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IV Zusammenfassung

IV Zusammenfassung

Hintergrund: Erkrankungen der Leber spielen in unserer Gesellschaft eine bedeutende Rolle.
3C-Atemtests, wie der in dieser Studie untersuchte LiMAx-Test, haben dabei ein groBes
klinisches Potential zur nicht-invasiven Leberfunktionsmessung. Diese Studie hat das Ziel, die
Abatmungskinetik sowie die Reproduzierbarkeit des Atemtestes besser zur charakterisieren.
Methoden: In die prospektive Studie wurden 21 gesunde Probanden und 26 lebererkrankte
Patienten eingeschlossen. Es wurden ein Standard LiMAx-Test, Laboruntersuchungen sowie
eine an die Studienfragen adaptierte Testversion des LIMAx-Tests mit vorheriger Applikation
von 3C-Bikarbonat durchgefiihrt und die Messdaten im Anschluss analysiert. Zusétzlich
erhielten 19 Probanden und 18 Patienten eine Lungenfunktionsuntersuchung mittels
Bodyplethysmographie.

Fragestellung dieser Untersuchung war es, ob die Abatmung von *C-Kohlenstoffdioxid durch
Bikarbonatapplikation sowie von der Lungenfunktion der Testperson beeinflusst wird und ob
interindividuelle Unterschiede hinsichtlich der '*CO,-Abatmung nach '3C-Bikarbonat-
Applikation detektiert werden kdnnen. Zur Charakterisierung der Bikarbonatkinetik wurden die
Flachen unter der Bikarbonatkurve (AUC) fiir verschiedene Kurvenabschnitte sowie Parameter
fiir den Kurvenabfall bestimmt.

Ergebnisse: In unserer Studie zeigte sich im Median ein LIMAx-Wert von 395,00 ug/kg/h (302-
476 ng/kg/h). Fiir die Probanden lag der Wert bei 424 pg/kg/h (381-510 pg/kg/h), fiir die
Patienten bei 364,5 pg/kg/h (164,3-472,3 pg/kg/h, p = 0,069). Bei der durchschnittlichen
absoluten Differenz zwischen den Werten vom LiMAx und dem Bikarbonat-LiMAx zeigte sich
kein signifikanter Unterschied (Probanden: 42,81 pg/kg/h (15,92-106,35 pg/kg/h (p =0,305));
Patienten: 72,86 pg/kg/h (14,44-99,14 ng/kg/h, (p = 0,424), Probanden vs. Patienten p = 0,649).
Die mittlere Differenz zwischen dem LiMAx und dem Bikarbonat-LiMAX in Prozent lag bei den
Probanden bei 3,29% (-4,35-18,87%), bei den Patienten bei 0,71% (-16,92-17,20%). Fiir unsere
Studienpopulation zeigte sich die Wiederholungsgenauigkeit mit einem ICC von 0,931 (KI
0,876-0,961) durch die vorherige Bikarbonat-Gabe unverindert im Vergleich zu
Voruntersuchungen.

Hinsichtlich der Bikarbonatkinetik zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen
Probanden und Patienten. Fiir die Fliche unter dem Bikarbonat-Peak konnte eine schwache
Korrelation zum LiMAXx-Test gezeigt werden (Korrelationskoeffizient ,339, p = 0,02).
Hinsichtlich der Lungenfunktion zeigten lediglich 3 Studienteilnehmer einen auffilligen Befund.

Ein signifikanter Effekt auf die LIMAx-Werte konnte nicht gezeigt werden.
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IV Zusammenfassung

Schlussfolgerung: Es konnte in dieser heterogenen Studienpopulation kein signifikanter
Einfluss der Applikation von Bikarbonat auf den folgenden LiMAx-Test festgestellt werden. Es
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede bei den erhobenen Parametern der
Bikarbonatkinetik zwischen gesunden Probanden und lebererkrankten Patienten.

In dieser Studienpopulation fanden sich keine Hinweise dafiir, dass Lebererkrankungen

Auswirkungen auf die erhobenen Parameter der Bikarbonatkinetik haben.
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V Abstract

V Abstract

Background: Liver disease is a major burden for patients and society. Liver function tests, like
the LIMAX test used in this study, have an enormous potential to be a diagnostic tool for non-
invasive but still precise liver function evaluation. With this study we aim to improve the
understanding of breath kinetics involved.

Methods: In this prospective clinical study, 21 healthy volunteers and 26 patients with a history
of liver disease were enrolled. Every participant received a LIMAXx-test, laboratory values and an
adapted version of the LIMAXx-test with previous application of labeled *C-bicarbonate.
Additionally, 19 healthy volunteers and 18 patients underwent lung function testing. The
objective was to investigate the effect of 3C-bicarbonate application on the breath recovery of
3CO; and the correlation of interindividual differences in recovery and lung function with the
LiMAXx-test results.

Results: In our study population the median LiMAx was 395,00 pg/kg/h (302-476 pg/kg/h), the
LiMAX values of the healthy volunteers were not significantly higher as the values in the patient
population (424 pg/kg/h (381-510 pg/kg/h) vs 364,5 ng/kg/h (164,3-472,3 ng/kg/h, p = 0,069).
The average absolute difference between LiMAXx und bicarbonate-LiMAXx values showed no
significance (healthy volunteers: 42,81 png/kg/h (15,92-106,35 pg/kg/h (p =0,305)); patients:
72,86 ng/kg/h (14,44-99,14 ng/kg/h, (p = 0,424), healthy volunteers vs. patients p = 0,649). The
average difference in percent was 3,29% (-4,35-18,87%) for the healthy volunteers and 0,71% (-
16,92-17,20%) for the patients. The reproducibility characterized by the ICC was not influenced
by the previous application of *C-bicarbonate (0,931 (0,876-0,961) in comparison to previous
studies.

The parameters of bicarbonate kinetics showed no significant difference between patients and
healthy volunteers. The area under the bicarbonate peak showed a weak correlation with the
LiMAX values (,339, p = 0,02).

Only 3 participants showed a pathologic lung function test, a significant influence on the LIMAx
results was not shown.

Conclusion: In this heterogenous study population no significant effect of '3C-bicarbonate
application on the breath recovery of 1*CO, during the LiMAx-test was found, no significant

interindividual differences in recovery could be detected.
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1. Einleitung

1.1 Uberblick iiber die verschiedenen Ansitze zur Bestimmung der Leberfunktion

Die Leber bildet das grofite Stoffwechselorgan des Menschen und {ibernimmt lebenswichtige
Funktionen im Bereich der Verdauung, der Entgiftung, der Gerinnung, der Speicherung und
Bereitstellung von Nihrstoffen sowie in der Aufrechterhaltung des Sdure-Basen-Haushaltes (1,
2). Aufgrund der wichtigen Rolle der Leber fiir den Stoffwechsel fithren Erkrankungen der Leber
zu schwerwiegenden Einschrinkungen, die nur schwer mit Hilfe eines einzigen Testverfahrens
zu erfassen sind (3, 4). Infolge der groen Funktionsreserve der Leber kommt es jedoch erst bei
schwerwiegenden Funktionseinschrinkungen zu klinischen Symptomen, eine klinische
Erstprisentation als dekompensierte Leberzirrhose ist nicht selten die Folge (5). Aus diesem

Grund kommt der frithzeitigen Diagnostik von Leberkrankungen eine hohe Bedeutung zu.

Als Goldstandard zur Diagnostik von Lebererkrankungen, insbesondere zur Diagnostik von
Leberfibrose und Leberzirrhose, galt lange die Leberbiopsie (6). Diese kann histopathologisch
genaue Informationen iiber den Schweregrad der Erkrankung und der Entziindung geben (7).
Neben dem Nachteil der Invasivitit kann sie gleichwohl keine Aussage iiber die tatsidchlich
verbleibende Funktion der Leber mit ihren vielfaltigen Stoffwechselfunktionen treffen, da hier
bei gleichem Erkrankungsgrad sehr grof3e interindividuelle Unterschiede zu beobachten sind (8-
11).

Um die Leberfunktion zu bestimmen, wurden in der Vergangenheit sowohl statische als auch
dynamische Leberfunktionstests sowie radiologische Testverfahren eingesetzt (12, 13). Zu den
statischen Parametern der Leberfunktion zéhlen unter anderem die leberspezifischen
Syntheseprodukte wie Albumin, die Gerinnungsfaktoren oder Gallensduren, aus denen eine
Abschitzung der Leberfunktion moglich ist (14). Diese haben allerdings aufgrund von
interindividuell unterschiedlichen Syntheseraten oder Schwankungen in der Ausscheidung iiber
Niere und Darm nur eine begrenzte Aussagekraft.

Atemtests mit dem Kohlenstoffisotop *C (13C -Atemtest im Verlauf) stellen inzwischen einen
wichtigen Bestandteil der dynamischen Leberfunktionsdiagnostik dar (7, 15, 16). Sie erlauben
die quantitative in vivo Untersuchung von Enzymaktivitét, Organfunktionen und
Transportvorgéingen im Rahmen einer nicht-invasiven und somit patientenfreundlichen
diagnostischen Methode (17). Es konnte gezeigt werden, dass mit Hilfe von '*C -Atemtests mit

hoher Sensitivitdt und Spezifitit eine Abgrenzung von Patienten mit beginnender Zirrhose
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(Stadium Child A) und ohne Zirrhose mdglich ist (18). Sie besitzen enormes Potential fiir einen

umfangreicheren Einsatz in der Routinediagnostik (9).

1.2 BC-Atemtests — Entwicklung und klinische Anwendung

Seit den 1970er und 1980er-Jahren werden '3C-Atemtests fiir die klinische Anwendung
erforscht. Seit 1987 wird der 1*C-Harnstoff-Atemtest, einer der am besten validierten 3C-
Atemtests der Medizin, fiir die Diagnostik einer Infektion der Magenschleimhaut mit dem
Bakterium Helicobacter Pylori eingesetzt. Dieser Test wurde erstmalig beschrieben von Graham
et al. (19). Dabei wird '*C-Harnstoff durch die Urease des Bakteriums hydrolysiert und *CO»
abgeatmet. Inzwischen wird der Test in Studien auch zur Evaluation der Therapieeffektivitat

verschiedener Medikamentenkombinationen eingesetzt.

Das zugrunde liegende Prinzip von nicht-invasiven Atemtests ist folgendes: ein '2C-
Kohlenstoffatom einer funktionellen, kohlenstoffhaltigen chemischen Gruppe wird durch ein
3C-Isotop im Substrat der Wahl, das spezifisch fiir das Ziel-Enzym im zu untersuchenden
metabolischen Signalweg ausgewihlt wurde, ersetzt, sodass ein stabiles, nicht-radioaktives '3C-
haltiges Molekiil entsteht (20, 21). Durch eine Enzym-Substrat-Interaktion im zu untersuchenden
Gewebe resultiert als endgiiltiges Stoffwechselendprodukt Kohlenstoffdioxid, in diesem Fall
13CO,. 3CO; wird in den zentralen Bikarbonatpool eingeschleust und anschlieBend abgeatmet,
wobei der Anteil des '*CO, am insgesamt abgeatmeten CO, verschiedene Aussagen
implementiert. Es zeigt eine enzymatische Umsetzung des '*C-markierten Substrats im
menschlichen Korper an. Die Menge des abgeatmeten '*CO» korreliert dabei mit der Aktivitét
des geschwindigkeitsbestimmenden Schrittes, der Aktivitit des ausgewahlten Zielenzyms,
sodass die quantitative Messung des '*CO» somit eine indirekte in vivo Bestimmung der

Pharmakokinetik und Evaluation der Enzymaktivitit ermoglicht (20, 22-25).
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2. Administration - f— 1. Development of a specific
(PO/IV) 13C-labelled substrate

Target enzyme
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Abbildung 1: Grundlegendes Prinzip von '*C-Atemtest aus Lock, J.F. et al. “Interpretation of

non-invasive breath tests using (13)C-labeled substrates--a preliminary report with (13)C-
methacetin.” Eur J Med Res (26)

1.2.1 LiMAXx-Test als Beispiel fir 3C-Atemtests

Im Rahmen von Nicht-invasiven Atemtests (NBT) fiir die Leberfunktionsdiagnostik wurden
bereits verschiedene Substrate untersucht: Aminopyrine, Galaktose, Phenylalanine, Methacetin
(27). Dabei nutzen die '3C-Atemtests verschiedene Metabolisierungswege fiir Xenobiotika,
wonach sie in drei Gruppen eingeteilt werden konnen: mikrosomal, mitochondrial und
zytosolisch (25).

Im Rahmen von Atemtests, die Substrate nutzen, die mikrosomale Enzymkomplexe als
Zielstrukturen haben, werden vor allem Enzyme der Cytochrom P450 Familie (CYP450)
getestet, die in engem Zusammenhang mit der Elimination von toxischen Substanzen und

Medikamenten stehen (28, 29).

In vielen Studien wurde '3C-markiertes Methacetin als Tracersubstanz eingesetzt. Methacetin hat
sich in niedrigen Dosen als nicht toxisch gezeigt. Es wird exklusiv iiber die Leber metabolisiert
und ermdglicht somit die quantitative Darstellung der CYP450 abhédngigen Leberfunktion (30).
Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt im Rahmen der Metabolisierung ist dabei die O-
Dealkylierung von *C-Methacetin iiber CYP1A2 in 13C-Acetaminophen und *CO> (21, 30-33).

In vielen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass der LiMAXx-Test (LIver MAXimum function

capacity, LIMAx, Humedics GmbH, Berlin, Germany), der in der Klinik fiir Allgemein-,

Visceral- und Transplantationsmedizin der Charité-Universititsmedizin Berlin entwickelt wurde,
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ein addquates diagnostisches Mittel ist, um die préoperative Leberfunktion von Patienten vor
Leberteilresektion beurteilen zu konnen und um Zirrhose-Patienten im Rahmen einer
Lebertransplantation pré- und postoperativ prognostisch einschitzen zu kdnnen (34-38). Ein
Wert von >315ug/kg/h wurde im Rahmen einer Studie an lebergesunden Probanden als
Normwert definiert (38).

Fiir den LiMAx-Atemtest wird, im Unterschied zu anderen Methacetin-Atemtests (MBT),
intravenos zu verabreichendes '*C-Methacetin verwendet, um die gastrointestinale Passage und
Resorption umgehen zu konnen. Bei oraler Gabe von Methacetin war durch die gastrointestinale
Passage die Absorption von Methacetin deutlich verzdgert, eine unmittelbare und komplette
Aufnahme der Substanz in die Leber nicht gewihrleistet, die Bioverfiligbarkeit interindividuell

unterschiedlich und so die Vergleichbarkeit und Aussagekraft des Tests deutlich reduziert (34).

1.2.1.1 Berechnung des LiMAx-Wertes und Darstellung der grafischen Aufarbeitung

In dieser Studie und bei diesem Messgerit wurde das Messergebnis des '*C-Atemtests als
LiMAx-Wert (in pg/kg/h) ausgegeben (34).
Der LiMAx-Wert stellt einen definierten Parameter zur Darstellung der Leberfunktion dar. Der

Wert setzt sich wie folgt zusammen:

DOB,,4x X Rppg X P X M

LiMAx =
iIMAx BW

Tabelle 1: Variablendefinitionen nach Stockmann, M et al. (34)

DOBmax Maximaler Delta Over Baseline Wert (innerhalb von 60 Minuten)

Reps Pee Dee Belemnite Standard der 3CO»/'>CO; Ratio (Rppp =
0,011237)

P Erwartete CO2-Produktionsrate (300 (mmol/h) x Korperoberfliache)

Molare Masse von 3*C-Methacetin

BW Korpergewicht der Testperson in kg

Da die Applikation des '*C-Methacetins intravends erfolgt und so Schwankungen der
Substratverfligbarkeit durch Unterschiede in z.B. der gastrointestinalen Resorption vermieden

werden, stellt der LIMAx-Wert die aktuell maximal erreichbare Umsatzrate von Methacetin am

18



1. Einleitung

CYP1A2 Enzym dar. Dies reprasentiert die aktuell maximale Leberfunktionskapazitit, die bei
diesem Patienten erreichbar ist (26, 34).

1.2.1.2 Messmethode des LIMAx-Tests

Wurden zu Beginn der LIMAx-Messungen noch zu bestimmten Zeitpunkten Atemproben vom
Patienten gewonnen und analysiert (34), erfolgt die Messung inzwischen kontinuierlich (37).
Dies wurde auch in dieser Studie mit einem Messgerdt der Firma Humedics (Fast liver
investigation package (FLIP2) ®; Humedics GmbH, Berlin, Germany), einem
Quantumkaskadenlaser, umgesetzt. Das Gerét fiihrt eine kontinuierliche Messung durch und
zeigt alle 25s einen iiber diesen Zeitraum gemittelten Messwert an. Die einzelnen Messpunkte
werden als Graph dargestellt, wobei jeder Messpunkt als ,,Delta Over Baseline* (DOB) in
Abhidngigkeit von der Zeit im Minuten dargestellt wird (35, 39). Die genaue Messdurchfiihrung
im Rahmen der Studienmessungen wird unter dem Punkt 3.2 genauer beschrieben, eine grobe

Darstellung des Messprinzips kann der Abbildung 2 entnommen werden.

—_ - '
- k <)

P FLIP" Detektionseinhert

.'/--- \I"y
[ \
| V. |
ll |‘l 3 ’r\l {
|| ,j\ ‘/' "‘ f I'u ||,
"i./:‘ OJR f 1‘ l'.
1% I| } 1 | ‘

(1) Vendse Injektion V'C-Methacetin-Ldsung
(_2_' Stoffwechsel Paracetamol + ’CO

(-.}/l Vendser Transport zur Lunge

(t) Ausatmung

(5) Messung und Auswertung

Abbildung 2: Messprinzip des LiMAx-Tests (entnommen von der Humedics Firmen Website,

(40))
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1.3 Das Bikarbonat-Kohlenstoff-System — Grundlage zum Versténdnis von *C-Atemtests

Das Bikarbonat-Kohlenstoff-System ist von grundlegender Bedeutung fiir das Verstindnis und
die Interpretation von '3C-Atemtests und stellt eine der beiden groBen Kategorien von
Einflussfaktoren auf das Testergebnis von MBT dar.

Alle Atemtests beruhen auf der Annahme, dass mit Hilfe der Bestimmung des '*CO»/'?>CO:-
Verhiltnisses in der Ausatemluft eine valide Ableitung der Metabolisierungsrate moglich ist.
Die Kinetik von 3CO; in der Ausatemluft spiegelt jedoch nicht die Kinetik der enzymatischen
Umwandlung in *COz in der Leber wieder, da '3CO» systemisch in verschiedene
Korperkompartimente verteilt wird und somit erst mit Verzogerung in das Blutplasma und somit
in die Lunge gelangt (41, 42). Verschiedene Studien zur Kohlenstoffdioxidverteilung (COz) im
menschlichen Kdrper konnten grof3e interindividuelle Unterschiede in der Verteilung und
Elimination von CO; zeigen (43-45).

Aus diesem Grund spielen das Bikarbonat-Kohlenstoff-System, das vielféltige Funktionen im
menschlichen Korper erfiillt, sowie die verschiedenen Modelle der Bikarbonatverteilung im
Organismus eine entscheidende Rolle fiir das Verstindnis und die Interpretation von 3C-

Atemtests.

Vor allem das Bikarbonat-Kohlenséure-Puffersystem diirfte als das wichtigste Puffersystem des
Organismus und wichtigste Transportform von CO» ein entscheidender Faktor sein. Es handelt
sich um ein offenes Puffersystem, wobei die Bikarbonatkonzentration iiber die Niere und die
Menge an CO; tiber die Lunge reguliert wird. Nach der Henderson-Hasselbach-Gleichung muss
das Verhiltnis immer 20:1 Bikarbonat zu CO; betragen (46).

Bikarbonat kann dabei von der Niere und der Leber erzeugt oder ausgeschieden werden.

In der Niere wird es im Austausch mit H*-Ionen ausgeschieden, in der Leber wird es zur
Ausscheidung von Ammoniak im Harnstoffzyklus verbraucht, wobei der entstehende Harnstoff
wiederum iiber die Niere ausgeschieden werden kann (46).

