vorliegt, litten darunter (67%).
Das Auftreten eines Ikterus in der Anamnese konnte bei 6 Patienten (41%) beobachtet
werden. Ebenfalls 6 Patienten wiesen Leberhautzeichen auf, 4 davon Spider naevi, einer
eine Bauchglatze und ein Patient ein Palmarerythem. Aszites war bei 4 Patienten nach-
weisbar, 2 Patienten hatten Osophagusvarizen und ebenfalls 2 berichteten iiber eine

verstirkte Blutungsneigung. Beschwerdefrei war nur ein Patient.

Atiologie

Bei den 50 Patienten mit Leberzirrhose war die Erkrankung in 44% (22 Patienten) der
Fille viral bedingt. Vierzehn Patienten waren mit dem Hepatitis C Virus infiziert,
wovon 2 Patienten als zusitzliche Noxe einen Alkoholabusus betrieben. Acht Patienten
litten an einer chronischen Hepatitis B Infektion, einer zusitzlich an einer Hepatitis D.
Unter den nicht viralen Ursachen der Leberzirrhose bildete der chronische Alkohol-
abusus mit 36% (18 Patienten) den groBten Anteil. Bei 3 Patienten lag eine
Héamochromatose zugrunde, bei einem eine Autoimmunhepatitis und bei 2 Patienten ein
medikamententoxischer Leberschaden. In 4 Fillen war die Atiologie der Leberzirrhose

unbekannt.

Tab. 3: Atiologien der Lebererkrankung bei 50 Patienten mit Leberzirrhose

Atiologie Anzahl
Chron. Hep. C 14
Chron. Hep. B 7
Chron. Hep. D 1
Alkoholtoxisch 18
Héamochromatose 3
Medikamententoxisch 2
Autoimmunhepatitis 1
Unbekannt 4
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IIL.2. Vergleich der Patientengruppen

Normalverteilung

Die Testung auf Normalverteilung mit Hilfe des Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstests
ergab, dall die Fibrosemarker und die ALT fiir die Gesamtheit der Patienten nicht
normalverteilt sind. Die separate Testung der 3 Gruppen (Kontrolle, Chron. Hep. C und
Leberzirrhose) dagegen zeigt eine Normalverteilung aller 5 Parameter fiir die
Kontrollgruppe. Laminin ist auch in den iibrigen Gruppen normalverteilt. Fiir PIIINP
liegt bei den Patienten mit chronischer Hepatitis C eine Normalverteilung vor, fiir das
zellulidre Fibronektin bei den Patienten mit Leberzirrthose. Hyaluronan und die ALT sind
nur in der Kontrollgruppe normalverteilt.

Die farbkodierte Duplexsonographie der Lebervenen wurde aufgrund des semiquantita-
tiven Charakters der Methode mit nur 4 verschiedenen FluBprofilen nicht auf Normal-

verteilung getestet.

Rangvarianzanalyse

Da nicht bei allen Gruppen die Nullhypothese der Normalverteilung angenommen wer-
den konnte, wurde im folgenden von keiner Normalverteilung ausgegangen und anhand
des nichtparametrischen Tests nach Kruskal-Wallis eine Rangvarianzanalyse durchge-
fiihrt. Diese zeigt deutliche Unterschiede (p < 0,001) zwischen den Gruppen fiir alle
genannten Parameter sowie die FKDS der Lebervenen.

Tabelle 3 gibt einen Uberblick iiber die nach Kruskal-Wallis berechneten mittleren
Riénge. Diese geben den Rang an, den die Werte der entsprechenden Gruppe im Mittel
unter den Werten aller Patienten einnehmen. Auf3erdem werden Mittelwert, Median und
Varianz, die aus den vorliegenden Werten der einzelnen Parameter fiir die 3 Gruppen
(Kontrollen, Patienten mit chron. Hep. C und Patienten mit Leberzirrhose) berechnet
wurden, angegeben.

Insgesamt zeigt sich fiir die Fibrosemarker N-terminales Propeptid des Typ III Prokol-
lagens (PIIINP), Laminin (LN), Hyaluronan (HA) und zellulidres Fibronektin (cFN) eine
Zunahme der mittleren Réinge, der Mittelwerte und der Mediane von den Kontrollperso-
nen iiber die Patienten mit chronischer Hepatitis C bis zu den Patienten mit Leberzir-
rhose. Auch die mittleren Rénge fiir die FKDS nehmen in der gleichen Reihenfolge zu.
Hier wurde aufgrund des semiquantitativen Charakters der Methode auf die Berechnung

der Mittelwerte, Mediane und Varianzen verzichtet.
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Auf die genauen Werte wird bei den Beschreibungen und graphischen Darstellungen
der einzelnen Parameter eingegangen.

Da die Berechnung der mittleren Rénge in den 3 Gruppen eindeutige Unterschiede
ergab, wurde diese auch fiir die Subgruppen durchgefiihrt. Es zeigen sich ebenfalls
deutliche Unterschiede in den mittleren Ringen zwischen den Schweregraden der
Hepatitis C (CPH und CAH) und den Stadien der Leberzirrhose (Child A, B und C). Mit
zunehmender Schwere der Lebererkrankung nehmen diese fiir alle 4 Fibrosemarker zu.
Ahnliche Ergebnisse zeigt die FKDS der Lebervenen. Hier weichen nur die Stadien A
und B der Leberzirthose nach Child von dieser Reihenfolge ab. Die Patienten im
Stadium A weisen im Vergleich zu den Patienten im Stadium B einen diskret hoheren

mittleren Rang auf (Tab. 5).

Tab. 4: Vergleich der Fibrosemarker, der ALT und der FKDS zwischen Patienten
mit chronischer Hepatitis C, Patienten mit Leberzirrhose und der Kontrollgruppe
anhand der mittleren Riinge, der Mittelwerte, Mediane und Varianzen

Para- Gruppe Anzahl | Mittlerer | Mittelwert | Median Varianz
meter (n) Rang

PIIINP | Kontrolle 15 20,9 477,8 476,0 5765,6
Chron. Hep. C 58 50,0 674,6 653,5 37960,1
Zirrhose 50 88,2 1153,5 1011,5 360811,0

LN Kontrolle 5 20,0 1,7 1,8 0,9
Chron. Hep. C 38 30,1 2,0 1,9 0,2
Zirrhose 37 54,0 33 3,1 2,2

HA Kontrolle 15 34,1 32,9 24.8 988.8
Chron. Hep. C 59 40,5 40,4 27,8 17354
Zirrhose 50 97,0 644,5 2740 2095136,1

¢FN Kontrolle 15 273 6455 620,0 74410,0
Chron. Hep. C 59 56,1 1371,9 1025,0 1272787,5
Zirrhose 46 77,0 2125,0 1817,0 1887166,1

ALT Kontrolle 15 16,0 9,5 9,0 8,8
Chron. Hep. C 59 75,8 61,5 41,0 5091,7
Zirrhose 50 60,7 48,3 25,0 8657,9

FKDS | Kontrolle 15 31,0
Chron. Hep. C 39 35,1
Zirrhose 31 58,8
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Tab. 5: Vergleich der Fibrosemarker, der ALT und der FKDS zwischen
verschiedenen Schweregraden der chronischen Hepatitis C und der Leberzirrhose
anhand der mittleren Ringe

Parameter Gruppe Anzahl (n) Mittlerer Rang
PITINP CPH 41 47,6
CAH 17 56,0
ZIR/Child A 21 77,0
ZIR/Child B 15 92,8
ZIR/Child C 14 100,2
LN CPH 27 284
CAH 11 34,2
ZIR/Child A 18 424
ZIR/Child B 10 624
ZIR/Child C 9 67,7
HA CPH 42 39,5
CAH 17 43,1
ZIR/Child A 21 85,6
ZIR/Child B 15 101,6
ZIR/Child C 14 109,1
cFN CPH 42 529
CAH 17 63,9
ZIR/Child A 18 67,6
ZIR/Child B 15 78,9
ZIR/Child C 13 87,8
ALT CPH 42 674
CAH 17 96,8
ZIR/Child A 21 614
ZIR/Child B 15 66,9
ZIR/Child C 14 529
FKDS CPH 29 33,5
CAH 10 39,7
ZIR/Child A 14 532
ZIR/Child B 8 483
ZIR/Child C 9 76,8
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Graphische Darstellungen

Es folgen fiir die einzelnen Fibrosemarker, die ALT und die FKDS der Lebervenen
gesondert graphische Darstellungen der Vergleiche zwischen den Patientengruppen. Bei
den Laborparametern werden die Mediane und Quartile in Form von Box-Plots
dargestellt. Ausreiler und Extremwerte sind, sofern sie im angegebenen Bereich liegen,
aufgefiihrt. Liegen sie auBerhalb dieses Bereichs, sind sie aus Griinden der Ubersicht-
lichkeit der Diagramme nicht eingezeichnet. Sie werden aber zum Teil im Text erwéhnt.
Bei Vorliegen von Normwerten sind diese als gestrichelte Linie dargestellt. Fiir die
FKDS werden jeweils die prozentualen Hiufigkeiten der einzelnen FluBprofile in den

Gruppen/Subgruppen angegeben.

II1.2.1. N-terminales Propeptid des Typ III Prokollagens (PIIINP)

Abbildung 4 zeigt deutliche Unterschiede der PIIINP-Werte fiir die verschiedenen
Gruppen. Die die Quartile anzeigenden Boxen der Patienten mit chronischer Hepatitis C
tiberschneiden sich nicht mit denen der Patienten mit Leberzirrhose. Wihrend die Werte
bei den Hepatitispatienten iiberwiegend im Normbereich liegen, wird dieser bei den
Zirrhosepatienten deutlich iiberschritten. Die Gruppe der Patienten mit Leberzirrhose
nimmt einen mittleren Rang von 88,2 ein, im Gegensatz zu den Patienten mit
chronischer Hepatitis C mit 50,0 und den Kontrollpersonen mit 20,9 (Tab. 4). Die
mittleren Rénge zeigen somit eine gute Abgrenzung der 3 Gruppen voneinander. Auch
der Mittelwert ist bei den Patienten mit Leberzirrhose mit 1153,5 U/l fast doppelt so
hoch wie bei den Patienten mit Hepatitis C mit 674,6 U/1.

Die Streuung der PIIINP-Werte ist bei den Patienten mit Leberzirrhose sehr groff im
Vergleich zu den Patienten mit Hepatitis C. Bei den Kontrollpersonen ist diese am
geringsten. Den hochsten PIINP-Wert von 3340 U/l weist der Patient O. P. mit
alkoholtoxischer Leberzirrhose im Stadium C nach Child auf.

In Abbildung 5 sind die Unterschiede der PIIINP-Werte fiir die Subgruppen dargestellt.
Es zeigt sich ebenfalls eine steigende Tendenz der Werte mit zunehmender Schwere der
Lebererkrankung. Wihrend der Unterschied zwischen den Patienten mit verschiedenen
Aktivititsgraden der Leberentziindung nur sehr gering ist, wird dieser am Ubergang der
CAH zur Leberzirrthose deutlicher. Zum Stadium Child A der Leberzirrhose gibt es
noch eine geringe Uberschneidung der Boxen, welche aber zum Stadium Child B nicht
mehr vorhanden ist. AuBerdem zeigt sich, da3 die groBe Streuung der Werte bei den

Patienten mit Leberzirrhose vor allem auf die im Stadium Child C zuriickzufiithren ist.
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Abb. 4: PIIINP im Vergleich der Patienten mit chronischer Hepatitis C zu
Patienten mit Leberzirrhose und gesunden Kontrollpersonen
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Abb. 5: PIIINP im Vergleich der Subgruppen chronisch persistierende und
chronisch aktive Hepatitis C, Leberzirrhose im Stadium A, B und C nach Child
und gesunden Kontrollpersonen
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II1.2.2 Laminin (LN)

Wie Abbildung 6 zeigt, gibt es auch bei den Lamininwerten deutliche Unterschiede
zwischen den Patientengruppen, allerdings sind die Uberschneidungen groBer als beim
PIIINP. Wihrend die Werte fast aller Kontrollpersonen im definierten Normbereich
liegen, wird dieser von der Hilfte der Patienten mit chronischer Hepatitis C tiberschrit-
ten. Bei den Patienten mit Leberzirrhose liegt nur noch ein zu vernachlédssigender Anteil
innerhalb dieses Bereiches. Die mittleren Ridnge der Kontrollpersonen (20,0) und der
Patienten mit Hepatitis C (30,1) unterscheiden sich nur geringfiigig. Dagegen nehmen
die Patienten mit Leberzirrhose einen mittleren Rang von 54,0 ein und lassen sich somit
deutlich von den beiden anderen Gruppen abgrenzen (Tab. 4).

Wie schon beim PIIINP zu beobachten war, weist die Gruppe der Patienten mit Leber-
zirrhose auch fiir Laminin die grofite Streuung auf. Der Patient O. P. mit alkohol-
toxischer Leberzirrhose im Stadium Child C liegt auch hier mit einem Wert von
8,8 kU/1 aulerhalb des angegebenen Bereiches.

In Abbildung 7 sind die Vergleiche der Laminin-Werte fiir die Subgruppen dargestellt.
Es zeigt sich ebenfalls eine steigende Tendenz der mittleren Rénge und Mediane mit
zunehmender Schwere der Lebererkrankung. Die beste Unterscheidung anhand des
Laminins gelingt zwischen den Patienten mit Leberzirrhose im Stadium Child A und B.
Bei den iibrigen Subgruppen gibt es sehr groBe Uberschneidungen. Am deutlichsten
wird dieses bei den Stadien Child B und C der Leberzirrhose. Die Quartile der Patienten
im Stadium C liegen innerhalb der oberen Quartile der Patienten im Stadium B, welche

eine sehr breite Streuung zeigen.



III. Ergebnisse 34

Abb. 6: Laminin im Vergleich der Patienten mit chronischer Hepatitis C zu
Patienten mit Leberzirrhose und gesunden Kontrollpersonen
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Abb. 7: Laminin im Vergleich der Subgruppen chronisch persistierende und
chronisch aktive Hepatitis C, Leberzirrhose im Stadium A, B und C nach Child
und gesunden Kontrollpersonen
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II1.2.3. Hyaluronan (HA)

Die beste Unterscheidung zwischen Patienten mit chronischer Hepatitis C und Patienten
mit Leberzirrhose gelingt anhand des Hyaluronans (Abb. 8). Wihrend die Patienten mit
chronischer Hepatitis C einen mittleren Rang von 40,5 einnehmen, liegt dieser bei den
Patienten mit Leberzirrhose bei 97,0. Der Mittelwert ist bei Vorliegen einer Leberzir-
rhose um den Faktor 16 hoher als bei chron. Hep. C (32,9 bei chron Hep. C gegeniiber
644.5 bei Zirrhose) (Tab. 4). Dagegen unterscheiden sich die Werte der Patienten mit
Hepatitis C kaum von denen der Kontrollpersonen. Sie liegen sogar bis auf wenige
Ausreifler im Normbereich.

Bei den Patienten mit Leberzirrhose ist auch fiir das Hyaluronan eine breite Streuung zu
verzeichnen. Patient O. P. im Stadium Child C iiberschreitet mit 10.000 pug/l den ange-
gebenen Bereich sogar um ein Vielfaches.

Abbildung 9 zeigt die Verteilung der Werte fiir Hyaluronan in den Subgruppen. Die
Grenze zwischen CAH und Zirrhose im Stadium Child A stellt sich scharf dar. Wihrend
die Patienten mit CAH einen mittleren Rang von 43,1 aufweisen, liegt dieser bei
letzterer Gruppe schon bei 85,6 (Tab. 5). Im Gegensatz zu den Patienten im Stadium A
zeigen die Patienten in den Stadien B und C eine breite Streuung und iiberschneiden

sich iiberwiegend.
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Abb. 8: Hyaluronan im Vergleich der Patienten mit chronischer Hepatitis C zu
Patienten mit Leberzirrhose und gesunden Kontrollpersonen
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Abb. 9: Hyaluronan im Vergleich der Subgruppen chronisch persistierende und
chronisch aktive Hepatitis C, Leberzirrhose im Stadium A, B und C nach Child
und gesunden Kontrollpersonen
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II1.2.4. Zelluléires Fibronektin (cFN)

Die Werte fiir das zelluldre Fibronektin zeigen deutliche Unterschiede zwischen den
Gruppen, allerdings mit groBen Uberschneidungen (Abb. 10). In der Abbildung ist zu
erkennen, dal sich die Werte etwa der Hilfte der Patienten jeweils mit denen der
benachbarten Gruppe iiberschneiden. Dennoch nehmen die mittleren Ridnge von den
Kontrollpersonen (27,3) iiber die Patienten mit chronischer Hepatitis C (56,1) bis zu den
Patienten mit Leberzirrhose (77,0) deutlich zu (Tab. 4).

Die Verteilung in den Subgruppen stellt sich dhnlich dar (Abb. 11). Die mittleren Rénge
(Tab. 5) und die Mediane nehmen mit zunehmender Schwere der Lebererkrankung zwar
zu, allerdings zeigen sich auch hier groBe Uberschneidungen. Anhand des zelluliren
Fibronektins gelingt keine klare Unterscheidung zwischen den Patienten mit chronisch
aktiver Hepatitis C und denen mit Leberzirrhose im Stadium Child A. Der mittlere Rang
steigt nur von 63,9 bei CAH auf 67,6 bei Zirrhose Child A an.

Fiir das zelluldre Fibronektin ist im Gegensatz zu den iibrigen Laborparametern kein

Normbereich eingezeichnet, da dieser hierfiir noch nicht definiert wurde.

