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1. ABSTRACTS

1.1. Deutsche Version

Die regenerative Kapazitat der Leber ist eine relevante praoperative Voraussetzung fur
die Erholung nach einer Leberteilresektion. Komorbiditaten wie Adipositas und Diabetes
gehen mit einem erhéhten Risiko der Entwicklung einer Nichtalkoholischen
Fettlebererkrankung (NAFLD) bis hin zu einer Nichtalkoholischen Steatohepatitis (NASH)
einher [1].

Ziel dieser Arbeit ist es, diverse praoperative metabolische Veranderungen zu
identifizieren und diese auf mégliche Einfllisse, auf die postoperative Leberregeneration
zu untersuchen.

Hierzu wurden in den durchgefiihrten Studien Volumetrien, dynamische
Leberfunktionsmessungen und antikérperbasierte Nachweisverfahren angewandt.
Insgesamt wurden 132 Patienten, die eine Leberteilresektion erhalten haben, untersucht.
Es zeigte sich, dass 10 Tage nach der Operation die Leberfunktionswerte auf
77,2+ 33.5% der Ausgangswerte stiegen. 12 Wochen postoperativ bestand die volle
Funktionskapazitat des Organs, wahrend die Volumenzunahme verzdgert verlief.
Fettgewebs-assoziierte Faktoren wie Chemerin und Chemokin-like Rezeptor 1
(CMKLR1) stehen in Zusammenhang mit Adipositas und NAFLD. Die messenger RNA
(mRNA) — Level waren bei den metabolisch vorerkrankten Patienten erhéht und
korrelierten signifikant positiv mit dem NAFLD-Aktivitatsscore (NAS) (p<0.05). Eine
lineare Regressionsanalyse zeigte weiterhin, dass die hepatische Chemerin-mRNA eine
unabhangige Variable fir Leberfibrose, -steatose, -inflammation und hepatozellulares
Ballooning darstellt (jeweils p<0.05).

SchlieBlich konnte gezeigt werden, dass der an der Charité entwickelte und validierte
Leberfunktionstest LiIMAX (maximal liver function capacity based on 13C-methacetin (MA)
kinetics) postoperativ vor allem bei NASH-Patienten im Vergleich zu den nicht
metabolisch vorerkrankten Probanden schlechter ausfiel. Wéahrend die praoperativen
Funktionswerte in den untersuchten Gruppen vergleichbar waren, zeigten Patienten mit
einer Nichtalkoholischen Steatohepatitis am zehnten postoperativen Tag eine signifikant
erniedrigte Leberkapazitat (p=0.022). In allen vorgelegten Studien stellte sich ein Einfluss
des praoperativen metabolischen Status des Patienten auf die postoperative
Regeneration nach Leberteilresektion heraus.
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1.2. Englische Version

The regenerative capacity of the liver is an essential precondition for the recovery after
partial hepatectomy. Comorbidities like obesity and diabetes are associated with an
elevated risk of developing nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) or nonalcoholic
steatohepatitis (NASH) [1].

The aim of these studies was to investigate different preoperative metabolic conditions
and to identify possible influences on postoperative liver regeneration. Therefore, enzyme
levels, liver volume, and functional recovery of the liver have been studied by using
volumetric analysis, a dynamic functional liver test, Polymerase chain reaction (PCR),
and Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA).

In total, 132 patients undergoing partial liver resection have been evaluated.

It was shown that within 10 days functional recovery reached 77.2+33.5% of
preoperative values. Full functional restoration was achieved within 12 weeks, while liver
volume recovery was delayed. Adipose tissue-derived factors link non-alcoholic fatty liver
disease (NAFLD) with obesity. Messenger RNA (mRNA)-levels were elevated in patients
with metabolic diseases and there was a significant positive correlation with NAFLD
activity score (NAS) (p<0.05). Additionally, linear regression analysis confirmed an
independent association of liver fibrosis, steatosis, inflammation, and hepatocyte
ballooning with hepatic chemerin mRNA expression (P<0.05 respectively).

Finally, the LiIMAx (maximal liver function capacity based on 13C-methacetin (MA)
kinetics) test, that has been developed and validated at Charité University hospital, Berlin,
Germany, showed impaired postoperative values especially in NASH patients compared
to the control group. While preoperative values were comparable, on postoperative day
10 (POD 10), there was a significant decreased functional capacity in patients with
nonalcoholic steatohepatitis (p=0.022).