Als Transportform von CO> wird Bikarbonat dariiber hinaus in verschiedensten
Stoffwechselwegen in Mikro- und Makromolekiilen als Carboxylgruppe eingebaut,
beispielsweise in Oxalacetat im Rahmen der Glukoneogenese in der Leber oder im Rahmen des
Citratzyklus (43, 45, 47).

Einen groflen Bikarbonat- bzw. COz-Speicher stellt vor allem der Knochen dar (45, 48).
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1.3.1 Modelle der Bikarbonatkinetik und —verteilung im Kd&rper

Die Vorstellungen zur Bikarbonat-Kinetik beruhen auf linearen Modellen, die durch
experimentelle Untersuchungen mit Bolusgaben von '¥'*C-Bikarbonat oder '*''*C-Natrium-
Bikarbonat mit anschlieBender Messung von '¥14C0; in der abgeatmeten Luft geformt wurden.
Uber die Modellstruktur bestehen jedoch weiter Diskussionen, es existieren Zwei- und Drei-
Kompartimentmodelle (45, 49). Am géngigsten sind die 3-Kompartimentmodelle von Steele, R
et al. von 1955 (50) und Shipley, RA et al. von 1959 (51) sowie die 2-Kompartimentmodelle von
Fowle, AS et al. von 1960 (52) und Winchell, HS et al. von 1970 (53), wobei die 3-
Kompartimentmodelle in Studien hdufiger nachfolgend adaptiert und validiert worden sind, so
zum Beispiel von Irving, CS et al. (45), Barstow, TJ et al. von 1990 (43) und Saccomani, MP et
al. (49).

Gemeinsam ist beiden Modellen, dass sie jeweils einen zentralen Bikarbonatpool vorsehen, in
den der Zu- und Abfluss von Bikarbonat und somit auch die Verteilung des Bikarbonats erfolgt,

unter anderem die Abatmung in Form von Kohlenstoffdioxid.

1.3.2 Zwei-Kompartimentmodell

Winchell, HS et al. zeigten 1970 in ihren Untersuchungen, dass der CO> Austausch zwischen
Blut und Gewebe Membran unabhéngig ist. Sie nutzten *C-markierte Substanzen, um ein 2-
Kompartiment-Modell fiir den menschlichen Korper zu erstellen. Dieses beinhaltete einen
zentralen Pool, bestehend aus Blut und Geweben mit hoher Perfusion (z.B. abdominal und
thorakal). Mit diesem Pool erfolgte in der Studie eine Vermischung mit dem hinzugegebenen
14CO,/'*C-Bikarbonat innerhalb der ersten drei Minuten. Der zweite Pool reprisentierte Gewebe
mit geringerer Perfusion, wie Skelettmuskeln oder Knochen, mit denen ein deutlich langsamerer
Austausch als mit Kompartiment eins erfolgt. Respiratorische und nicht-respiratorische Verluste
gehen aus dem ersten Pool hervor, zum Beispiel durch eine Fixierung in Knochen oder den
Verlust tiber Urin/SchweiB} (53). ,,Kompartiment drei* beschreibt in der Publikation nur die
Menge an Kohlenstoffdioxid/Bikarbonat im Messgerit.

Im Modell von Fowle, AS et al. erfolgt eine Unterteilung in extra- und intrazelluldres
Kompartiment, wobei die nicht-respiratorischen Verluste iiber einen grof3en und langsam

austauschenden Pool, wie zum Beispiel Knochen, abgehen. (52)
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1.3.3 Drei-Kompartimentmodell

Allen Drei-Kompartimentmodellen ist gemeinsam, dass sie jeweils in ein zentrales sowie zwei
periphere Kompartimente aufgeteilt sind, wobei das zentrale Kompartiment je einmal im
langsamen und einmal im schnellen Austausch mit den beiden peripheren Kompartimenten steht.
Ein Bikarbonat-Zufluss kann nur ins zentrale Kompartiment erfolgen, iiber das entweder eine
Abgabe liber die Lunge oder in eines der beiden peripheren Kompartimente erfolgt.

Im Drei-Kompartimentmodell von Steele, R et al. wurde das zentrale Bikarbonatkompartiment
dem zirkulierenden Blut, das periphere Kompartiment mit dem schnellen Turnover
Weichteilgewebe und das periphere Kompartiment mit dem langsamen Turnover dem soliden
Bikarbonat im Knochen zugeschrieben (45, 50). Wahrend Shipley, RA et al. extrazelluldres und
intrazelluldres Bikarbonat fiir den zentralen und den schnellen peripheren Pool unterscheiden
und den langsamen peripheren Pool als eine Kombination aus solidem Bikarbonat im Knochen
und organischem Kohlenstoff gebunden in Substanzen wie Oxalacetat oder Malat ansehen (45,
51).

Iriving, CS et al. zeigten, dass die beiden peripheren Pools sich vor allem in der Perfusion

unterscheiden und entsprechend iiber unterschiedliche lange Halbwertszeiten verfiigen (45).

Pool Sizes Rate Constants Transfer Rates_

min
breath
[073

umoles-kg ' umoles+kg 'emin”*

endogenous CO;

b

rapidly
perfused

tissues
3490

perfused
tissues

8070

141

s\:l

9 umoles bone
H''CO5 biosynthesis

Total Free HC03/C0; Bicarbonate Flux_ Expiration/Flux
14,870 umoles-kg ' 198 umoles-kg ' emin~’ 0.501

FIG. 6. Bicarbonate compartmental model derived from averaged
DOB decay curve. See Fig. 1 for definition of kinetic parameters.

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Drei-Kompartimentmodells aus Irving, CS et al.

,,[13C]bicarbonate kinetics in humans: intra- vs. interindividual variations “ Am J Physiol (45)
Nach Saccomani, MP, et al. (49) und Irving, CS et al. (45) ist das zentrale Kompartiment

ebenfalls Ausgangspunkt fiir die nicht-respiratorischen Verluste, zum Beispiel durch den

metabolischen Einbau von Bikarbonat/Kohlenstoffdioxid in den Knochen oder als
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Carboxylgruppe in Substanzen wie beispielsweise Oxalacetat. Ein direkter Verlust des
Bikarbonats iiber den Urin scheint nicht zu erfolgen, allerdings erfolgt ein indirekter Verlust iiber
den Urin durch den Einbau von Bikarbonat in Harnstoffmolekiile (54).

Irving, CD et al. schitzte in seiner Arbeit die Bikarbonataufnahme in den Knochen auf 13% nach
vier Stunden (43, 45). Kornberg, HL. et al. zeigten bei der Katze, dass 6% des verabreichten
Bikarbonats nach fiinf Stunden im Knochen zu finden war und 3% in Harnstoffmolekiilen (43,
48). Dies bedeutet, dass das markierte 3CO; aufgrund der nicht-respiratorischen Verluste nicht
vollstindig regeneriert und abgeatmet wird und somit im Rahmen von nicht-invasiven Atemtests
als entstehendes *CO,/!3C-Bikarbonat messbar ist. In der Literatur schwankt der Anteil des

regenerierten und somit messbaren Anteils zwischen 50 und 90% (45, 53, 55).

23



2. Fragestellung

2. Fragestellung

Wie in der Einleitung dargestellt, gibt es vielfiltige Einsatzbereiche von *C-Atemtests, auch in
der Routinediagnostik von Lebererkrankungen gewinnen sie fiir spezifische Fragestellungen, vor
allem im Rahmen der praoperativen Leberresektionsplanung (56), zunehmend an Bedeutung.
Sowohl Holzhuetter, HG, et al. (42) als auch Lock, JF, et al. (26) konnten zeigen, dass die
Plasmakinetik von '3C-Methacetin nicht mit der Abatmungskinetik von '3 CO, libereinstimmt. Es
wurde die Hypothese aufgestellt, dass das produzierte '*CO» primér nicht vollstindig abgeatmet,
sondern in Form von '*C-Bikarbonat in einem Bikarbonatkompartiment im Korper
zwischengespeichert und erst im Verlauf durch oxidative Decarboxylierung wieder freigesetzt
und abgeatmet wird (42). Darauthin wurde von Holzhuetter, HG, et al. (42) Computermodell-
basiert die sog. 2DOB-Methode als Ergdanzung zum konventionellen Atemtest vorgeschlagen,
mit dem Ziel, die individuelle CO2/Bikarbonat Stoffwechselkapazitdt in den Test mit
einzubeziehen und so die diagnostische Genauigkeit von 3C-Atemtests zu verbessern.

Bisher wurden diese Uberlegungen jedoch nur in Simulationen in silico validiert.

Die nicht exklusive '3CO»-Elimination iiber die Atemluft und die vielfiltigen Funktionen des
Transportmetaboliten Bikarbonat im menschlichen Stoffwechsel lassen bislang nur ungenaue
Riickschliisse auf die tatsichliche Stoffwechselaktivitit entsprechender '3 C-markierter
Substanzen zu (26). Dies wirft die Frage auf, ob das mit dem Substrat verabreichte 1*CO» im
Gesamten wieder abgeatmet wird. Nur so kann man rechtfertigen, dass die *CO»-Atemtests auch

einen spezifischen Zusammenhang mit der Leberfunktion aufweisen (55, 57).

Aus diesen Uberlegungen ergeben sich verschiedene Fragestellungen hinsichtlich des Einflusses
des Bikarbonatstoffwechsels auf *C-Atemtests im Rahmen der Leberfunktionsdiagnostik, die als
Teilbereich in der nachfolgend beschriebenen Studie weitergehend untersucht wurden.

Aus diesem Grund werden im Rahmen dieser Promotion die erhobenen Studiendaten sowohl von
lebererkrankten Patienten als auch gesunden Probanden im Speziellen auf folgende
Fragestellungen hin untersucht:

1. Kann ein Unterschied in der Abatmung von 3C-Stoffwechselprodukten, hier am Beispiel
von 3C-Bikarbonat und '*C-Methacetin, zwischen lebererkrankten Patienten und einer
lebergesunden Vergleichsgruppe festgestellt werden?

a. Wie stellt sich der Verlauf der '*CO»-Abatmung nach '*C-Bikarbonatapplikation

dar?
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b. Unterscheidet sich der Verlauf zwischen lebererkrankten Patienten und der
lebergesunden Vergleichsgruppe?

2. Welche Einflussfaktoren auf die Abatmung von *C-Stoffwechselprodukten,
insbesondere '*C-Bikarbonat, konnen im Vergleicht von lebererkrankten Patienten und
gesunden Probanden festgestellt werden?

a. Korreliert die Abatmung mit der Leberfunktion? Kann dies mit Hilfe von
verschiedenen Parametern (Blutwerte, dynamische Leberfunktionstests)
dargestellt werden?

3. Hat der Bikarbonatstoffwechsel/die Bikarbonatabatmung einen entscheidenden Einfluss
auf die Abatmung von *C-Metaboliten und beeinflusst somit den Verlauf und das

Ergebnis von *C-Atemtests, hier am Beispiel des LIMAx-Tests?

Barstow, TJ. et al. (43) konnten in ihrer Studie dariiber hinaus zeigen, dass sich die CO»-
Abatmung nach Gabe von '*C-Bikarbonat in Abhéngigkeit von der metabolischen Aktivitét
verandert, Roecker, K. et al. (55) wiederum konnten zeigen, dass die CO2-Abatmung je nach
VO; verédndert ist.
Da, wie bereits oben beschrieben, der Einfluss der Lungenfunktion auf das Ergebnis von '3C-
Atemtests bisher in keiner Studie untersucht wurde, und chronische Lungenerkrankungen, vor
allem COPD, in der Gesellschaft weit verbreitete Erkrankungen darstellen, sollen die
Studiendaten im Rahmen dieser Dissertation des Weiteren auch auf den Einfluss der
Lungenfunktion, insbesondere der Lungenvolumina, auf die CO;-Abatmung im Rahmen der
Bikarbonatkinetik sowie des '*C-Atemtests und auf das Ergebnis des *C-Atemtests LIMAx
untersucht werden.

4. Beeinflusst die Lungenfunktion, insbesondere die Lungenvolumina, die CO2-Abatmung

im Rahmen der Bikarbonatkinetik sowie des '*C-Atemtests und so das Ergebnis des '3C-

Atemtest LIMAX?
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3. Methodik

3.1 Patientenkollektiv und Studiendesign

Ab dem 1. Mai 2016 wurden ambulante und stationére Patienten aus der chirurgischen und der
gastroenterologischen Klinik der Charité — Universitdtsmedizin Berlin am Campus Virchow
Klinikum fiir diese prospektive Fall-Kontroll-Studie rekrutiert.

Fiir diese Promotion wurden Studienteilnehmer beriicksichtigt, die bis zum 31.01.2018
eingeschlossen wurden. Nach diesem Datum eingeschlossene Patienten erhielten keine
Bikarbonatmessung mehr, sodass sie fiir diese Promotion nicht berticksichtigt werden.

Eine Nachbeobachtung der Studienteilnehmer erfolgte nicht.

3.1.1 Ethikkommission

Die durchgefiihrte Studie an lebererkrankten Patienten, die ambulant oder stationér in der
chirurgischen und gastroenterologischen Klinik der Charité¢ — Universitdtsmedizin Berlin
behandelt wurden, sowie an lebergesunden Probanden wurde von der lokalen Ethikkommission
genehmigt.

Jeder Studienteilnehmer wurde ausfiihrlich miindlich iiber Sinn und Zweck der Studie sowie die
Durchfiihrung der verschiedenen Untersuchungen inklusive deren potentiellen Risiken und
Nebenwirkungen verwendeter Medikamente aufgeklért. Alle erhielten die Studieninformationen
mit oben genannten Informationen zusétzlich in schriftlicher Form. Nach ausreichender
Bedenkzeit wurde von allen in der Studie untersuchten Patienten und Probanden die schriftliche
Einwilligung eingeholt.

Es bestand zu jeder Zeit die Moglichkeit, die Einwilligung zuriickzuziehen, die noch

ausstehenden Studienuntersuchungen abzulehnen und die Studie somit zu beenden.

3.1.2 Einschlusskriterien

In diese Studie wurden méinnliche und weibliche lebererkrankte Patienten eingeschlossen, die
sich entweder fiir eine leberchirurgische Operation oder eine Evaluation zur Lebertransplantation
am Virchow-Klinikum der Charité — Universitidtsmedizin Berlin vorstellten. Die Patienten

wurden im Vorfeld der fiir sie geplanten Routine-LiMAXx-Untersuchung auf die Studie
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angesprochen. Bei potentiellem Interesse wurden die Ausschlusskriterien abgefragt. Erfiillten die
Patienten keine Ausschlusskriterien und waren mit einer Studienteilnahme einverstanden,
wurden sie in die Studie eingeschlossen.

Als Vergleichsgruppe wurden ménnliche und weibliche lebergesunde Personen ohne Anamnese
einer Lebererkrankung fiir die Studie rekrutiert. Mit Hilfe verschiedener Laborparameter wurden
die gesunden Probanden auf potentielle Anzeichen einer Leberschiddigung untersucht.

Das Mindestalter fiir den Einschluss betrug 18 Jahre, eine obere Altersgrenze gab es nicht.

Die Studienteilnehmer mussten schriftlich ihr Einverstindnis erklirt haben.

3.1.3 Ausschlusskriterien

Von der Studienteilnahme ausgeschlossen waren folgende Personen/Patientengruppen:

- Patienten mit einer koronaren Herzerkrankung

- lebertransplantierte Patienten

- Patienten nach TIPS Anlage

- Patienten mit florider Infektion und Fieber > 38,0°C

- Patienten mit Paracetamol Allergie

- Patienten mit MRT Kontraindikationen (z.B. Herzschrittmacher)

- Patienten, die die Studienteilnahme ablehnten

Im Rahmen der Rekrutierung der gesunden Probanden waren bekannte bzw. diagnostizierte
Lebererkrankungen, auch benigner Art, ein zusitzliches Ausschlusskriterium. Andere, iiber die
bereits oben angefiihrten Ausschlusskriterien hinausgehende Vorerkrankungen waren kein

Ausschlusskriterium.

3.2 Durchfiihrung der Studienmessungen

Im Rahmen der Studie wurden verschiedene Untersuchungen durchgefiihrt. Diese beinhalteten:
eine Blutentnahme vor jedem Leberfunktionstest, ein LiIMAx-Test nach Standardprotokoll, ein
LiMAXx-Test mit fiir die Studie adaptiertem Protokoll an einem beliebigen spéteren Tag, eine
Lungenfunktionsuntersuchung, eine Ultraschall-Elastographie sowie Gewebeuntersuchungen an

intraoperativ gewonnenem Lebergewebe, falls eine leberchirurgische Operation vorgesehen war.
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Aus klinisch-organisatorischen Griinden konnten nicht alle oben genannten Untersuchungen bei
jedem Studienteilnehmer durchgefiihrt werden, sodass die Patienten in primér zwei Gruppen
einzuteilen waren. Eine Gruppe erhielt zusitzlich zum routineméfig durchgefiihrten LiMAx-Test
einen weiteren LiMAXx-Test mit vorheriger Bikarbonatgabe sowie, wenn moglich, eine
Lungenfunktionsuntersuchung. Die andere Gruppe erhielt den zweiten LiMAXx-Test nicht, bei ihr
wurde stattdessen intraoperatives Gewebe entnommen oder nur eine Ultraschall-Elastographie
durchgefiihrt.

Die lebergesunden Personen bilden eine dritte Gruppe. Sie erhielten beide Varianten des
LiMAXx-Tests sowie eine Lungenfunktionsuntersuchung.

Alle erhielten eine Ultraschallelastographie-Untersuchung. Die Auswertung dieser sowie der
Gewebeanalysen sind Bestandteil einer anderen Fragestellung und sollen hier nur der
Vollstindigkeit halber angesprochen werden. Fiir die im folgenden aufgefiihrten Analysen

wurden nur Studienteilnehmer beriicksichtigt, die beide LIMAx-Messungen erhalten haben.

3.2.1 Laborwerte

Die Blutentnahme erfolgte iiber einen zu Beginn des Leberfunktionstests gelegten Zugang (18G,
20G) nach mindestens drei Stunden Nahrungskarenz.
Den Patienten wurde je ein Heparin-, ein EDTA-, ein Citrat- und ein Serumréhrchen
entnommen, bei den lebergesunden Probanden wurde auf das Serumrohrchen verzichtet. Es
wurden folgende Laborparameter bestimmt:

1. Heparin-Rohrchen: Allgemeine klinische Chemie (Na, K, Leberenzyme, Blutlipide,

Albumin, Protein)

2. EDTA-RG6hrchen: kleines Blutbild

3. Citrat-Rohrchen: Gerinnung (Quick, INR, aPTT)

4. Serum-Rohrchen: Tumormarker (AFP, CEA, Ca 19-9)
Die Blutuntersuchung sollte insbesondere der Bestimmung der aktuellen Leberenzyme und des
MELD-Scores (Model for endstage liver disease) dienen, um diese als Vergleichswert fiir den
dynamischen Leberfunktionstest im Anschluss heranziehen zu kénnen.
Als laborchemische Leberparameter wurden folgende biochemische Marker verwendet:
Die Transaminasen Aspartat-Aminotransferase (AST) bzw. Glutamtat-Oxalacetat-Transaminase
(GOT) und Alanin-Aminotransferase (ALT) bzw. Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT)

wurden als Indikatoren einer Leberzellschidigung abgenommen und ausgewertet (58).
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Als Parameter fiir die Syntheseleistung der Leber wurden die Pseudo-Cholinesterase (PCHE)
sowie der Quick-Wert bzw. INR als MaB fiir die Synthese von Vitamin-K-abhéngigen
Gerinnungsfaktoren in der Leber bestimmt.

Als Parameter fiir die Entgiftungs- und Ausscheidungsfunktion der Leber wurde Bilirubin

ausgewertet (58).

Da viele Patienten mit kolorektalen Lebermetastasen (CRLM), hepatozelluldrem Karzinom
(HCC) sowie extra- und intrahepatischen Gallengangstumoren (CCC, Klatskin-Tumoren)
voraussichtlich in die Studie eingeschlossen werden wiirden, wurde entschieden, die bei diesen
Tumorerkrankungen typischerweise erhohten Tumormarker AFP, CEA, Ca 19-9 ebenfalls als
Baselinecharakteristika mitzubestimmen. Bei den gesunden Probanden wurde aus ethischen und

medizinischen Griinden auf eine Bestimmung der Tumormarker verzichtet.