III.2.5. Alaninaminotransferase (ALT)

Die Unterschiede zwischen den jeweiligen Gruppen wurden ebenfalls fiir die Alanin-
aminotransferase dargestellt (Abb. 12). Bei diesem Enzym, das zu den Transaminasen
gehort, handelt es sich um einen Marker der Entziindungsaktivitit der Leber. Die Werte
liegen bei den Kontrollpersonen im Normbereich und sind bei den Hepatitispatienten
deutlich erhoht. Allerdings weist auch ein kleiner Teil der Patienten mit chronischer
Hepatitis C normale ALT-Werte auf. Bei den Patienten mit Leberzirrhose sinken die
Werte im Mittel wieder ab, was die nachlassende Entziindungsaktivitit oder die Rarefi-
zierung des funktionsfdahigen Leberparenchyms anzeigt.

Abbildung 13 zeigt die Verteilung in den Subgruppen. Hier findet sich ein @hnliches
Bild. Die Werte steigen mit zunehmender Entziindungsaktivitit. Sie sind am hochsten
bei den Patienten mit CAH und fallen bereits im Stadium Child A der Leberzirrhose
deutlich ab.

Vier Patienten liegen mit ihren Werten oberhalb des angegebenen Bereichs. Patient
K. B. mit Leberzirrhose unbekannter Atiologie im Stadium Child B weist mit 642 U/l

den hochsten Wert auf.
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Abb. 10: Zellulires Fibronektin im Vergleich der Patienten mit chronischer
Hepatitis C zu Patienten mit Leberzirrhose und gesunden Kontrollpersonen
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Abb. 11: Zellulires Fibronektin im Vergleich der Subgruppen chronisch
persistierende und chronisch aktive Hepatitis C, Leberzirrhose im Stadium A, B
und C nach Child und gesunden Kontrollpersonen
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Abb. 12: ALT im Vergleich der Patienten mit chronischer Hepatitis C zu Patienten
mit Leberzirrhose und gesunden Kontrollpersonen
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Abb. 13: ALT im Vergleich der Subgruppen chronisch persistierende und
chronisch aktive Hepatitis C, Leberzirrhose im Stadium A, B und C nach Child
und gesunden Kontrollpersonen

220

ALT U/

Kontrolle CPH CAH  ZIR/ChildA  ZIR/ChildB ZIR/ChildC

Gruppe



III. Ergebnisse 40

II1.2.6. Farbkodierte Duplexsonographie (FKDS) der Lebervenen

Fiir die farbkodierte Duplexsonographie der Lebervenen sind die prozentualen Haufig-
keiten der jeweiligen Lebervenen-FluBprofile als Sdulen dargestellt (Abb. 14). Es zeigt
sich bei allen 15 Kontrollpersonen ein normales triphasisches Flu3profil. Von den 39
untersuchten Patienten mit chronischer Hepatitis C weisen 35 ebenfalls einen triphasi-
schen Fluf} auf. Bei 3 Patienten ist ein biphasischer (HV 1la) und bei einem sogar ein
flacher Flu (HV 2) nachweisbar. In der Gruppe der Patienten mit Leberzirrhose dage-
gen kommt nur noch in 35% der 31 untersuchten Patienten ein normales triphasisches
Lebervenen-FluBprofil vor. Acht Patienten zeigen einen biphasischen (HV la), 5 einen
leicht gewellten (HV 1b) und 7 einen flachen FluB (HV 2). Auch die mittleren Rénge
spiegeln die Unterschiede zwischen den Gruppen wider (Tab. 4). Wihrend die Patienten
mit chronischer Hepatitis C sich mit einem mittleren Rang von 35,1 nur leicht von den
Kontrollpersonen (31,0) unterscheiden, nehmen die Patienten mit Leberzirrhose einen
mittleren Rang von 58,8 ein.

Abbildung 15 zeigt die Hiufigkeiten der einzelnen FluBprofile in den Untergruppen.
Von den 29 untersuchten Patienten mit CPH weisen bis auf 2 Patienten mit biphasi-
schem FluB (HV la) alle anderen Patienten ein normales FluBprofil auf. Einer der 10
untersuchten Patienten mit CAH zeigt einen flachen Flu} der Lebervenen (HV 2) und
einer einen biphasischen (HV 1a). Bei den iibrigen 8 Patienten liegt ein triphasischer
FluB vor. Deutliche Unterschiede zeigt der Ubergang zur Leberzirrhose im Stadium
Child A. In dieser Gruppe weisen nur noch 43%, also 6 der 14 untersuchten Patienten
einen normalen Fluf auf. Bei weiteren 6 Patienten ist das FluBprofil HV 1a, bei einem
HV 1b und bei einem anderen Patienten HV 2 nachweisbar. Von den 8 untersuchten
Patienten im Stadium Child B ist bei 5 Patienten ein normales triphasisches FluBprofil
nachweisbar, 2 Patienten weisen einen nur noch leicht gewellten, einer einen komplett
flachen Fluf auf. Im Stadium Child C der Leberzirrhose zeigt keiner der 9 Patienten
mehr einen normalen triphasischen Flu3. Wihrend jeweils 2 Patienten das Profil HV 1a
und HV 1b aufweisen, findet sich bei 5 Patienten ein vollig abgeflachter Lebervenen-
flu3 (HV 2). Die in Tabelle 4 aufgefiihrten mittleren Rénge unterstreichen diese

Beobachtungen.
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Abb. 14: FKDS im Vergleich der Patienten mit chronischer Hepatitis C zu
Patienten mit Leberzirrhose und gesunden Kontrollpersonen
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Abb. 15: FKDS im Vergleich der Subgruppen chronisch persistierende und
chronisch aktive Hepatitis C, Leberzirrhose im Stadium A, B und C nach Child
und gesunden Kontrollpersonen
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IIL3. Zusammenhiinge zwischen den einzelnen Parametern
II1.3.1. Korrelationen der Fibrosemarker untereinander

Die Fibrosemarker wurden fiir die 3 Gruppen (Kontrollen, chron. Hep. C und Zirrhose)
zusammen auf Korrelationen untereinander untersucht. Dabei wurden der
Korrelationskoeffizient nach Spearman und die 2-seitige Signifikanz berechnet.

Wie Tabelle 5 zeigt, korrelieren alle 4 Fibrosemarker miteinander (p < 0,001). Am
deutlichsten ist dieses zwischen PIIINP und Hyaluronan mit einem Korrelationskoeffi-
zienten (r) von 0,635, gefolgt von Laminin und Hyaluronan mit einem Koeffizienten
von 0,562 und PIIINP und Laminin (r = 0,545). Das zelluldre Fibronektin 143t ebenfalls
eine, wenn auch etwas schwichere, Korrelation zu den iibrigen Fibrosemarkern erken-

nen (r > 0,45).

Tab. 6: Korrelationen der Fibrosemarker untereinander

PITINP LN HA cFN
PIIINP | Koeffizient nach Spearman 0,545 0,635 0,472
Signifikanz (2-seitig) <0,001| <0,001| <0,001
n 123 80 123 119
LN Koeffizient nach Spearman 0,545 0,562 0,471
Signifikanz (2-seitig) < 0,001 <0,001{ <0,001
n 80 80 80 77
HA Koeffizient nach Spearman 0,635 0,562 0,453
Signifikanz (2-seitig) <0,001{ <0,001 < 0,001
n 123 80 124 120
cFN Koeffizient nach Spearman 0,472 0,471 0,453
Signifikanz (2-seitig) <0,001| <0,001| <0,001
n 119 77 120 120
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II1.3.2. Korrelationen der Fibrosemarker mit der FKDS

Die Zusammenhinge zwischen FKDS und Fibrosemarkern wurden ebenfalls anhand der
nichtparametrischen Korrelation nach Spearman untersucht (Tab. 7). Fiir die Berech-
nung wurden den FluBprofilen die Zahlen 1-4 gegeben (s.0.).

Auch hier zeigen sich deutliche Korrelationen (p < 0,001). Am ausgeprigtesten ist der
Zusammenhang zwischen der FKDS und Hyaluronan bzw. Laminin (r > 0,6). Aber auch

PIIINP und das zelluliare Fibronektin korrelieren deutlich mit einem Korrelationskoeffi-

zienten > 0,5 mit der FKDS.

Tab. 7: Korrelationen der Fibrosemarker mit der FKDS

PIIINP LN HA cFN
FKDS | Koeffizient nach Spearman 0,532 0,602 0,609 0,512
Signifikanz (2-seitig) <0,001| <0,001| <0,001| <0,001
n 84 52 85 83
II1.3.3. Korrelationen der Fibrosemarker mit Routinelaborparametern

Es wurden aullerdem die Korrelationen der Fibrosemarker mit Routinelabormarkern der
Entziindungsaktivitit und Synthesefunktion der Leber untersucht (Tab. 8). Im Text
werden die Parameter erwidhnt, die einen Korrelationskoeffizienten > 0,5 mit einem
p < 0,001 aufweisen. Zusitzlich wird auf den Zusammenhang der Fibrosemarker mit
den Transaminasen Alaninaminotransferase (ALT) und Aspartataminotransferase (AST)
eingegangen.

Es besteht eine inverse Korrelation zwischen Albumin (Alb) und allen 4 Fibrose-
markern mit p < 0,001, wobei sich mit Hyaluronan die beste Korrelation mit einem
Koeffizienten von -0,668 findet. PIIINP und Laminin weisen mit Albumin ebenfalls
einen Korrelationskoeffizienten < -0,5 auf.

Auch die Alkalische Phosphatase (AP) korreliert mit allen Fibrosemarkern (p < 0,001),
am deutlichsten mit Hyaluronan (r = 0,655) und Laminin (r = 0,535).

Zwischen der Gammaglutamyltranspeptidase (YGT) und Hyaluronan besteht ein deutli-

cher Zusammenhang mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,54. Die iibrigen

Fibrosemarker korrelieren ebenfalls mit der YGT (p < 0,001).
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Fiir die Pseudocholinesterase (PCHE) besteht eine inverse Korrelation mit Laminin
(r = -0,556) und Hyaluronan (r = -0,640). PIIINP und das zellulidre Fibronektin zeigen
einen etwas schwicheren Zusammenhang zur PCHE.

Gesamtbilirubin (T-Bili) korreliert am deutlichsten mit Laminin und Hyaluronan
(r=0,532 bzw. 0,599).

Zwischen Quickwert und PIIINP bzw. Hyaluronan besteht ein negativer Zusammen-
hang mit r = -0,579 bzw. -0,597.

Die Partielle Thromboplastinzeit (PTT) zeigt eine schwichere Korrelation mit den
Fibrosemarkern als die zuvor genannten Parameter.

Der schwichste Zusammenhang besteht zwischen den Fibrosemarkern und der Alanin-
aminotransferase (ALT). Dieser Marker der Entziindungsaktivitit korreliert nur mit dem
zelluldren Fibronektin mit p = 0,002 und r = 0,274. Fiir die {ibrigen Fibrosemarker ist
p > 0,2. Die Aspartataminotransferase (AST) dagegen korreliert mit allen 4 Fibrose-
markern mit p < 0,001. Die Korrelationskoeffizienten sind allerdings < 0,5.

Insgesamt besteht unter den Fibrosemarkern die deutlichste Korrelation zu den Routine-
laborparametern beim Hyaluronan. Hierbei zeigt sich vor allem ein inverser Zusammen-
hang zu den Parametern, die die Synthesefunktion der Leber darstellen, im Gegensatz

zu den Markern der Entziindungsaktivitét.
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Tab. 8: Korrelationen der Fibrosemarker mit Routinelaborparametern

Alb AP vGT PCHE T-Bili Quick PTT AST ALT
PIIINP | Koeffizient nach Spearman -0,517 0,472 0,483 -0,483 0,438 -0,579 0,419 0,388 0,115
Signifikanz (2-seitig) < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 0,205
n 123 123 123 123 123 93 93 123 123
LN Koeffizient nach Spearman -0,557 0,535 0,435 -0,556 0,532 -0,450 0,350 0,460 0,089
Signifikanz (2-seitig) < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 0,006 <0,001 0,435
n 80 80 80 80 80 61 61 80 80
HA Koeffizient nach Spearman -0,668 0,655 0,540 -0,640 0,599 -0,597 0,380 0,487 0,107
Signifikanz (2-seitig) < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 0,237
n 124 124 124 124 124 94 94 124 124
cFN Koeffizient nach Spearman -0,376 0,488 0,437 -0,264 0,285 -0,316 0,091 0,452 0,274
Signifikanz (2-seitig) < 0,001 < 0,001 < 0,001 0,004 0,002 0,002 0,389 <0,001 0,002
n 120 120 120 120 120 92 92 120 120
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111.4. Verlaufsbeobachtungen

Ein Teil der Patienten mit chronischer Hepatitis C und der Patienten mit Leberzirrhose
stellte sich mindestens dreimal zur Verlaufskontrolle der Fibrosemarker und der Routi-
nelabormarker der Entziindungsaktivitdt und Synthesefunktion der Leber vor. Der Ver-
lauf wird graphisch anhand der Mediane und Quartile in Form von Box-Plots an den
3 Vorstellungsterminen zum Zeitpunkt 0, nach 1-3 Monaten und nach 3-12 Monaten
dargestellt. Bei einer kleineren Gruppe von 18 Patienten erfolgten monatliche Verlaufs-
kontrollen iiber den Zeitraum von 3 Monaten.

Der zeitliche Verlauf wurde sowohl fiir alle Patienten als Gesamtheit als auch fiir die
Gruppe der Patienten mit chronischer Hepatitis C, getrennt nach behandelten und unbe-
handelten Patienten, untersucht. Exemplarisch werden fiir letztere Gruppe nur Abbil-
dungen von PIIINP und Hyaluronan gezeigt.

Die Farbdoppleruntersuchungen wurden zweimal im Abstand von 3-10 Monaten durch-
gefiihrt. Sie werden durch Sédulendiagramme mit Angabe der prozentualen Héaufigkeiten

der jeweiligen FluBprofile der Lebervenen an den 2 Terminen dargestellt.

I11.4.1. N-terminales Propeptid des Typ III Prokollagens (PIIINP)

Abbildung 16 zeigt den zeitlichen Verlauf von PIIINP iiber einen Zeitraum von bis zu
12 Monaten. Es kommt zu einer leichten Abnahme des Medians zu jedem Kontroll-
termin. Der Mittelwert dagegen steigt von 845 U/l am 1. Termin auf 1545 U/l am
Untersuchungszeitpunkt 2, um dann wieder auf 668 U/l am Termin 3 abzufallen. Es
sind groBe Uberschneidungen der Quartile zu den 3 Untersuchungszeitpunkten und
weite Streuungen zu beobachten. AuBlerdem ist die Schwankungsbreite der Werte sehr
groB}, so dal von keinen aussagekriftigen Verdnderungen der PIIINP-Werte iiber den
untersuchten Zeitraum ausgegangen werden kann.

In Abbildung 17 ist der Verlauf regelméfBiger monatlicher Kontrollen bei 18 Patienten
iiber 3 Monate dargestellt. Uber diesen Zeitraum sind insgesamt ebenfalls keine
eindeutigen Verdnderungen in den Werten erkennbar.

Die Abbildungen 18 und 19 zeigen die Verteilung der Werte gesondert fiir behandelte
und unbehandelte Patienten mit chronischer Hepatitis C iiber den Verlauf von bis zu
12 Monaten. Sowohl in der Gruppe der unbehandelten als auch der mit Interferon
behandelten Patienten kommt es zum leichten Riickgang der Mediane. Wéhrend in der
Gruppe der unbehandelten Patienten auch die Mittelwerte im Verlauf abnehmen, steigt

bei den mit Interferon behandelten Patienten der Mittelwert von 821 U/l am Zeitpunkt 1
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auf 1325 U/l am Zeitpunkt 2 an. Zum Termin 3 kommt es dagegen wieder zu einem
Abfall auf 640 U/I. Dieses zeigt die groe Schwankungsbreite der Werte. AuBlerdem ist
bei den mit Interferon behandelten Patienten kein deutlicherer Riickgang der Werte im

Vergleich zu den unbehandelten Patienten erkennbar.

II1.4.2. Laminin (LN)

Wie die Abbildungen 20 und 21 zeigen, bleiben die Lamininwerte sowohl iiber den
Zeitraum von bis zu 12 Monaten (Abb. 20) als auch iiber den kiirzeren Verlauf von
3 Monaten (Abb. 21) bis auf leichte Schwankungen konstant. Im Gegensatz zum PIIINP
ist eine diskrete Erhohung der Werte erkennbar. Im Verlauf von bis zu 12 Monaten
steigt der Mittelwert bei fast konstantem Median von 1,8 kU/l auf 2,37 kU/l an. Die
iber 3 Monate beobachteten Patienten zeigen dagegen fast konstante Mittelwerte.

Auch bei der gesonderten Untersuchung des Verlaufs der Patienten mit chronischer
Hepatitis C (nicht abgebildet) ist eine diskrete Steigerung der Lamininwerte erkennbar,
wobei keine eindeutigen Unterschiede zwischen unbehandelten und behandelten
Patienten zu beobachten sind.