In each of the shown studies an influence of the patient’s preoperative metabolic condition

on postoperative functional recovery was found.
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2. EINLEITUNG

Die Nichtalkoholische Fettlebererkrankung (NAFLD) stellt eine der méglichen Folgen der
Fettleibigkeit dar [1] . Das Spektrum der NAFLD reicht von einer reinen Leberverfettung
(NAFL) bis hin zu einer Nichtalkoholischen Steatohepatitis (NASH) [2, 3]. Es wird
geschatzt, dass zwei Drittel der Patienten mit Typ 2 Diabetes mellitus oder krankhafter
Adipositas an einer NASH leiden [4]. Die Adipositas kann zur Freisetzung von
Adipozytokinen aus dem Fettgewebe flhren [5]. Zu diesen Botenstoffen gehért
Chemerin, welches einen Teil seiner Wirkung durch den G-Protein gekoppelten
Chemokin-like Rezeptor 1 (CMKLR1) vermittelt [6]. CMKLR1 wird von einer Reihe von
Zellen des unspezifischen Immunsystems, wie z.B. Makrophagen und natlrliche
Killerzellen sezerniert [7]. AuBerdem wird CMKLR1 auch in Leberzellen, wie Kupffer-
Zellen und primaren humanen Hepatozyten, exprimiert und abhangig vom metabolischen
Status reguliert [8]. Das Chemerin-CMKLR1-System scheint an der Entstehung der
Gewebsentziindung mit konsekutiver NASH beteiligt zu sein [9].

Eine verzdgerte oder gestérte Regeneration nach Leberteilresektion kann in einem
postoperativen Leberversagen mit einer schlechten Prognose und hoher Sterblichkeit
munden oder sekundare Komplikationen hervorrufen [10, 11].

Aus diesem Grund sind die praoperative Evaluation der Organfunktion und das
postoperative Monitoring von Leberparametern und dynamischer Leberfunktion ein

entscheidender Teil des perioperativen Managements [12].

3. ZIELSTELLUNG

Bisher hat keine veroffentlichte klinische Studie untersucht, ob die Diagnose NAFLD die
frlhe postoperative funktionelle Leberregeneration beeinflusst. In der ersten der
vorgelegten Arbeiten war es das Ziel, volumetrische Messungen mit einem dynamischen
Leberfunktionstest zu kombinieren und entsprechend der metabolischen Vorerkrankung
Aussagen Uber das Maf3 der funktionellen Leberregeneration zu treffen [12, 13]. Die
zweite vorgelegte Studie zielte auf die Untersuchung mdéglicher Veranderungen des
Chemerin-CMKLR1-Systems bei Patienten mit einer histologisch gesicherten NAFLD im
Vergleich mit einer metabolisch gesunden Kontrollgruppe. Die dritte Studie evaluierte, ob
eine histologisch gesicherte NAFL oder NASH den hepatischen 13C-Metabolismus als
Surrogat der Leberfunktionskapazitat beeinflussen.
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4. METHODEN

4.1. Studiendesign

4.1.1. Ethikkommission

Die Studien wurden auf Antrag von der 6értlichen Ethikkommission genehmigt. Jeder
Patient wurde in mindlicher und schriftlicher Form Uber den Studienablauf informiert und
gab sein schriftliches Einverstandnis zur Teilnahme an der Studie. Die Patienten hatten
die Méglichkeit, die Studienteilnahme zu jedem Zeitpunkt zu beenden.

4.1.2. Ablauf

Die in der Klinik fur Allgemein-, Viszeral- und Transplantationschirurgie der Charité —
Campus Virchow Klinikum zu einer Leberteilresektion aufgenommenen Patienten,
welche die entsprechenden Einschlusskriterien erfiillten (siehe ausgewahlte Publikation
1-3), wurden Uber die Studie aufgeklart und anschlieBend tber ein Einverstandnis zur
Studienteilnahme befragt. Nach der schriftlichen Einverstandniserklarung wurden
praoperativ mit Hilfe eines standardisierten Dokumentationsbogens die Stammdaten
sowie anthropometrische Befunde der Probanden erhoben.

Des Weiteren erfolgte die Durchflihrung eines Leberfunktionstests mit Hilfe der LiMax-
Messung. Eine préoperative NuUchternblutentnahme erfolgte am Morgen des
Operationstages. Zusatzlich zu den LiMAx-Messungen wurden in einer ersten Studie pra-
und postoperativ CT-gestltzte Volumetrien durchgefihrt.

In den folgenden Studien erfolgte, neben den Leberfunktionstests und Blutentnahmen,
die intraoperative Gewinnung von Lebergewebe. Das Bioptat stammte aus dem zu
resezierenden, tumorfreiem Areal der Leber. Um enzymatischen Veranderungen durch
Ischamiezeiten vorzubeugen, wurde die Probe vor Beginn der eigentlichen
Leberresektion und der damit einhergehenden Unterbindung der Blutzufuhr (Pringle
Manéver) entnommen. AnschlieBend wurde das Gewebe in zwei Aquivalente geteilt,
wovon ein Teil sofort in -80°C kalten Flissigstickstoff gegeben wurde, um alle
enzymatischen Prozesse zu stoppen und um ein mdglichst genaues Abbild der
Stoffwechselsituation der Hepatozyten zu gewinnen. Der zweite Teil der Probe wurde,
nachdem ein sehr kleines Stiick mit dem Skalpell zur Nutzung als histo-pathologisches
Praparat abgetrennt wurde, in eine Pufferldsung mit Phosphatasen und
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Proteaseinhibitoren gegeben. Somit sollten artifizielle Verédnderungen der
hepatozellularen Proteinaktivitaten verhindert werden.