3.2.2 Bestimmung der Leberfunktion mittels LIMAx-Test

Im Rahmen dieser Studie wurde bei jedem Patienten und jedem Probanden mindestens ein
LiMAx—Test nach im Folgenden beschriebenem Standardprotokoll durchgefiihrt.

Eine Untergruppe der Patienten sowie alle gesunden Probanden erhielten zusitzlich zu einem
spéteren Zeitpunkt einen LiMAXx-Test, dessen Protokoll fiir Studienzwecke erweitert wurde.

Dieser LiMAXx-Test wird im Folgenden als Bikarbonat-LiMAx-Test bezeichnet.

3.2.2.1 Durchfiihrung in der Studie

Bedingung fiir die Durchfithrung des LiIMAx-Tests war jeweils eine mindestens dreistiindige
Nahrungs-, Fliissigkeits- und moglichst Nikotinkarenz, wobei stilles Leitungswasser
ausgenommen war (59). Aus diesem Grund wurden die LiMAXx-Tests, wenn moglich, morgens
oder am spiten Nachmittag — unter Einhaltung der Nahrungskarenz — nach dem Mittagessen
durchgefiihrt.

Die Durchfiihrung des Tests erfolgte stets in Riickenlage, um eine korperliche Anstrengung oder
hektische Atembewegungen zu vermeiden, die eine Verfalschung der Atemkurve bedingen

konnten.
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Nach Aufkliarung und Befragung der Patienten wurde zunichst ein peripherer Venenzugang

(18G, 20G) - moglichst kdrpernah - gelegt. Dieser diente sowohl fiir die Blutentnahmen vor dem

Test als auch fiir die Injektion der Testsubstanzen.

In der folgenden Tabelle 2 werden alle bendtigten Testutensilien aufgelistet.

Tabelle 2: Testutensilien fiir den LiMAx-Test und den Bikarbonat-LiMAx-Test

Standard-LiMAx-Test

Bikarbonat-LiMAXx-Test

13C-Methacetin 1x 1x
(Glasflasche, 50ml,

Hersteller: Charité

Apotheke)

13C-Bikarbonat 1x
(Glasflasche, 50ml,

Hersteller: Charité

Apotheke)

50ml NaCl (0,9%) Ix 2x
Perfusorspritze S0ml Ix Ix
20ml Spritze Ix 3x
10ml Spritze 2x 3x
Kodan-Spike 2x 3x
3-Wegehahn-Verlingerung 1x 2x

Zur Vorbereitung der Messung wurden alle bendtigten Testutensilien bereitgelegt und

anschlieBend alle bendtigten Patientendaten in das Programm des Messgerétes eingegeben:

Patientenname, Studiennummer, Geburtsdatum, Geschlecht, Grofle, Gewicht.

Die *C-Methacetinlosung wurde auf die 50ml Perfusorspritze aufgezogen.

Korpergewichtsadaptiert wurde eine Menge von 2mg/kg, dies entspricht 0,5ml/kg, benétigt, die

nicht benétigte Fliissigkeit wurde verworfen. Zusétzlich wurde eine 20ml Spritze mit NaCl

(0,9%) befiillt. Beide Spritzen wurden anschlieBend an der vorher mit NaCl (0,9%)

durchgespiilten 3-Wegehahn-Verlidngerung befestigt.

Um den Test zu beginnen, wurde dem Studienteilnehmer die Atemmaske mdglichst dicht

anliegend liber Mund und Nase aufgesetzt, um ein Entweichen der Exspirationsluft zu
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vermeiden. Die Maske wurde iiber einen Plastikschlauch mit dem Messgerét verbunden, sodass
die Exspirationsluft direkt in das Messgerit geleitet werden konnte.

Nach Eingabe des Codes der verwendeten Maske konnte die Messung gestartet werden. Nach
Starten des Messgerites erfolgte fiir 10 Minuten die Bestimmung einer Baseline. Dabei wurde
das individuelle Verhiltnis von '>CO; und '3CO; in der Ausatemluft des Patienten bzw.
Probanden bestimmt, um spéter die durch '3C-Methacetin ausgeldste Erhohung des *CO;
berechnen zu konnen (35).

Nachdem eine stabile Baseline ohne ausgepragte Schwankungen iiber 10 Minuten aufgezeichnet
werden konnte, wurde die 3-Wegehahn-Verldngerung mit den beiden Spritzen am Venenzugang
befestigt. Es erfolgte moglichst schnell die Injektion der korpergewichtsadaptierten '3C-
Methacetindosis, anschlieBend wurde mit 20ml NaCl (0,9%) nachgespiilt, um eine moglichst
schnelle Verteilung im zentralen Kompartiment zu erméglichen (34).

Bei den lebergesunden Probanden erfolgte nun die Aufzeichnung der *CO,-Kurve iiber
mindestens 30 Minuten, bei den lebererkrankten Patienten wurde {iber mindestens 45 Minuten
gemessen. Nach 60 Minuten Messzeit wurde die Messung vom Gerit automatisch beendet, da
eine Erhohung der '3 CO,-Kurve nicht mehr zu erwarten war (39). Die Messung erfolgte
kontinuierlich durch das Gerit, wobei alle 25s ein iiber diesen Zeitraum gemittelter Messwert auf
dem Display des Gerites angezeigt wurde. Ein Befund und somit ein Ergebnis konnte sofort
erstellt und ausgedruckt werden.

Nach Messende wurden die Masken verworfen, da eine erneute Verwendung des Maskencodes

nicht moglich war.

3.2.3 Bikarbonatmessungen

Zusitzlich zum LiMAXx-Test, der mit dem Standard-Protokoll durchgefiihrt wurde und als
Vergleichspunkt dienen sollte, erfolgte im Rahmen dieser Studie ein Bikarbonat-LiMAXx-Test,
bei dem vor '*C-Methacetin-Gabe eine definierte Menge '*C-Bikarbonat appliziert wurde.

Die 3C-Bikarbonat-Losung wurde speziell fiir diesen Zweck von der Charité internen
Krankenhausapotheke unter sterilen Bedingungen hergestellt. Dabei entsprach die in einer 50ml-
Glasflasche enthaltene Menge an '*C-Bikarbonat der in einer 50ml-Glasflasche enthaltenen

Menge an 3C-Methacetin, die fiir den Standard-LiMAx-Test verwendet wird.
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3.2.3.1 Durchfiihrung

Im Rahmen dieser Studie wurde bei einem Teil der rekrutierten Patienten und allen gesunden
Probanden der Vergleichsgruppe ein LIMAXx-Test mit adaptiertem Studienprotokoll
durchgefiihrt. Die Verdnderung bestand in der Injektion von '3C-Bikarbonat, um den Effekt auf
den Verlauf und das Ergebnis des LiMAXx-Tests zu untersuchen, sodass ein zweiphasiger
Testverlauf entstand (42).

Im Rahmen des Studienprotokolls wurde der Bikarbonat-LiMAXx-Test im spéteren Verlauf nach
dem Standard-LiMAx-Test durchgefiihrt, sodass den Patienten der ungefdhre Ablauf des Tests
bereits geldufig war.

Nach erfolgter Aufkldrung tiber die Verdnderungen des Testablaufs wurde den
Studienteilnehmern ein neuer peripher-vendser Zugang (18G, 20G) gelegt. Es erfolgte die
erneute Abnahme der oben aufgefiihrten Laborparameter.

Die Messvorbereitungen erfolgten analog zum Standard-Protokoll, die benétigten Testutensilien
sind in Tabelle 2 beschrieben. Fiir den Bikarbonat-Test wurden zwei 20ml Spritzen mit NaCl
0,9%, eine 50ml Spritze mit '*C-Methacetin analog zum Standard-Protokoll sowie eine 20ml
Spritze fiir das *C-Bikarbonat vorbereitet. Das '*C-Bikarbonat wurde dabei folgendermaBen
dosiert: bei 2mg/ml wurden 0,2ml/kg Korpergewicht verwendet, dies entspricht einer Menge an
3C-Bikarbonat von 20% im Vergleich zur verwendeten Menge an '3C-Methacetin.

Es wurde immer eine 20ml Spritze vollstindig aufgezogen, der nicht bendtigte Rest
anschlieBend aus der Spritze verworfen.

Es wurden zwei Dreiwege-Hahn-Verlangerungen mit NaCl 0,9% angespiilt und anschlieend
mit je einer 20ml NaCl 0,9% Spritze sowie entweder dem *C-Methacetin oder dem '*C-

Bikarbonat verbunden.

Nach Beendigung der Vorbereitungen wurde analog zum Standard-Protokoll der Test mit einer
10-miniitigen Messung der Basalwerte von *CO,:'2CO» begonnen.

AnschlieBend erfolgte die Injektion der korpergewichts-adaptierten Menge des '*C-Bikarbonats
im Bolus und das Spiilen des Zugangs mit Kochsalzlosung. Die Messung erfolgte daraufhin fiir
30 Minuten. Im Anschluss wurde die korpergewichtsadaptierte Menge '*C-Methacetin iiber den
Zugang im Bolus injiziert und mit 20ml NaCl 0,9% gespiilt. Der Test verlief nun analog zum

oben beschriebenen Standard-Protokoll.
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3.2.3.2 Grafische Darstellung und Auswertung der Messdaten

Die Messung erfolgte wie auch beim Standard-LiMAx-Test mit dem FLIP2®-Messergerit (Fast
liver investigation package®; Humedics GmbH, Berlin, Germany). Auch wéhrend der 30-
miniitigen Messung des 3CO, /'2CO,-Verhitnisses nach 3C-Bikarbonat-Injektion erfolgte eine
kontinuierliche Erfassung alle 25sec, wobei jeder Messpunkt als DOB in Abhédngigkeit von der
Zeit in Minuten dargestellt wurde.

Eine Darstellung der Messkurve innerhalb der ersten 30 Minuten auf dem Display des
Messgerites war nach Beendigung der Messung nicht moglich, sodass die Messkurve mit Hilfe
von Microsoft Excel Version 16.13.1 dargestellt wurde. Dadurch war eine Analyse der
Messdaten moglich.

Die abschlieBenden Analysen wurden mit Hilfe von Clampfit (pCLAMP™ 10.2 Software Suite)
und Matlab (R2017b, 9.3.0.713579, © 1984-2017 The MathWorks, Inc. Protected by U.S. and
international patents) durchgefiihrt, dabei wurden sowohl die DOB-Werte als auch die
Kurvencharakteristika analysiert.

Mit dem Programm Clampfit erfolgte eine Analyse des Verlaufs und des Abfalls der DOB-
Kurve nach Erreichen des Bikarbonat-Peaks bis zum Zeitpunkt der Methacetin-Injektion. Dafiir
wurde eine mathematische Fit-Funktion erstellt.

Mit dem Programm Matlab erfolgte anschlieBend die Berechnung von Area-under-the-Curve

(AUC)-Werten fiir verschiedene Abschnitte der Bikarbonat-DOB-Kurve.

3.2.3.3 Berechnung des Bikarbonat-LiMAx in Matlab und Excel

Im folgenden Abschnitt soll die Durchfiihrung der Berechnungen in Matlab zum Bikarbonat-
LiMAXx und den genutzten Kinetikparametern erléutert werden.

Zur Berechnung erfolgte zuerst die Darstellung der gewonnenen Messwerte sowohl der CO2
Abatmung nach Bikarbonatgabe {iber 30 Minuten als auch der CO, Abatmung nach Methacetin-
Gabe iiber mindestens 30 und maximal 60 Minuten in Matlab in einer Auflosung von 25sec pro

Messwert.
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Abbildung 4: Grafische Darstellung der Bikarbonatabatmungskurve und der
Methacetinabatmungskurve in Matlab (Beispielproband, y-Achse DOB, x-Achse Zeit in sec)

Anschliefend wurden verschiedene Parameter aus den Kurven berechnet: Erstellung eines
exponentiellen Fits zur Berechnung der AUC-Werte sowie des angepassten Bikarbonat-LiMAx-
Wertes.

Die Berechnung der AUC-Werte als MaB fiir die Bikarbonat-Ausatemkinetik erfolgte mit Hilfe
des fitting Tools in Matlab, das einen exponentiellen Fit mit folgender Formel y = a * exp(b * x)
basierend auf den Messdaten der letzten 15 Minuten der langsamen Bikarbonatabatmung,
angepasst nach Roecker, K et al. (55), erstellte. AnschlieBend erfolgte die grafische Darstellung
der gefitteten Kurve von -2500sec bis 2500sec.
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Abbildung 5: Grafische Darstellung der gefitteten Kurve bezogen auf die Abatmungskurve von
13CO; (Beispielproband, y-Achse DOB, x-Achse Zeit in sec)

Anschliefend wurden die Schnittpunkte zwischen der Abatmungskurve und der Kurve des
exponentiellen Fits grafisch dargestellt, sodass die Flache unter der Abatmungskurve durch die
Schnittpunkte an beiden Seiten und durch die Kurve des exponentiellen Fits nach unten hin
begrenzt wurde. Diese Fléache stellt die Kinetik des Peaks dar. Dariiber hinaus wurde die Flache
vom Beginn der CO2 Abatmung nach Bikarbonat-Gabe bis zum Beginn der Methacetin Gabe als
Flache unter der gesamten Abatmungskurve berechnet. Diese Fldche wird nach unten hin durch

die urspriingliche Baseline begrenzt.
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Abbildung 6: Grafische Darstellung der berechneten AUC-Flachen unter der
Bikarbonatabatmungskurve, in Gelb wird hier die Fliche unter dem Peak dargestellt

(Beispielproband, y-Achse DOB, x-Achse Zeit in sec)

Die Berechnung des neuen Bikarbonat-LiMAx-Wertes wurde wie folgt durchgefiihrt:

Es wurde erneut der exponentielle Fit verwendet. Die Abatmungskurve und Fitkurve des
jeweiligen Studienteilnehmers wurden in einer gemeinsamen Grafik in Matlab dargestellt. Mit
Hilfe der Messkurvendaten in Excel wurde der DOBmax-Wert als Mittelwert der hdchsten vom
FLIP® aufgezeichneten DOB-Werte bestimmt. Nun erfolgte die grafische Bestimmung des y-
Wertes des Exponentiellen Fits fiir den Messzeitpunkt (x in sec) DOBmax. Die Differenz
zwischen dem vom Messgerit aufgezeichneten und aus Excel bestimmten DOBmax und dem
mit Hilfe des exponentiellen Fits bestimmten y-Wertes, der analog der von Holzhiitter, HG et al.
(42) vorgeschlagenen ,,2-DOB-Methode* den eigentlichen Baseline-Wert nach Abatmung von
Bikarbonat darstellt, stellt nun den korrigierten DOBmax-korrigiert dar, der fiir die Berechnung

des Bikarbonat-LiMAx-Wertes verwendet wurde.
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3.2.4 Lungenfunktionsdiagnostik

Da es sich bei den hier eingesetzten '3 C-Testverfahren um Atemtests handelt, sollte als weiterer
Aspekt in dieser Studie der Einfluss der Lungenfunktion auf das Testergebnis sowie auf die
Abatmungskinetik des '*C-Bikarbonats, dabei insbesondere auf den ersten Abatmungspeak,
untersucht werden.

In der Literatur gibt es bis zum jetzigen Zeitpunkt keine Untersuchungen, die den LiMAx-Test
explizit im Zusammenhang mit der Lungenfunktion betrachten.

Im Rahmen des LiMAx-Tests wird das '*CO, /!2CO,-Verhitnis zu Beginn des Tests fiir jeden
Patienten individuell bestimmt, um einen Ausgangswert festzusetzen, von dem aus im Anschluss
an die Injektion der Testsubstanz der Anstieg des *CO, gemessen werden kann.

Fiir *C-Bikarbonat konnte aber gezeigt werden, dass es einen, je nach Grad der korperlichen
Aktivitdt wihrend der Messung, unterschiedlich groflen First-Pass-Effekt durch die Lunge bei
der Abatmung gibt, der nicht wie der restliche Teil der Abatmungskurve mit einem zwei-
exponentiellen Fit in Einklang gebracht werden konnte und somit von der iibrigen

Abatmungskinetik abweicht (55).

3.2.4.1 Durchfiihrung

Die Lungenfunktionsmessungen, eine Ganzkorperbodyplethysmographie sowie eine CO-
Diffusionsmessung, wurden von den MTAs der Medizinischen Klinik mit Schwerpunkt
Infektiologie und Pneumologie (einschl. Arbeitsbereich ambulante Pneumologie) am Campus
Virchow Klinikum der Charité durchgefiihrt.

Alle Patienten, die fiir eine LTX-Evaluation stationdr aufgenommen wurden, erhielten im
Rahmen ihrer Evaluationsuntersuchungen auch eine Lungenfunktionsuntersuchung. Bei den
gesunden Vergleichspersonen sowie den Patienten, die aus anderen Griinden stationér
aufgenommen wurden und bei denen sich eine Lungenfunktionsuntersuchung organisieren lie§3,

erfolgten die Messungen immer vor Beginn der Sprechstunde in der Ambulanz.

3.2.4.2 Grundlagen der Lungenfunktionsdiagnostik

Die Bodyplethysmographie wird zur Diagnostik von restriktiven und obstruktiven

Ventilationsstorungen eingesetzt. Das Krankheitsbild Ventilationsstérung beschreibt eine
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Storung des Atemflusses, dabei ist entweder die Fahigkeit gestort, die Atemluft in die Atemwege
hinein oder aus ihnen hinaus zu transportieren (58).

Wihrend bei restriktiven Ventilationsstorungen die Ausdehnungsféhigkeit des Systems Lunge-
Thorax-Zwerchfell (Compliance) vermindert und so die mobilisierbaren und nicht-
mobilisierbaren Lungenvolumina reduziert sind, ist bei obstruktiven Ventilationsstdrungen eine
Verengung oder Verlegung der Atemwege Ursache fiir eine Storung des Atemflusses. Da
obstruktive Ventilationsstorungen im Laufe der Zeit zu einer Lungeniiberblahung und friih zu
einer CO2-Retention fiihren, lag unser Augenmerk vor allem auf den fiir diese Diagnose
entscheidenden Parametern (58). Die wichtigsten MessgroBen sind insbesondere die
Einsekundenkapazitit (FEV), die forcierte Vitalkapazitit (FVC), der Peak-Flow (peak
exspiratory flow) sowie der maximale exspiratorische Fluss bei 50% bzw. 25% der
Vitalkapazitidt (MEF 50/25). Aus FEV1 und FVC wird dariiber hinaus der fiir die Diagnostik
wichtige sog. Tiffenau-Index (FEV1/FVC) gebildet, welcher den Anteil der Vitalkapazitét
reprisentiert, der innerhalb einer Sekunde maximal forciert ausgeatmet werden kann. Als
normwertig wird ein Wert iiber 80% betrachtet (60).

Im Gegensatz zur einfachen Spirometrie konnen mit Hilfe der Ganzkorperplethysmographie
auch das intrathorakale Gasvolumen, die totale Lungenkapazitit, das Residualvolumen und der
Atemwegswiderstand bestimmt werden, welche weitere Hinweise auf Ventilationsstérungen,
eine Lungeniiberblihung oder Abatmungsbehinderungen geben kdnnen. Im Rahmen einer
Lungentiiberbldhung, wie sie zum Beispiel bei der chronisch-obstruktiven Lungenerkrankung
COPD bzw. bei dem sich im Verlauf dieser Erkrankung ausbildenden Emphysem vorliegt, steigt
vor allem das Residualvolumen (RV) an, wihrend die Vitalkapazitit (VC) absinkt (60, 61).

Fiir die Ganzkorperplethysmographie sitzt die Testperson in einer druckdichten Glaskabine, in
der die durch die Bewegung von Raumluft erzeugten Druckschwankungen registriert werden
konnen. Der Patient muss dafiir ein kurzes, gut abgedichtetes Mundstiick und eine
Nasenklammer aufsetzen, um eine vollstdndige Messung der bewegten Luft und erzeugten
Druckunterschiede zu ermdglichen. Undichtigkeiten am Mundstiick fiihren dementsprechend zu
Fehlmessungen. Der Patient atmet wihrend der Messung auf3erhalb der verschlossenen Kammer
befindliche Luft ein. Durch die dadurch erzeugte Zunahme des Lungenvolumens kommt es zu
einer Kompression der Kammerluft. Dies erhoht entsprechend den Druck in der Kammer, wobei
sich die Druckerh6hung wiederum in einer Druckabnahme in der Lunge widerspiegelt.