Die Verlaufswerte von Laminin sind allerdings nur sehr vorsichtig zu interpretieren, da
es im Verlauf Probleme mit der Genauigkeit des Assays gab. Aus diesem Grund
konnten am Ende der Studie keine Lamininbestimmungen mehr durchgefiihrt werden.
Zum Untersuchungszeitpunkt 3, also nach 3-12 Monaten, liegen nur noch fiir

12 Patienten Werte vor.
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Abb. 16: PIIINP im Verlauf an 3 Untersuchungszeitpunkten iiber einen Zeitraum
von bis zu 12 Monaten bei Patienten mit chronischer Hepatitis C und Patienten
mit Leberzirrhose
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Abb. 17: PIIINP in monatlichen Verlaufskontrollen iiber 3 Monate bei Patienten
mit chronischer Hepatitis C und Patienten mit Leberzirrhose
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Abb. 18: PIIINP im Verlauf an 3 Untersuchungszeitpunkten iiber einen Zeitraum
von bis zu 12 Monaten bei unbehandelten Patienten mit chronischer Hepatitis C
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Abb. 19: PIIINP im Verlauf an 3 Untersuchungszeitpunkten iiber einen Zeitraum
von bis zu 12 Monaten bei Patienten mit chronischer Hepatitis C unter
Interferonbehandlung
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Abb. 20: Laminin im Verlauf an 3 Untersuchungszeitpunkten iiber einen Zeitraum
von bis zu 12 Monaten bei Patienten mit chronischer Hepatitis C und Patienten
mit Leberzirrhose
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Abb. 21: Laminin in monatlichen Verlaufskontrollen iiber 3 Monate bei Patienten
mit chronischer Hepatitis C und Patienten mit Leberzirrhose
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II1.4.3. Hyaluronan (HA)

Im Verlauf von bis zu 12 Monaten 146t sich eine leichte Zunahme der Hyaluronanwerte
erkennen (Abb. 22). Dieses wird vor allem an den Mittelwerten deutlich, die von
131 pg/l am Zeitpunkt 1 auf 169 pg/l am Untersuchungszeitpunkt 3 ansteigen. Der
Median dagegen bleibt fast konstant zwischen 50 und 60 pg/l. Die Diskrepanz in der
Hohe der Median- und Mittelwerte 148t sich durch sehr hohe Werte und viele Ausreif3er
unter den Patienten mit Leberzirrhose erkliren.

Die monatlichen Verlaufskontrollen iiber einen Zeitraum von 3 Monaten dagegen
zeigen insgesamt keine deutliche Anderung in den Hyaluronanwerten (Abb. 23). Aller-
dings nimmt der Mittelwert von 109 pg/l am Zeitpunkt O auf 159 pg/l nach einem
Monat zu, um dann wieder auf Werte um 100 pg/l abzufallen. Daran wird deutlich, daf3
die Schwankungen teilweise erheblich sind.

Diese Schwankungen zeigen sich auch in der gesonderten Darstellung der Verlaufs-
werte der Patienten mit chronischer Hepatitis C (Abb. 24 und 25). Wihrend bei den
unbehandelten Patienten die hochsten Werte am Zeitpunkt 2 vorliegen, finden sich diese
bei den mit Interferon behandelten Patienten am 3. Untersuchungstermin. Insgesamt ist

in beiden Gruppen eine leichte Zunahme der Werte erkennbar.



III. Ergebnisse 52

Abb. 22: Hyaluronan im Verlauf an 3 Untersuchungszeitpunkten iiber einen
Zeitraum von bis zu 12 Monaten bei Patienten mit chronischer Hepatitis C und
Patienten mit Leberzirrhose
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Abb. 23: Hyaluronan in monatlichen Verlaufskontrollen iiber 3 Monate bei
Patienten mit chronischer Hepatitis C und Patienten mit Leberzirrhose

300
250
200
150
100
= 50
(@]
3
<
T o . . . .
n= 18 18 18 18

0 1 2 3

Monate



III. Ergebnisse 53

Abb. 24: Hyaluronan im Verlauf an 3 Untersuchungszeitpunkten iiber einen
Zeitraum von bis zu 12 Monaten bei unbehandelten Patienten mit chronischer
Hepatitis C
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Abb. 25: Hyaluronan im Verlauf an 3 Untersuchungszeitpunkten iiber einen
Zeitraum von bis zu 12 Monaten bei Patienten mit chronischer Hepatitis C unter
Interferonbehandlung
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II1.4.4. Zellulires Fibronektin (cFN)

Fir die Verlaufsbeobachtungen des zelluldren Fibronektins gilt, ebenso wie bei den
tibrigen Fibrosemarkern, dal}, bis auf teilweise erhebliche Schwankungen in den
Werten, iiber den beobachteten Zeitraum keine eindeutigen Verdnderungen zu erkennen
sind. Uber den Verlauf von bis zu 12 Monaten kommt es zu einer leichten Zunahme des
Medians, wihrend der Mittelwert geringgradig abnimmt (Abb. 26). Zu bemerken ist
ebenso, daf} viele Ausreiler vorkommen. Die Spannbreite der Werte ist somit sehr grof3.
Abbildung 27, die die monatlichen Verlaufskontrollen zeigt, unterstreicht die erheb-
lichen Schwankungen. Nach anfinglicher Zunahme in den Werten fallen diese wieder
ab.

Die gesonderten Betrachtungen der Patienten mit chronischer Hepatitis C (nicht abge-
bildet) zeigen eine leichte Abnahme der Mediane bei allerdings zunehmenden Mittel-
werten und zunehmender Streuung fiir die unbehandelten Patienten. Bei den mit
Interferon behandelten Patienten findet sich dagegen eine Zunahme der Mediane bei

schwankenden Mittelwerten.
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Abb. 26: Zellulires Fibronektin im Verlauf an 3 Untersuchungszeitpunkten iiber
einen Zeitraum von bis zu 12 Monaten bei Patienten mit chronischer Hepatitis C
und Patienten mit Leberzirrhose
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Abb. 27: Zellulires Fibronektin in monatlichen Verlaufskontrollen iiber 3 Monate
bei Patienten mit chronischer Hepatitis C und Patienten mit Leberzirrhose
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II1.4.5. Farbkodierte Duplexsonographie (FKDS) der Lebervenen

Die Abbildungen 28-30 zeigen die Verdnderungen der Lebervenen-FluBprofile im zeit-
lichen Verlauf. In Abbildung 28 ist dieses fiir alle 33 untersuchten Patienten dargestellt.
Darunter befinden sich sowohl Patienten mit chronischer Hepatitis C als auch Patienten
mit Leberzirrhose. Wihrend zum Zeitpunkt 1 66,6% der 33 Patienten ein normales
FluBprofil aufweisen, sind dieses nach 3-10 Monaten noch 58% (19 Patienten). Sechs
Patienten zeigen zum Termin 1 einen biphasischen Flu (HV 1a), 3 einen leicht
gewellten (HV 1b) und 2 Patienten einen flachen Flu (HV 2). Am Untersuchungszeit-
punkt 2 findet sich bei keinem Patienten ein flaches FluBprofil, dafiir weisen 6 Patienten
das Muster HV 1b auf und 8 Patienten das Muster HV 1a.

Insgesamt kommt es nur bei 5 der 33 Patienten zu Verdanderungen im zeitlichen Verlauf.
Darunter befinden sich 3 Patienten mit Leberzirrhose viraler Genese. Bei einem mit
Interferon behandelten Patienten mit chronischer Hepatitis B verbessert sich das
FluBprofil von HV 2 auf HV 1b. Ein anderer Patient mit chronischer Hepatitis B hat
initial einen triphasischen FluB3, der bei Kontrolle nur noch leicht gewellt ist (HV 1b).
Bei dem dritten Patienten, der mit dem Hepatitis C Virus infiziert ist, verschlechtert sich
das Profil von HV 0 auf HV la.

In den Abbildungen 29 und 30 ist der Verlauf gesondert fiir die Patienten mit chroni-
scher Hepatitis C ohne Leberzirrhose gezeigt. Abbildung 29 umfaflit 14 Patienten, die
nicht mit Interferon behandelt wurden. In dieser Gruppe kommt es bei keinem Patienten
zu einer Verdnderung des Lebervenen-FluB3profils. Dreizehn Patienten weisen sowohl
am Untersuchungszeitpunkt 1 als auch zum Termin 2 einen normalen triphasischen Fluf3
auf, einer einen biphasischen (HV 1a).

In Abbildung 30 ist der Verlauf von 5 Patienten gezeigt, die wihrend des Beobach-
tungszeitraumes oder in den letzten 2 Jahren fiir mindestens 3 Monate mit Interferon
behandelt wurden. Bei 3 Patienten mit normalem triphasischem Flul kommt es zu
keiner Verdnderung. Ein Patient zeigt nach Absetzen des Interferons eine Verschlechte-
rung von HV 0 auf HV 1b, bei einem anderen verbessert sich das FluBprofil nach

Beginn einer Interferontherapie von HV 2 auf HV 1la.
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Abb. 28: FKDS im Verlauf an 3 Untersuchungszeitpunkten iiber einen Zeitraum
von 3-10 Monaten bei Patienten mit chronischer Hepatitis C und Patienten mit
Leberzirrhose
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Abb. 29: FKDS im Verlauf an 3 Untersuchungszeitpunkten iiber einen Zeitraum
von 3-10 Monaten bei unbehandelten Patienten mit chronischer Hepatitis C
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Abb. 30: FKDS im Verlauf an 3 Untersuchungszeitpunkten iiber einen Zeitraum
von 3-10 Monaten bei Patienten mit chronischer Hepatitis C unter
Interferonbehandlung
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IILS. Einzelverlaufsbeschreibungen

Die Entwicklung der Parameter von 5 Patienten mit chronischer Hepatitis C iiber den
Zeitraum von 12 Monaten ist in den Abbildungen 31-34 exemplarisch fiir PIIINP und
Hyaluronan dargestellt. Dabei werden jeweils die Werte von 2 mit Interferon behan-
delten Patienten und 3 unbehandelten Patienten unterschiedlicher Schweregrade der
Erkrankung in einer Abbildung gezeigt.

Insgesamt erkennt man deutliche Schwankungen in den Werten der einzelnen Patienten.
Diese werden besonders deutlich bei den beiden mit Interferon behandelten Patienten
G.F. mit CPH und J.C. mit CAH, sowohl fiir PIIINP (Abb. 31) als auch fiir Hyaluronan
(Abb. 33). Im Verlauf liegen die meisten Werte des Patienten mit CPH unter denen des
Patienten mit CAH, allerdings dreht sich dieses Verhiltnis durch die Schwankungen
zwischenzeitlich um.

Auch die Werte des Patienten H.B. mit Hepatitis C-bedingter Leberzirrhose im Stadium
Child A unterliegen massiven Schwankungen (s. Abbildungen 32 und 34). Die beiden
unbehandelten Patienten P.S. mit CPH und K.D. mit CAH, deren Verldufe in derselben
Abbildung dargestellt sind, zeigen dagegen konstantere Werte. Bemerkenswert ist
aullerdem, daf, v.a. beim PIIINP, die Werte des Patienten mit CPH iiber denen des
Patienten mit CAH liegen. Der Patient mit Leberzirrhose weist deutlich hohere Werte
auf als beide mit ihm abgebildeten Patienten mit chronischer Hepatitis C ohne Leber-
zirrhose.

Die Einzelverlaufsbeobachtungen fiir Laminin und das zelluldre Fibronektin (nicht

abgebildet) zeigen ebenfalls erhebliche Schwankungen der einzelnen Werte.
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Abb. 31: PIIINP im Verlauf iiber 12 Monate bei 2 mit Interferon behandelten
Patienten mit chronischer Hepatitis C: Patient G.F. mit chronisch persistierender
Hepatitis (CPH) und Patient J.C. mit chronisch aktiver Hepatitis (CAH)
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Abb. 32: PIIINP im Verlauf iiber 12 Monate bei 3 unbehandelten Patienten mit
chronischer Hepatitis C: Patient P.S. mit chronisch persistierender Hepatitis
(CPH), Patient K.D. mit chronisch aktiver Hepatitis (CAH) und Patient H.B. mit
Leberzirrhose im Stadium Child A
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Abb. 33: Hyaluronan im Verlauf iiber 12 Monate bei 2 mit Interferon behandelten
Patienten mit chronischer Hepatitis C: Patient G.F. mit chronisch persistierender
Hepatitis (CPH) und Patient J.C. mit chronisch aktiver Hepatitis (CAH)
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Abb. 34: Hyaluronan im Verlauf iiber 12 Monate bei 3 unbehandelten Patienten
mit chronischer Hepatitis C: Patient P.S. mit chronisch persistierender Hepatitis
(CPH), Patient K.D. mit chronisch aktiver Hepatitis (CAH) und Patient H.B. mit
Leberzirrhose im Stadium Child A
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IV. Diskussion

IV.1. Bedeutung der Leberfibrogenese fiir die chronische Hepatitis C

Im Verlauf der meist chronischen Infektion mit dem Hepatitis C Virus ist die Leber
einem stindigen Entziindungsreiz ausgesetzt. Die daraus resultierende fortdauernde
Schéadigung der Leber fiihrt, zunéchst klinisch latent, zu fibrotischen Umbauprozessen.
Die Leberfibrogenese ist nach Popper ein Schliisselphdnomen chronischer Lebererkran-
kungen (Popper und Udenfriend 1970).

Dieser Prozel3 verlduft bei Patienten mit chronischer Hepatitis C schleichend und ist im
Einzelfall in Ausmaf} und zeitlichem Verlauf nicht vorhersagbar (Poynard et al. 1997).
Trotz des hiufig jahrzehntelangen asymptomatichen Verlaufs ist die Entwicklung einer
Leberfibrose oft mit dem Ubergang in die Zirrhose und somit lebensbedrohlichen Kom-
plikationen verbunden. Dazu zihlen die portale Hypertonie mit der Gefahr der Entste-
hung von rupturierenden Osophagus-/Fundusvarizen, die hepatische Enzephalopathie

oder die Entwicklung eines hepatozelluldren Karzinoms (Tassopoulos 1996).

IV.2. Klinische Relevanz nichtinvasiver Parameter der Leberfibrose

Aufgrund der grofen Variabilitit und der klinischen Bedeutung der fibrotischen Um-
bauvorginge in der Leber ist eine effektive Verlaufskontrolle der Leberfibrogenese bei
Patienten mit chronischer Hepatitis C dringend erforderlich.

Da es sich bei der Leberbiopsie um eine statische Momentaufnahme handelt, kann diese
kein zuverlissiges Bild der aktiven Fibrogenese liefern. Sie kann nur Aussagen iiber den
Grad der bestehenden Fibrose machen und unterliegt auch dabei dem Stichprobenfehler,
da die Probe nicht die gesamte Leber reprisentiert (Gaiani et al. 1997, Kropf et al. 1988,
Schuppan et al. 1999). AuBlerdem handelt es sich um eine invasive Methode, die mit
potentiellen Komplikationen verbunden und nicht beliebig oft wiederholbar ist (Casaril
et al. 1996, Guéchot et al. 1994, Takamatsu et al. 1997).

Somit sind nichtinvasive diagnostische Parameter notwendig, die beliebig oft wieder-
holbar sind und den aktiven Proze3 der Leberfibrogenese widerspiegeln (Gressner 1987,
Plebani und Burlina 1991, Schuppan et al. 1999). Diese konnen die Leberbiopsie als
zentralen Ausgangsbefund zwar nicht ersetzen, wiirden aber im Rahmen der Verlaufs-

kontrolle wichtige Informationen iiber den fortschreitenden Krankheitsprozel3 liefern

(Raedsch et al. 1982, Walsh et al. 2000).
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IV.3. Laborchemische Marker der Leberfibrose
IV.3.1. N-terminales Propeptid des Typ III Prokollagens (PIIINP)

Im Bindegewebe der Leber werden neben geringen Mengen von Typ IV, V und VI
Kollagen hauptsichlich die Kollagene Typ I und III gefunden. Im Verlauf der Fibro-
genese kommt es zur aktiven Bindegewebsvermehrung, also zur verstirkten Produktion
dieser Kollagentypen. Dabei synthetisieren die Ito-Zellen (Kent et al. 1976) Prokolla-
genmolekiile und sezernieren diese in den Extrazelluldrraum. Durch Abspaltung von
Propeptiden am amino- und carboxyterminalen Ende des Prokollagens entsteht das
Kollagenmonomer, welches zu Kollagenfibrillen vernetzt wird. Der Serumspiegel des
PIIINP spiegelt somit die Synthese des Typ III Kollagens wider, da das N-terminale
Propeptid des Typ III Prokollagens in dquimolarem Verhiltnis zum Typ III Kollagen
vom Prokollagen Typ III abgespalten wird (Plebani und Burlina 1991, Alcorn und
Chojkier 1987) und in den Blutkreislauf gelangt. Abbildung 35 zeigt ein vereinfachtes
Schema der Kollagensynthese.

Rohde und Mitarbeiter entwickelten bereits 1979 einen Radioimmunoassay zur quanti-
tativen Bestimmung des aminoterminalen Propeptids des Typ III Prokollagens (PIIINP)
(Rohde et al. 1979). Dabei handelte es sich um einen Radioimmunoinhibitionsassay mit
einem PIIINP Antigen vom Rind. Seitdem wurden weitere Assays entwickelt
(Galambos et al. 1985, Niemdla 1985) und Studien mit der Frage der Aussagekraft
dieses Markers des Kollagenstoffwechsels im Hinblick auf die hepatische Fibrogenese

durchgefiihrt.