In einer Zeitspanne von wenigen Minuten vor oder nach der Entnahme der
Lebergewebsprobe erfolgte eine weitere Blutentnahme am Patienten.

Im weiteren Verlauf wurden an den postoperativen Tagen 1, 3, 5 und 10 der LiMax-Test

sowie Blutentnahmen im Nichternzustand des Probanden durchgefihrt.

4.2. Patientenkollektiv

Im Rahmen zweier prospektiver Beobachtungsstudien an der Klinik fir Allgemein-,
Viszeral- und Transplantationschirurgie der Charité — Campus Virchow Klinikum wurden
zwischen 2004 und 2007 sowie zwischen 2009 und 2010 insgesamt 132 Patienten
eingeschlossen, bei denen aus medizinischen Griinden eine Leberteilresektion

vorgesehen war.

Um den Einfluss der Nichtalkoholischen Fettlebererkrankung auf die Expression der
gewahlten metabolischen Schllisselenzyme zu evaluieren, wurde das Patientenkollektiv
entsprechend dem histologisch gesicherten hepatischen Steatosegrad eingeteilt. Um
zwei metabolisch und anthropometisch vergleichbare Kollektive aufzustellen, wurde ein
Cut-Off von einem Verfettungsgrad von 10% gewahlt. Die verschiedenen Untergruppen
wurden weiterhin entsprechend ihrem Alter, Geschlecht und Body-Mass-Index (BMI)

gegenubergestellt.
4.3. Untersuchungsmethoden

4.3.1. LiMAx-Test

Zur praoperativen Bestimmung der Leberfunktion sowie zur postoperativen
Verlaufskontrolle wurde der LiMAx-Test verwandt. Dieser '3C-Atemtest basiert auf der
Umsetzung eines '*C-markierten Substrats zu einem Metaboliten und 3CO2 [14]. Mit
Hilfe der nichtdispersiven isotopenselektiven Infrarot-Spektroskopie (NDIRS) kann die
13C0O2-Konzentration in der Ausatemluft des Patienten bestimmt werden.

Zu Beginn des Tests wird ein Basalwert des 3CO2/'2CO2-Verhéltnisses im Atem des
Patienten bestimmt. Nach Aufnahme dieses Wertes beginnt die eigentliche Testzeit und
es erfolgt die '3C-Substratapplikation.

Als '3C-markiertes Substrat diente '3C-Methacetin. Methacetin ist ein Derivat des

Phenacetin, das ausschlieBlich in den Hepatozyten metabolisiert wird. Die Umsetzung in
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der Leber erfolgt im System der mikrosomalen Monooxygenasen spezifisch durch das
Cytochrom P-450 Isoenzym CYP 1A2 und hat ein '?C-Derivat zum Produkt.

Die Injektion des '3C-Methacetin erfolgte im Bolus Uber eine Venenverweilkaniile
angepasst an das Kérpergewicht des Patienten mit einer Dosierung von 2mg/kg KG.
Um das Substrat in das zentrale Kompartment zu spilen, wurden sofort nach der
Injektion 20ml Kochsalzlésung appliziert. AnschlieBend fand die 70-minltige online
Messung der CO2-Konzentrationen in der Ausatemluft des Probanden statt, wobei 10
Minuten der Basalwert des '2CO2/'3CO2-Verhaltnisses und anschlieBend 60 Minuten die
ausgeatmeten Konzentrationen der CO2-Isotope gemessen wurden.

Durch die Bolusinjektion von '3C-Methacetin kommt es zu einer raschen hoch dosierten
Substratanflutung in den Hepatozyten. Bei einer herabgesetzten Leberfunktion kann
damit eine Séattigung des CYP1A2-Enzymsystems erreicht werden.

Bei einer guten Leberfunktionskapazitat kann nicht von einer Sattigung des CYP1A2-
Enzyms ausgegangen werden. Dennoch lasst sich am Punkt der maximalen '3COq-
Ausatmung auf die hdchst mégliche Umsatzrate am Enzym und damit auf die
Leberfunktionskapazitat schlieBen, die dann dem erhaltenen Wert der Umsatzrate
entspricht oder gréBer ist.

4.3.2. Chemerin- und Messenger-RNA-Quantifizierung

Die Serum Chemerin-Konzentration wurde mittels Enzyme linked Immunosorbent Assay-
Test (ELISA-Test) durchgefiihrt. Die Proben wurden doppelt gemessen und ein
Durchschnittswert bestimmt.

Die gesamte Ribonukleinsdure (RNA) wurde aus dem gefrorenen Lebergewebe mittels
RNeasy Mini Kit extrahiert. Die Auftrennung der Desoxyribonukleinsaure (DNA) erfolgte
mit einer RNase-freien DNase. Weiterhin wurde flr bestimmte in der menschlichen Leber
exprimierte Gene eine quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (qRT-PCR)
durchgefihrt. Die mRNA-Level wurden mit Hilfe einer Standard-Kurve quantifiziert.