Die Druckdifferenz zwischen Lunge und dem Raum auferhalb der Kammer kann indirekt

bestimmt und in einem Diagramm gegeneinander aufgetragen werden. In diesem Diagramm
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werden zusétzlich die am Mundstiick gemessenen Volumenstromstirken (V/t) aufgezeigt. (62-

64).

Zusitzlich wurde dariiber hinaus eine Messung der Diffusionskapazitdt durchgefiihrt, die
Aufschluss iiber die Giite des Sauerstoff-Austauschs und die pro Zeiteinheit und
Partialdruckdifferenz von der Lunge ins Blut diffundierende Gasmenge gibt. So kdnnen sowohl
Vergroflerungen der Diffusionsstrecke als auch eine Reduktion der Diffusionsfldche festgestellt
werden. Dazu wird der CO-Transferfaktor (TLCO) bestimmt. Der Patient atmet mit einem tiefen
Atemzug ein Testgasgemisch (0,2% CO, 8-10% He, Restluft) ein und wird anschlieBend dazu
aufgefordert fiir 8-10sec die Luft anzuhalten. Wéhrenddessen verteilt sich das eingeatmete
Gasgemisch in der Lunge des Patienten, nur CO diffundiert zum Teil ins Blut, sodass bei der
darauffolgenden Exspiration vergleichsweise weniger CO als He in der alveoldren Gasfraktion

detektiert und ein Riickschluss auf die diffundierte Menge gezogen werden kann (62).

3.3 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm SPSS Version 25.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA).

Im Folgenden werden die Daten als Median * Interquartilsabstand (IQR) angegeben, wenn keine
anderen Angaben gemacht werden.

Fiir die Unterschiede zwischen den untersuchten Populationen (Patienten/Probanden,
Gruppenvergleich nach Leberfunktion) wurden der Mann-Whitney-U-Test fiir 2 Gruppen und
der Kruskal-Wallis-Test fiir 3 oder mehr Gruppen verwendet.

Fiir Unterschiede zwischen kategorialen Variablen wurde der exakte Fisher-Test bzw. der Chi?-
Test verwendet.

Fiir Unterschiede zwischen den einzelnen Messzeitpunkten wurde der Wilcoxon-
Vorzeichenrangtest verwendet.

Korrelationen zwischen den einzelnen Parametern wurden mit Hilfe der Spearman-
Korrelationsanalyse bestimmt.

In multiple Regressionsanalysen wurden aufgrund der Anzahl der eingeschlossenen
Studienteilnehmer in der kleineren Gruppe, den Probanden, maximal 3 Faktoren einbezogen.
Als statistisch signifikant wurde ein Wert von p <0,05 angesehen.

Es folgte ausschlieBlich exploratives Testen, die p-Werte wurden nicht an multiples Testen

adjustiert.
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4. Ergebnisse

4.1 Patientenkollektiv

Fiir die folgende statistische Auswertung der Studiendaten wurden alle Studienteilnehmer
beriicksichtigt, die bis zum 31.01.2018 eingeschlossen wurden und die sowohl einen LiMAx-
Test nach Standardprotokoll als auch einen LiMAx-Test nach dem Bikarbonat Studienprotokoll
erhalten haben. Patienten, die nach Durchfiihrung der LiMAx Untersuchung eine Weiterfiihrung
der Studie und somit einen LiMAXx-Test nach dem Bikarbonat Studienprotokoll ablehnten,
wurden nicht berticksichtigt. Daten von eingeschlossenen Patienten oder Probanden, die
ausschlieBlich fiir das Sampling von Gewebeproben oder die Durchfiihrung einer
Ultraschallelastographie eingeschlossen wurden, wurden in den folgenden Analysen ebenfalls
nicht flir die statistische Auswertung beriicksichtigt.

In der folgenden Abbildung ist die Zusammensetzung des Studienkollektivs sowie des
ausgewerteten Patientenkollektivs dargestellt. Insgesamt wurden 129 Studienteilnehmer (24
Probanden und 105 Patienten) bis zum 31.01.2018 eingeschlossen. In die statistische

Auswertung werden im Folgenden 26 Patienten sowie 21 Probanden eingeschlossen.

129 Studienteilnehmer bis zum 31.01.2018
- 24 Probanden
- 105 Patienten

Drop outs: 2
. - 1:technische Probleme bei der Baseline-Messung

- 2: Erfullung eines Ausschlusskriteriums (Z.n. Myokardinfarkt)

» |15 Patienten lehnten den 2. LiMAX-Test ab |

- 2 Probanden
- 63 Patienten

Rekrutierung von ... fur andere Studienfragen ‘

AbschlieBend ausgewertet:
- 21 Probanden
- 26 Patienten

Abbildung 7: Studienpopulation vom 1.05.2016-31.01.2018
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Von den rekrutierten Probanden musste einer als Drop-out gewertet werden, da bei einer
LiMAx-Messung technische Probleme bei der Baseline-Messung aufgetreten waren. Ein Patient
erfiillte ein Ausschlusskriterium fiir die Studienteilnahme.

Bis zum 31.01.2018 wurden dariiber hinaus 2 Probanden und 63 Patienten fiir andere
Studienfragen rekrutiert, diese erhielten weder einen LiMAx-Test noch einen Bikarbonat-Test
nach oben beschriebenem Schema und wurden fiir die folgenden Analysen aus diesem Grund
nicht beriicksichtigt.

In der folgenden Abbildung werden die Lebererkrankungen der in die Analysen
eingeschlossenen Patienten denen, der nicht beriicksichtigten, fiir andere Studienfragen

rekrutierten Patienten gegeniibergestellt.

Lebererkrankungen aller Studienteilnehmer (Einschluss bis zum 31.01.2018)
25 durchgefuhner
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Abbildung 8: Lebererkrankungen der Patienten, im Vergleich fiir die Analysen beriicksichtigte
Patienten MIT Bikarbonat-LiMAx und Patienten OHNE Bikarbonat-LiMAXx (gruppiertes

Balkendiagramm)

4.2 Allgemeine und leberspezifische Patientencharakteristika
Von den 26 eingeschlossenen Patienten war bei 12 eine Leberzirrhose entweder histologisch

nach Leberpunktion oder durch Erfiillung von mindestens 2 der folgenden Kriterien -

unregelméfige Begrenzung der Leber in CT/MRT, Milzgroe >12cm, Fibroscan >17,6kPa,
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Varizen, Thrombozyten <129/nl, Aszites, hepatische Enzephalopathie nach Westhaven —
diagnostiziert worden. 5 dieser 12 Patienten hatten bereits ein Hepatozelluldres Karzinom (HCC)
entwickelt und wurden im Rahmen der Studien im Folgenden als HCC in Zirrhose ausgewertet.
Dariiber hinaus wurden 2 Patienten mit einem HCC ohne zugrundeliegende Zirrhose, 4 Patienten
mit einem intrahepatischen cholangiozelluldren Karzinom, 5 Patienten mit kolorektalen
Lebermetastasen, 2 Patienten mit einer autosomal dominanten polyzystischen Nierenerkrankung
mit Beteiligung der Leber (Potter 3) sowie 1 Patient mit Morbus Wilson ohne eingetretene
Zirrhose und 1 Patientin mit Morbus Wilson mit bereits ausgepréigter Leberzirrhose
eingeschlossen. Die Patientin mit Morbus Wilson und bereits eingetretener Leberzirrhose wird
im Folgenden den Patienten mit Zirrhose zugeordnet und somit unter den 12 Patienten mit

Zirrhose klassifiziert.

Laborchemisch zeigte sich eine signifikant unterschiedliche Leberfunktion zwischen den
gesunden Probanden und den eingeschlossenen Patienten. Die LIMAx-Werte waren jedoch in
unserer Studienpopulation nicht signifikant unterschiedlich (424pg/kg/h (381-510png/kg/h) vs.
364,5 pg/kg/h (164,3-472,3 pg/kg/h), p = 0,069).

Die allgemeinen sowie die leberspezifischen Patientencharakteristika werden in der folgenden

Tabelle dargestellt.

Tabelle 3: Patientencharakteristika (angegeben als Median * Interquartilsabstand)

Probanden Patienten p-Wert
Anzahl 21 26
Geschlecht 7 14 8 18 1,0!
(weiblich/ménnlich)
Alter bei Einschluss 40 (29,5-54,5) 57,5 (49,75-66) 0,001*
Raucher (ja/nein) 2 19 8 18 0,0022
BMI (Messungl) 25,14 (22,3-26,5) 26,1 (22,3-30,3) 0,158
LiMAx-Wert in pg/kg/h 424 (381-510) 364,5 (164,3-472,3) | 0,069
Bikarbonat-LiMAX in 471,3  (404,6-528,5) 336,2 (178,1-551,7) | 0,038*
pg/kg/h
DOB gefittet -2,57  (-3,44- -2,23) -3,62 (-4,42--2,76) | 0,026*
DOB Bikarbonat LiMAx 31,55 (29,00-37,73) 24,91 (11,60-37,28) | 0,049*
MELD Score 6,43 (6,43-6,98) 9,01 (6,79-18,18) 0,002*
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Laborwerte
Thrombozyten (/nl) 233 (206-262) 170 (92-232) 0,005*
Quick (in %) 100 (90,5-111) 88,5 (71,25-103) 0,026*
INR 1,00  (0,94-1,07) 1,08 (0,98-1,24) 0,026*
Natrium (mmol/l) 140 (138,75-141,25) | 139,5 (136,3-142) 0,675
Kalium (mmol/l) 4 (3,7-4,15) 4,2 (3,8-4,4) 0,063
Kreatinin (mg/dl) 0,84  (0,76-0,94) 0,8 (0,7-0,98) 0,878
geschitzte GFR (ml/min) 90 (88,25-90) 90 (80-90) 0,203
GOT/AST (U/) 28 (21,75-30,5) 47 (32,5-82,5) 0*
GPT/ALT (U/) 21 (17-28) 39 (25-55.5) 0,003*
gamma-GT (U/1) 17 (13-24) 105 (60-161,5) 0*
Alkalische Phosphatase (U/1) 60 (50-65) 92 (75,5-205) 0*
PCHE (kU/T) 8,1 (6,54-9,74) 6,01 (3,40-7,39) 0,007*
Bilirubin (mg/dl) 0,49  (0,31-0,61) 0,66 (0,43-3,48) 0,036*
Leberzirrhose
>2 Kriterien erfuillt® 12
<2 Kriterien erfiillt 14
Lebererkrankungen
Zirrhose 7
HCC 2
intrahepatisches CCC 4
CRLM 5
HCC in Zirrhose 5
polyzystische Lebererkrankung 2
Morbus Wilson 1

! 2-seitige Signifikanz nach dem exakten Fisher-Test

2 2-seitige Signifikanz nach dem Chi-Quadrat-Test

3 mind. 2 der folgenden Kriterien: unregelméaBige Begrenzung der Leber in CT/MRT, MilzgroBe
>12cm, Fibroscan >17,6kPa, Varizen, Thrombozyten <129/nl, Aszites, hepatische

Enzephalopathie nach Westhaven

Im Folgenden sind mehrere Ubersichtsgrafiken zur Studienpopulation hinsichtlich LIMAX-Test,
Bikarbonat-LiMAXx und Leberfunktion dargestellt.
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In Abbildung 9 sind die LiMAXx- und LiMAx-Werte nach Bikarbonat-Studienprotokoll von
Patienten und Probanden im Vergleich dargestellt, wobei sich die LiIMAx-Werte nach dem
Bikarbonat-Studienprotokoll signifikant unterscheiden (471,3 pg/kg/h (404,6-528,5 ng/kg/h) vs.
336,2 pg/kg/h (178,1-551,7 pg/kg/h), p = 0,038), wihrend sich die LiIMAx-Werte in unserer
Studienpopulation zwischen Patienten und Probanden nicht signifikant unterscheiden.
Hinsichtlich der statischen, laborchemischen Leberfunktionsparameter unterscheiden sich
Patienten und Probanden jedoch signifikant. So sind der MELD-Score, die Transaminasen, die
Cholestaseparameter gamma-GT und AP, die PCHE, das Bilirubin und die Gerinnungsparameter

signifikant unterschiedlich zwischen Patienten und Probanden (S. Tabelle 3).

[H LiMAx-Wert (Messung 1)
800 Bikarbonat-LiMAX (Messung
17 [ |

o 2)
600
400 I

B 4

8
200 12
0
Proband Patient

Abbildung 9: Darstellung der LIMAXx- und Bikarbonat-LiMAx-Werte von Patienten und
Probanden im Vergleich (Boxplot mit Messwerten als Median, die y-Achse stellt die LIMAx-
Werte dar)

Abbildung 10 stellt die Verteilung der LIMAx-Werte bezogen auf die zugrundeliegende
Lebererkrankung dar. Hierbei wird deutlich, dass die LIMAx-Werte der Patienten mit
zugrundliegender Zirrhose schlechter sind als die Werte der Patienten beispielsweise mit

kolorektalen Lebermetastasen.
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Abbildung 10: Verteilung der LIMAx-Werte bezogen auf die zugrundliegende Lebererkrankung,

gesunde Probanden als Gruppe ,.keine Lebererkrankung* (Boxplot mit Messwerten als Median)

Die folgende Abbildung 11 zeigt die LiMAx-Werte im Vergleich mit den LIMAx-Werten nach
dem Bikarbonat-Studienprotokoll fiir jeden Studienteilnehmer in einer Ubersichtsgrafik.

Dabei zeigt sich eine groB3e Streubreite zwischen den individuellen Messwerten, einige
Studienteilnehmer zeigen einen hoheren LIMAx-Wert nach dem Standardprotokoll, einige einen

hoheren Bikarbonat-LiIMAX, bei einigen liegen die Werte sehr nah beieinander.
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LiMAx-Wert (Messung 1)
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Abbildung 11: Individuelle Darstellung der LIMAX- und Bikarbonat-LiIMAx-Werte je

Studienteilnehmer als Liniendiagramm

Aufgrund des signifikanten Altersunterschiedes der Studiengruppe ,,Patient/Proband®, dargestellt
in Tabelle 3, stellt Abbildung 12 in einem Boxplot die medianen LiMAx-Werte fiir die
Altersgruppen iiber 50 Jahre und kleiner/gleich 50 Jahre fiir die beiden Studiengruppen dar.

Der Median des LIMAx-Wertes fiir die Gruppe iiber 50 Jahre liegt bei 394,00 pg/kg/h (287,0-
465,0 pg/kg/h), fiir die Gruppe unter/gleich 50 Jahre bei 409,50 pg/kg/h (308,75-536,50 pg/kg/h,
p =0,576).
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Abbildung 12: LiMAx-Werte fiir die Gruppen Patient/Proband fiir die Altersgruppen >50 Jahre

und <50 Jahre (Boxplot mit den Messwerten als Median)

4.3 LiMAx-Test

Jeder Studienteilnehmer erhielt als erste apparative Untersuchung einen LiMAX nach dem
Standard-Untersuchungsschema, um einen Ausgangswert fiir den folgenden LiMAx nach dem
Bikarbonat-Studienprotokoll und die anschliefende Auswertung der Parameter zu schaffen.

In unserer Studie zeigte sich im Median ein LIMAx-Wert von 395,00 pg/kg/h (302-476
pg/kg/h). Fiir die Probanden lag der Wert bei 424 png/kg/h (381-510 pg/kg/h), fiir die Patienten
bei 364,5 pg/kg/h (164,3-472,3 pg/kg/h, p = 0,069), wobei der Unterschied zwischen beiden
Gruppen sich als nicht signifikant darstellte (Abbildung 9).

4.3.1 LiMAX und leberspezifische Patientencharakteristika

Auch in unserer Studienpopulation konnte eine gute Korrelation des LiMAx-Testes mit dem in
der Literatur hdufig verwendeten Score ,,model for endstage liver disease (MELD)* gezeigt

werden.
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Der MELD-Score ist ein weltweit anerkanntes Verfahren zur objektiven Priorisierung der
Organvergabe im Rahmen von Lebertransplantationen. Es konnte gezeigt werden, dass der Score
das kurzfristige Uberleben von Zirrhose-Patienten vorhersagen kann (35, 66-68). In den MELD-
Score gehen der Kreatinin-Wert in mg/dl, das aktuelle Bilirubin in mg/dl sowie der INR ein. Die

Berechnung erfolgt nach der folgenden Formel:
10 * (0.957 * LN(Kreatinin) + 0.378 * LN(Bilirubin) + 1.120 = LN(INR) + 0.643).
Fiir die Studienpopulation zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen Patienten und

Probanden (p= 0,002) sowie eine signifikante Korrelation mit dem LiMAXx (-,395, p = 0,013,
Abbildung 13).

Patermen

LiMAX -Wert (Messung 1)

MELD-Score

Abbildung 13: Darstellung des LiIMAx und des MELD-Scores bei Patienten (Scatterplot)

Auch andere leberspezifische Laborparameter zeigten in unserer Studie eine gute Korrelation zu
den gemessenen LiMAx-Werten.

In unserer Studie zeigten sich signifikant unterschiedliche Werte der Transaminasen fiir
Patienten und Probanden (GOT p <<0,001, GPT p = 0,003), der LiMAXx-Test zeigte eine gute
inverse Korrelation von -,483 fiir die GOT (p = 0,001) und von -,305 fiir die GPT (p=0,050).
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LiMAX-Wert (Messung 1)
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Abbildung 14: Zusammenhang zwischen LiIMAx-Wert und GOT bzw. GPT als Scatterplot

Auch die Lebersyntheseparameter PCHE und Quick- bzw. INR Wert zeigten einen signifikanten
Unterschied zwischen unseren Patienten und Probanden. Fiir die PCHE lag der p-Wert bei 0,007,
fiir Quick bzw. INR bei 0,026.

Beide Parameter zeigten eine gute Korrelation mit dem LiMAx (PCHE: ,448, p = 0,008 bzw.
INR: -,345, p=0,027).
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Abbildung 15: LiMAx und PCHE im Scatterplot

Fiir Bilirubin zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen Patienten und Probanden mit
einem p-Wert von 0,036.

Zwischen dem LiMAx-Wert und dem Bilirubin-Wert zeigte sich eine negative Korrelation (-
,410) mit einem p-Wert von 0,006. Aus der nachfolgenden Grafik wird jedoch deutlich, dass der

GroBteil der Patienten ein normwertiges oder niedriges Bilirubin aufwies.
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Abbildung 16: LiMAXx und Bilirubin im Scatterplot

In der Gruppe der Patienten, die einen LiMAXx unter 150 pg/kg/h aufwiesen (n = 6), lag das
Bilirubin im Median jedoch bei 6,34 mg/dl (3,91-8,20). In allen anderen Gruppen zeigte sich ein
medianer Wert unter Img/dl (p=0,001).
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Abbildung 17: Median des Bilirubins bezogen auf die Hohe des LiMAx eingeteilt in die

normal

erniedrigt

LiMAx <150

Gruppen nach Hohe des LiMAx (Messung 1)

==

Proband

Gruppen: normaler LIMAX, erniedrigter LIMAX zwischen 150 und 315 pg/kg/h, sehr niedriger
LiMAx <150 pg/kg/h und gesunde Probanden (Boxplot)

In der multiplen linearen Regressionsanalyse mit dem LiMAx-Wert als abhéngige Zielvariable

zeigte sich unter Einbezug der Transaminasen und der PCHE ein signifikantes Modell (p =

<0,001) mit einem R? von 0,515, aber nur die PCHE zeigte einen signifikanten

Regressionskoeffizienten.

Koeffizienten™

Standardisier
Nicht standardisierte te
Koeffizienten Koeffizienten Kollinearitatsstatistik
Regressionsk | Standardfehl
Modell oeffizient8 er Beta T Sig. Toleranz VIF
1 (Konstante) 345,483 111,441 3,100 004
e -,884 1,801 -149 | 401 627 187 | 5,348
s - -3,031 2,337 -332 | -1,297 205 265 | 3,777
H
:ﬂisf;,':g;"“-"- 25,476 12,112 379 | 2,103 045 533 | 1,876

a. Abhangige Variable: LiMAx-Wert (Messung ohne Bikarbonat-Injektion)

Abbildung 18: Tabelle zur multiplen Regressionsanalyse unter Einbezug der Transaminasen und

der PCHE
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4.4 LiMAXx-Test nach Bikarbonat Studienprotokoll

In den folgenden beiden Grafiken werden zwei Ubersichten iiber die Bikarbonatkurven der
Patienten und Probanden vom hochsten DOB-Wert nach Bikarbonatgabe bis zum DOB-Wert bei
Beginn der Methacetin-Gabe dargestellt.