Abb. 35: Vereinfachtes Schema der Biosynthese des Typ III Kollagens

Fibroblast  Sekretion Extrazelluldrraum Quervernetzung/Fibrillenbildung

——Kollagenmonomer———Kollagenfibrille
Prokollagen ——— Prokollagen

——Propeptide, u.a. PIIINP — Blutkreislauf

== Bestimmung im Serum
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IV.3.1.1. PIIINP im Vergleich der Patientengruppen

Die Untersuchung zeigt deutliche Unterschiede der PIIINP-Werte zwischen den
3 Patientengruppen (Kontrollen, chron. Hep. C und Zirrhose) mit nur geringen Uber-
schneidungen. Dabei liegen die Werte der Patienten mit chronischer Hepatitis C noch
tiberwiegend im oberen Normbereich, wihrend dieser von den meisten Patienten mit
Leberzirrhose deutlich uiberschritten wird. Zwei in der Literatur beschriebene Studien,
in denen ebenfalls die PIIINP-Werte von Patienten in verschiedenen Stadien einer
chronischen Hepatitis C verglichen wurden, stimmen mit diesem Ergebnis iiberein
(Jeffers et al. 1995, Verbaan et al. 1997). Jeffers und Mitarbeiter fanden signifikante
Unterschiede zwischen Patienten mit milder, moderat bis schwerer CAH und
Leberzirrhose. Die Arbeitsgruppe von Verbaan beobachtete Unterschiede zwischen
Patienten mit CPH, CAH und Zirrhose mit allerdings groBen Uberschneidungen.

In den iibrigen Studien wurden die Unterschiede der PIIINP-Werte zwischen Patienten
mit verschiedenen Schweregraden der Lebererkrankung an anderen Patientenkollek-
tiven untersucht. Die meisten Arbeiten schlossen Patienten mit chronischen Leber-
erkrankungen unterschiedlicher Atiologien ein, andere untersuchten Patienten mit
alkoholischer Lebererkrankung oder Autoimmunhepatitis. Hier zeigten sich die
hochsten PIIINP-Werte bei Patienten mit CAH und Leberzirrhose. Die Patienten mit
CPH wiesen signifikant niedrigere Werte auf als diejenigen mit CAH (Frei et al. 1984,
Plebani und Burlina 1991, Raedsch et al. 1982, Ramadori et al. 1991, Surrenti et al.
1987). In der vorliegenden Untersuchung dagegen findet man nur geringe Unterschiede
zwischen den Patienten mit CPH und CAH, wihrend die Werte bei Patienten mit
Leberzirrhose bereits im Stadium Child A deutlich hoher sind als bei den Patienten mit
CAH.

Diese Diskrepanz konnte durch die unterschiedliche Wahl der Patientenkollektive
erkliart werden. Moglicherweise kommt es aufgrund des nur sehr langsam progredienten
Verlaufs der chronischen Hepatitis C erst im Stadium der Leberzirrhose zu einer
deutlichen Erhohung der PIIINP-Werte. Allerdings bedarf diese These weiterer Unter-

suchungen an Patienten mit chronischer Hepatitis C.
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IV.3.1.2. Verlaufsbeobachtungen

Die Verlaufskontrollen der PIIINP-Werte iiber den Zeitraum von bis zu 12 Monaten
ergeben bis auf einen leichten Abfall der Werte kaum Anderungen. Die Streuungsbreite
ist sehr gro3. Vor allem die Einzelverlaufsbeobachtungen zeigen ausgeprigte Schwan-
kungen. Diese konnen moglicherweise auf den schubhaften Verlauf der chronischen
Hepatitis C zuriickgefiihrt werden. In der Weise, wie die schwankenden Transaminasen
das schubhafte Verhalten der Entziindungsaktivitit reflektieren (Colombo 1996, Wiese
et al. 1987), konnten die schwankenden PIIINP-Werte durch eine in Schiiben statt-
findende Produktion und Ablagerung von Kollagenen und der damit verbundenen
Freisetzung von Propeptiden zustande kommen.

Die regelméfBigen monatlichen Verlaufskontrollen iiber 3 Monate bei 18 Patienten zei-
gen ebenfalls keine eindeutigen Veridnderungen. Dieses stimmt mit den Beobachtungen
von Raedsch und Mitarbeitern iiberein, die bei Patienten mit chronischer Hepatitis
unterschiedlicher Atiologie monatliche Kontrollen iiber ein Jahr durchfiihrten. Bei
28 Patienten traten kaum Anderungen auf, nur bei 2 Patienten kam es unter Therapie
mit Steroiden zum Abfall der Werte (Raedsch et al. 1982).

Die gesonderte Auswertung von behandelten und unbehandelten Patienten mit chro-
nischer Hepatitis C zeigt in der vorliegenden Studie keinen deutlicheren Riickgang der
Werte der mit Interferon behandelten Patienten im Vergleich zu unbehandelten Patien-
ten. Im Gegensatz dazu wird in der Literatur durch verschiedene Arbeitsgruppen ein
Abfall der Werte bei Interferon-Respondern (Camps et al. 1993, Casaril et al. 1996,
Fabris et al. 1999, Gallorini et al. 1994, Ishibashi et al. 1996, Yamada et al. 1998) oder
sogar unabhingig vom Response (Suou et al. 1995) beschrieben.

Zusammenfassend zeigt die Untersuchung, dal monatliche Bestimmungen der PIIINP-
Werte im Rahmen der Verlaufskontrolle der chronischen Hepatitis C nicht sinnvoll sind.
Aufgrund der insgesamt nur geringen Anderungen der Werte und der groBen Schwan-
kungsbreite beim einzelnen Patienten rechtfertigt der Informationsgehalt monatlicher
Kontrollen nicht die dadurch entstehenden Kosten. Um die Bedeutung des PIIINP im
Rahmen des Monitorings der Fibroseentwicklung von Patienten mit chronischer
Hepatitis C zu klédren, sind weitere Studien mit groBeren Intervallen zwischen den

Untersuchungszeitpunkten notwendig.
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IV.3.1.3. Aussagekraft des PIIINP

Nur wenige Arbeitsgruppen konnten einen Zusammenhang zwischen PIIINP-Werten
und dem Ausmal} der bestehenden Leberfibrose nachweisen. Takamatsu und Mitarbeiter
fiihrten bei Patienten mit chronischer Virushepatitis eine morphometrische Bestimmung
des Kollagengehalts der Leber durch und untersuchten die Zusammenhinge zu
verschiedenen Labormarkern des Kollagenstoffwechsels und zum Hyaluronan. Sie
fanden fiir das PIIINP eine schwache Korrelation mit p < 0,02. Von den untersuchten
Laborparametern zeigte das PIIINP den schwichsten Zusammenhang zum
Kollagengehalt der Leber (Takamatsu et al. 1997). Die Arbeitsgruppe von Camps wies
dagegen eine Korrelation mit einem p < 0,001 zum Fibrosegrad der Leber bei Patienten
mit chronischer Hepatitis C nach (Camps et al. 1993), ebenso wie Raedsch und Mitar-
beiter bei Patienten mit chronischer Hepatitis unterschiedlicher Atiologien (Raedsch et
al. 1982). Frei und Mitarbeiter fanden einen Zusammenhang zur Fibroblastenanzahl und
zum Ausmal} der portalen Fibrose bei Patienten mit chronischen Lebererkrankungen
verschiedener Atiologien (Frei et al. 1984).

Die beiden letztgenannten Arbeitsruppen sind allerdings der Meinung, dafl PIIINP mehr
die dynamische Fibroseaktivitit reflektiert als den Grad und das Ausmal} der bestehen-
den Leberfibrose. Hierin stimmen sie mit den meisten anderen Autoren iiberein
(Galambos et al. 1985, McCullough et al. 1987, Schneider et al. 1989).

In einigen Studien wurde auBerdem eine Korrelation von PIINP zu Entziindungs-
aktivitat und Nekrose gefunden (Bentsen et al. 1987, Verbaan et al. 1997). Die Autoren
gehen davon aus, daB3 es durch Entziindung und Nekrose zu einer Freisetzung des
Propeptids aus den Kollagenfibrillen kommt (Plebani und Burlina 1991). Ramadori und
Mitarbeiter vermuten auch eine Stimulation der Kollagensynthese durch die aus den

Entziindungsinfiltraten freigesetzten Zytokine (Ramadori et al. 1991).

Es besteht Ubereinstimmung dariiber, dafl das PIIINP den Kollagenstoffwechsel reflek-
tiert. Allerdings wird sein Blutspiegel durch komplexe Interaktionen zwischen Sekre-
tion, Abbau und Verteilung bestimmt, die auerdem durch die Entziindungsaktivitit, die
renale Clearance und die Gallesekretion beeinflut werden. Zudem kann es auch durch
korperliche Anstrengung und aus extrahepatischen Quellen, z.B. im Rahmen einer
Rheumatoiden Arthritis, Sklerodermie, Lungenfibrose oder Paget-Erkrankung, zu einer

Erhohung der PIIINP-Werte kommen (Alcorn und Chojkier 1987). Somit ist nicht
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davon auszugehen, dall das Propeptid, das zwar in dquimolaren Mengen zum Kollagen
entsteht, auch in genau diesen Mengen im Blut erscheint.

Dennoch handelt es sich um einen wertvollen nichtinvasiven Parameter der Leber-
fibrogenese bei isolierten chronischen Lebererkrankungen. Die Aussagekraft speziell
bei Patienten mit chronischer Hepatitis C haben nur wenige Arbeitsgruppen untersucht
(Guéchot et al. 1994 und 1996, Jeffers et al. 1995, Suou et al. 1995, Verbaan et al.
1997).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstiitzen die These, daf} es sich beim PIIINP
um einen Marker der Fibroseaktivitit und nicht des Fibrosegrads handelt. Nur so lassen
sich die groBen Schwankungen der Werte im zeitlichen Verlauf erkldren. AuBerdem
werden die Uberschneidungen zwischen den Patienten mit chronischer Hepatitis C und
den Patienten mit Leberzirrhose und die grole Spannbreite der Werte der Zirrhose-
patienten verstdndlich. Liegt z.B. eine weit fortgeschrittene Leberzirrhose mit kaum
noch vorhandener entziindlicher und fibrotischer Aktivitit vor, kommt es zur Abnahme
und gegebenenfalls Normalisierung des PIIINP.

Da aber deutliche Unterschiede der Werte zwischen den untersuchten Patientengruppen
und besonders am Ubergang von CAH zur Leberzirrhose nachgewiesen wurden, konnte
die Bestimmung des PIIINP wertvolle Hinweise auf den Beginn einer Leberzirrhose im

Rahmen der Verlaufskontrolle bei Patienten mit chronischer Hepatitis C geben.

IV.3.2. Laminin

Beim Laminin handelt es sich um ein hochmolekulares nichtkollagenes Glykoprotein,
das aus 2 Polypeptidketten besteht, die durch Disulfidbriicken miteinander verbunden
sind. Es ist Bestandteil von Basalmembranen (Timpl et al. 1979).

Wihrend der Leberfibrogenese wird Laminin von den Ito-Zellen synthetisiert und im
Disséschen Raum abgelagert. Dort fiihrt es zusammen mit Typ IV Kollagen zur Bildung
kontinuierlicher Basalmembranen (Gressner und Tittor 1986, Kropf et al. 1988). Es
kommt somit zur ,[Kapillarisierung® der Sinusoide, die normalerweise keine Basal-
membran aufweisen. Dieses Phidnomen 148t sich immunfluoreszenzmikroskopisch nach-
weisen (Schneider et al. 1989). Der Austausch von Nihrstoffen und Metaboliten
zwischen Lebergewebe und Blut wird hierdurch erschwert.

Zur quantitativen Bestimmung eines erhohten Lamininspiegels im Serum wurden
Radioimmunoassays entwickelt, die ein Abbauprodukt des Laminins, das pepsin-

resistente Fragment P1 nachweisen (Risteli et al. 1981).
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IV.3.2.1. Lamininim Vergleich der Patientengruppen

Die Untersuchung stimmt mit den in der Literatur beschriebenen Studien darin iiberein,
dal die Lamininwerte mit zunehmender Schwere der Lebererkrankung ansteigen. Es
werden signifikante Erhohungen bei Patienten mit Leberfibrose und -zirrhose beobach-

tet, wobei der Anstieg parallel zur Schwere der Fibrose verlduft (Gressner et al. 1987,
1988, Kropf et al. 1988). Untersuchungen an Patienten mit Leberzirrhose konnten
auBerdem signifikante Unterschiede zwischen den Child-Stadien nachweisen (Collazos
et al. 1993, Korner et al. 1996).

Die meisten Studien schlossen allerdings Patienten mit chronischen Lebererkrankungen
unterschiedlicher Atiologien ein. Nur 3 Arbeiten wurden an Patienten mit chronischer
Hepatitis C durchgefiihrt.

Walsh und Mitarbeiter beschreiben bei 37 Patienten mit chronischer Hepatitis C deut-
lich erhohte Werte im Vergleich zu Kontrollen (Walsh et al. 2000). Die Arbeitsgruppe
von Gallorini beobachtete bei 35 Patienten mit chronischer Hepatitis C bei Vorliegen
einer CAH oder einer Leberzirrhose signifikant hohere Lamininwerte als bei CPH. Die
hochsten Werte wurden bei aktiver Zirrhose gefunden, allerdings unterscheiden sich
diese nicht signifikant von denen der Patienten mit CAH (Gallorini et al. 1994). Die
Ergebnisse einer anderen Studie stimmen darin iiberein, daf3 die Lamininwerte bei chro-
nischer Hepatitis C mit milder Aktivitét fast im Normbereich liegen (Fabris et al. 1999).

Die vorliegende Arbeit dagegen zeigt nur geringe Unterschiede zwischen den Werten
der Patienten mit CPH und CAH, wihrend sich diese dagegen deutlicher von den
Patienten mit Leberzirrhose abgrenzen lassen. Die beste Unterscheidung gelingt hier am
Ubergang vom Stadium Child A zum Stadium Child B der Leberzirrhose.

Aufgrund sehr unterschiedlicher Patientenkollektive sind die einzelnen Studien nur
eingeschrinkt vergleichbar. Auflerdem sind die Fallzahlen der Arbeiten, die Patienten
mit chronischer Hepatitis C untersucht haben, relativ klein. Die Untersuchungen stim-
men aber darin iiberein, daB Unterschiede zwischen den Patientengruppen erkennbar
sind. Allerdings sind die Uberschneidungen groBer als beim PIIINP. Eine eindeutige

Abgrenzung von Schweregraden gelingt somit mit diesem Marker nicht.
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IV.3.2.2. Verlaufsbeobachtungen

Im Gegensatz zum PIIINP steigen die Lamininwerte im zeitlichen Verlauf von bis zu
12 Monaten diskret an. Allerdings sind, ebenso wie bei den monatlichen Kontrollen
tiber 3 Monate, bis auf leichte Schwankungen keine eindeutigen Verdnderungen
erkennbar. Wie bei den iibrigen Fibrosemarkern schwanken die Einzelverlaufswerte
stark.

Zwischen behandelten und unbehandelten Patienten sind keine eindeutigen Unter-
schiede zu beobachten. Dieses Ergebnis stimmt mit 2 Arbeiten iiberein, die Patienten
mit chronischer Hepatitis C vor der Therapie mit Interferon untersucht und iiber einen
Zeitraum von 2 Jahren bzw. 18 Monaten nachbeobachtet haben (Fabris et al. 1999,
Gallorini et al. 1994). Gallorini und Mitarbeiter fanden zwar einen leichten Abfall der
Lamininwerte bei Interferonrespondern, aber dieser war nicht signifikant. Dagegen
konnte eine andere Arbeitsgruppe einen signifikanten Abfall der Lamininwerte bei

Patienten mit anhaltendem Response nachweisen (Casaril et al. 1996).

Die Verlaufswerte von Laminin sind allerdings nur sehr vorsichtig zu interpretieren, da
es Probleme mit der Genauigkeit des Assays gab. Die im Assay verwandten Antikorper
waren nicht monoklonal und wiesen somit unterschiedliche Affinititen zum Laminin
auf. Es kam zu Unterschieden zwischen den Chargen. Aus diesem Grund wurden am
Ende dieser Studie keine Lamininbestimmungen mehr durchgefiihrt. Zum Zeitpunkt 3,
also nach 3-12 Monaten, liegen nur noch fiir 12 Patienten Werte vor. Sowohl die Frage
nach der Vergleichbarkeit der bestimmten Werte als auch die Tatsache, da} am letzten
Untersuchungstermin nur noch wenige Werte ermittelt wurden, lassen nur eine einge-
schrinkte Beurteilung zu.

Es ist aber, ebenso wie beim PIIINP, davon auszugehen, da monatliche Kontrollen
nicht zu empfehlen sind. Weitere Studien mit groleren Intervallen sind notwendig, um
die Bedeutung des Laminins im Rahmen der Verlaufskontrolle von Patienten mit chro-

nischer Hepatitis C zu klaren.
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I1V.3.2.3. Aussagekraft des Laminins

Es gibt verschiedene Untersuchungen, die einen engen Zusammenhang zwischen der
Erhohung der Lamininwerte und dem Vorliegen einer portalen Hypertonie bei Patienten
mit Leberzirrhose nachweisen konnten (Gressner und Tittor 1986, Gressner et al. 1988,
Kropf et al. 1991). Man geht davon aus, daf} es durch Bildung der Basalmembranen zur
Erhohung des Widerstandes in der Leber und somit zum Anstieg des portalvendsen
Druckes kommt.

Andere Autoren dagegen verneinen eine Korrelation zwischen Laminin und Portalve-
nendruck (Collazos et al. 1993, Korner et al. 1996). Allerdings wurden unterschiedliche
MeBmethoden angewandt. Im Gegensatz zur indirekten ,,blutigen* Messung des Portal-
venendruckes in den oben genannten Arbeiten wurde dieser hier sonographisch
bestimmt. Korner und Mitarbeiter wiesen allerdings hohe Laminin- und auch Hyaluro-
nanwerte bei Zirrhosepatienten mit schweren Komplikationen wie therapieresistentem
Aszites, hepatischer Enzephalopathie im Stadium III und IV, Pfortaderthrombose oder
Tod aufgrund der Lebererkrankung nach. Sie betonen die Rolle des Laminins als

Prognosemarker bei Patienten mit Leberzirrhose.