4.3.3. Histopathologische Untersuchung

Die Lebergewebsproben wurden von einem Pathologen der Charité Universitadtsmedizin
Berlin, der sowohl fir die Patientengeschichte als auch fir die experimentell erhobenen
Daten verblindet war, evaluiert. Zu diesem Zweck wurden die Leberproben in
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vierprozentigem Formalin fixiert, in Paraffin gebettet und die Schnitte anschlieBend mit
Hamatoxylin-Eosin (HE) geféarbt.
Die Proben wurden entsprechend dem NASH-Aktivitatsscore (NAS) eingestuft [2].

4.4. Statistische Auswertung

Die Daten wurden, wenn nicht anders beschrieben, als Mittelwert + Standardabweichung
(SD) oder Median (Range) dargestellt. Die statistische Analyse aller Daten erfolge in
enger Absprache mit dem Institut fir Biometrie und Klinische Epidemiologie der Charité.
Die Auswertung erfolgte mit Hilfe des Softwarepaketes SPSS (SPSS Inc. Chicago, IL,
USA) in der Version 16.0. Multivariante Verlaufsanalysen wurden mit der Software SAS
(SAS Institue Inc., Cary, NC, USA) durchgeflhrt.

Der Mann-Whitney U-Test wurde flr die Analyse der Daten der Basischarakteristika und
der hepatischen Genexpression genutzt. Um die gematchten Untergruppen zu
analysieren, kam der Students T-Test zum Einsatz. Korrelationen wurden im Fall der
Normalverteilung mit Hilfe des Pearson’s Koeffizienten, andernfalls mit Hilfe des
Spearman’s Koeffizienten bestimmt.

Die Normalverteilung wurde mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test festgestellt. Ein p-Wert <

0,05 wurde als signifikant angesehen.



Ergebnisse 11

5. ERGEBNISSE

5.1. Praoperative Charakteristika

In der ersten dargestellten Studie wurden 85 Patienten, die sich einer Leberteilresektion
unterzogen, untersucht. Entsprechend der Art des Eingriffs wurden diese
folgendermafBen gruppiert: Hemihepatektomie rechts (n=40), Hemihepatektomie links
(n=8) und Trisektomie rechts (n=37).

Im Rahmen der Studie, die Grundlage fir die zweite und dritte Publikation ist, wurden 19
Patienten entsprechend der histologischen Untersuchung mit einer NAFLD
diagnostiziert. Davon litten 58% an einer reinen Steatose (NAFL) und auf 42% der
Gewebsproben trafen die Kriterien einer NASH zu.

Hinsichtlich des Geschlechts, der Level der biochemischen Laborparameter, der
Indikation zur Leberteilresektion, der Form der Resektion und des postoperativen
Intensiv-Aufenthaltes waren die Gruppen statistisch vergleichbar (p>0.05).

Lediglich das Alter in der Patientengruppe mit einer NAFLD war héher als das in der
Kontrollgruppe (p=0.001). Jedoch wurde zwischen Alter und LiMAx-Werten keine
Korrelation gefunden (r=0.001; p=0.99).

Hinsichtlich des metabolischen Status wiesen die Patienten mit einer nichtalkoholischen
Fettlebererkrankung erhéhte Nichternblutglukose-Werte auf.

Alle in die Studie eingeschlossenen Patienten verlieBen das Krankenhaus nach einem
postoperativen Aufenthalt mit einem Median von 12 Tagen (8-16). Die Lange des
Aufenthaltes war fur NAFLD-Patienten im Vergleich zu ihrer Kontrollgruppe signifikant
verlangert (13 versus 9 Tage; p=0.008).

5.2. Postoperatives Monitoring

5.2.1. Funktionelle postoperative Leberregeneration

Die Leberteilresektion fuhrte zu einer Reduktion des Volumens von initial 1683+365 ml
auf ein Residualvolumen von 7521343 ml (44.4+ 15.5%). Dementsprechend sank auch
die Leberfunktionskapazitat im gesamten Kollektiv von 377+122 auf 135+59 ug/kg/h
(35.7£13.8%). Am ersten postoperativen Tag (POD1) bestand zwischen dem
Residualvolumen und der residuellen  Funktionskapazitdt ein  positiver
Korrelationskoeffizent von r=0.645 (p<0.0001). Die funktionelle Leberkapazitat
unterschied sich in den Gruppen in der Anfangsphase der postoperativen Regeneration
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nicht (128+49ug/kg/h am POD1 gegentber 124+48ug/kg/h am POD2; p=0.472). Der Tell
der Patienten, der postoperativ verstarb, hatte die niedrigsten LiMAx-Werte am POD1
und zeigte im Verlauf keine relevante Regeneration der Leberfunktion. Die Werte am
POD10 betrugen lediglich 28.3+8.4% (p<0.0001 im Vergleich zu den Uberlebenden).
Diese Patienten starben vor dem letzten Untersuchungstermin von 12 Wochen. In der
Gruppe der Uberlebenden stieg die Leberfunktionskapazitit nach 12 Wochen auf Werte
von 333x96ug/kg/h (siehe ausgewahlte Publikation 1).