In der Abbildung 19 werden die gemittelten Bikarbonatkurven von Patienten und Probanden
miteinander verglichen. Dabei wird deutlich, dass sich die gemittelten Bikarbonat-DOB-Werte
zwischen Patienten und Probanden nicht signifikant unterscheiden. Der vermutet schnellere bzw.
steilere Abfall der gemittelten Probanden-Kurve lésst sich nicht objektivieren. Ein Vergleich der
Kurven von Probanden und Patienten mit normalem LiMAx-Wert >315 pg/kg/h respektive mit

erniedrigtem LiMAx-Wert <315 pg/kg/h zeigte ebenfalls keinen Unterschied im Kurvenverlauf.

Vergleich der Kurven von Probanden und Patienten
(Mittelwerte)
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Abbildung 19: Grafische Darstellung der gemittelten Bikarbonatkurven fiir Patienten und
Probanden im Vergleich (DOBmax/Zeit in min)
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In der Abbildung 20 werden alle individuellen Bikarbonatkurven im Vergleich dargestellt, wobei

deutlich wird, dass der Verlauf fiir alle Kurven sehr dhnlich ist und sich nur die maximalen

DOB-Werte deutlich unterscheiden.
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Abbildung 20: Grafische Darstellung der Bikarbonatkurven vom héchsten DOB-Wert nach
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Bikarbonatgabe bis zum DOB-Wert bei Beginn der Methacetin-Gabe fiir alle Studienteilnehmer
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4.4.1 Vergleich von LiMAx und Bikarbonat-LiMAXx

Im folgenden Abschnitt soll untersucht werden, ob die vorherige Bikarbonat-Gabe die
Wiederholungsgenauigkeit des LIMAx-Tests beeinflusst und die LiMAx/Bikarbonat-LiM Ax-

Werte fiir jeden einzelnen Studienteilnehmer genauer miteinander verglichen werden.

Die durchschnittliche absolute Differenz zwischen den Werten vom LiMAx und dem
Bikarbonat-LiMAX betrégt fiir die gesamte Studienpopulation 65,74 pg/kg/h (16,03-99,78
png/kg/h, p =0,193), fiir die Gruppe der Probanden 42,81 pg/kg/h (15,92-106,35 pg/kg/h (p
=0,305)), fiir die Patienten 72,86 pug/kg/h (14,44-99,14 pg/kg/h, (p = 0,424)). Werden die
Gruppen Patienten/Probanden hinsichtlich der absoluten Differenz zwischen LiMAx und
Bikarbonat-LiMAX verglichen, zeigt sich ein nicht signifikanter p-Wert von 0,649.

w
o
-

100,00

Differenz LiMAx - Bikarbonat LiIMAx

Proband Patient
Proband/Patient

Abbildung 21: Boxplot zur Darstellung der medianen absoluten Differenz zwischen dem

LiMAx-Wert und dem Bikarbonat-LiMAx-Wert fiir Patienten und Probanden

Die mittlere Differenz zwischen dem LiMAXx und dem Bikarbonat-LiMAX in Prozent lag bei den
Probanden bei 3,29% (-4,35-18,87%), bei den Patienten bei 0,71% (-16,92-17,20%).
In den folgenden vier Abbildungen sind die Differenzen zwischen dem LiMAx und dem

Bikarbonat-LiMAX fiir jeden Studienteilnehmer in absoluten Werten sowie in Prozent
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dargestellt. Dafiir wurde jeweils der Wert des Bikarbonat-LiMAx vom Wert des LIMAX
abgezogen, sodass durch einen negativen, absoluten Wert eine Erhohung des LiMAx-Wertes im
Rahmen der zweiten Messung nach dem Bikarbonat-Studienprotokoll anzeigt wird.

Bei den Probanden wiesen acht einen hoheren LiMAX als Bikarbonat-LiMAXx auf, 13 dagegen
zeigten einen hoheren Wert bei der zweiten Messung. Bei den Patienten hatten zwolf der 26
Patienten einen hoheren LiMAX als Bikarbonat-LiMAX, entsprechend umgekehrt war es bei

vierzehn Patienten.
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Abbildung 22: Balkendiagramm zur Darstellung der Differenz von LiMAx-Wert und
Bikarbonat-LiMAx-Wert fiir jeden Studienteilnehmer (1&2 absolute Werte Proband — Patient,

3&4 Angaben in Prozent Proband-Patient)

Wird die Differenz fiir Gruppen, die entsprechend der Hohe des LiMAXx-Tests in ,,normal >315

png/kg/h, erniedrigt <315 pg/kg/h, stark erniedrigt <150 pg/kg/h und gesunde Probanden®

eingeteilt wurden, betrachtet, zeigen sich folgende Werte:

Bei Patienten mit normalem LiMAX liegt die durchschnittliche absolute Differenz bei 84,83
pg/kg/h (33,66-120,60 pg/kg/h, p = 0,233), bei erniedrigtem LiMAX bei 36,66 ng/kg/h (18,11-
101,50 pg/kg/h, p = 0,686), bei einem LiMAx <150 pg/kg/h bei 9,54 pg/kg/h (6,41-58,82
pg/kg/h, p = 0,345). Die relative Abweichung liegt bei 11,44% (-4,40-17,41%) bei Patienten mit
normalem LiIMAX, -5,18% (-27,25-33,00%) bei Patienten mit erniedrigtem LiMAx und -12,18%
(-26,29-11,40%) bei Patienten mit einem LiMAX unter 150 pg/kg/h. Bei den Patienten mit

erniedrigten LIMAX und sehr niedrigem LiMAXx unter 150 pg/kg/h liegt die relative mediane

Abweichung zwischen dem LiMAXx und dem Bikarbonat-LiMAX im negativen Bereich, der

Bikarbonat-LiMAX ist in diesen Gruppen somit um durchschnittlich 5,18% und 12,18% geringer

als der LiMAX nach dem Standardprotokoll. In den anderen Gruppen ist der Bikarbonat-LiMAx

im Durchschnitt hoher als der LIMAXx nach dem Standardprotokoll.

In der Gruppe der Patienten mit einem LiMAX unterhalb des Referenzwertes von 315 pg/kg/h

aber einem Wert liber 150 pg/kg/h ist die relative Differenz am geringsten, die absolute mittlere

58



4. Ergebnisse

Differenz mit knapp 36,66 ng/kg/h fiir die erniedrigten Werte jedoch relativ hoch. Ebenso ist der
Interquartilsabstand mit 18,11-101,50 ng/kg/h recht hoch. Dies spricht dafiir, dass es in dieser
Gruppe eine erhohte Anzahl an Ausreiflern in beide Richtungen gibt.

Die Unterschiede Bikarbonat-LiMAx-Test zu normalem LiMAx-Test fiihren insbesondere im

Bereich von erniedrigtem und stark erniedrigtem LiMAX zu einer schlechteren Trennschérfe.

Zur Beurteilung der Wiederholungsgenauigkeit wurde der Intraklassen Korrelationskoeffizient
(ICC) bestimmt. Dabei wurde die Wiederholungsgenauigkeit als schlecht (ICC 0,00-0,40),
ausreichend (ICC 0,40-0,75) oder sehr gut (ICC >0,75) beurteilt.

In der Publikation von Jara, M et al. (38) konnte gezeigt werden, dass der LiIMAXx-Test bei
lebergesunden Patienten eine gute Wiederholungsgenauigkeit zeigt. In der Publikation lag der
individuelle ICC bei 0,85 mit einem 95% Konfidenzintervall von 0.69-0.93.

Fiir unsere Studienpopulation zeigt sich ein ICC von 0,931 (95% Konfidenzintervall 0,876-
0,961), woraus sich im Vergleich zur Arbeit von Jara, M et al. (38) schlieBen ldsst, dass die
vorherige Bikarbonat-Gabe die Wiederholungsgenauigkeit nicht veréndert.

Fiir die Probanden lag der ICC dabei bei 0,806 (95% Konfidenzintervall 0,528-0,921), fiir die
Patienten bei 0,950 (95% Konfidenzintervall 0,890-0,978).

In der folgenden Abbildung werden die LiMAXx- und Bikarbonat-LiMAx-Werte fiir jeden

Studienteilnehmer im Vergleich dargestellt.
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Abbildung 23: Liniendiagramm zur Darstellung der Dynamik zwischen LiMAX und
Bikarbonat-LiMAXx fiir jeden Studienteilnehmer (1 Probanden, 2 Patienten)

Betrachtet man auch den ICC fiir die oben genannten Gruppen eingeteilt nach Hohe des LIMAX,
ergeben sich folgende Werte:

Fiir Patienten mit normalem LiMAXx lag der ICC bei 0,824 (95% Konfidenzintervall 0,494-
0,940), mit erniedrigtem LiMAX unter 315 pg/kg/ bei 0,258 (95% Konfidenzintervall 17,705-
0,933), wobei die relative Differenz, wie oben beschrieben, eher gering, die Standardabweichung
aber eher hoch ist.

Bei Patienten mit einem LiMAx unter 150 pg/kg/ zeigte sich ein ICC von 0,835 (95%
Konfidenzintervall -0,280-0,977). Dabei zeigt sich eine wesentlich schlechtere
Wiederholungsgenauigkeit bei den Patienten mit erniedrigtem LiMAX. Diese Gruppe stellt im
Rahmen dieser Subgruppenanalyse mit insgesamt 5 Patienten die kleinste der Gruppen dar.
Genauer betrachtet zeigten sich zwei deutliche Ausreier: der Patient mit der Studiennummer 27
zeigt eine absolute Differenz von 94,21 pg/kg/h bei einem Ausgangs-LiMAx von 171 pg/kg/h,
wobei der Bikarbonat-LiIMAX mit 265 pg/kg/h einen groBBeren Wert aufweist. Die Patientin mit
der Studiennummer 54 wies eine absolute Differenz von 108,78 pg/kg/h bei einem Ausgangs-

LiMAXx von 287 ng/kg/h auf, in diesem Fall lag der Bikarbonat-LiMAX niedriger.
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Abbildung 24: Liniendiagramm zur Darstellung der individuellen Wiederholungsgenauigkeit
eingeteilt in die vier Gruppen nach Hohe des LiIMAx-Wertes (1 normaler LIMAx >315
pg/kg/h, 2 erniedrigter LIMAX zwischen 150 und 315 pg/kg/h, 3 stark erniedrigter LiIMAX
<150 pg/kg/h und 4 gesunde Probanden)
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Teilt man die Studienpopulation anhand der Differenz zwischen dem LiMAXx nach
Standardprotokoll und dem Bikarbonat-LiMAX in 3 Gruppen ein (Differenz < -15%, > 15% und
zwischen -15% und 15%), ergibt sich das in der folgenden Abbildung dargestellte Bild.

Die Patienten mit niedrigem LiMAXx und Bikarbonat-LiMAXx liegen im Durchschnitt in der
Gruppe, in der der Bikarbonat-LiMAX tendenziell tiber 15% niedriger ist als der LIMAX.
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Abbildung 25: Boxplot zur Darstellung der Differenz zwischen dem LiMAX nach
Standardprotokoll und dem Bikarbonat-LiMAX in 3 Gruppen ein (Differenz < -15%, > 15%
und zwischen -15% und 15%) in Bezug zum absoluten LiIMAx-Wert (1) bzw. Bikarbonat-
LiMAx-Wert (2)

Fiir die statischen Leberfunktionswerte zeigen sich jedoch keine Unterschiede zwischen den

Gruppen.

4.4.2 Bikarbonat-LiMAX und leberspezifische Patientencharakteristika
Zur Vergleichbarkeit des Bikarbonat-LiMAx mit dem LiMAXx nach dem Standardprotokoll soll
im folgenden Abschnitt untersucht werden, ob sich zwischen dem Bikarbonat-LiMAx und den

leberspezifischen Laborparametern ebenfalls ein Zusammenhang zeigen lésst.

Auch beim Bikarbonat-LiMAXx konnte eine negative Korrelation mit dem MELD-Score gezeigt

werden (-,410, p = 0,010).
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Abbildung 26: Scatterplot zur Darstellung des Bikarbonat-LiMAx-Wertes und dem MELD-

Score

Auch fiir die im obigen Abschnitt vorgestellten leberspezifischen Laborparameter zeigte sich ein
signifikanter Zusammenhang mit dem Bikarbonat-LiMAX.

Fiir die GOT zeigte sich eine signifikante negative Korrelation (-,539) mit einem p-Wert von
<0,001, fiir die GPT ebenfalls (-,347, p-Wert 0,025).

Ferner zeigt auch die PCHE eine signifikante negative Korrelation (-,539) mit einem p-Wert von
0,001.

Fiir den INR zeigte sich eine nicht signifikante inverse Korrelation (-,300) bei einem p-Wert von
0,056.

Auch das Bilirubin zeigte analog zum LiMAX eine signifikante Korrelation mit dem Bikarbonat-

LiMAXx (-,418, p = 0,005).
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Abbildung 27: Darstellung des Bikarbonat-LiMAx-Wertes und der Transaminasen (1) bzw.
der PCHE (2)

Werden die oben genannten statischen Leberfunktionsparameter in je zwei multiple
Regressionsanalysen einbezogen, zeigt sich fiir die Transaminasen ein signifikantes
Regressionsmodell. Fiir die GOT ergibt sich ein Regressionskoeffizient von -4,727 bei einem p-

Wert von 0,002, fiir die GPT betrigt der Regressionskoeffizient 1,165 bei einem p-Wert von
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0,502. Fiir die PCHE und das Bilirubin ergibt sich ebenfalls ein signifikantes Regressionsmodell.
Fiir die PCHE ergibt sich ein Regressionskoeffizient von 11,533 mit einem p-Wert von 0,301,

fiir das Bilirubin ein Regressionskoeffizient von -48,664 bei einem p-Wert von 0,000.

4.4.3 Bikarbonat-LiMAXx und die Nierenfunktion

Die Nierenfunktion hat einen grof3en Einfluss auf das Bikarbonat-Kohlenstoff-System des
menschlichen Korpers, sodass im folgenden Abschnitt kurz der Einfluss der Nierenfunktion auf
den Bikarbonat-LiMAX untersucht werden soll.

Zur Evaluation der Nierenfunktion werden im Folgenden der Kreatinin-Wert in mg/dl, die
geschitzte GFR in ml/min sowie der Kalium-Wert in mmol/ml verwendet. Keiner der Parameter
zeigte einen signifikanten Unterschied zwischen den Probanden und den Patienten.

In der untersuchten Studienpopulation hatten die Probanden im Durchschnitt einen Kreatinin-
Wert bei der ersten Messung von 0,84mg/dl (0,76-0,94), die Patienten zeigten im Durchschnitt
ebenfalls einen normwertigen Kreatinin-Wert, der Median lag bei 0,8 (0,7-0,98) (p =0,878) bei
einem laboreigenen Referenzbereich von 0,50-0,90 mg/dl. Die durchschnittliche GFR war im
Median bei beiden Gruppen normwertig, sie betrug bei den Probanden 90ml/min (88,25-90) und
bei den Patienten 90ml/min (80-90).

Der Kalium-Wert lag in der Studienpopulation mit dem Median im Referenzbereich (3,5-4,5
mmol/ml), fiir die Probanden wurde durchschnittlich ein Wert von 4,0mmol/l (3,7-4,15)

gemessen, fiir die Patienten ein Wert von 4,2 (3,8-4,4, p = 0,063).

In der durchgefiihrten Korrelations- und einfachen Regressionsanalyse zeigte sich jedoch keine
signifikante lineare Korrelation bzw. kein signifikantes Regressionsmodell fiir alle Parameter der
Nierenfunktionsparameter mit dem Bikarbonat-LiMAX, auch in der multiplen
Regressionsanalyse ist bereits das Modell unter Einbezug der drei Parameter nicht signifikant.
Werden nur die GFR und der Kreatinin-Wert einbezogen, zeigt sich eine signifikante
Regressionsanalyse mit einem R? von 0,190, wobei der Regressionskoeffizient des Kreatinins
74,415 (p = 0,008) und der GFR 6,389 (p = 0,020) betrédgt. Eine Verdnderung des Kreatinins um
einen Wert von Img/dl wiirde somit eine Erhohung des Bikarbonat-LiMAXx nach sich ziehen.

In der Abbildung 29 wird der Zusammenhang zwischen den Nierenwerten und dem Bikarbonat-
LiMAXx als Streudiagramm dargestellt. Knapp 90% der Studienteilnehmer weisen einen
Kreatinin-Wert um 1mg/dl und eine GFR von deutlich iiber 80% auf, die Streubreite der
Bikarbonat-LiMAx-Wert dagegen ist grof3.
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Abbildung 28: Darstellung des Bikarbonat-LiMAx-Wertes und dem Serum-Kreatinin (mg/dl)
(1) bzw. der GFR (ml/min) (2) als Scatterplot

4.4.4 Exponentieller Fit, AUC Daten und Abfall der Bikarbonatkurve

Wie bereits eingangs beschrieben, wurde fiir die Berechnung des Bikarbonat-LiMAx und zur
Darstellung der Dynamik der CO2-Abatmungskurve nach Bikarbonatgabe ein exponentielles

Fitting, bezogen auf die letzten 15 Minuten der Bikarbonatabatmungskurve, verwendet.

Die Steigung der Kurve, klein a in der unter 3.2.3.3 genannten Formel zur Berechnung des
exponentiellen Fits, stellt somit die Steilheit bzw. die Geschwindigkeit des Abfalls der letzten 15

Minuten der Kurve dar.
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Zusitzlich wurde Tau als Parameter fiir den Abfall bzw. die Geschwindigkeit des Abfalls fiir die
gesamte Bikarbonatabatmungskurve vom hochsten DOB-Wert bis hin zum Beginn der
Methacetin-Gabe mit Hilfe des Programms Clampfit® bestimmt.

Die zugrundeliegende Hypothese war, dass der erste Teil der Abatmungskurve, den schnellen
Abatmungsanteil darstellt, der potentiell einem ,,first pass effect” durch die Lunge entsprechen
und somit bei jedem Menschen gleich sein konnte (55), der zweite Teil jedoch den langsameren
Abatmungsanteil veranschaulicht, der von den verschiedenen Parametern der Bikarbonatkinetik

im menschlichen Korper und dem Zusammenspiel der 3 Kompartimente abhingig sein konnte.

Im Folgenden soll nun untersucht werden, ob sich in unserer Studienpopulation Einflussfaktoren
auf die Parameter der Bikarbonatkinetik, also auf die AUC Daten sowie den Kurvenabfall,
identifizieren lassen.

In der Abbildung 29 wird zuniichst ein Uberblick iiber die gefitteten Kurven in grafischer
Darstellung gegeben, getrennt nach Patienten und Probanden werden die Kurven fiir jeden

einzelnen Studienteilnehmer dargestellt.

Probanden
Kurven des exponentiellen Fas
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Patienten

Kurven des exponentiellen Fits

Abbildung 29: Fittingcurves fiir jeden individuellen Studienteilnehmer (1 Probanden, 2

In Tabelle 4 werden die Parameter der Bikarbonatkinetik fiir Probanden und Patienten im

Patienten)

Uberblick dargestellt, jeweils als Mittelwert + Standardabweichung.

Hierbei zeigt sich fiir die reinen Kinetikparameter kein signifikanter Unterschied zwischen

Probanden und Patienten, weder fiir die AUC-Werte noch fiir die Parameter des Kurvenabfalls.

Abbildung 30 zeigt die AUC fiir den Peak und die gesamte Bikarbonatkurve als Vergleich

zwischen Patienten und Probanden in Form eines Boxplots.