Die meisten Autoren beschreiben einen Zusammenhang zur Leberfibrose. Uber den
Mechanismus der Erhohung der Lamininwerte dagegen gibt es unterschiedliche
Theorien.

Gressner und Mitarbeiter vermuten das Entweichen eines Teils des neu synthetisierten
Laminins ins Blut, bevor es in der Basalmembran verankert wird (Gressner et al. 1988).
Sie konnten hohe Konzentrationen von Laminin und PIIINP in den Lebervenen nach-
weisen, was fiir eine Erhohung aufgrund einer vermehrten Synthese spricht und die im
Rahmen der Leberzirrhose auftretende eingeschrinkte Clearancefunktion der Leber als
Ursache in den Hintergrund treten 1aBt (Gressner et al. 1987).

Kropf und Mitarbeiter gehen davon aus, dall bei portaler Hypertonie und der damit
verbundenen Vorbeileitung eines groen Teils des Blutes an der Leber ein verminderter
Abbau des Laminins in den Leberendothelzellen stattfindet (Kropf et al. 1991). Eine
andere Arbeitsgruppe macht ebenfalls die Leberinsuffizienz fiir den Anstieg verant-
wortlich, was durch eine inverse Korrelation des Laminins zu Synthesemarkern
bekriftigt wird (Collazos et al. 1993).

Hiermit wird ein Circulus vitiosus beschrieben. Durch vermehrte Synthese des Lami-

nins im Rahmen der Leberfibrogenese kommt es zur Bildung von Basalmembranen, die
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zur Entstehung einer portalen Hypertonie beitragen. Diese wiederum fiihrt zu einem
verminderten Abbau des Laminins in der Leber und somit zu dessen Anstieg im Blut.

Die vorliegende Untersuchung kann keinen Vorteil der Bestimmung des Laminins bei
Patienten mit chronischer Hepatitis C im Vergleich zum PIIINP nachweisen. Allerdings
sind die Ergebnisse, wie oben erwihnt, vorsichtig zu interpretieren. Der Zusammenhang
zur portalen Hypertonie wurde hier nicht untersucht. Weitere Studien an Patienten mit
chronischer Hepatitis C sind notwendig, um die Beobachtungen fiir dieses Patienten-
kollektiv zu iiberpriifen. Auch Verlaufskontrollen unter Therapie mit Interferon an

groBBeren Patientengruppen konnten wesentliche neue Informationen bringen.

IV.3.3. Hyaluronan

Das Hyaluronan ist als Glukosaminoglykan ebenfalls Bestandteil der extrazelluldren
Matrix. Es handelt sich um ein unverzweigtes hochmolekulares Polysaccharid, das im
Korper weit verbreitet ist und von Mesenchymzellen, v.a. Fibroblasten, synthetisiert
wird. Im Rahmen der Leberfibrogenese findet eine vermehrte Synthese durch die
aktivierten Fettspeicherzellen (Ito-Zellen) statt (Gressner und Haarmann 1988, Guéchot
et al. 1995, Murawaki et al. 1996).

Das in der Peripherie produzierte Hyaluronan wird durch den Lymphfluf aus den
Geweben transportiert (Laurent und Laurent 1981). Ein grofler Teil wird in den Lymph-
knoten abgebaut. Der Anteil, der den Blutstrom erreicht, gelangt zur Leber und wird
dort von den Endothelzellen der Sinusoide aufgenommen und in den Lysosomen zu
Laktat und Acetat abgebaut (Laurent 1987). Durch die Leberfibrose und -zirrhose wird
Hyaluronan als Folge der erhohten Diffusionsbarriere aufgrund der sinusoidalen
Kapillarisierung schlechter aufgenommen, so da3 der Abbau in der Leber abnimmt und
der Serumspiegel steigt (Ueno et al. 1993).

1980 wurde durch Laurent und Tengblad der erste Radioassay zur Quantifizierung des
Hyaluronans in Gewebeproben und in Korperfliissigkeiten entwickelt (Laurent und
Tengblad 1980). Nach weiteren Modifizierungen bildete dieser die Grundlage fiir

klinische Studien.
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IV.3.3.1. Hyaluronan im Vergleich der Patientengruppen

Das Hyaluronan ist der Fibrosemarker, anhand dessen die beste Unterscheidung
zwischen Patienten mit Leberzirrhose und Patienten mit chronischer Hepatitis C ohne
Zirrhose gelingt. Bei Vorliegen einer Leberzirrhose kommt es zum deutlichen Anstieg
der Werte. Dieses bestitigt die in der Literatur beschriebenen Beobachtungen, dafl mit
Hilfe des Hyaluronans mit groBer Wahrscheinlichkeit das Vorliegen einer Zirrhose vor-
hergesagt werden kann (Engstrom-Laurent et al. 1985, Frébourgh et al. 1986, Lindqvist
1997, Ueno et al. 1993).

Die Untersuchung zeigt einen Anstieg der Werte mit zunehmendem Child-Stadium,
allerdings iiberschneiden sich bei grofler Streuung die Werte des Stadiums B stark mit
denen im Stadium C. Andere Untersuchungen konnten ebenfalls keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Child Stadien nachweisen (Korner et al. 1996, Murawaki et
al. 1996).

Teilweise werden signifikant erhohte Hyaluronanwerte bei Patienten mit CAH auch
ohne Vorliegen einer Leberzirrhose beschrieben (Murawaki et al. 1996, Ramadori et al.
1991). Murawaki und Mitarbeiter sahen bei milden Formen einer chronisch viralen
Hepatitis normale, bei moderater Verlaufsform dagegen signifikant erhohte Werte. Die
Arbeitsgruppe von Ramadori fand bei Patienten mit chronischen Lebererkrankungen
unterschiedlicher Atiologien signifikant hohere Werte bei CAH als bei CPH.

Hiermit stimmt die vorliegende Untersuchung nicht iiberein. Die Werte liegen bei CAH
nur geringfiigig hoher als bei CPH und iiberschreiten den Normbereich von 100 pg/l nur
im FEinzelfall. Die Arbeit von Gallorini und Mitarbeitern, die ebenfalls Patienten mit
chronischer Hepatitis C untersuchten, zeigt dhnliche Ergebnisse (Gallorini et al. 1994).
Die Diskrepanz 146t sich moglicherweise aufgrund der unterschiedlichen untersuchten
Patientenkollektive erkldren. Wie unten niher aufgefiihrt wird, besteht ein enger
Zusammenhang zwischen Hyaluronan und dem Fibrosegrad der Leber. Geht die chroni-
sche Hepatitis bereits mit einer ausgepridgten Leberfibrose einher, sind erhohte Hyalu-
ronanwerte zu erwarten. Da die Progredienz bei der chronischen Hepatitis C sehr
schleichend verliduft, ist nur bei einem kleinen Teil der Patienten von einer schweren
Fibrose auszugehen. Die Arbeitsgruppe von Wong zeigte, dal3 bei chronischer
Hepatitis C insgesamt niedrigere Hyaluronanwerte gemessen werden als bei anderen
chronischen Lebererkrankungen (Wong et al. 1998). Guéchot und Mitarbeiter konnten
nachweisen, dal die Hyaluronanwerte bei chronischer Hepatitis C ohne Fibrose nicht

signifikant erhoht sind (Guéchot et al. 1994).
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IV.3.3.2. Verlaufsbeobachtungen

Ahnlich wie beim Laminin kommt es im zeitlichen Verlauf iiber bis zu 12 Monate zum
leichten Anstieg der Hyaluronanwerte. Eindeutige Veridnderungen sind allerdings nicht
erkennbar. Die monatlichen Kontrollen iiber den Zeitraum von 3 Monaten zeigen bis
auf geringe Schwankungen insgesamt ebenfalls keine Verdnderungen. Diese Schwan-
kungen werden auch wieder in den Einzelverlaufsdarstellungen deutlich.

In der Literatur werden Studien beschrieben, die den zeitlichen Verlauf der Hyalu-
ronanwerte bei Patienten mit chronischer Hepatitis C unter Behandlung mit Interferon
untersuchen. Auch hier finden sich insgesamt keine signifikanten Veridnderungen des
Hyaluronans im Verlauf (Guéchot et al. 1995, Ninomiya et al. 1998). Diese Beobach-
tungen werden durch die gesonderte Betrachtung der behandelten und unbehandelten
Patienten mit chronischer Hepatitis C bestitigt, die keine eindeutigen Unterschiede
zeigt. In beiden Gruppen steigen die Werte im Verlauf leicht an.

Allerdings umfaf3t die Gruppe der behandelten Patienten in der vorliegenden Arbeit alle
Personen, die sich wihrend des Beobachtungszeitraumes oder in den vorangehenden
2 Jahren fiir mehr als 3 Monate einer Interferontherapie unterzogen. Andere Arbeits-
gruppen dagegen untersuchten die Patienten direkt vor der Therapie und im Verlauf von
mehreren Monaten nach Absetzen des Interferons und unterscheiden die Patienten nach
dem Ansprechen auf die Therapie. Drei Arbeiten konnten einen Abfall der Hyaluro-
nanwerte bei Patienten mit anhaltendem Response nachweisen (Guéchot et al. 1995,
Ishibashi et al. 1996, Yamada et al. 1998). Ninomiya und Mitarbeiter dagegen sahen
auch bei Remission keine signifikanten Verdnderungen. Allerdings fanden sie neben
anderen Autoren bei den Patienten, bei denen es histologisch zur Verbesserung der
Fibrose kam, einen Abfall des Hyaluronans (Guéchot et al. 1995, Ninomiya et al. 1998,
Yamada et al. 1998).

Das Hyaluronan zeigt also iiber den beobachteten Zeitraum und besonders in monat-
lichen Verlaufskontrollen keine eindeutigen Veridnderungen. Es sind allerdings bei
histologischer Beurteilung der Fibroseentwicklung Parallelen zu den Hyaluronanwerten
erkennbar. Nach diesen Studien konnten Verlaufskontrollen mit Hyaluronan bei Patien-
ten mit chronischer Hepatitis C wichtige Informationen im Hinblick auf die Fibrogenese
liefern. Auch hier sind weitere Studien mit groBeren Untersuchungsintervallen

wiinschenswert.
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IV.3.3.3. Aussagekraft des Hyaluronans

Eine eindeutige Korrelation des Hyaluronans zum Grad der Leberfibrose konnte sowohl
in Studien an Patienten mit chronischer Hepatitis C (Guéchot et al. 1994, 1995, 1996,
Ninomiya et al. 1998, Wong et al. 1998, Yamada et al. 1998) als auch an anderen
Patientenkollektiven (Murawaki et al. 1996, Pilette et al. 1998, Pontinha et al. 1999)
nachgewiesen werden.

Lindqvist findet eine Erhohung des Hyaluronans in spédten Stadien der Leberfibrose,
was mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit iibereinstimmt. Sie ist neben anderen
Autoren der Meinung, da3 hohe Werte mit groBer Wahrscheinlichkeit das Vorliegen
einer Leberzirrhose vorhersagen (Engstrom-Laurent et al. 1985, Lindqvist 1997,
Murawaki et al. 1996, Oberti et al. 1997, Ramadori et al. 1991). Oberti behauptet, eine
Leberzirrhose konne in 90% der Fille nichtinvasiv diagnostiziert werden, wobei das
Hyaluronan der beste Marker sei. Diese These ist mit den Beobachtungen der vorliegen-
den Arbeit vereinbar, die erst beim Vorliegen einer Leberzirrhose einen eindeutigen
Anstieg der Hyaluronanwerte und somit eine gute Abgrenzung von Patienten mit und
ohne Leberzirrhose zeigt.

Kropf und Mitarbeiter messen dem Hyaluronan, ebenso wie dem Laminin, eine Bedeu-
tung fiir die Vorhersage einer portalen Hypertonie bei (Kropf et al. 1991). Korner kann
diesen Zusammenhang nicht bestitigen. Wie oben erwéhnt, sind die Arbeiten aufgrund
unterschiedlicher MeBBmethoden des Portalvenendruckes allerdings nur eingeschrinkt
vergleichbar. Es wird aber die Bedeutung sowohl des Laminins als auch des Hyaluro-
nans als Prognosemarker hervorgehoben (Korner et al. 1996). Auch Guéchot und
Mitarbeiter halten das Hyaluronan neben dem Child-Pugh Score fiir einen wichtigen
prognostischen Marker. Sie fanden bei Patienten mit asymptomatischer Leberzirrhose
im Rahmen einer chronischen Hepatitis C bei Hyaluronanwerten > 350ug/1 signifikant
hiufiger schwere Komplikationen (Guéchot et al. 2000).

Fiir die Erhohung des Hyaluronans machen die meisten Autoren sowohl eine vermehrte
Synthese als auch einen verminderten Abbau durch die Leberendothelzellen aufgrund
der sinusoidalen Kapillarisierung verantwortlich (Frébourgh et al. 1986, Guéchot et al.
1995, 2000, Murawaki et al. 1996). Guéchot vermutet vor der Entstehung einer Leber-
zirrhose eine vermehrte Synthese des Hyaluronans durch aktivierte Fettspeicherzellen
als Ursache, wihrend bei Vorliegen einer Zirrhose der verminderte Abbau durch Sinus-
endothelzellen im Vordergrund stehe. Andere Autoren heben nur die herabgesetzte

Clearancefunktion der Leber als Ursache hervor. Hierfiir sei neben der verminderten



1V. Diskussion 75

Aufnahme durch die Leberendothelzellen im Rahmen der sinusoidalen Kapillarisierung
auch eine Schidigung der Endothelzellen und die Vorbeileitung des Blutes iiber Shunts
verantwortlich (Engstrom-Laurent et al. 1985, Kropf et al. 1991, Lindqvist 1997, Ueno
et al. 1993).

Erhohte Hyaluronanwerte finden sich auch bei gesteigerter Produktion aufBlerhalb der
Leber, z.B. bei Rheumatoider Arthritis, Sklerodermie, Psoriasis, chronischen Lungen-
erkrankungen und bestimmten Tumoren. Auch bei Niereninsuffizienz, bei Rauchern,
nach dem Aufstehen und mit steigendem Alter sind hohere Werte nachweisbar
(Guéchot et al. 1995, Levesque et al. 1990, Lindqvist et al. 1988, Pontinha et al. 1999,
Wong et al. 1998).

Bezieht man diese Punkte bei der Interpretation mit ein, geben die Hyaluronanwerte
wichtige Informationen im Hinblick auf das Vorliegen und die Entstehung einer Leber-
zirrhose bei Patienten mit chronischer Hepatitis C. Dieser nichtinvasive Parameter der
Leberfibrose kann zwar nicht die Histologie ersetzen, konnte aber eine entscheidende
Rolle bei der langfristigen Verlaufskontrolle von Patienten mit chronischer Hepatitis C

einnehmen.

1V.3.4. Zellulidres Fibronektin

Beim Fibronektin handelt es sich um ein hochmolekulares Glykoprotein, das aus 2 fast
identischen Untereinheiten besteht, die iiber Disulfidbriicken miteinander verbunden
sind. Es ist Bestandteil der extrazelluldaren Matrix und spielt eine wichtige Rolle bei
Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen. Bei Prozessen wie der Wundheilung und
Blutgerinnung ist es von Bedeutung (Pussel et al. 1985).

Das Gesamtfibronektin (tFN) wird unterteilt in das Plasmafibronektin (pFN) und das
zelluldre Fibronektin (cFN). Diese strukturell unterschiedlichen Formen entstehen durch
alternatives Splicing der pra-mRNA. Das cFN unterscheidet sich vom pFN durch das
Vorhandensein der spezifischen Extradomédnen EDA, EDB und V (Matsui et al. 1997).
Mit Hilfe spezifischer monoklonaler Antikorper gegen die EDA Sequenz ist die gezielte
Bestimmung des cFN moglich geworden (Kropf et al. 1991, Kropf und Gressner 1995).
Fibronektin kommt im Blut in relativ hohen Konzentrationen vor, wobei das cFN nur
einen kleinen Teil einnimmt. Wihrend pFN vornehmlich von Hepatozyten synthetisiert
wird, produzieren diese nur einen geringen Teil des cFN (Odenthal et al. 1992, Tamkun
und Hynes 1983). Dieses entsteht in verschiedenen anderen Zelltypen wie z.B. Gefal3-

endothelzellen, Makrophagen und Fibroblasten (De Angelis et al. 1988, Matsuda et al.
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1982, Tamkun und Hynes 1983). Ramadori und Mitarbeiter konnten an Zellkulturen
von Ratten auch die Synthese von cFN durch aktivierte Fettspeicherzellen nachweisen
(Ramadori et al. 1992). Somit ist im Rahmen der Leberfibrogenese eine vermehrte
Produktion und daraus resultierend eine erhohte Blutkonzentration des zellulidren Fibro-

nektins zu erwarten.

IV.3.4.1. Zelluliires Fibronektin im Vergleich der Patientengruppen

Die Untersuchung zeigt deutliche Unterschiede der Werte fiir das zelluldre Fibronektin
zwischen den untersuchten Patientengruppen mit steigenden Werten bei zunehmender
Schwere der Lebererkrankung. Allerdings sind groBe Uberschneidungen erkennbar.
Eine sichere Unterscheidung zwischen Patienten mit chronischer Hepatitis C und
Patienten mit Leberzirrhose gelingt anhand dieses Parameters nicht.