In der gesamten Patientenpopulation der dritten vorgelegten Studie reduzierten sich die
medianen LiMAx-Werte von praoperativen 357(320-451)ug/kg/h auf 198(139-
247)ug/kg/h am ersten postoperativen Tag. Die Werte hielten sich bis zum dritten
postoperativen Tag auf diesem Niveau [176(139-259)ug/kg/h]. Zwischen dem dritten und
finften postoperativen Tag konnte ein Aufwartstrend der Leberfunktionskapazitat
gemessen werden [216(175-339) ug/kg/h]. 61.5% aller Patienten erreichten am zehnten
postoperativen Tag wieder den LiMAx-Referenzbereich von >315ug/kg/h [336(245-
408)ug/kg/h] (siehe ausgewahlte Publikation 3).

5.2.2. Postoperative Lebervolumenzunahme

Innerhalb von 12 Wochen konnte im gesamten Patientenkollektiv eine Volumenzunahme
von 752+343ml (44.4+£15.5%) auf 1231+385 ml (73.2+14.8%) gemessen werden. Zu
diesem Zeitpunkt der Untersuchung hatten die Patienten mit einer Hemihepatektomie
links (91.0£16.6%) im Vergleich zu den Patienten mit einer Hemihepatektomie rechts
(77.1£11.1%) oder einer Trisektorektomie rechts (66.6x12.1%) das grbBte
Organvolumen (p=0.001).

Der Vergleich der individuellen Leberfunktionskapazitat und des Volumens (normiert an
das Kdérpergewicht) erbrachte signifikante Korrelationskoeffizienten praoperativ (r=0.407,
p=0.005), am POD 1 (r=0.354, p=0.021) sowie nach 12 Wochen postoperativ (r=0.445,
p=0.006).

5.2.3. Postoperativer Verlauf der laborchemischen Parameter

Die klinischen Routine-Laborparameter der Leberfunktion spiegelten den Verlauf der
Leberregeneration nicht wieder. Es wurden die Syntheseparameter Faktor Il und VII
sowie die International Normalized Ratio (INR) bestimmt. Bilirubin diente als

Cholestaseparameter ebenfalls bei der Verlaufskontrolle. Es wurden zu keinem Zeitpunkt
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der Untersuchung signifikante Unterschiede oder Korrelationen zwischen den Gruppen

festgestellt.

5.3. Einflussfaktoren auf die funktionelle Regeneration

Die funktionelle Regenerationskapazitdt wurde in der ersten beschriebenen Studie
hinsichtlich verschiedener perioperativer Faktoren untersucht: Eine Fettleibigkeit [Body-
Mass-Index (BMI) 230; n=9] wirkte sich weder auf die préaoperative Leberfunktion
(358+113 versus 379+12ug/kg/h; p=0.63) noch auf die friihen postoperativen Werte aus.
Allerdings zeigte sich nach 12 Wochen ein deutlicher Unterschied in der
Leberfunktionskapazitat (261178 versus 354+95ug/kg/h; p=0.017). Dabei hatte nur ein
adipdser Patient einen normalen LiMAx-Wert >315 pg/kg/h erreicht. Die Korrelation
zwischen BMI und LiIMAx 12 Wochen postoperativ betrug r=—0.327 (p=0.015).

Es wurde weiterhin die Komplexitat des chirurgischen Eingriffs analysiert. Komplizierte
Eingriffe (n=30) mit einer Operationsdauer Uber 6 Stunden, Transfusionen von
mindestens 2 Erythrozytenkonzentraten oder 6 Plasmakonzentraten hatten nach 10
Tagen einen negativen Einfluss auf die funktionelle Leberkapazitat. Nach 12 Wochen
relativierte sich dieser Zustand und es gab keinen Unterschied zu der Kontrollgruppe.
Ebenfalls wurde der Einfluss postoperativer bilidrer Komplikationen (n=18) auf die
funktionelle Regeneration untersucht. Dabei wurde kein statistisch signifikanter
Unterschied gefunden.

Die Gruppe der Patienten mit einer Hemihepatektomie links zeigte eine erniedrigte
Regenerationskapazitat im Vergleich zur der Patientenpopulation mit einer
Hemihepatektomie rechts. Die Patienten, die eine Hemihepatektomie links erhielten,
zeigten ebenfalls eine signifikant erhdéhte Transaminasenaktivitdt [Aspartat-
Aminotransferase (AST) 1024+£1006U/l] im Vergleich zu den Patienten mit anderen
Resektionsformen (AST 539+549U/l; p=0.031).