Tabelle 4: AUC Daten im Uberblick

AUC unter dem
Bikarbonatpeak

AUC unter der
Bikarbonatkurve bis
zur

Methacetininjektion

Probanden
9690,3

32643,5

(7508,2-
13103)

(30031,5-
35057,25)

Patienten

10018,6

34384,00

(8592,73-
11841,25)

(31630,75-
39761,0)

p-Wert
0,781

0,169
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Tau 71,918 (21,468) 78,661 (28,410) 0,492
Steigung -,00053010 -0,00076240- - | -,00054730 -0,00062548- - | 0,358
Exponentieller Fit 0,00044090 0,00037740

Lénge des Peaks in 656,0 (504,5-848,0) | 682,0 (581,0-776,25) | 0,593
Sekunden

Menge Bikarbonat in | 15,4 (13,3-17,36) 16,2 (13,93-18,3)

mg

B AUC unter dem Peak
$0.000 B AUC unter der Bikarbonatkurve

Proband Patient
Proband/Patient

Abbildung 30: Vergleich der AUC-Werte fiir Patienten und Probanden (Boxplot mit den

Messwerten als Median)

Um mogliche Einflussfaktoren auf die berechneten Kinetikparameter zu identifizieren, wurde
zunichst eine Korrelationsanalyse nach Spearman durchgefiihrt.

Dabei zeigte sich eine mittelgradige Korrelation fiir die Fliche unter dem Peak mit dem LiMAx
(Korrelationskoeffizient ,339, p = 0,020), jedoch keine signifikante Korrelation mit dem
Bikarbonat-LiMAXx. Die Fldche unter der gesamten Bikarbonatkurve zeigte keine Korrelation

zum LiMAX oder Bikarbonat-LiIMAX.
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Abbildung 31: AUC unter dem Peak bezogen auf den LIMAx-Wert als Scatterplot

Die Fliache unter dem Peak zeigte eine lineare Korrelation zum BMI, aber es konnte kein
Zusammenhang mit den statischen Leberfunktionsparametern oder den
Nierenfunktionsparametern dargestellt werden.

Fiir die Liange des Peaks in Sekunden als zeitlicher Parameter zeigte sich ebenfalls keine
signifikante Korrelation zu den erhobenen laborchemischen Parametern.

Die Fliache unter der gesamten Kurve zeigte einen Zusammenhang zu den Parametern: GOT,
dem BMI sowie dem Gewicht.

Als weitere Kinetikparameter wurden dariiber hinaus die Steigung der Kurve des exponentiellen
Fits, Tau sowie die Linge des Peaks untersucht.

Fiir den exponentiellen Fit zeigte sich eine lineare Korrelation mit dem Bikarbonat-LiMAXx und
dem maximalen DOB-Wert im Rahmen der Bikarbonatmessung. AuBBerdem zeigte sich ein
Zusammenhang mit folgenden Laborparametern: dem Natrium-Wert, den Transaminasen, der
AP, der PCHE und dem Bilirubin-Wert. Zusétzlich korrelierte der BMI.

Der Parameter Tau wies eine signifikante Korrelation zum Gewicht, dem BMI und der
Korperoberfldche der Patienten und Probanden auf. Es zeigte sich aber kein Zusammenhang
zwischen Tau und der Leberfunktion, weder in Form der statischen Leberfunktionsparameter

noch in Form des LiIMAXx-Tests.
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Mit Hilfe einer multiplen Regressionsanalyse sollte dariiber hinaus der Einfluss der
Nierenfunktion sowie der Leberfunktion auf die Bikarbonatkinetikparameter untersucht werden.
Die statischen Leberfunktionswerte wurden dabei, wie oben beschrieben, in inhaltlich
zusammenpassende Untergruppen klassifiziert: Transaminasen als Indikatoren einer
Leberzellschiddigung, INR/Quick und PCHE als Syntheseparameter bzw. Thrombozyten und
Quick/INR als MaB fiir die Gerinnungsaktivitat.

Fiir die Nierenfunktionsparameter Kreatinin, GFR und Kalium zeigte sich fiir beide Fléchen ein
nicht signifikantes Regressionsmodell (p = 0,816, r* = 0,028 fiir AUC unter dem Peak, p = 0,339,
12 = 0,098 fiir AUC unter der gesamten Bikarbonatkurve), sodass hier von keinem Einfluss der
Nierenfunktionswerte auf die Bikarbonatkinetik ausgegangen werden kann.

Wie bei Betrachtung des Bikarbonat-LiMAXx zeigt Abbildung 33 deutlich die grof3e Streubreite
der AUC Daten bei relativ homogener Verteilung der Kreatinin-Werte {iber die

Studienpopulation.

4000000

AUC unter der Bikarbonartkurve
a

6,00 800 1000 12.00

Kreatinin mg/dl|

Abbildung 32: AUC unter der Bikarbonatkurve in Bezug auf den Serum-Kreatinin-Wert (in
mg/dl) als Scatterplot

Fiir die laborchemischen Indikatoren einer Leberschiadigung zeigte sich fiir beide Flichenwerte

kein signifikantes Regressionsmodell.
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Fiir die laborchemisch bestimmbaren Syntheseparameter zeigte sich kein signifikantes Modell (p
= 0,202, r> = 0,150 und p = 0,932, 1= 0,015).

Fiir die Parameter des Gerinnungsstatus zeigte sich wiederum ein signifikantes Modell fiir die
Fliche unter dem Peak (p = 0,033, r> = 0,209), nicht jedoch fiir die Fliche unter der gesamten
Bikarbonatkurve (p = 0,093, r> = 0,007).

Im Modell mit der Fliache unter dem Peak als abhéngige Variable wies jedoch nur die

Thrombozytenzahl einen signifikanten Einfluss auf (p = 0,038, Regressionskoeffizient 14,235).

Zusammenfassend konnten wir mit Hilfe der von uns berechneten und ausgewdhlten Parameter
der Bikarbonatkinetik keinen Unterschied zwischen Patienten und Probanden feststellen.
Das Gewicht, der BMI und die Korperoberflidche beeinflussten die Kinetikparameter am

starksten.

4.5 Lungenfunktionsdiagnostik

4.5.1 Patientencharakteristika

Die zweite Fragestellung dieser Promotion soll im folgenden Abschnitt beleuchtet werden.
Ob die Lungenfunktion einen Einfluss auf '3C-Atemtest, hier in Form des LiMAXx, hat, wurde
bisher in keiner Studie untersucht. Aus diesem Grund beinhaltete unser Studienprotokoll die
Durchfiihrung einer Lungenfunktionsuntersuchung.

Insgesamt erhielten von den 21 Probanden 19 eine Lungenfunktionsuntersuchung und von den
26 Patienten 18.

In der Tabelle 5 sind ausgewihlte Parameter fiir Probanden und Patienten im Vergleich
dargestellt. Im Durchschnitt zeigten jedoch sowohl die Probanden als auch die Patienten
altersentsprechende Normalbefunde. Bei einem Probanden wurde im Rahmen der
Studienuntersuchung ein Asthma bronchiale diagnostiziert, ein Patient zeigte den typischen
Lungenfunktionsbefund einer COPD, eine Patientin zeigte den Befund einer obstruktiven und

restriktiven Ventilationsstorung.
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Tabelle 5: Lungenfunktionsparameter (Median (IQR))

Probanden Patienten p-Wert

TLC (in 1) 7,41 (6,06-8,66) | 6,86 (4,83-7,42) | 0,071
TGV (in]) 3,75 (3,37-4,64) | 3,53 (2,92-3,98) | 0,146
TGV (Ist/Soll in %) 114 (103-132) 100 (95,5-112) | 0,035
RV (in1) 2,91 (2,4-3,27) 2,68 (2,03-3,30) | 0,49

FEV1 (in1) 3,5 (2,86-4,53) | 2,89 (2,51-3,39) | 0,013
FEV1 (Ist/Soll in %) 98 (89-109) 89,5 (74,5-99,5) | 0,061
VCin (in 1) 4,28 (3,66-5,01) | 3,66 (2,98-4,46) | 0,036
VCin (Ist/Soll in %) 96 (87-102) 86 (70-94,75) | 0,075
FEV1/FVCex (Ist in %) 83 (80-85) 81 (78-85) 0,327
FEV1/VCmax (Ist in %) 81 (77-84) 78 (74,5-84) 0,415
FEV1/VCmax (Ist/Soll in %) 103 (96-107) 100 (95,5-107) | 0,851
FVCex (in 1) 4,2 (3,57-5,19) | 3,64 (2,96-4,27) | 0,026
PEF (in I/s) 8,02 (6,35-9,6) 6,33 (4,94-7,91) | 0,021
TLCO (mmol/min/kPa) 11,91 (8,94-14,03)| 6,73 (5,84-8,29) | 0,000

Zur besseren Interpretation der Lungenfunktionsdaten erfolgte zunéchst eine Faktorenanalyse,
um zusammengehorige Faktorengruppen bilden zu kénnen. Die Zuordnung zu den einzelnen
Gruppen erfolgte unter der Annahme, dass ein Wert > 0,60 eine Zugehdrigkeit zum Faktor
anzeigt.

Mit Hilfe der Faktorenanalyse wurden zwei Faktoren identifiziert, deren zugeordnete Variablen
inhaltlich eine sinnvolle Gruppenzusammenstellung darstellten. Entsprechend der zugeordneten
Lungenfunktionsparameter und ihrer klinischen Aussage wurden diese Faktoren als ,,Obstruktive
Ventilationsstorung/forcierte Exspiration und ,,Lungenvolumina® benannt.

Entsprechend der Faktorenanalyse wurden die Parameter FEV1, FCVex, PEF, VC, MEF 75 und
50 gemeinsam betrachtet und entsprechend der klinischen Aussage der Gruppe ,,Obstruktive
Ventilationsstorung/forcierte Exspiration zugeordnet. Die Parameter TLC, TGV, RV wurden

als Messgroflen der Lungenvolumina gemeinsam analysiert.

Zusitzlich wurden die Parameter der Diffusionsmessung in die Analyse einbezogen. Die

Diffusionsleitfahigkeit von Kohlenstoffdioxid, der sogenannte Krogh-Diffusionskoeffizient,
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iibersteigt die Diffusionskapazitit von Sauerstoff um das 20-23fache, was vor allem durch die
bessere Loslichkeit von Kohlenstoffdioxid im Blut bedingt ist und so dazu fiihrt, dass bei
Vorliegen einer Diffusionsstdrung primér die Sauerstoffversorgung eingeschrénkt ist, nicht aber
die Abatmungskapazitit von Kohlenstoffdioxid (46). Mit Fortschreiten der zugrundeliegenden
Erkrankung fiihrte jedoch auch eine fortgeschrittene Diffusionsstdrung im Verlauf zu einer

Einschrinkung der Kohlenstoffdioxidabgabe.

4.5.2 Beeinflusst die Lungenfunktion die CO>-Abatmung nach '*C-Bikarbonatgabe?

Im folgenden Abschnitt soll untersucht werden, ob ein Zusammenhang zwischen der

Lungenfunktion und den verschiedenen Parametern der Bikarbonatkinetik besteht.

Die Fliache unter dem Bikarbonatpeak zeigte keine signifikante Korrelation mit der
Lungenfunktion. Eine Normierung der Fliche auf die Korperoberfldche oder die Menge des
gegebenen Bikarbonats fiithrte zu keiner Verdnderung.

Die Léange des Peaks in Sekunden zeigte ebenfalls keine signifikante Korrelation zu den
Lungenfunktionsparametern.

Fiir die gesamte Fliche unter der Bikarbonatkurve zeigte sich keine Korrelation zu den
Indikatoren fiir obstruktive Ventilationsstorungen oder den Lungenvolumina. Sie korrelierte
jedoch mit Residualvolumen, das mittels der Helium-Methode bestimmt wurde (RV/He in 1).
Der Korrelationskoeffizient betrug -,648 bei einem p-Wert von 0,007.

Der Parameter Tau als MaB fiir den Abfall der Bikarbonatkurve zeigte eine signifikante
Korrelation mit dem Residualvolumen bezogen auf die totale Lungenkapazitit (RV/TLC, -0,556,
p =0,017), dem PEF (PEF Ist/Soll in % -,526, p = 0,025) sowie dem maximalen exspiratorischen
Fluss nach Abatmung von 75% der gesamten Vitalkapazitidt (MEF 75% in Ist/Soll %, -,532,
p=0,023), alles Parameter aus der Gruppe der forcierten Exspiration bzw. Marker fiir eine
obstruktive Ventilationsstorung (64).

Der PEF stellt die maximale Ausatmungsgeschwindigkeit dar, die bei obstruktiven Stérungen
stark vermindert ist. Ein hoher PEF in Litern/Sekunde ermdglicht somit eine schnelle Abatmung,
in unseren Daten zeigt sich daraufhin ein geringeres Tau und somit ein beschleunigter Abfall der
Bikarbonatkurve. Wie der PEF stellt auch der maximale exspiratorische Fluss nach Ausatmung
von bestimmten Anteilen der Vitalkapazitdt (in dem Fall 75%, 50% und 25%) einen
dynamischen exspiratorischen Parameter dar, der bei obstruktiven Lungenerkrankungen

typischerweise reduziert ist (64).
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Das RV stellt im Gegensatz dazu das Volumen dar, das bei einem Atemzug aus physikalischen
Griinden nicht abgeatmet werden kann, jedoch am Gasaustausch teilnimmt. In unseren Daten

war ein hohes RV mit einem niedrigen Tau assoziiert.

RV/TLC (st in %9

Tau

PEF (517508 in
Tw

MNEF 75% $31/50l %)
Tw

"

PEF Os1/So in

T

MNEF 755 $12/50H = %)
Tau

Abbildung 33: Darstellung der Lungenfunktionsparameter und dem Parameter des

Kurvenabfalls Tau als Scatterplot

Fiir den Abfall/die Steigung der Kurve des exponentiellen Fits zeigte sich in der durchgefiihrten

Korrelationsanalyse kein linearer Zusammenhang mit den Lungenfunktionsparametern.
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In den durchgefiihrten Regressionsanalysen zeigte sich nur fiir Tau in Kombination mit den
Parametern fiir obstruktive Ventilationsstorungen (FEV1, PEF und MEF75%) ein signifikantes
Modell (p=0,05). Von den einzelnen Parametern zeigte jedoch keiner einen signifikanten

Regressionskoeffizienten.

4.5.3 Beeinflusst die Lungenfunktion den LIMAx?

Auf Basis der Uberlegungen, dass der LIMAX als '3C-Atemtest abhiingig von der reibungslosen
Abatmung von *CO; ist, soll im folgenden Abschnitt untersucht werden, ob die Lungenfunktion

einen Einfluss auf den LiMAx-Test hat.

In einer primér durchgefiihrten Korrelationsanalyse zeigte sich ein signifikanter linearer
Zusammenhang zwischen dem LiMAXx und dem thorakalen Gasvolumen in Ist/Soll in Prozent
(TGV Ist/Soll in %, ,365, p=0,029), aber zu keinem der anderen Lungenfunktionsparameter. Fiir
den maximalen DOB-Wert stellte sich eine signifikante Korrelation zum thorakalen Gasvolumen
in Litern dar (-.377, p=0,024).

Um zu iiberpriifen, ob ein gerichteter Zusammenhang vorliegt, wurde darauthin eine einfache
Regressionsanalyse mit dem LiMAx-Test als abhéngige Variable durchgefiihrt. Hier zeigte sich

fiir keinen der Lungenfunktionsparameter ein signifikantes Modell.

Fiir den LiMAXx-Test nach dem Bikarbonat-Protokoll zeigte sich ebenfalls eine signifikante
Korrelation mit TGV (Ist/Soll %, -,359, p=0,031), jedoch mit keinem anderen
Lungenfunktionsparameter. Fiir den maximalen DOB-Wert zeigte sich ebenfalls nur eine

Korrelation mit dem TGV in Litern (Korrelationskoeffizient ,371, p = 0,026).
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Abbildung 34: Scatterplot zur Darstellung des LIMAx-Wertes bzw. Bikarbonat-LiMAXx-

Wertes sowie der entsprechenden DOBmax in Bezug auf das thorakale Gasvolumen

Eine Einteilung der Studienpopulation in verschiedene Gruppen entweder als Patienten oder
Probanden oder auf der Basis Lungenfunktion fiihrte zu keinem anderen Ergebnis.
Es erfolgte zusitzlich eine Einteilung in Gruppen entsprechend der LIMAx-Hohe, um zu

iiberpriifen, ob die Patienten mit einem erniedrigten LiMAX zusétzlich eine eingeschrinkte
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Lungenfunktion und somit evtl. eine eingeschriankte Kohlenstoffdioxidabatmung aufwiesen, die
die Hohe des LiMAX beeinflussen konnte. Ein Vergleich der Lungenfunktionswerte zwischen
den Gruppen zeigte jedoch, dass kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen

hinsichtlich ihrer Lungenfunktion bestand.

In unserer Studienpopulation konnte somit keine signifikante Beeinflussung des Ergebnisses des

LiMAx-Tests durch die Lungenfunktion festgestellt werden.
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5. Diskussion

Lebererkrankungen spielen in unserer Gesellschaft weiterhin eine bedeutende Rolle (69).
Ungefédhr 29 Millionen Menschen in Europa leiden an einer chronischen Lebererkrankung (70).
2010 starben iiber eine Millionen Menschen weltweit an den Folgen einer Leberzirrhose,
ungefdhr 170.000 davon in Europa und ungefihr eine weitere Million Menschen an den Folgen
von bosartigen Neubildungen der Leber und an akuter Hepatitis (70, 71). 2016 wurden in
Deutschland 62066 Menschen vollstationdr aufgrund der Folgen chronischer Lebererkrankungen
durch Alkoholkonsum behandelt (72). Eine gro3e Herausforderung stellt jedoch die friihzeitige
Diagnostik von Lebererkrankungen dar, da die meisten Patienten aufgrund der grof3en
Reservekapazitét der Leber erst Symptome oder Zeichen einer Lebererkrankung zeigen, wenn
diese bereits weit fortgeschritten ist. Die Patienten bereits in einem frithen Stadium zu
identifizieren und dadurch ein Fortschreiten der Erkrankung durch spezielle pharmakologische
Therapie oder Lebensstildanderung zu verhindern, ist somit entscheidend (41, 70, 71). Fiir den
LiMAx-Test konnte dabei bereits mehrfach gezeigt werden, dass eine Unterscheidung zwischen
gesunden und zirrhotischen Organen moglich ist (38, 73, 74) und dass der Test ein Indikator fiir
eine Verschlechterung der Funktion mit der Notwendigkeit einer Intensivierung der
Uberwachung und Therapie sein kann (75). Eine Weiterentwicklung und ein besseres
Verstindnis der bestehenden diagnostischen Methoden fiir chronische Lebererkrankung ist von
groBBer Bedeutung, da die Interpretation von statischen, laborchemischen Leberparametern fiir
die Diagnostik und Uberwachung von chronischen Lebererkrankungen nicht ausreichend ist

(76).

5.1 Hintergrund der Studie

Die von uns durchgefiihrte Studie hatte es zum Ziel, als Pilot Studie das von Holzhiitter, HG et
al. (42) vorgeschlagene Prinzip des 2-DOB-LiMAx mit vorheriger Bikarbonatgabe im klinischen
Setting anzuwenden, klinische Daten fiir dieses Prinzip zu generieren und dadurch insbesondere
die dem LiMAXx zugrundeliegende Bikarbonatkinetik und deren Einfluss auf das Testergebnis
individuell zu untersuchen, um eine Verbesserung der Testgenauigkeit fiir den klinischen Alltag
und die zu untersuchenden Patienten zu ermoglichen. Fiir die Durchfiihrung der Untersuchungen
stand dabei das standardméfig verwendet FLIP®-Geridt der Firma Humedics zur Verfligung, mit
dem maximal eine CO;-Abatmungskurve von 60 Minuten vor und 60 Minuten nach Methacetin-

Gabe gemessen werden kann.
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5.2 Limitationen der Studie

5.2.1 Patientenkollektiv

An der Charité gehort die Durchfiihrung einer LiMAx-Untersuchung zu den
Routineuntersuchungen sowohl fiir Patienten, bei denen grof3e Leberteilresektionen wie zum
Beispiel eine Hemihepatektomie oder Trisektorektomie geplant sind, als auch im Rahmen einer
Lebertransplantationsevaluation. Es werden somit schwer lebererkrankte Patienten mit stark
eingeschrinkter Leberfunktion, aber auch Patienten mit kolorektalen Lebermetasten ohne
zugrundeliegende strukturelle Lebererkrankung mit Hilfe des LiMAX in der Routinediagnostik
untersucht. Dies bot uns ein potentiell gro3es, aber auch sehr heterogenes Patientenkollektiv fiir
unsere Studie.