Es gibt nur wenige Arbeiten, die das Verhalten des cFN an Patienten mit Lebererkran-
kungen untersuchen. Die meisten Studien wurden durchgefiihrt, bevor eine spezifische
Unterscheidung der Komponenten des Fibronektins méglich war und geben somit nur
Auskunft tiber das Gesamtfibronektin, welches v.a. das Plasmafibronektin widerspie-
gelt. Hier zeigen sich erhohte Werte bei Patienten mit akuter und chronischer Hepatitis
und teilweise auch bei Patienten mit Leberzirrhose. Spitestens im Stadium der Dekom-
pensation kommt es allerdings zum Abfall mit signifikant erniedrigten Werten im
Vergleich zu Kontrollen. Dieses wird durch eine verminderte Synthese aufgrund der
eingeschrinkten Hepatozytenfunktion oder durch einen vermehrten Verbrauch des
Fibronektins in der Peripherie erkldrt (De Angelis et al. 1988, Gabrielli et al. 1986,
Matsuda et al. 1982).

Matsui und Mitarbeiter untersuchten die Expression und Lokalisation von zelluldrem
Fibronektin an Leberbiopsien von Patienten mit verschiedenen Lebererkrankungen. Sie
fanden eine vermehrte Expression von cFN bei Vorliegen einer Fibrose/Zirrhose und
bei Patienten mit hepatozellulirem Karzinom (Matsui et al. 1997).

Arbeiten an Patienten mit chronischer Hepatitis C liegen in der Literatur nicht vor.

Es ist davon auszugehen, daf das zelluldre Fibronektin zwar eine bedeutende Rolle bei
der Leberfibrogenese spielt, eine eindeutige Abgrenzung von Patienten mit Leberzir-
rhose zu Patienten mit chronischer Hepatitis C ohne Zirrhose gelang allerdings in dieser

Untersuchung nicht.
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IV.3.4.2. Verlaufsbeobachtungen

Ebenso wie fiir die iibrigen untersuchten Fibrosemarker gilt fiir das cFN, da} es, abge-
sehen von erheblichen Schwankungen in den Werten, nicht zu eindeutigen Verdnderun-
gen iiber den beobachteten Zeitraum kommt. Auch die gesonderte Untersuchung der
behandelten und unbehandelten Patienten mit chronischer Hepatitis C ergibt keine
zusitzlichen Informationen.

In der Literatur liegen keine Arbeiten vor, die das Verhalten der cFN-Werte bei Patien-
ten mit Lebererkrankungen iiber einen zeitlichen Verlauf untersuchen.

Anhand der vorliegenden Ergebnisse kann diesem Marker keine Bedeutung im Rahmen
der Verlaufskontrolle bei Patienten mit chronischer Hepatitis C beigemessen werden,

allerdings sind weitere Studien notwendig, um dieses zuverldssig zu kldren.

1V.3.4.3. Aussagekraft des zellulidren Fibronektins

Wie der Nachweis seiner Produktion durch aktivierte Ito-Zellen (Ramadori et al. 1992)
und die vermehrte Expression bei Patienten mit Leberfibrose (Matsui et al. 1997)
belegen, kommt dem zelluldren Fibronektin eine wichtige Rolle bei der hepatischen
Fibrogenese zu.

Allerdings iibernimmt es insgesamt im Korper vielfiltige Aufgaben bei Interaktionen
von Zellen untereinander und zur extrazelluliren Matrix, z.B. im Rahmen der Wund-
heilung, Tumorgenese und Blutgerinnung (Odenthal et al. 1993). Auch seine Bedeutung
als Tumormarker wird untersucht (Ylitupa et al. 1995). Somit handelt es sich nicht um
einen leberspezifischen Marker.

Dem zelluldren Fibronektin kommt zusammengefalit keine besondere Bedeutung fiir

das Monitoring der Leberfibrogenese bei Patienten mit chronischer Hepatitis C zu.
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IV.3.5. Korrelationen der Fibrosemarker untereinander

Alle 4 Fibrosemarker zeigen Korrelationen mit einem p < 0,001 untereinander. Den
stirksten Zusammenhang findet man zwischen PIIINP und Hyaluronan, gefolgt von
Hyaluronan und Laminin. Auch Laminin und PIIINP korrelieren mit einem Koeffi-
zienten > 0,5. Das zelluldre Fibronektin weist die schwichste Korrelation zu den
tibrigen Fibrosemarkern auf.

Nur wenige Arbeitsgruppen haben den Zusammenhang zwischen den einzelnen Fibro-
semarkern bei Patienten mit chronischen Lebererkrankungen unterschiedlicher Atiolo-
gien untersucht. Fiir das zellulidre Fibronektin liegen keine Daten vor.

Die iibrigen Fibrosemarker zeigen, wie in der vorliegenden Arbeit, Korrelationen unter-
einander. Allerdings ist die Stdrke der Korrelationen nicht exakt vergleichbar, da die
Autoren teilweise nur den Korrelationskoeffizienten oder nur den p-Wert angeben und
verschieden groBe Patientenkollektive untersucht haben.

Der deutlichste Zusammenhang wird zwischen Hyaluronan und Laminin gefunden
(Korner et al. 1996, Kropf et al. 1991). Dieses konnte damit erklidrt werden, daf3 das
Laminin, wie oben ausgefiihrt, im Rahmen der Fibrogenese der Leber entscheidenden
Anteil an der Kapillarisierung der Sinusoide mit Bildung kontinuierlicher Basalmem-
branen hat. Diese tridgt zur Erhohung der Hyaluronanspiegel im Blut bei, da sie dessen
Aufnahme in die Sinusendothelzellen erschwert und somit einen verminderten Abbau in
der Leber zur Folge hat.

Ramadori und Mitarbeiter weisen ebenfalls eine Korrelation mit p < 0,001 zwischen
PIIINP und Hyaluronan bei Patienten mit chronischen Lebererkrankungen nach
(Ramadori et al. 1991). Gressner findet einen, wenn auch schwachen Zusammenhang
zwischen Laminin und PIIINP (Gressner 1987, Gressner und Tittor 1986).

Die insgesamt beobachteten Zusammenhinge zwischen den Fibrosemarkern im Rahmen
der Leberfibrogenese bestitigen die Beeinflussung jedes dieser Marker durch den
Prozef der Leberfibrogenese bzw. die Leberfibrose. Zum Beispiel findet eine vermehrte
Produktion aller Marker durch die aktivierten Fettspeicherzellen statt. Die Tatsache, daf3
die Korrelationen unterschiedlich stark sind, zeigt dagegen die Komplexitit der zur
Erhohung jedes einzelnen Markers beitragenden Mechanismen. In unterschiedlichem
Ausmal} werden durch die Verdnderungen in der Leber neben der gesteigerten Synthese
auch die Abbauvorginge beeinfluBit. AuSerdem kommt es im Rahmen anderer Erkran-

kungen, wie z.B. der Rheumatoiden Arthritis, zur gesteigerten Synthese.
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IV.3.6. Korrelationen der Fibrosemarker mit Routinelaborparametern

Den deutlichsten Zusammenhang zu den Routinelaborparametern zeigt das Hyaluronan.
Hierbei besteht v.a. eine Korrelation zu den Parametern, die die Synthesefunktion der
Leber widerspiegeln. Dieses bestitigt die Ergebnisse zweier Arbeiten, die bei Patienten
mit chronischen Lebererkrankungen inverse Korrelationen des Hyaluronans zu Albumin
und Quick und Korrelationen zum Bilirubin nachweisen konnten (Engstrom-Laurent et
al. 1985, Frébourgh et al. 1986). Engstrom-Laurent und Mitarbeiter fanden auflerdem
einen schwachen Zusammenhang zur AST, was mit der vorliegenden Arbeit
tibereinstimmt. Wihrend eine Korrelation zur AST besteht, ist diese fiir die ALT nicht
nachweisbar, wie auch 2 weitere Studien bei Patienten mit chronischer Hepatitis C
bestidtigen (Guéchot et al. 1995, Wong et al. 1998). Nur Murawaki und Mitarbeiter
fanden bei Patienten mit chronisch viraler Hepatitis eine stirkere Korrelation des
Hyaluronans zur ALT als zur AST (Murawaki et al. 1996). Insgesamt wird aber die
starke Korrelation des Hyaluronans zu den Markern der Synthesefunktion der Leber
deutlich, was nochmals seine Bedeutung als Spétparameter unterstreicht, der erst bei
Vorliegen einer Leberzirrhose oder fortgeschrittenen Fibrose erhoht ist.

Auch PIIINP korreliert mit allen Routineparametern bis auf die ALT. Dabei liegt die
schwichste Korrelation zur AST vor. Den stirksten inversen Zusammenhang zeigen
Albumin und Quick zum PIIINP. Im Gegensatz dazu weisen andere Autoren eine
Korrelation zur ALT nach (Gallorini et al. 1994, Suou et al. 1995). Der deutliche
Zusammenhang zum Albumin findet in den meisten Arbeiten Bestdtigung. Auch fiir
Bilirubin, Quick, AP und AST werden Korrelationen gefunden (Frei et al. 1984,
Guéchot et al. 1994, McCullough et al. 1987, Mutimer et al. 1989, Ramadori et al. 1991,
Rohde et al. 1979). Wie beim Hyaluronan besteht somit der stirkste Zusammenhang zu
den Synthesemarkern, allerdings ist dieses beim PIIINP weniger deutlich. Auch zu den
Parametern der Entziindungsaktivitit liegen Korrelationen vor. Diese Beobachtungen
bestirken die These, dafl PIIINP neben der Leberfibrose v.a. den aktiven ProzeB3 der
Fibrogenese widerspiegelt, der durch die chronische Entziindung initiiert und aufrecht-
erhalten wird.

Auch Laminin zeigt keine Korrelation zur ALT. Zur AST besteht dagegen ein Zusam-
menhang. Die beste Korrelation findet sich zu Albumin, AP, PCHE und Bilirubin, was
die Arbeit von Collazos und Mitarbeitern weitgehend bestitigt (Collazos et al. 1993).
Weitere Studien liegen nicht vor. Ebenso wie beim Hyaluronan und beim PIIINP stehen

die Zusammenhinge zu den Markern der Synthesefunktion der Leber im Vordergrund.
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Das zelluldre Fibronektin dagegen korreliert mit beiden Transaminasen, wenn auch zur
ALT nur eine schwache Korrelation vorliegt. Aulerdem besteht ein Zusammenhang zu
den Cholestasemarkern AP und yGT, allerdings nicht zum Bilirubin. In der Literatur

liegen hierzu keine Arbeiten vor, so da3 ein Vergleich nicht moglich ist.

IvVa4. Farbkodierte Duplexsonographie (FKDS) der Lebervenen

Die Anwendung der Duplexsonographie zur Beurteilung himodynamischer Verinde-
rungen bei chronischen Lebererkrankungen hat in den letzten Jahren an Bedeutung
gewonnen (Barbara 1990). Nachdem man sich zunidchst auf die Pfortader, v.a. im
Rahmen der portalen Hypertonie, beschrinkte, werden zunehmend auch Studien der
Lebervenen durchgefiihrt.

Bereits 1989 fiel Longo und Mitarbeitern bei Patienten mit Leberzirrhose ein ,,pseudo-
portales FluBmuster* der Lebervenen auf (Longo et al. 1989). Bei 37% der darstellbaren
Lebervenen von 59 Patienten mit Leberzirrhose wurde, abweichend vom normalen
triphasischen FluBprofil der Lebervenen, ein der Pfortader dhnelnder Blutflu mit

fehlendem ,,reverse flow* beobachtet.

IV4.1. Klassifikationen der Lebervenen-FluBiprofile

Eine italienische Arbeitsgruppe entwickelte die erste Klassifikation verschiedener
Lebervenen-FluBprofile, an der sich die meisten nachfolgenden Studien orientierten
(Bolondi et al. 1991). Sie unterscheiden 3 FluBmuster der Lebervenen (HV = hepatic
vein), wobei HV 0 den normalen triphasischen FluB} darstellt. HV 1 steht fiir einen etwas
flacheren und biphasischen Flul mit fehlendem ,reverse flow* und HV 2 fiir eine
komplett flache Wellenform.

Es folgten weitere Klassifikationen anderer Arbeitsgruppen, die in Tabelle 8 aufgefiihrt
sind. Einige iibernahmen praktisch die Einteilung nach Bolondi et al. und nannten nur
die FluBmuster in ,,Typ 1, 2 und 3* (Ando et al. 1993) oder ,,triphasisch, biphasisch und
monophasisch (Gorka et al. 1997) um.

Eine japanische Arbeitsgruppe dagegen unterscheidet 6 verschiedene Wellenform-
muster der Lebervenen (Ohta et al. 1994). Dabei entspricht HV 0 nach Bolondi et al.
Typ 1, HV 1 wurde in die beiden Typen II und III unterteilt und HV 2 in IV und V.
Typ VI steht fiir fehlenden Flu} bei Verschlufl der Lebervenen. Diese Einteilung wurde

an 100 Patienten mit portaler Hypertonie und Osophagusvarizen vorgenommen. Bei
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84% lag eine Leberzirrhose zugrunde, teilweise mit hepatozellularem Karzinom (HCC).
AuBerdem waren Patienten mit extrahepatischer Obstruktion, Budd-Chiari Syndrom
und idiopathischer portaler Hypertension in die Studie eingeschlossen. Alle Patienten
der Typen V und VI wiesen Lésionen im Sinne von Verschliissen oder Stenosen der
Lebervenen und/oder der Vena cava inferior auf. Bei den Patienten mit Typ VI lag ein
Budd-Chiari Syndrom zugrunde.

Die Arbeitsgruppe fiihrte aulerdem eine Untersuchung an 120 Patienten mit Leber-
zirrhose und portaler Hypertonie, bei denen kein HCC vorlag, durch. Fiir dieses Patien-
tenkollektiv wird nur zwischen 4 verschiedenen Wellenformmustern der Lebervenen
unterschieden (Typ I, II, IIT und IV) (Ohta et al. 1995).

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Kombination der Klassifikationen nach Bolondi
et al. und Ohta et al. gewéhlt. Dabei entsprechen die FluBprofile HV 0 und HV 2 denen
nach Bolondi et al., HV 1 dagegen wird in HV 1a und HV 1b unterteilt. Diese entspre-

chen den Typen II und III nach Ohta et al.

Die Abbildungen 36-39 zeigen Bilder der verschiedenen FluBprofile.

Tab. 8: Unterschiedliche Klassifikationen der Lebervenen-FluBprofile

Bolondi et al. | Ando et al. | Ohta et al. | Ohta et al. | Gorka et al. | Vorliegende
1991 1993 1994 1995 1997 Studie
HV 0 Typ 1 TypI TypI triphasisch  |HV 0
triphasisch triphasisch | Triphasisch | triphasisch triphasisch
HV 1 Typ 2 Typ I Typ I biphasisch |HV la
biphasisch, biphasisch, | Biphasisch, |biphasisch, biphasisch,
fehlender fehlender fehlender fehlender fehlender
reverse flow reverse flow | reverse flow | reverse flow reverse flow
Typ I Typ III HV 1b
Verminderte | verminderte leicht gewellt
Amplitude Amplitude
HV 2 Typ 3 Typ IV Typ IV mono- HV 2
flach flach flach mit flach mit phasisch flach
leichtem leichtem
Flattern Flattern
Typ V
komplett flach
Typ VI
kein Fluf
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Abb. 36: Lebervenen-FluBiprofil HV 0 (triphasisch)
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Abb. 37: Lebervenen-FluBprofil HV 1a (biphasisch)
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Abb. 38: Lebervenen-FluBprofil HV 1b (leicht gewellt)
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Abb. 39: Lebervenen-FluBprofil HV 2 (flach)
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IV4.2. Entstehungsmechanismen der FluBprofile

Das normale triphasische FluBprofil der Lebervenen entsteht durch Druckverdnderun-
gen im rechten Vorhof. Wihrend der atrialen Systole kommt es kurzzeitig zu einem
Blutriickfluf3 in die Lebervenen (,,reverse flow*). Die atriale und ventrikuldre Diastole
dagegen bedingen jeweils einen Blutflu} aus den Lebervenen zum Herzen. Neben den
kardialen Druckverhiltnissen wird der FluB der Lebervenen auflerdem durch die
Atmung beeinflufit. Zum Beispiel kann tiefe Inspiration durch Zunahme des intraabdo-
minellen Druckes und den daraus resultierenden verminderten BlutfluB zur Leber zu
einer Abflachung des Lebervenenflusses fiihren (Abu-Yousef 1992, Bolondi et al. 1991,
Coulden et al. 1992, Shapiro et al. 1993).

Fiir die Entstehung der pathologischen Abflachung des FluBprofils der Lebervenen
existiert dagegen keine iibereinstimmende Erkldrung. Zunidchst ging man von einer
Kompression der Lebervenen durch die Regeneratknoten der zirrhotischen Leber als
Ursache aus. Dieses wurde durch Beobachtungen an Patienten mit Lebertumoren
bekriftigt, die ebenfalls eine Abflachung des FluBprofils zeigten (Longo et al. 1989).
Das Modell konnte allerdings nicht die Beobachtungen an Patienten mit chronischer
Hepatitis ohne Leberzirrhose erkldren, die zum Teil ein pathologisches FluBprofil auf-
weisen (Colli et al. 1994, Dietrich et al. 1998). Man vermutet einen Komplianceverlust
der Lebervenen aufgrund der zunehmenden Starrheit des umgebenden Lebergewebes im
Rahmen der Leberfibrose. Auerdem konnte die entziindlich bedingte Hypertrophie der
Leberzellen zu einer weiteren Kompression fithren (Arda et al. 1997, Bolondi et al.
1991, Morikawa 1991). Ohta und Mitarbeiter halten einen verstirkten hepatovendsen
BlutfluB iiber Umgehungsgebiete im Rahmen der durch Leberatrophie bedingten
Verminderung des Lebervenenkalibers fiir eine weitere Ursache (Ohta et al. 1995).
Lorenz und Winsberg widersprechen dem Modell der herabgesetzten Kompliance als
Ursache des abgeflachten Lebervenenflusses. Sie beobachteten das Vorkommen fokaler
Lebervenenstenosen durch fokale Thrombosen bei 39% der untersuchten Patienten mit
diffusen Lebererkrankungen. Alle Patienten mit fokalen Stenosen wiesen einen patho-
logischen Fluf} auf. Sie halten einen erhohten Widerstand der Lebervenen durch diese
fokalen Stenosen fiir die wahrscheinlichere Ursache des abgeflachten FluBprofils

(Lorenz und Winsberg 1996).
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IV.4.3. Vergleich der FluBprofile in den Patientengruppen

Die Untersuchung zeigt deutliche Unterschiede zwischen den Patientengruppen in
Bezug auf das FluBprofil der Lebervenen. Sie stimmt damit mit den in der Literatur
beschriebenen Studien iiberein. Der Unterschied wird besonders deutlich zwischen der
Gruppe der Patienten mit chronischer Hepatitis C und den Patienten mit Leberzirrhose.
Wihrend die Patienten mit chronischer Hepatitis C noch in 89,7% ein normales tripha-
sisches FluBmuster zeigen, ist dieses bei den Patienten mit Leberzirrhose nur noch in
35,5% der Fall. Colli und Mitarbeiter machten dhnliche Beobachtungen (77,8% bei
chron. Hep. C und 25% bei Zirrhose) (Colli et al. 1994).