Alle perioperativen Faktoren sowie die Patientencharakteristika wurden einer
multivariaten Analyse unterzogen. Dabei wurden das residuelle Lebervolumen, der
praoperative LiIMAx-Wert und die Operationsdauer als unabhangige Einflussfaktoren auf
die Leberfunktion am POD 1 identifiziert. Die funktionelle Regeneration nach 12 Wochen
wurde vor allem von dem Residualvolumen und BMI der Patienten beeinflusst.

Die Daten, die in der dritten vorgelegten Studie, prasentiert werden, unterstreichen die
Bedeutung der Adipositas als eine Vorstufe der NAFLD [15]. Der NAFLD-Aktivitatsscore
(NAS) korrelierte signifikant positiv mit dem Body-Mass-Index der Patienten (r=0.589;
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p<0.001). Aus diesem Grund wurde zun&chst der Einfluss der Adipositas auf die
funktionelle Regenerationskapazitat der Leber untersucht. Praoperativ bestand eine
negative Korrelation zwischen LiMAx-Werten und dem BMI (r=-0.392; p=0.029).
Allerdings zeigten sich keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der enzymatischen
Funktionskapazitat zwischen adipdsen und nichtadipésen Patienten. Weder pra- noch
postoperativ waren Differenzen zwischen den Gruppen ersichtlich.

Der postoperative Regenerationsverlauf unterschied sich zunachst nicht zwischen den
Patienten mit einer NAFLD und der Kontrollgruppe. Am 10. postoperativen Tag hingegen,
war die Funktionskapazitat in der NAFLD-Gruppe signifikant reduziert (p=0.041). Dieses
galt fir die Gruppe mit einer einfachen Steatose (p=0.022) sowie fiir die Patienten mit
einer Steatohepatitis (p=0.003)

5.4. Einflussfaktoren auf Chemerin und Chemokine-Like Receptor 1

Es ist bereits bekannt, dass Serum-Chemerin-Level mit der Adipositas in Zusammenhang
gebracht werden kénnen [16].

In der zweiten vorgelegten Studie konnten signifikante Zusammenhange zwischen der
Chemerin-mRNA-Expression und dem BMI (r?=0.296; p=0.039), dem Hiftumfang
(r°=0.397; p=0.005) und dem prozentualen Kérperfettanteil (r°=0.378; p=0.008) gefunden
werden.

Die Expression der CMKLR1-mRNA korrelierte mit dem Hiftumfang (r?=0.369; p=0.010)
und dem Korperfettanteil (r°=0.539; p<0.001). Dementsprechend fanden sich auch leicht
erhbhte hepatische Chemerin-mRNA-Level in adipdsen Patienten mit einem BMI =
30kg/m?im Vergleich zu Normalgewichtigen mit einem BMI < 25 kg/m? (p=0.028). Dieser
Zusammenhang galt auch fir die hepatische CMKLR1-Expression.

Ubereinstimmend mit der in der Literatur bereits beschriebenen Assoziation von einer
Adipositas und einer nichtalkoholischen Fettlebererkrankung [17], fand sich auch in der
zweiten vorgelegten Studie eine signifikante Korrelation zwischen dem BMI und NAFLD-
Activity Score (r?=0.516; p<0.001). Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass beide
getesteten mRNA-Level signifikant mit dem NAS korrelierten (r=0.543; p=0.001 und
r=0.355; p=0.014). Infolgedessen konnten bei Patienten mit einem NAS<2 und einem
NAS von 3 bis 4 signifikant erniedrigte hepatische mRNA-Level von Chemerin gemessen
werden im Vergleich zu Personen mit einem NAS = 5 (p=0.001). Ebenso war die
Expression der CMKLR1-mRNA bei Patienten mit einem NAS = 5 im Vergleich zur
Kontrollgruppe signifikant erhéht (p=0.020).
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Zur Bestimmung des NAFLD-Aktivitdtsscores von Kleiner werden definierte
histopathologische Merkmale herangezogen: der Grad der hepatischen Steatose, das
hepatozytare Ballooning und die lobulare Inflammation [2].

Bei der Untersuchung des Grades der hepatischen Steatosis zeigten sich in der
durchgefihrten Studie signifikant erhdéhte Level der Chemerin-mRNA. Patienten mit einer
hepatischen Steatose zwischen 33% und 66% und =66% hatten hdhere mRNA-Werte
als Patienten mit einer Leberverfettung <5% und zwischen 5% und 33% (p=0.05). Auch
die mRNA-Level des CMKLR1 waren bei den Fettleberpatienten signifikant erhéht
(1.35£0.15 versus 2.12+0.27 AU; p=0.014).