Die Patientenrekrutierung wurde insbesondere durch die problematische Integration der
Durchfiihrung der zweiten LiIMAx-Untersuchung nach dem Bikarbonat-Studienprotokoll und der
Lungenfunktions-Untersuchung in den engen Zeitplan der Patienten erschwert.

Das Studienprotokoll erforderte als zeitlichen Abstand zwischen den LiMAx-Untersuchungen
eine Zeitdauer von mindestens 24 Stunden, um eine vollstindige Methacetin-Metabolisierung
und 3CO,-Abatmung zu garantieren. Chirurgische Patienten konnten deshalb in der Regel nur
eingeschlossen werden, wenn die Routine LiMAXx-Untersuchung als préstationdre Untersuchung
durchgefiihrt wurde und die Patientenaufnahme am Tag vor der Operation erfolgte, sodass an
diesem Tag noch die zweite LIMAx-Untersuchung stattfinden konnte. Die Durchfiihrung einer
Lungenfunktionsuntersuchung war organisatorisch in dieser Patientengruppe meist nicht
moglich.

Aus diesem Grund schlossen wir insbesondere gastroenterologische Patienten ein, die zur
Lebertransplantationsevaluation aufgenommen wurden, da diese regulér fiir eine Woche oder
langer stationdr verblieben und standardméfig eine Lungenfunktionsuntersuchung angedacht
war, sodass sie diese nicht gesondert fiir die Studie erhalten mussten.

Aufgrund der begrenzten Anzahl an Lebertransplantationsevaluationen und der eingeschrénkten
Rekrutierungsmoglichkeit von chirurgischen Patienten reduzierte sich die Anzahl der potentiell
in Frage kommenden Patienten fiir unsere Studie deutlich, sodass das Patientenkollektiv mit 26

auswertbaren Patienten klein war.
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5.2.1.1 Heterogenitét und Représentativitit des Patientenkollektivs

Die sehr allgemein gehaltenen Ein- und Ausschlusskriterien sowie die groe Erkrankungsbreite,
bei der der LIMAXx-Test in der Routinediagnostik eingesetzt wird, fiihrten zu einer hohen
Heterogenitét des eingeschlossenen Patientenkollektivs. Abbildung 8 im Ergebnisteil zeigt als
gruppiertes Balkendiagramm alle Patienten und deren Lebererkrankungen, die im Rahmen der
gesamten Studie fiir alle Studienfragen rekrutiert wurden. Dabei zeigt sich, dass im
ausgewerteten Patientenkollektiv keine Patienten mit Adenom und keine Patienten mit einer
nicht-alkoholischen Steatohepatitis beriicksichtigt wurden. Die Anzahl an Patienten mit einem
HCC ohne Zirrhose ist deutlich geringer. Alle anderen Erkrankungen werden in den
ausgewerteten Patienten jedoch beriicksichtigt. Eine Fokussierung auf eine spezielle
Lebererkrankung erfolgte nicht.

Das Patientenkollektiv spiegelt somit verschiedene Lebererkrankungen wieder und repréisentiert
die Erkrankungsbreite bei den mit einem LiMAX-Test untersuchten Patienten, was fiir die
Durchfiihrung einer Pilot-Studie zur Uberpriifung des Modells von Holzhiitter, HG et al. (42)
und der Darstellung der Bikarbonatkinetik bei Patienten mit moglichst unterschiedlichen
Erkrankungen unser Ziel war. Dadurch wurden sowohl Patientin mit sehr schlechter
Leberfunktion als auch Patienten mit grenzwertiger Leberfunktion beriicksichtigt, was eine
Evaluation der Kinetikdaten bei sehr verschiedenen LiMAx-Werten zulieB3.

Eine Folgestudie mit homogenerem Patientenkollektiv, z.B. ausschlielich mit
Zirrhosepatienten, um die Power einer potentiellen nachfolgenden Studie zu erh6hen und damit
geringere Unterschiede, die aufgrund der Heterogenitét und der kleinen Fallzahl fiir die
einzelnen Erkrankungen in der statistischen Analyse nicht zur Darstellung kommen, auflésen zu
konnen, ist sinnvoll.

Die in unsere Studie eingeschlossenen Patienten zeigten in der Auswertung einen Mediant fiir
den LiMAX, der oberhalb des von Stockmann, M et al. (37) etablierten Normwertes von 315
ng/kgKGr/h liegt. Aus der Abbildung 10 im Ergebnisteil wird ersichtlich, dass vor allem die
Patienten mit kolorektalen Lebermetastasen und einem HCC ohne zugrundeliegende Zirrhose
einen LiIMAx-Mittelwert iiber 400pg/kg/h auswiesen, wodurch der Mittelwert der Gruppe
,Patienten* erhoht wird. Betrachtet man nur die Patienten mit nachgewiesener Zirrhose, so
weisen diese einen deutlich erniedrigten LIMAX auf. 15 Patienten zeigten dabei einen
normwertigen LIMAx-Wert, 5 zeigten einen erniedrigten LIMAx-Wert zwischen 150 und
315pg/kg/h und nur 6 einen deutlich erniedrigten LIMAx-Wert von unter 150pg/kg/h. Der
niedrigste LIMAx-Wert lag bei 30pg/kg/h. Der durchschnittliche MELD-Score der Patienten lag
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bei 9 Punkten. Ein Wert vergleichbar mit anderen Publikationen, insbesondere da nicht
ausschlieBlich Patienten, die zur Listungsevaluation fiir eine Lebertransplantation aufgenommen
worden waren, untersucht wurden (68). Studien, die vorwiegend Zirrhosepatienten vor oder nach
Lebertransplantation untersucht haben, zeigten hohere durchschnittliche MELD-Werte und
deutlich niedrigere LIMAx-Werte (35, 74).

Dennoch ist das Patientenkollektiv in Schwere und Auspriagung der Lebererkrankung im
Vergleich zu anderen Studien mit dem LiMAx-Test als eher gering zu beurteilen.

Eine durchgefiihrte Subgruppenanalyse, in der die Studienteilnehmer entsprechend ihrer mit
Hilfe des LiMAx bestimmten Leberfunktion eingeteilt und ausgewertet wurden, zeigte jedoch
keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Bikarbonatkinetikdaten oder der
Lungenfunktion, sodass man davon ausgehen kann, dass die Patientengruppe unserer Studie
trotzdem valide Ergebnisse erbracht hat, auch wenn die Fallzahlen der durchgefiihrten

Subgruppenanalysen sehr gering waren.

5.2.1.2 Altersverteilung im Patientenkollektiv

Die Rekrutierung der Probanden erfolgte im personlichen Umfeld der beiden an der Studie
beteiligten Doktoranden.

Die Rekrutierung eines Probanden- und Patientenkollektivs mit homogener Verteilung des Alters
gestaltete sich im Verlauf sehr schwierig, sodass der Altersdurchschnitt der Probanden deutlich
unter dem der Patienten liegt.

Auch wenn in verschiedenen Studien gezeigt wurde, dass die Leberfunktion mit dem Alter
abnimmt (77, 78), konnten bereits einige Autoren zeigen, dass das Alter keinen Einfluss auf das
Ergebnis des LIMAX hat und somit eine Altersinkohdrenz zwischen den Gruppen eine
untergeordnete Rolle spielt. So konnten Stockmann et al. keine Korrelation zwischen LiMAx
und Alter zeigen (34). Rubin, TM et al. konnten bei der Auswertung von iiber 10.000 LiIMAXx-
Test ebenfalls keinen signifikanten Einfluss des Alters auf die Kinetik und das Ergebnis des
LiMAXx identifizieren (39). In einer weiteren klinischen Studie von Lodewick, TM et al. wurden
die LIMAx Ergebnisse von Patienten unter 60 und iiber 70 miteinander verglichen, dabei
konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt werden (79). Diese
Studien liefern Evidenz dafiir, dass der Altersunterschied der von uns verglichenen Gruppen
zumindest fiir die Interpretation des LiIMAXx-Tests vernachldssigbar zu sein scheint.

Auch in der hier vorgestellten Studie konnte kein signifikanter Unterschied hinsichtlich des

LiMAx-Wertes zwischen den Altersgruppen <50 Jahre und >50 Jahre festgestellt werden. Der
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Median des LiMAx-Wertes fiir die Gruppe iiber 50 Jahre lag bei 394,00png/kg/h (287,0-
465,0ung/kg/h), fiir die Gruppe unter/gleich 50 Jahre bei 409,50ug/kg/h (308,75-536,50ug/kg/h, p
=0,576).

5.2.2 LiMAx

Der LiMAx-Test stellt einen neuartigen und innovativen Test zur Erfassung der quantitativen
Leberfunktion, reprisentiert durch CYP1A2, dar und wird seit einigen Jahren an der Charité
Berlin routineméBig eingesetzt. Der LiIMAXx-Test als unkomplizierter und fiir den Patienten
wenig belastender Bedside-Test ermoglicht es, die Leberfunktion in Echtzeit zu erfassen und
darzustellen. Bereits der Kurvenverlauf der CO»-Abatmungskurve gibt Hinweise auf die aktuelle
Leberfunktion (39).

Die Uberlegenheit gegeniiber anderen quantitativen Leberfunktionstests konnte bereits in
mehreren klinischen Studien gezeigt werden (37, 80-82), auch die prognostische Wertigkeit des
LiMAXx konnte dargestellt werden (35, 65), trotzdem konnten sich der LIMAx und andere '3C-
Atemtests bis zum jetzigen Zeitpunkt nicht als diagnostische Standardmethode in der klinischen
Anwendung durchsetzen (83), wobei die Methacetin-Atemtests (MBT) inzwischen die am besten
untersuchtesten und am hiufigsten genutzten Atemtests in der nicht-invasiven
Leberfunktionsdiagnostik darstellen (84).

Es bestehen weiterhin offene Fragen hinsichtlich der besten und effektivsten Auswertung der
Abatmungskurve (39, 83), aber auch hinsichtlich der beeinflussenden Parameter wie hemmende

oder induzierende Faktoren von CYP1A2 oder des Bikarbonatstoffwechsels (84).

5.2.2.1 Mogliche Einflussfaktoren auf den LiMAx-Test und offene Fragen

Die Einflussfaktoren auf MBT werden viel diskutiert (39, 84). Der Applikationsweg der
Testsubstanz, die Einnahme von Medikamenten, Rauchen, das Alter, genetische Variationen des
CytochromP450-Systems und die Leberdurchblutung werden unter anderem als Einflussfaktoren
beschrieben.

Bei oraler Gabe der Testsubstanzen zeigte sich eine schlechtere Sensitivitdt und Spezifitit im
Vergleich zu invasiven Test durch die interindividuellen Unterschiede im Bereich der
gastrointestinalen Absorption und dem Transport zur Leber als Zielorgan. Die Aufnahme der

Substrate wird dabei auch durch die Einnahme bestimmter Medikamente, wie zum Beispiel
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Protonenpumpeninhibitoren oder orale Antidiabetika, sowie durch die vorhergehende
Nahrungsaufnahme beeinflusst. Eine intravendse Gabe ermdoglicht es diese Einschriankungen zu
umgehen und verkiirzt die Dauer des Tests, bedeutet aber eine unangenehmere Applikation der
Testsubstanz fiir den Patienten.

Lebensstilfaktoren, vor allem Nikotinkonsum und die Einnahme von Kontrazeptiva, haben
ebenfalls einen beschriebenen Einfluss auf CYP1A2 (85, 86) und somit auf das Testergebnis.
Chung, W. G. et al. konnten in vivo eine Induktion des Enzyms CYP1A2 durch Nikotinkonsum
zeigen (87). Im Rahmen einer Auswertung von iiber 10.000 LiMAx-Tests durch Rubin, T. M. et
al. konnte jedoch keine allgemeine, signifikante Erh6hung der LIMAx-Ergebnisse durch
Nikotinkonsum bestétigt werden (39), sodass der Einfluss von Rauchen auf das Testergebnis
weiterhin vielféltigen Diskussionen unterliegt.

Im Rahmen unserer Studie war die Geschlechterverteilung bei Probanden und Patienten
ausgeglichen, allerdings waren unter den Patienten deutlich mehr aktive Raucher als unter den
gesunden Probanden. Ein signifikanter Unterschied hinsichtlich des LiMAx-Wertes zwischen
aktiven, ehemaligen und Nicht-Rauchern konnte jedoch nicht festgestellt werden (p = 0,844).
Ein Einfluss des Rauchens auf das Ergebnis des LiMAXx-Tests ldsst sich mit Hilfe unserer Daten

aufgrund der geringen Anzahl aktiver Raucher im unserem Patientenkollektiv nicht eruieren.

Die Folgen von Lungenerkrankungen, wie zum Beispiel COPD als obstruktive
Lungenerkrankung mit einer nicht reversiblen Atemflussbehinderung und dadurch
eingeschrinkter Abatmung von CO» und der Ausbildung einer dauerhaften Hyperkapnie im
fortgeschrittenen Krankheitsverlauf mit Regulationsstdrungen des Séure-Base-Haushaltes,
wurden bisher nicht in Studien ndher untersucht, sodass deren Einfluss auf das Testergebnis
zurzeit noch unklar ist. Bei steigender Privalenz der Erkrankung, zurzeit sind schdtzungsweise
13% der deutschen Bevolkerung betroffen, nimmt die Bedeutung auch im Rahmen der

Diagnostik anderer Erkrankungen jedoch immer mehr zu (58).

Eine weitere offene Frage stellt auch der metabolische Weg von der Umsetzung des Substrats
hin zur Abatmung von '*CO; als Endprodukt dar. Die Transportform von CO> im menschlichen
Korper ist Bikarbonat, der Einfluss der Bikarbonatkinetik auf die Validitdt des Testergebnisses
wurde bisher jedoch noch nicht in klinischen Studien untersucht, sodass gegenwiértig noch
unklar ist, ob ein Einfluss der individuellen Bikarbonatverteilung auf das Ergebnis und die

Validitét der Auswertung von 3C-Atemtests besteht.
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5.2.2.2 Wiederholungsgenauigkeit des LiIMAx-Tests

Fiir den LiMAXx und Methacetin-Atemtests im Allgemeinen konnten bisher gute Daten fiir die
Wiederholungsgenauigkeit publiziert werden, sodass von einer Vergleichbarkeit des LIMAx
nach dem Standardprotokoll mit dem LiMAXx nach dem Bikarbonat-Studienprotokoll in dieser
Hinsicht ausgegangen werden kann. So konnten Jara, M et al. eine sehr gute Reproduzierbarkeit
des LiIMAX bei gesunden Probanden sowie bei gesunden Personen, die sich einer
extraabdominellen Operation unterzogen haben, zeigen (38). In einer klinischen Studie zur
Reproduzierbarkeit von MBT mit oraler Gabe von Methacetin konnten Kasicka-Jonderko, A et
al. ebenfalls eine gute Wiederholungsgenauigkeit zeigen, wobei sich bei wiederholten
Untersuchungen im Abstand von ungefahr zwei bis drei Wochen eine geringe Stimulation von
CYPI1A2 zeigte. Die Signifikanz dieses Phdnomens konnte jedoch nicht reproduziert und
validiert werden (84, 88).

Im Rahmen unserer Daten zeigte sich zwar eine deutlich schlechtere Wiederholungsgenauigkeit
fiir die Patienten mit erniedrigtem LiMAx zwischen 315 pg/kg/h und 150pg/kg/h in unserer
Studie, woraus sich eventuell die Hypothese ableiten lieBe, dass der LiIMAX bei schlechter
Leberfunktion eine hohere Varianz hat. Allerdings war die Fallzahl in dieser Gruppe mit 5
Patienten sehr gering, sodass sich keine genauen Aussagen diesbeziiglich treffen lassen. Eine
Folge-Studie mit grofBerer Fallzahl und insbesondere einem vermehrten Einschluss von Patienten

mit deutlich reduzierter Leberfunktion und LiMAx-Werten unter 315 pg/kg/h wére notwendig.

5.3 Bikarbonatmessungen

Die Berechnung des LiMAx-Wertes beruht auf der Auswertung der COz-Abatmungskurve nach
Methacetin-Gabe und der Bestimmung des maximalen DOB-Wertes innerhalb eines
Messzeitraums von maximal 60 Minuten. Das beim metabolischen Abbau von Methacetin in der
Leber produzierte Kohlenstoffdioxid wird dabei jedoch nicht gasférmig zur Lunge transportiert,
sondern in Form von Bikarbonat. Wir stellten die Hypothese auf, dass der Transport eine
bedeutende Rolle fiir die Auswertung und dadurch einen Einfluss auf das Ergebnis des LIMAx-
Tests hat.

Die Regeneration von Kohlenstoffdioxid in der Ausatemluft erfolgt sowohl nach oraler als auch
nach intravendser Gabe von markiertem Bikarbonat oder anderen Kohlenstoffhaltigen
Substanzen wie bereits eingangs beschrieben eingeschrinkt (45, 48, 49, 54, 55, 57), eine
vollstdndige Abatmung in Form von Kohlenstoffdioxid erfolgt nicht. Die Verluste sind vielfaltig

87



5. Diskussion

und nicht vollstindig geklirt, was die Uberpriifung unserer Hypothese mit unseren klinisch
orientierten Moglichkeiten einschrinkt.

Im Rahmen unserer Studie wurde die individuelle Bikarbonatkinetik und das
Kohlenstoffdioxidabatmungsprofil nach Bikarbonatgabe bei gesunden Probanden und
lebererkrankten Patienten untersucht, um den Einfluss dieser auf den LiMAX und seine
Auswertung zu evaluieren. Die Gabe der Testsubstanz erfolgte in unserem Studienprotokoll
intravends, die Testdurchfiihrung war dadurch Zeit effizienter moglich und die
Magendarmpassage mit ihren individuellen Unterschieden konnte umgangen werden (34). Es
konnte allerdings bereits gezeigt werden, dass die Regeneration von Kohlenstoffdioxid in der
Ausatmung nicht signifikant unterschiedlich war zwischen oraler und intravendser Gabe von
markiertem Bikarbonat (54).

Zu Bedenken und als deutliche Einschrinkung der von uns verwendeten Methodik zu betrachten
ist allerdings, dass eine Kalkulation des korpereigenen Bikarbonatpools mit Hilfe des
Kohlenstoffdioxidabatmungsprofils nach intravendser Bikarbonatgabe nicht mdglich ist. Der
Austausch zwischen dem gegebenen Kohlenstoffdioxid und dem Korpereigenen erfolgt nicht

schnell genug, um mit dieser Methodik valide Ergebnisse zu erzielen (89).

5.3.1 Einschriankungen bei der Durchfiihrung und Auswertung der reinen Messdaten

Die Durchfiihrung der Bikarbonatmessungen erfolgte ebenfalls mit dem FLIP® der Firma
Humedics (Berlin, Deutschland). Die Auswertung erfolgte im Anschluss Software-gestiitzt
(Excel, Matlab), eine Auswertung direkt am FLIP® wie beim LiMAx-Test war aufgrund der

digitalen Anzeigen und der Komplexitit der Auswertung nicht mdoglich.

Die uns aus technischen Griinden zugénglichen Messdaten hatten eine Aufldsung von 25sec,
obwohl das Gerit eine wesentlich bessere Auflosung der Daten aufzeichnet. Dies schréinkt die
Auswertung des maximalen DOB Wertes nach Bikarbonatgabe deutlich ein. Eine genaue
Bestimmung war uns aus diesem Grund nicht moglich, da immer die Mdglichkeit bestand, dass
der eigentliche hochste Punkt innerhalb der nicht dargestellten 25s zwischen zwei DOB-Werten
lag. Insbesondere innerhalb der ersten 3 Minuten nach Bikarbonatgabe waren grof3e
Unterschiede zwischen den absoluten Werten der aufgezeichneten DOB-Werte zu beobachten,
sodass ein weiterer Anstieg zwischen dem aufgezeichneten maximalen DOB-Wert und dem
ersten wieder abfallenden DOB-Wert nicht ausgeschlossen werden konnte. Aufgrund dieser

Ungenauigkeit erfolgte keine statistische Auswertung des DOBmax nach Bikarbonatgabe und
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keine Beschreibung im Rahmen des Ergebnisteils, auch wenn dieser Wert fiir die Auswertung
der Bikarbonatkinetik und die Regeneration des Bikarbonats in Form von Kohlenstoffdioxid in
der Ausatemluft sowie deren Geschwindigkeit von Interesse gewesen wire.