Zwei weitere Arbeitsgruppen fanden dagegen nur noch in weniger als 50% der Fille mit
chronischer Hepatitis einen normalen triphasischen FluB3. Hier sind deutlichere Unter-
schiede in den FluBprofilen der Lebervenen zwischen den Patienten mit chronischer
Hepatitis und den Kontrollen als zwischen den Hepatitis- und Zirrhosepatienten erkenn-
bar (Ando et al. 1993, Dietrich et al. 1998).

In Tabelle 9 sind die Ergebnisse verschiedener Studien zusammengestellt.

1vV.4.3.1. Kontrollen

Alle 15 untersuchten Kontrollpersonen zeigen, in Ubereinstimmung mit den meisten
vorliegenden Studien (Arda et al. 1997, Bolondi et al. 1991, Colli et al. 1994, Teichgri-
ber et al. 1996), ein normales triphasisches FluBprofil der Lebervenen (HV 0). Eine
amerikanische Arbeitsgruppe dagegen untersuchte bei 75 Patienten ohne Leber- oder
Herzerkrankungen die mittlere Lebervene und fand nur in 90,7% einen triphasischen
FluB, wihrend die iibrigen Patienten eine Abflachung zeigten (Shapiro et al. 1993).
Zwei weitere Arbeitsgruppen beobachteten ebenfalls das Vorkommen eines abgeflach-
ten FluBprofils bei Kontrollpersonen (Ando et al. 1993, Dietrich et al. 1998).

Diese Diskrepanz wirft die Frage auf, ob tatsédchlich eine Variabilitdt in dem FluBmuster
der Lebervenen gesunder Probanden existiert, wie Shapiro und Mitarbeiter vermuten,
oder ob bei den Patienten eine noch nicht diagnostizierte Erkrankung vorlag. Dietrich
und Mitarbeiter beschreiben z.B. bei allen Kontrollpersonen mit abgeflachter Wellen-
form eine sich sonographisch echoreich darstellende Leber, was einen Hinweis auf eine
vorliegende Leberveridnderung, z.B. Steatose, liefert (Dietrich et al. 1998). Auflerdem
kann auch der Einfluf der Atmung auf den Lebervenenflul Ursache moglicher falsch

positiver Resultate sein (Shapiro et al. 1993).
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Tab. 9: Zusammenstellung der Ergebnisse verschiedener Studien

Autor | Patientenanzahl Kontrollen Chronische Leberzirrhose
(n) Hepatitis
Bolondi | 65 Kontrollen HV 0: 100% HV 0: 50,0%
et al. 60 Zirrhose mit HV 1: 31,7%
1991 portaler HV 2: 18,3%
Hypertonie
Ando et |18 Kontrollen Typ 1: 89% Typ 1: 38% Typ 1: 22%
al. 1993 |21 Chron. Hep. Typ 2: 11% Typ 2: 43% Typ 2: 41%
27 Zirrhose Typ 3: 0% Typ 3: 19% Typ 3: 37%
Colli et |50 Kontrollen HV 0: 100% HVO0: 77.8% HV 0: 25%
al. 1994 | 52 Chron. Hep. C, HV 1/2: 22.2% HV 1/2: 75%
davon 16 mit
Zirrhose
Ohta et | 100 Patienten mit TypL: 39%
al. 1994 | portaler Typ II: 31%
Hypertonie und Typ III: 15%
Osophagusvarizen Typ IV: 6%
Typ V: 5%
Typ VI: 4%
Ohta et | 120 Zirrhose mit TypI: 49,2%
al. 1995 | portaler Typ II: 30,0%
Hypertonie Typ II: 13,3%
TypIV: 7,5%
Teich- 10 Kontrollen HV 0: 100% HV 0: 50%
griber et | 10 Zirrhose HV 1: 40%
al. 1996 HV 2: 10%
Arda et | 30 Kontrollen HV 0: 100% HV 0: 26,7%
al. 1997 | 30 Zirrhose im HV 1: 60,0%
Stadium Child A HV 2: 13,3%
Gorka et | 50 Zirrhose bei triphasisch: 50%
al. 1997 | chron. Hep. C biphasisch: 26%
monophasisch.:
24%
Dietrich |75 Kontrollen triphasisch: 74,7% | triphasisch: 49,5% | triphasisch: 41,2%
et al. 135 Chron. biphasisch: 9,3% | biphasisch: 13,9% |biphasisch: 26,5%
1998 Hep. C, davon monophasisch: monophasisch: monophasisch:
34 mit Zirrhose 16,0% 36,6% 32.3%
Vorlie- 15 Kontrollen HV 0: 100% HV 0: 89,7% HV 0: 35,5%
gende 39 Chron. Hep. C HV la: 7,7% HV la: 25,8%
Studie 31 Zirrhose HV 1b: 0% HV 1b: 16,1%
HV 2: 2,6% HV 2: 22,6%
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IV.4.3.2. Patienten mit chronischer Hepatitis C

Die Patienten mit chronischer Hepatitis C zeigen zu fast 90% einen normalen triphasi-
schen FluB. Drei Patienten weisen das Muster HV 1a auf, einer HV 2. Bei dem
Patienten mit dem Muster HV 2 und einem der 3 Patienten mit HV 1la liegt eine CAH
vor, bei den beiden anderen mit HV 1a eine CPH. Aufgrund der in beiden Untergruppen
geringen Anzahl an Patienten mit pathologischem FluBprofil kann keine eindeutige
Aussage tiber die Unterschiede in den FluBprofilen zwischen Patienten mit CPH und
CAH gemacht werden.

Die 3 Studien der vorliegenden Literatur, die eine Beurteilung des Lebervenenflusses
bei Patienten mit chronischer Hepatitis vorgenommen haben, unterscheiden nicht
zwischen CPH und CAH. Wie oben erwihnt, zeigt eine Arbeit dhnliche Werte wie die
vorliegende (Colli et al. 1994). Dietrich und Mitarbeiter dagegen fanden bei 13,9% von
101 Patienten mit chronischer Hepatitis C ohne Zirrhose einen biphasischen und sogar
bei 36,6% einen monophasischen FluB. Weniger als die Hilfte wies ein normales Flu$3-
profil auf (Dietrich et al. 1998). In der Untersuchung einer japanischen Arbeitsgruppe
zeigten sogar nur 38% von 21 Patienten mit chronischer Hepatitis ein triphasisches
FluBprofil (Ando et al. 1993).

Die Diskrepanzen in den Ergebnissen der einzelnen Studien konnten durch unter-
schiedliche Patientenkollektive bedingt sein. Wéihrend die japanische Arbeit mit
Patienten mit chronischer Hepatitis unterschiedlicher Genese durchgefiihrt wurde,
schlossen die iibrigen Studien nur Patienten mit chronischer Hepatitis C ein. Auflerdem
lagen moglicherweise verschiedene Schweregrade der chronischen Hepatitis und Unter-
schiede im AusmalBl von Fibrose und Steatose vor. Fiir diese beiden Parameter sind
bereits Korrelationen zum Lebervenen-FluB3profil nachgewiesen worden (Colli et al.
1994, Dietrich et al. 1998). Zusitzlich kann auch bei den Patienten mit chronischer
Hepatitis der EinfluB der Atmung auf den Lebervenenflufl falsch positive Resultate
bedingen.

Ein weiterer Grund der unterschiedlichen Ergebnisse konnte die stark differierende
Patientenanzahl der einzelnen Studien sein. Um eindeutige Aussagen machen zu kon-

nen, wiren Untersuchungen an grofleren Patientenkollektiven notwendig.



1V. Diskussion 88

1V.4.3.3. Patienten mit Leberzirrhose

Die untersuchten Patienten mit Leberzirrhose unterschiedlicher Atiologien und Schwe-
regrade weisen nur in 35,5% der Fille ein normales FluBmuster der Lebervenen auf.
25,8% zeigen das Muster HV 1la, 16,1% HV 1b und 22,5% HV 2. Die gesonderte
Betrachtung der 3 Stadien nach Child ergibt deutliche Unterschiede zwischen den
Stadien A und B und dem Stadium C. Wihrend in den Stadien A und B noch in mehr
als der Hilfte der Patienten ein normaler Fluf vorliegt, findet sich dieser bei keinem der
Patienten im Stadium C. Hier zeigen sogar 5 von 9 Patienten einen komplett flachen
FluB. Allerdings sind diese Ergebnisse aufgrund kleiner Patientenzahlen in den
Untergruppen vorsichtig zu interpretieren.

Die Ergebnisse bestitigen die in der Literatur beschriebenen Beobachtungen, daf3
mindestens 50% der Patienten mit Leberzirrhose ein pathologisches FluBprofil der
Lebervenen aufweisen. Der Anteil liegt in 4 Arbeiten bei 50% (Bolondi et al. 1991,
Gorka et al. 1997, Ohta et al. 1995, Teichgriber et al. 1996), in den iibrigen zwischen 58
und 78% (Ando et al. 1993, Arda et al. 1997, Colli et al. 1994, Dietrich et al. 1998, Ohta
et al. 1994). Die Patienten mit Leberzirrhose der vorliegenden Studie zeigen zu 64,5%
ein pathologisches Lebervenen-FluBprofil.

In den aufgefiihrten Arbeiten sind keine Héufigkeiten der FluBprofile fiir die unter-
schiedlichen Schweregrade der Leberzirrhose nach Child angegeben. Allerdings
beschreiben 2 Arbeitsgruppen eine signifikante (Bolondi et al. 1991, Ohta et al. 1995)
und eine eine etwas schwichere (Ohta et al. 1994) Korrelation der FluBprofile zum
Child/Pugh-Wert. Colli und Mitarbeiter fanden eine Korrelation zu Fibrose und Steatose
(Colli et al. 1994), wihrend Dietrich und Mitarbeiter den Zusammenhang zwischen
intrahepatischem Fettgehalt und monophasischem Fluf} bei nur schwacher Korrelation
zur Leberfibrose hervorheben (Dietrich et al. 1998).

Eine tiirkische Arbeitsgruppe schloB nur Zirrhosepatienten im Stadium Child A ein und
fand schon in diesem Stadium der Leberzirrhose in mehr als 70% einen pathologischen
FluB (Arda et al. 1997). In der vorliegenden Arbeit dagegen weisen 8 der 14 Patienten
(57%) im Stadium Child A ein biphasisches bzw. flaches FluBprofil auf.

Gorka und Mitarbeiter untersuchten bei Patienten mit Leberzirrhose bei chronischer
Hepatitis C die Vorhersagekraft der Lebervenen-Wellenform im Hinblick auf das Vor-
liegen und die GroBe von Osophagusvarizen. Mit einer Sensitivitit von 76% bei patho-
logischem FluBprofil und 92% bei monophasischem Flu konnte das Vorliegen groBer
Varizen damit aufgedeckt werden. Die Spezifitit betrug 100% (Gorka et al. 1997).
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Insgesamt stimmen die verschiedenen Studien in dem Anteil des Vorkommens eines
pathologischen FluBprofils bei mindestens 50% der Patienten mit Leberzirrhose tiberein.
Es bestehen allerdings groBe Unterschiede in der Auswahl der untersuchten Patienten-
kollektive mit verschiedenen Schweregraden der Leberzirrhose. Wihrend eine Studie
nur Patienten im Stadium Child A einschlieBt (Arda et al. 1997), umfassen die Untersu-
chungen der japanischen Arbeitsgruppe nur Patienten mit portaler Hypertonie (Ohta et
al. 1995) bzw. portaler Hypertonie und Osophagusvarizen, unter denen sich auch
Patienten mit Budd-Chiari Syndrom befinden (Ohta et al. 1994). Dennoch konnten Arda
und Mitarbeiter bei einem groferen Anteil ihrer Patienten ein pathologisches FluB3profil

nachweisen als Ohta und Mitarbeiter.

Die vorliegende Arbeit untersucht die FluBBprofile der rechten Lebervene, wihrend die
Autoren der in der Literatur erwihnten Studien teilweise die mittlere oder die rechte und
linke Lebervene darstellten. In letztgenanntem Fall sind in Tabelle 9 die Angaben fiir
die rechte Lebervene aufgefiihrt. Die japanische Arbeitsgruppe fand deutliche Unter-
schiede zwischen rechter und linker Lebervene mit hiufigerem Vorkommen eines
pathologischen FluBprofils in der rechten Lebervene (Ohta et al. 1994 und 1995).
Dietrich und Mitarbeiter sind der Meinung, dal die rechte Lebervene die korrektesten
Ergebnisse liefert, da in der linken Lebervene aufgrund ihrer topographischen Nihe zum
Herzen hiufig Artefakte entstehen konnen. Die Beurteilung der mittleren Lebervene sei
bei einigen Patienten nur wihrend tiefer Inspiration moglich und daher ebenfalls
artefaktbeladen (Dietrich et al. 1998).

Die zwischen den verschiedenen Studien beobachteten Diskrepanzen finden sich aller-
dings in gleicher Weise zwischen den Arbeiten, in denen die gleiche Lebervene unter-

sucht wurde wie zwischen denen, die sich unterschiedlicher Lebervenen bedienten.
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IV.4.4. Verlaufsbeobachtungen

Bei 5 der im Verlauf von 3-10 Monaten untersuchten Patienten kam es zu einer Verin-
derung des Lebervenen-Fluprofils. Bei einem Patienten mit chronischer Hepatitis C
verbesserte sich der Lebervenenflul unter Behandlung mit Interferon von HV 2 auf
HV 1la. Bei einem anderen Patienten mit Leberzirrhose aufgrund einer chronischen
Hepatitis B verbesserte er sich, ebenfalls unter Interferonbehandlung, von HV 2 auf
HV 1b. Bei 3 Patienten kam es zu einer Verschlechterung von HV 0 auf HV 1a bzw.
HV 1b. Einer von ihnen mit chronischer Hepatitis C entwickelte nach Absetzen des
Interferons aus einem triphasischen einen leicht gewellten Fluf}, bei den beiden anderen
Patienten entstand, bei vorliegender viral bedingter Leberzirrthose, aus einem
triphasischen ein biphasischer bzw. leicht gewellter Lebervenenfluf3.

In der vorliegenden Arbeit kommt es iiber den untersuchten Zeitraum nur bei 15% der
Patienten zu einer Verdnderung des FluBprofils der Lebervenen. Bei 2 mit Interferon
behandelten Patienten verbessert sich das Profil unter Therapie, bei einem weiteren
Patienten kommt es nach Absetzen der Therapie zur Verschlechterung. Die Interferon-
behandlung konnte also in einigen Fillen zu einer Verbesserung des Lebervenen-
FluBprofils fithren. Aufgrund der geringen Zahlen von im Verlauf untersuchten behan-
delten Patienten konnen allerdings keine genaueren Aussagen gemacht werden. Interes-
santerweise findet sich aber bei keinem der 14 unbehandelten Patienten mit chronischer
Hepatitis C ohne Leberzirrhose eine Verdnderung wihrend des Untersuchungszeit-
raumes, was die Vermutung nahelegt, daf} die Verdnderungen auf die Therapie zuriick-
zufiihren sein konnten.

Da in der vorliegenden Literatur keine Studien mit Verlaufskontrollen der Lebervenen-
FluBprofile beschrieben sind, wiren weitere Untersuchungen bei Patienten mit chroni-
scher Hepatitis C mit jdhrlichen Verlaufskontrollen wiinschenswert. Bei behandelten
Patienten sind engmaschigere Untersuchungen im Rahmen einer Therapieerfolgs-

kontrolle sinnvoll.
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IV4.5. Zusammenhinge der FKDS mit den Fibrosemarkern

Es finden sich deutliche Korrelationen zwischen der FKDS und allen 4 Fibrosemarkern
mit einem p < 0,001. Der Zusammenhang ist am ausgepragtesten zwischen FKDS und
Laminin bzw. Hyaluronan mit r > 0,6. Somit kann von einer Beeinflussung sowohl der
FKDS als auch der Fibrosemarker durch gleiche Faktoren, wie z.B. die Leberfibrose,
ausgegangen werden.