Entsprechend der angenommenen pro- oder antiinflammatorischen Rolle des Chemerins
[18] wurde weiterhin ein mdglicher Zusammenhang zwischen Chemerin- und CMKLR1-
mMRNA-Expression und der lobuldren Inflammation sowie dem hepatischen Ballooning
untersucht. Patienten mit den genannten histopathologischen Zeichen entwickelten eine
signifikant erhdhte hepatische Chemerinexpression im Vergleich zu den
Kontrollpersonen (p=0.025 und p=0.034).

Die Leberfibrose stellt ein histopathologisches Symptom einer fortgeschrittenen NAFLD
dar [1]. In der zweiten vorgelegten Studie konnten signifikant erhdéhte hepatische
Chemerin-mRNA-Level bei Patienten mit einer histologisch nachgewiesenen
Leberfibrose im Vergleich zu nicht fibrotischen Patienten gefunden werden (p=0.012).
Dieser Sachverhalt bestatigte sich auch in einer multivariaten linearen
Regressionsanalyse.

Unter der Studienpopulation befanden sich 9 Patienten, die an Typ-2-Diabetes mellitus
leiden, bei insgesamt 10 wurde das metabolische Syndrom diagnostiziert. Weitere 9
Patienten zeigten erhéhte Nichternglukosewerte. Alle 3 Zustande sind eng mit einer
Insulinresistenz assoziiert, wahrend diese wiederum im Zusammenhang mit der NAFLD
steht [1]. Die Insulinresistenz stellt damit einen méglichen Stérfaktor dar. Jedoch konnte
die Insulinresistenz mittels Homeostasis Model Assessment — Index (HOMA) als
unabhangige Variable nicht mit den genannten Vorbedingungen in Zusammenhang
gebracht werden. Demnach zeigte sich die verminderte Wirkung von Insulin nicht als
wesentlicher Faktor fir die histopathologischen Zeichen der NAFLD oder fir die
Leberfibrose.

Bezliglich der im Serum zirkulierenden Menge an Chemerin zeigten sich keine
Unterschiede in den Patientengruppen mit verschiedenem NAFLD-Aktivitatsscore.

Weiterhin wurde kein signifikanter Zusammenhang zwischen den Serum-Chemerin-Level
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und den hepatischen Chemerin-mRNA-Level gefunden. Es gab lediglich den Trend einer
Korrelation zwischen hepatischer mRNA und dem zirkulierenden Chemerin, wenn die
Level an den Korperfettgehalt adjustiert wurden (r?=0.272; p=0.071).



Diskussion 17

6. DISKUSSION

6.1. Zusammenhang zwischen Lebervolumen und Leberfunktion

Die vorgelegte Studie der ausgewahlten Publikation 1 bietet den erstmaligen Vergleich
von Volumenmessung und funktioneller hepatischer Regeneration in Form quantitativer
Parameter nach einer Leberteilresektion. Es konnte gezeigt werden, dass der LIMAx-Test
ein zuverldssiges postoperatives Monitoring der Leberfunktion erlaubt und dass die
urspringlichen Werte innerhalb von 12 Wochen erreicht werden. Das entspricht auch der
gangigen Meinung, dass die Leber mindestens 8 bis 15 Tage bendtigt, um ihre Funktion
wieder voll aufzunehmen [19]. Wichtige unabhangige Faktoren fir die postoperative
Leberfunktionskapazitat konnten mittels multivariater Analyse ermittelt werden. Dazu
gehdren das Residualvolumen der Leber, die praoperative Organfunktion sowie die
Dauer des Eingriffs. Yamanaka et al. beschrieben bereits die Rolle des
Residualvolumens als entscheidenden Kofaktor fir die postoperative Regeneration [20].
Weiterhin wurde erstmals ein direkter Zusammenhang zwischen einer Adipositas und der
postoperativen Leberregeneration beim Menschen gezeigt. In Tierexperimenten konnte
diese Tatsache bereits belegt werden [21].

Bis dato gilt die volumetrische Analyse mittels Computertomographie (CT) als die am
weitesten verbreitete Methode um die Resektabilitdt der Leber und die postoperative
Regenerationsfahigkeit zu beurteilen. Die frihe Volumenzunahme in den ersten Tagen
nach der Operation scheint allerdings wahrscheinlicher durch eine Organschwellung und
Mehrdurchblutung, als durch eine Proliferation von Lebergewebe bedingt zu sein. Ebenso
muss die Ungenauigkeit eines Multiphasen-CT beachtet werden. Dabei sind
Abweichungen von bis zu 30% des realen Volumens mdglich [22]. Aus diesen Griinden
kann eine alleinige volumetrische Messung der Leber nicht als Surrogatparameter der
Leberregeneration dienen.