Dadurch wurde auch die Berechnung der von uns ausgewdhlten Kinetikparameter in ihrer
Genauigkeit beeinflusst, was jedoch fiir alle Studienteilnehmer gleichermaflen gilt. Insbesondere
die Steigungs- bzw. Geschwindigkeitsparameter wie der Parameter Tau waren betroffen, da
diese vom absoluten Wert des maximalen DOB-Wertes abhédngig sind. Aus diesem Grund wurde
als zweiter Parameter fiir den Abfall der Kurve im langsamer abfallenden Bereich der Kurve die
Steigung des exponentiellen Fits betrachtet, um die Abhingigkeit vom maximalen DOB-Wert zu
reduzieren. Beide Parameter zeigten jedoch keinen signifikanten Unterschied zwischen Patienten
und Probanden (p = 0,492 und 0,358). Fiir Tau zeigte sich ein Zusammenhang mit Grofe,
Gewicht und Korperoberflache sowie mit den Lungenfunktionsparametern RV und PEF,
wihrend die Steigung des exponentiellen Fits auch eine lineare Korrelation zu einigen

laborchemischen Leberfunktionsparametern zeigte.

5.3.2 Einschriankungen bei der Auswertung der Messdaten hinsichtlich potentieller

Einflussfaktoren

Im Rahmen der Studie sollte auf der einen Seite die individuelle Bikarbonatkinetik sowie ihre
beeinflussenden Faktoren untersucht werden und auf der anderen Seite der Einfluss der
Bikarbonatkinetik auf den LiMAX betrachtet werden.

Fiir das Bikarbonat-Kohlenstoff-System spielt neben der Leber und der Lunge vor allem die
Niere eine grofle Rolle. Das Zusammenspiel dieser drei Organe regelt zum Grof3teil den Sdure-
Basen-Status und somit auch das Bikarbonat-Kohlensdure-Puffersystem, als bedeutendstes
Puffersystem des menschlichen Korpers. Die Leber dient dabei neben der Niere als Sdure-Base-
Regulator. Wihrend die Niere vor allem durch die Regulation der absoluten und relativen
Ausscheidung von pH-aktiven Substanzen den pH-Wert im Blut beeinflusst, ist die Leber vor
allem durch die Produktion von Siuren und Basen, wobei der Bikarbonatproduktion eine
besondere Bedeutung zukommt, sowie die Metabolisierung dieser zu pH-neutralen
Stoffwechselprodukten an der Regulation beteiligt (90-92). Sowohl alkalisierende als auch
azidotisierende Substanzen konnen im Rahmen einer Leberinsuffizienz anfallen und so das
Kohlenstoff-Bikarbonat-Puffersystem beeinflussen. Die Auswirkung dieser Beeinflussung des
pH-Wertes auf das Bikarbonat als Transportmetabolit im Rahmen des LiMAx-Tests sowie auf

dessen Ergebnis ist unklar.
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Im Rahmen von Lebererkrankungen und der daraus resultierenden Funktionseinschrinkung des
fiir den Stoffwechsel wichtigen Organs kommt es zu diversen Eingriffen in die pH-Wert-
Regulierung.

Die Leber dient dariiber hinaus als Harnstoff- und Kreatininproduzent, aus diesem Grund fallen
laborchemisch oft falsch niedrige Kreatinin-Werte bei Leberinsuffizienz und eingeschriankter
Synthesekapazitit auf, sodass die Nierenfunktion, insbesondere mitbedingt durch den blinden
Bereich der Kreatininkurve (93, 94), trotz abnehmender Filtrationsleistung als falsch normal
eingeschétzt wird. Fiir die Harnstoffproduktion wird aulerdem eine gleiche grole Menge
Bikarbonat verbraucht, wodurch die Leber in den Bikarbonathaushalt eingreift, der Effekt auf
Sdure-Basen-Status und somit den effektiven Bikarbonatpool im Blut scheint allerdings eher
klein zu sein.

Zusitzlich metabolisiert die Leber bis zu 70% des im Korper anfallenden Laktats, das im Falle
einer Leberinsuffizienz oder eines stark erhdhten Anfallens eine metabolische Azidose auslosen
kann.

Typisch ist aulerdem eine Hyperventilation der Patienten im Rahmen einer Leberzirrhose und
dadurch bedingt die Beeinflussung des Saure-Basen-Status in Form einer respiratorischen
Alkalose mit Hypokapnie (90, 95, 96).

Auf der anderen Seite konnen verschiedene Stoffwechselverdnderungen eine respiratorische oder
metabolische Alkalose auslosen. So induzieren eine Hyperammonidmie und eine hepatische
Enzephalopathie zentral eine Hyperventilation.

Eine Hypoalbuminidmie im Rahmen einer Leberfunktionsstorung fiihrt dagegen zu einer
metabolischen Alkalose, was wiederum eine Hypoventilation und eine Retention von
Kohlenstoffdioxid auslost (90, 97). Unabhéngig von der Ursache der Azidose oder Alkalose
fiihrt eine pH-Wert Verdnderung zu einer Verschiebung der Kohlenséure-Bikarbonat-
Gleichgewichts und so der Abatmung von Kohlenstoffdioxid als fliichtige chemische Substanz
in dieser Gleichung. Dies konnte einen Einfluss auf den LiMAx und auf die von uns dargestellte
Bikarbonatdynamik haben, wurde jedoch im Rahmen unserer Studie und der Untersuchung der

Bikarbonatkinetik nicht ndher beleuchtet.

Haufig ist auch ein gemeinsames Auftreten einer Leber- und Niereninsuffizienz (98-100) in
Form eines hepato-renalen-Syndroms.

Der Evaluation des Einflusses der Nierenfunktion auf die Bikarbonatkinetik und das Konzept des
Bikarbonat-LiMAx kommt somit eine grof3e Bedeutung zu, um den Einfluss der

Bikarbonatdynamik auf den LiMAX beurteilen zu konnen.
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In der untersuchten Studienpopulation hatten die Probanden im Durchschnitt einen Kreatinin-
Wert bei der ersten Messung von 0,84 (0,76-0,94), die Patienten zeigten im Durchschnitt
ebenfalls einen normwertigen Kreatinin-Wert, der Median lag bei 0,8 (0,7-0,98, laboreigenen
Referenzbereich von 0,50-0,90 mg/dl). Die durchschnittliche GFR lag bei den Probanden und
bei den Patienten bei 90mh/min (Referenzwert > 90ml/min). Die laborchemischen Parameter
gaben somit keinen Hinweis auf eine Nierenerkrankung iiber den Durchschnitt der Patienten
hinweg.

Wie bereits oben dargelegt, konnen die Kreatinin-Werte bei lebererkrankten Patienten falsch
niedrig sein, sodass die Nierenfunktion unter Umsténden als félschlich gut eingeschétzt wird.
Aus diesem Grund sind im Ergebnisteil immer Kreatinin-Wert und geschitzte GFR gemeinsam
angegeben. Anamnestisch waren jedoch alle Studienteilnehmer bis auf 2 Dialysepatienten
nierengesund und hatten keine bekannten strukturellen Nierenvorerkrankungen.

Insgesamt stand fiir die Evaluation des Einflusses der Nierenfunktion auf den Bikarbonat-
LiMAXx sowie die Bikarbonatkinetikparameter keine Vergleichsgruppe mit einer deutlich
eingeschrinkten Nierenfunktion zur Verfiigung, sodass die Beurteilbarkeit des Einflusses der
Nierenfunktion in unserem Studienkollektiv insgesamt als deutlich eingeschrinkt zu beurteilen
ist.

Im Rahmen des Studienprotokolls wurden keine Blutgasanalysen durchgefiihrt, sodass eine
Einschitzung des Sduren-Basen-Status in Form des pH-Wertes, des Stand-Bikarbonats sowie des
Base-Exzess (BE) der Patienten und Probanden nicht moglich war. Aus diesem Grund fehlen
diese Parameter zur Beurteilung des Einflusses der Nierenfunktion auf die Bikarbonatkinetik und
zur Beurteilung des Sdure-Basen-Status sowie des Bikarbonatstatus der Studienteilnehmer. Dies
ist als grofer Kritikpunkt am Studiendesign und an der Durchfiihrung zu werten, insbesondere da
Kolkhost, FW et al. einen erhohten pH-Wert in der kapilldren Blutentnahme nach der
Bikarbonat-Gabe (101) zeigen konnte und wir dies durch die fehlenden Blutgasanalysen nicht
fiir unsere Studienteilnehmer iiberpriifen sowie eventuelle Einfliisse durch Verdnderungen des
Standard-Bikarbonats auf den LiMAX nicht analysieren konnten. Eine vendse Blutgasanalyse zur
Beurteilung des Standardbikarbonats sowie des pH-Wertes vor und nach Bikarbonatgabe wire

ein sehr guter Parameter fiir die Bikarbonatkinetik im Rahmen des LiIMAXx gewesen.

5.3.3 Einschrdnkungen hinsichtlich des Bikarbonatpools

In verschiedenen tierexperimentellen Arbeiten und mit Hilfe von computergestiitztem,

biophysiologischem Modeling konnte gezeigt werden, dass nach der Applikation von
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markiertem Bikarbonat oder markierten kohlenstoffhaltigen Verbindungen ein Anteil des
markierten Kohlenstoffdioxids im Verlauf im Knochen, im Urin in Form von Harnstoff oder in
anderen Makromolekiilen nachgewiesen werden kann (43, 45, 48) und die vollstdndige
Abatmung iiber 24 Stunden in Anspruch nimmt. Kornberg, HL et al. zeigten ungeféhr nach drei
Stunden eine nahezu konstante Abatmung bei der Katze, in Mausversuchen konnte eine 96%ige
Abatmung innerhalb von 24 Stunden gezeigt werden, davon wurden 92,8% in der ersten Stunde
und 50% innerhalb der ersten 10 Minuten abgeatmet (102). Mit Hilfe des FLIP® als nicht-
invasives Messgerit ist jedoch nur eine Messung liber maximal 60 Minuten vor und 60 Minuten
nach Methacetin-Gabe moglich, sodass eine vollstindige Abatmung mit Hilfe des Messgerites
technisch nicht nachverfolgt werden kann. Ein Messaufbau analog der durchgefiihrten
Tierversuche ist aufgrund der Invasivitét ethisch nicht moglich. Im Rahmen des Tierversuchs
erfolgte dabei eine Kaniilierung der Trachea sowie von zwei gro3en Gefdflen, der Vena jugularis
externa und der Femoralarterie, zur Injektion der Testsubstanz sowie der Entnahme von
arteriellen Blutproben wihrend der Messung. Zusitzlich erfolgte eine Abklemmung der beiden
Ureter, sodass die Harnstoffproduktion an der Blutkonzentration gemessen werden konnte (48).
Eine alternative, invasive Messmethode stellt die Knochenpunktion dar, mit deren Hilfe im
Verlauf der ersten 24 Stunden nach Applikation der Testsubstanz das im Knochen enthaltende
3C-Bikarbonat gemessen werden konnte. Dies ist jedoch ebenfalls im Rahmen einer klinischen
Studie am Menschen ethisch nicht vertretbar und war somit fiir uns nicht durchfiihrbar, sodass
der Anteil des markierten Kohlenstoffdioxids, der im Verlauf in den Knochen aufgenommen
wurde, nicht bestimmbar war. Dies wire aber notwendig, um den nicht-respiratorischen Verlust
genau bemessen zu konnen und individuelle Unterschiede der Bikarbonatkinetik feststellen zu
konnen.

Zusitzlich scheinen die metabolischen Prozesse im Knochen, der Austausch zwischen dem
groBBen Knochen-Bikarbonatpool und dem aufgenommenen, markierten Bikarbonat, sehr
langsam zu sein, sodass der Austausch in einem zumutbaren Zeitintervall fiir den Patienten und
insbesondere auch fiir den gesunden Probanden nur unvollstidndig nachvollzogen werden kann
(89).

Die Aufnahme von markiertem Kohlenstoffdioxid in Harnstoff-Molekiile konnte mit Hilfe einer
24 Stunden Urinmessung und Blutkonzentrationsmessung sowie anschlieBender Analyse
hinsichtlich 3C- und '>C-Harnstoff untersucht werden. Im Rahmen unserer Studie wire dies
allerdings nur bei den Patienten, die fiir eine LTX Evaluation einen ldngeren stationéren

Aufenthalt haben, logistisch gut moglich. Die chirurgischen Patienten hatten in der Regel am
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darauffolgenden Tag ihre Operation, die gesunden Probanden kamen ambulant fiir die beiden
Untersuchungstermine.

Eine Aufnahme in Makromolekiile beispielsweise des Zuckerstoffwechsels ist ebenfalls nur
invasiv moglich, eine einfache Blutentnahme reicht nicht, um die reale Menge der

Makromolekiile erfassen zu konnen.

Eine umfangreiche Analyse und Messung der Aufnahme des Kohlenstoffdioxids aus den
applizierten markierten kohlenstoffhaltigen Substanzen wire notwendig, um den Einfluss des
Bikarbonat-Stoffwechsels auf den LiIMAx-Test zu determinieren und einen Vergleich zwischen

den Individuen, die einen LiMAx-Test durchlaufen, stellen zu konnen.

5.4 Lungenfunktionsmessungen

Im Rahmen dieser Studie wurde kein Schwerpunkt auf die Untersuchung von lungenerkrankten
Patienten gelegt, da es sich erstmal um eine Pilotuntersuchung zum Zusammenhang zwischen
dem LiMAx-Test, der 3C-Bikarbonatabatmung und der Lungenfunktion handeln sollte. Daraus
ergibt sich, dass in dieser Arbeit nur vorldufige Ergebnisse dazu beschrieben und prasentiert
werden konnen.

In einer Anschlussuntersuchung sollen die fiir diese Studie eingeschlossenen lebererkrankten
Patienten und leber- und lungengesunden Probanden als Vergleichsgruppen fiir eine dritte,
lungenerkrankte, aber lebergesunde Patientengruppe dienen. Ziel ist es, Patienten einzuschlielen
und zu untersuchen, die sich einer Lungenteilresektion unterziehen, um einen intraindividuellen
Lungenfunktionsunterschied zwischen dem pridoperativen und postoperativen LiMAx-Atemtest

untersuchen zu konnen.

Im Rahmen des Studienprotokolls war eine Lungenfunktionsuntersuchung fiir jeden Patienten
und jeden gesunden Probanden vorgesehen. Aus zeitlichen und organisatorischen Griinden war
dies jedoch nicht fiir alle Studienteilnehmer moglich. Bei zwei gesunden Probanden und
insgesamt acht Patienten fehlt die Lungenfunktionsuntersuchung, was das auswertbare
Patientenkollektiv fiir diesen Studienabschnitt reduziert hat.

Fiir die Patienten, die im Rahmen des stationdren Aufenthaltes zur LTX-Evaluation einen
LiMAXx erhielten und in die Studie eingeschlossen wurden, war bereits vor Studieneinschluss ein
Termin zur Durchfiihrung einer Lungenfunktionsuntersuchung vereinbart worden, sodass diese

Patienten alle eine Lungenfunktionsuntersuchung bekamen. Die Durchfiihrung einer CO-
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Diffusionsmessung gehdort bei diesen Patienten jedoch nicht zum hausinternen Standard, sodass
diese Untersuchung bei einigen der Lebertransplantationspatienten fehlt. Es erfolgte zwar fiir
jeden Studienpatienten eine gesonderte Anmeldung bei den Kollegen der Klinik fiir Pulmologie
und somit auch eine Anmeldung der gesonderten Diffusionsmessung, eine Durchfiihrung
erfolgte jedoch aus zeitlichen und organisatorischen Griinden nicht immer. Da die
Kobhlenstoffdioxid-Diffusion jedoch erst im Verlauf der Lungenerkrankungen eingeschrénkt und
kein Patient in unserem Kollektiv eine vorbekannte schwere Lungenerkrankung aufwies, kann
das Fehlen der Diffusionsmessungen als vernachldssigbar betrachtet werden.

Fiir die chirurgisch aufgenommenen Patienten war die Durchfiihrung einer
Lungenfunktionsuntersuchung aufgrund des eng gestrickten Zeitplans sowie der begrenzten
Verfiigbarkeit von Terminen zur Lungenfunktion fiir unsere Studienpatienten oft organisatorisch
nicht moglich. Im Rahmen der prédoperativen Aufarbeitung der Patienten gehort eine
Lungenfunktionsuntersuchung auch vor groeren Operationen nicht mehr zum Standard. Die
deutsche Gesellschaft fiir Anésthesie und Intensivmedizin empfiehlt keine standardmiBige

Durchfiihrung bei Patienten ohne anamnestische Hinweise auf akute pulmonale Symptome

(103).

Im Rahmen dieser Studie erfolgte primir der Einschluss lebererkrankter und lungengesunder
Patienten sowie lungengesunder Probanden, wobei bei einem gesunden Probanden im Rahmen
der Studienuntersuchungen ein Asthma bronchiale diagnostiziert wurde. Fiir unsere Analysen
standen somit primér normale Lungenfunktionsmessungen zur Verfligung, mit Lungenvolumina,
die Schwankungen im Rahmen des Normalen abhidngig von Geschlecht, Grofe, Gewicht und
Trainingszustand aufwiesen. Die Evaluation des Einflusses der Lungenfunktion auf das Ergebnis
von 3C-Atemtests erfordert nach Auswertung unserer Daten jedoch weiterfiihrende
Untersuchungen insbesondere mit lungenerkrankten Patienten. Beispielsweise sollte in einer
nachfolgenden Studie untersucht werden, ob sich Verdnderungen des Kurvenverlaufs und des
Ergebnisses vor und nach Lungenteilresektion ergeben, um den intraindividuellen Einfluss der
Lungenfunktion definieren zu kdnnen. Bei Lungengesunden besteht nach unseren Daten kein
Einfluss der Lungenfunktion auf das Ergebnis des LIMAx oder den Kurvenverlauf im Rahmen
der Bikarbonatkinetik. Das individuell im Rahmen der Baseline-Messung bestimmte Verhéltnis
von 2CO; und BCO:; als Basis des LiIMAx scheint eventuell bestehende kleine Unterschiede
auszugleichen. Der gezeigte Einfluss der Lungenvolumina auf die Schnelligkeit der Abatmung

scheint keinen Einfluss auf das Ergebnis des LiIMAX zu haben, da das Maximum davon
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unbeeinflusst bleibt. Ein Zusammenhang zeigte sich nur zum Bikarbonat-LiMAXx und dem

maximalen DOB-Wert, nicht jedoch zum LiMAx und dem maximalen DOB-Wert.

5.5 Fazit

Im Rahmen der von uns durchgefiihrten Studie konnten wir zeigen, dass die vorherige
Bikarbonatgabe die Wiederholungsgenauigkeit des LiMAx-Tests nicht beeinflusst, der ICC war
bei unseren Patienten sehr gut. Auch zeigten sich keine signifikanten Unterschiede bei den
erhobenen Parametern der Bikarbonatkinetik zwischen gesunden Probanden und lebererkrankten
Patienten sowie eine sehr homogene Bikarbonatabatmung ohne grof3e interindividuelle
Unterschiede. Man kann somit das vorldufige Fazit ziehen, dass Lebererkrankungen keine

Auswirkungen auf die Bikarbonatverteilung und -abatmung haben.

Die Lungenfunktion eines Patienten scheint keinen Einfluss auf das Ergebnis des LIMAx-Tests
zu haben. Da im Rahmen der Baseline-Messung das individuelle '2CO; zu *CO, Verhiltnis
bestimmt wird, scheinen die Lungenvolumina keinen signifikanten Einfluss auf das
schlussendliche Testergebnis zu haben. Eine pré- und postinterventionelle LiIMAX-
Untersuchungen, zum Beispiel nach Lungenteilresektion, wiren jedoch eine interessante
Ergénzung zu unserer Untersuchung, um die Lungenfunktion und ihren Einfluss detaillierter

darstellen zu konnen.
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