Betrachtet man allerdings Werte einzelner Patienten, erkennt man, daf3 bei kurzfristigen
Verlaufskontrollen durch groBe Schwankungen der Fibrosemarker diese sich nicht
immer parallel zu den FluBprofilen der FKDS verhalten. Dieses wird besonders deutlich
bei den 5 Patienten, bei denen es im zeitlichen Verlauf zu Veridnderungen des
Lebervenenflusses gekommen ist. Einer dieser Patienten zeigt keine eindeutigen
Verianderungen der Werte fiir die Fibrosemarker. Bei 2 Patienten kommt es parallel zur
Verschlechterung des FluBprofils zu einem Anstieg der Werte fiir Hyaluronan und
zelluldres Fibronektin, wihrend PIIINP leicht abfillt. Ein weiterer Patient zeigt einen
Anstieg von cFN und einen Abfall von HA bei Verschlechterung des FluBprofils,
wihrend ein anderer bei Verbesserung des Lebervenenflusses einen Abfall von cFN und
einen Anstieg von HA aufweist. Uber Laminin kann in diesem Zusammenhang keine
Aussage getroffen werden, da aufgrund der oben erwihnten analytischen Probleme fiir
die letzten Untersuchungen der Verlaufskontrollen nur wenige Lamininwerte vorliegen.
Die Diskrepanz zwischen dem Verlauf einzelner Patienten und den guten Korrelationen
insgesamt ldBt sich zum einen durch die groBle Schwankungsbreite der Werte der
Fibrosemarker erkldaren. Zum anderen reagieren die verschiedenen Untersuchungs-
methoden moglicherweise mit einer unterschiedlichen Geschwindigkeit auf Verinde-
rungen in der Leber, so da} im zeitlichen Verlauf Diskrepanzen entstehen konnen.

In der Literatur liegen keine Arbeiten vor, die den Zusammenhang der FKDS der

Lebervenen zu laborchemischen Markern der Leberfibrose untersuchen.
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IV.4.6. Aussagekraft der FKDS im Hinblick auf die Leberfibrogenese

Die Untersuchungsergebnisse unterstiitzen die Vermutung, daf mit Hilfe der farb-
kodierten Duplexsonographie der Lebervenen Informationen iiber das Vorliegen einer
Leberfibrose gewonnen werden konnen. Sowohl die deutlichen Unterschiede zwischen
den Patientengruppen, bei denen es mit zunehmender Schwere der Lebererkrankung zur
Zunahme der pathologischen Verdnderungen des FluBprofils kommt, als auch die guten
Korrelationen der FKDS mit den laborchemischen Fibrosemarkern bekréftigen diese
These.

Allerdings kann keine Aussage dariiber gemacht werden, ob mdglicherweise auch
andere Reaktionen der Leber als die Fibrose, wie z.B. die Entziindungsaktivitit oder der
Verfettungsgrad, zu den Veridnderungen des FluBprofils beitragen.

Wie oben beschrieben, werden in der Literatur verschiedene Erklarungsmodelle der
Abflachung des FluBprofils diskutiert, bei denen neben der Kompression der Leber-
venen und dem Komplianceverlust durch die Leberfibrose auch eine Kompression
durch entziindliche Schwellung der Hepatozyten in Betracht kommt.

In verschiedenen Arbeiten werden, wie oben erwihnt, Korrelationen des FluBBprofils zu
Fibrose und Steatose und zum Child/Pugh-Wert beschrieben. Allerdings widersprechen
sich die Studien teilweise in der Beurteilung der Bedeutung der Fibrose fiir die patholo-
gischen Verdnderungen des Lebervenen-FluBprofils.

In jedem Fall sind Verlaufskontrollen der farbkodierten Duplexsonographie der Leber-
venen bei Patienten mit chronischer Hepatitis C in jdhrlichen Abstinden sinnvoll und
konnen bei pathologischer Abflachung Hinweise auf die Entwicklung einer Leber-

zirrhose geben.
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IV.S. Kritik

Leberhistologie

Die Beurteilung der Aussagekraft nichtinvasiver Parameter der Leberfibrogenese stof3t
aufgrund fehlender Referenzmethoden an Grenzen, da es bislang keine Methode gibt,
die eine zuverldssige Beurteilung der Leberfibrogenese ermdglicht.

Als Goldstandard gilt die Leberhistologie. Wie oben ausgefiihrt, liefert diese allerdings
nur ein statisches Bild des AusmaBes der Leberfibrose und spiegelt nicht den dynami-
schen Prozef} der Fibrogenese wider. Aulerdem unterliegt sie dem Stichprobenfehler.
Dennoch kann die Aussagekraft der untersuchten Laborparameter und der FKDS der
Lebervenen nur im Vergleich zur Leberhistologie beurteilt werden.

Aufgrund der Invasivitit der Leberbiopsie, die bei einigen Patienten Kontraindikationen
oder Ablehnung bedingt, liegt nicht bei allen Patienten ein histologischer Befund vor.
80% der Patienten mit chronischer Hepatitis C unterzogen sich einer Leberbiopsie,
allerdings wurde die Untersuchung bei den meisten Patienten nicht am Tag der Blutent-
nahme bzw. der FKDS der Lebervenen durchgefiihrt. Bei einzelnen Patienten liegt sie
bis zu 4 Jahre zuriick, bei den meisten aber hochstens 6 Monate. Mit Hilfe bzw. in
Kombination mit anamnestischen, klinischen und laborchemischen Befunden wurde
eine Einteilung in CPH und CAH vorgenommen.

Die Beurteilung der Leberhistologie erfolgte noch nach der alten Klassifikation, d.h. die
chronische Hepatitis wurde in CPH und CAH eingeteilt (De Groote et al. 1968). Wie
oben erwihnt, wird in den letzten Jahren von verschiedenen Autoren eine Klassifikation
propagiert, die sowohl ein Grading der Entziindungsaktivitit als auch ein Staging der
Fibrose vorsieht (Desmet et al. 1994, Ishak et al. 1995). Anhand des Fibrosescores wire

eine zuverlidssigere Beurteilung der untersuchten nichtinvasiven Parameter moglich.

Patientenzahlen

Bei der Beurteilung der Vergleiche der Parameter zwischen den Patientengruppen ist zu
berticksichtigen, dal es sich um Gruppen mit unterschiedlichen Patientenzahlen handelt.
Dieses fillt besonders bei der Untersuchung der Untergruppen (CPH, CAH, ZIR/Child
A, B und C) ins Gewicht, wo die Patientenzahlen teilweise sehr klein sind. Vor allem
die Angaben der prozentualen Haufigkeiten der jeweiligen FluBprofile in der FKDS der
Lebervenen fiir die Stadien der Leberzirrhose nach Child sind aus diesem Grund

vorsichtig zu interpretieren (Abb. 15).
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Verlaufsbeobachtungen

Urspriinglich waren monatliche Verlaufskontrollen iiber 3 Monate vorgesehen. Da nur
18 Patienten regelméfBig zu monatlichen Kontrollen erschienen, wurden diese gesondert
ausgewertet. Eine grofere Patientenzahl konnte erreicht werden, wenn die Patienten
iber einen Zeitraum von 12 Monaten beobachtet wurden. Dabei mufte fiir die jewei-
ligen Untersuchungszeitpunkte eine relativ grole Zeitspanne veranschlagt werden. Der
zweite Termin lag im Zeitraum von 1-3 Monaten nach der ersten Vorstellung, der dritte
zwischen 3-12 Monaten.

Ein Vergleich der Verdnderungen der Fibrosemarker und der FluBprofile der
Lebervenen mit der Histologie war nicht moglich, da aus ethischen Griinden keine
Kontrollbiopsien durchgefiihrt wurden. Diese Tatsache schriankt die Aussagekraft der
Untersuchungen ein. Zum Beispiel konnten im zeitlichen Verlauf der mit Interferon
behandelten Patienten keine eindeutigen Verdnderungen der genannten Parameter nach-
gewiesen werden. Zu diesem Ergebnis kamen auch 2 Studien, die das Verhalten von
Hyaluronan unter Interferonbehandlung untersuchten. Sie konnten allerdings durch eine
Kontrollbiopsie einen Abfall der Werte bei den Patienten beobachten, die eine Ver-
besserung des Fibrosescores aufwiesen (Guéchot et al. 1995, Ninomiya et al. 1998).
Moglicherweise besteht auch bei dem in der vorliegenden Arbeit untersuchten
Patientenkollektiv ein &dhnlicher Zusammenhang, der durch die sich insgesamt nicht

deutlich dandernden Werte verschleiert wird.

Interferon

Die Aussagefihigkeit der getrennten Untersuchung der mit Interferon behandelten und
der unbehandelten Patienten mit chronischer Hepatitis C ist durch die geringe Anzahl
von nur 11 behandelten Patienten eingeschridnkt. Aufgrund der Patientenzahlen wurden
alle Patienten, die sich wihrend des Beobachtungszeitraumes oder in den vorangehen-
den 2 Jahren fiir mehr als 3 Monate einer Interferontherapie unterzogen, zu der Gruppe
der behandelten Patienten gerechnet. Dabei wurde nicht nach dem Response unterschie-
den. Somit kann der direkte Effekt der Interferontherapie aufgrund der Ergebnisse nicht

beurteilt werden. Fiir diese Fragestellung sind gesonderte Therapiestudien notwendig.
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Einfluifaktoren

Wie bereits erwihnt, sind die untersuchten Methoden nicht leberspezifisch. So kann es
im Rahmen verschiedener anderer Erkrankungen, besonders bei Vorliegen einer
Rheumatoiden Arthritis, zu Erhohungen der untersuchten Laborparameter kommen.
Unter den Patienten mit medikamententoxischer Leberzirrhose befinden sich 2, die an
dieser Erkrankung leiden. Allerdings liegen die Werte dieser Patientinnen insgesamt
nicht iiber den Mittelwerten der anderen Patienten mit Leberzirrhose, so dafl dieser
Fehler zu vernachlédssigen ist. Es ist allerdings nicht mdoglich, alle Faktoren, die zur

Erhohung der Werte fiihren konnten, auszuschlieen.
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V.  Zusammenfassung

Die chronische Hepatitis C gewann in den letzten Jahren immer mehr an Bedeutung.
Durch Isolierung eines cDNA Klones aus dem Genom des Non A Non B Hepatitisvirus
durch Choo und Mitarbeiter wurde 1989 der Nachweis des Hepatitis C Virus ermog-
licht. Epidemiologische Studien zeigten, dal} es fiir 70% der chronischen und 20% der
akuten Hepatitisfille verantwortlich ist. Die globale Privalenz betrdgt mit regionalen
Unterschieden 3%. In 80% der Fille nimmt die Infektion einen chronischen Verlauf.
Trotz eines hdufig iiber Jahre asymptomatischen Verlaufs kann die Erkrankung mit
schwerwiegenden Komplikationen einhergehen. Die aus der chronischen Schéddigung
des Leberparenchyms resultierende Fibrogenese fiihrt bei 20-30% der Patienten zur
Entwicklung einer Leberzirrhose. Neben der Gefahr einer hepatischen Dekompensation
besteht dabei ein erhohtes Risiko, ein hepatozelluldres Karzinom zu entwickeln.

Somit ist eine effektive Verlaufskontrolle von Fibroseausmall und -aktivitit von ent-
scheidender Bedeutung. Sie kann wichtige Informationen im Hinblick auf die Prognose
und Therapie der chronischen Hepatitis C mit antiviralen und immunmodulierenden
Substanzen wie Interferon und Ribavirin geben.

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit nichtinvasiven Parametern der Leberfibrose
und -fibrogenese. Sie untersucht die Aussagekraft der Blut- und Serummarker N-termi-
nales Propeptid des Typ III Prokollagens (PIIINP), Laminin, Hyaluronan, zellulédres
Fibronektin sowie der semiquantitativen farbkodierten Duplexsonographie (FKDS) der
Lebervenen. lhre Relevanz gegeniiber klinischen Befunden, klinisch-chemischen
Labormarkern der Entziindungsaktivitit und Synthesefunktion der Leber und der
Leberhistologie wird gepriift.

Die genannten Parameter wurden bei 59 Patienten mit chronischer Hepatitis C ohne
Vorliegen einer Leberzirrhose im Vergleich zu 15 lebergesunden Kontrollpersonen und
50 Patienten mit Leberzirrhose unterschiedlicher Atiologie untersucht. Bei einem Teil
der Patienten wurden Verlaufskontrollen iiber einen Zeitraum von bis zu 12 Monaten
durchgefiihrt. Einzelne Patienten unterzogen sich monatlichen Verlaufskontrollen.

Der Vergleich der laborchemischen Marker der Leberfibrose zwischen den Gruppen
(Kontrollen, chronische Hepatitis C und Leberzirrhose), die noch in verschiedene
Schweregrade unterteilt wurden (CPH, CAH, Zirrhose Child A, B und C), zeigt fiir alle
4 Fibrosemarker steigende Werte mit zunehmender Schwere der Lebererkrankung. Die

einzelnen Marker unterscheiden sich allerdings erheblich in der Abgrenzbarkeit der
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Gruppen voneinander. Beim PIIINP sind die Uberschneidungen im Gegensatz zum
Laminin und zum zelluldren Fibronektin nur gering. Mit Hilfe des Hyaluronans gelingt
die beste Abgrenzung zwischen Patienten mit Leberzirrhose und Patienten, bei denen
eine chronische Hepatitis ohne Zirrhose vorliegt. Die ebenfalls untersuchte ALT zeigt
einen Anstieg der Werte mit zunehmender Entziindungsaktivitit und fillt bei
bestehender Leberzirrhose wieder ab. Sie gibt somit keine Hinweise auf das Fibroseaus-
mal}, was auch die schwache Korrelation zu den untersuchten Fibrosemarkern zeigt.

Die Verlaufsbeobachtungen der Labormarker lassen iiber den untersuchten Zeitraum bis
auf teilweise erhebliche Schwankungen in den Werten keine eindeutigen Verdnderun-
gen erkennen. Fiir den klinischen Gebrauch sind somit monatliche Kontrollen nicht zu
empfehlen. Weitere Studien mit groferen Intervallen sind notwendig, um sinnvolle
Untersuchungsabstinde zu bestimmen.

Insgesamt kann anhand der vorliegende Ergebnisse und der in der Literatur beschrie-
benen Studien v.a. dem PIIINP und dem Hyaluronan eine Bedeutung fiir das Monitoring
der Leberfibrose und -fibrogenese bei Patienten mit chronischer Hepatitis C beigemes-
sen werden. Dabei spiegelt das PIIINP mehr die fibrotische Aktivitidt wider, wihrend
das Hyaluronan Hinweise auf den Fibrosegrad und somit auf die Entstehung einer
Leberzirrhose gibt. Die hier vorliegenden Ergebnisse beziiglich des Laminins sind
aufgrund von Problemen mit der Genauigkeit des Assays vorsichtig zu bewerten. Das
zelluldre Fibronektin scheint keine zusétzlichen Informationen zu geben.

Die farbkodierte Duplexsonographie (FKDS) der Lebervenen zeigt eine Abflachung des
normalerweise triphasischen Lebervenen-FluBprofils bei einem groBen Teil der Patien-
ten mit Leberfibrose und -zirrhose. Dabei nimmt der Anteil der Patienten mit patholo-
gischem Lebervenenflul mit zunehmender Schwere der Lebererkrankung zu. Wihrend
bei allen Kontrollpersonen ein triphasisches FluBprofil vorliegt, findet sich dieses nur
noch bei 35% der Patienten mit Leberzirrhose. Ein normales FluBprofil schliet eine
Leberzirrhose zwar nicht aus, ein pathologischer Lebervenenflu kann aber wichtige
Hinweise auf das Vorliegen einer Leberfibrose/-zirrhose geben.

Die laborchemischen Parameter der Leberfibrose PIIINP und Hyaluronan und die
FKDS der Lebervenen geben wesentliche Informationen iiber Leberfibrose und -fibro-
genese im Rahmen der Verlaufskontrolle von Patienten mit chronischer Hepatitis C. Sie
konnen die Leberhistologie als Ausgangsbefund zwar nicht ersetzen, sind aber als nicht-
invasive Untersuchungsmethoden beliebig wiederholbar und stellen vor allem in

Kombination eine sinnvolle Ergédnzung der Diagnostik dar.
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VIL.1.  Abkiirzungsverzeichnis

Alb
ALT
AP
AST
CAH
cDNA
cFN
Chron. Hep. C
CPH
DNA
EGF
ELISA
FGF
FKDS
HA
HBc Ag
HBs Ag
HBV
HCC
HCV
HDV
HV
LN
MEIA
NANB
PCHE
PCR
PDGF
pFN
PIIINP
PTT
RIA
RIBA
RNA
T-Bili
tFN
TGF
TNF
ZIR
YGT

Albumin

Alaninaminotransferase

Alkalische Phosphatase
Aspartataminotransferase

Chronisch aktive Hepatitis
Komplementire DNA

Zelluldres Fibronektin

Chronische Hepatitis C

Chronisch persistierende Hepatitis
Desoxyribonukleinsiure
Epidermal-Growth-Factor
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
Fibroblast-Growth-Factor
Farbkodierte Duplexsonographie
Hyaluronan (Hyaluronséure)
Hepatitis B core Antigen

Hepatitis B surface Antigen
Hepatitis B Virus

Hepatozellulidres Karzinom
Hepatitis C Virus

Hepatitis D Virus

Hepatic Vein

Laminin
Mikropartikel-Enzymimmunoassay
Non A Non B

Pseudocholinesterase
Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction)
Platelet-Derived-Growth-Factor
Plasmafibronektin

N-terminales Propeptid des Typ III Prokollagens
Partielle Thromboplastinzeit
Radioimmunoassay

Recombinant Immunosorbent Assay
Ribonukleinsidure

Gesamtbilirubin

Gesamtfibronektin
Transforming-Growth-Factor
Tumornekrosefaktor

Zirrhose
Gammaglutamyltranspeptidase
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