Um die effektive Qualitdt des Lebergewebes zu ermitteln, bedarf es eines spezifischen
Leberfunktionstests. Es ist daher nicht Uberraschend, dass in der ersten Studie nur eine
schwache Korrelation zwischen dem Lebervolumen und der Leberfunktionskapazitat
besteht. Vor allem in der Gruppe der linksresezierten Patienten zeigte sich das insgesamt
gréBte  Residualvolumen mit einer signifikant erniedrigten  postoperativen
Funktionskapazitat. Mdglicherweise ist dies auf die anatomische Besonderheit des
Segments IV zurlickzufihren. Da die Resektion nah des Leberhilus stattfindet, sind vor

allem die anderen Lebersegmente versorgende GefalBe sowie der Ductus choledochus
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gefahrdet. Verletzungen in diesem Bereich kdnnten zu Nekrosen und damit zu
unfunktionellem Lebergewebe flihren, wodurch ein Missmatch zwischen Volumen und
Funktion entstehen kann. Der signifikante Transaminasenanstieg in der Gruppe der
Patienten mit einer Hemihepatektomie links unterstitzt diese Hypothese.

Auch wenn die klassischen biochemischen Laborparameter der Leber in allen
vorgelegten Studien bestimmt wurden, so zeigte sich, dass diese Werte zu keiner Zeit
eine verlassliche Aussage Uber die Regeneration und aktuelle Funktionskapazitat der
Leber lieferten.

Um die erste vorgelegte Studie korrekt interpretieren zu kénnen, mussen einige
Einschrankungen erlautert werden. Es gab aus unterschiedlichen Griinden zu jedem der
Untersuchungszeitpunkte fehlende LiIMAx-Werte (siehe ausgewahlte Publikation 1). Die
ausgewerteten Daten zeigten allerdings dennoch eine Konsistenz und es gab keine
Hinweise flr einen relevanten Bias durch fehlende Werte. Auch die kleine Anzahl an
Patienten, die eine Hemihepatektomie links erhielten, limitiert die Aussagen flr diese
Subgruppe. Die postulierte Hypothese sollte deshalb in nachfolgenden Studien evaluiert
werden. SchlieBlich beschrankt sich die Bewertung der Wiedererlangung des
Organvolumens auf nur 2 postoperative Untersuchungen. Dieses schlieBt eine
realistische Analyse der Kinetik der Regeneration aus und wirde haufigere CT-
Untersuchungen verlangen, was allerdings in einer Beobachtungsstudie aufgrund der
hohen Strahlenbelastung schwer zu rechtfertigen wére.

Zusammenfassend zeigte sich, dass nach der Leberteilresektion eine innerhalb weniger
Tage vollstandige Leberregeneration moglich ist, wahrend sich das Volumen verspatet
und innerhalb von 12 Wochen meist noch unvollstandig erholt. Besondere Vorsicht und
ein engmaschiges Monitoring sind vor allem bei Patienten mit einem geringen
Residualvolumen, wie z.B. nach einer erweiterten Hemihepatektomie rechts, geboten. Es
wurde gezeigt, dass die funktionelle Leberregeneration innerhalb von 12 Wochen vor
allem durch die préaoperative Leberfunktion, das Residualvolumen und durch das
Vorhandensein einer Adipositas beeinflusst wird. Der LiMAx-Test stellt dabei ein
einfaches und nitzliches Verfahren fiir die perioperative Uberwachung bei

Leberteilresektionen dar.

6.2. Zusammenhang zwischen metabolischem Status und Chemerin- und
CMKLR1-Level

In der zweiten vorgelegten Studie wurde erstmalig der Zusammenhang zwischen der
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Expression der Chemerin-Messenger-Ribonukleinsdure  (mRNA) und dem
metabolischen Status der Patienten untersucht. Die Daten erweitern damit die
Ergebnisse, die bereits in Tierstudien bezliglich der Chemerin-mRNA-Level erhoben
werden konnten [18]. Sie gehen weiterhin mit der Tatsache einher, dass bei Patienten
mit einer Leberzirrhose eine erhdhte hepatisch venése Konzentration von Chemerin
gefunden wurde [23].

Das Risiko an einer Nichtalkoholischen Steatohepatitis (NASH) zu leiden, steigt mit
zunehmendem NAFLD-Aktivitédts-Score (NAS). Die untersuchten Patienten mit einem
durchschnittlichen Score von 6 zeigten rund 2,5-fach erhéhte hepatische Chemerin-
mRNA-Level im Vergleich zu Patienten mit niedrigeren NAS-Werten.

Die ermittelte signifikante Korrelation zwischen dem Body-Mass-Index und dem NAFLD-
Aktivitats-Score lie3 die Schlussfolgerung zu, dass der beobachtete Zusammenhang
zwischen den hepatischen mRNA-Level von Chemerin und dem CMKLR1 mit der
Adipositas eher aufgrund der assoziierten NALFD als auf das Ubergewicht allein
zurickzufihren sind.

Es konnten ebenfalls signifikant erhéhte Chemerin-mRNA-Level bei Patienten mit einer
Leberfibrose gemessen werden. Eine lineare Regressionsanalyse identifizierte weiterhin,
dass Chemerin als unabhangiger Pradiktionsfaktor fir eine Leberfibrose dient. Chemerin
und der Chemokin-Like-Rezeptor 1 (CMKLR1) stellen ein spezifisches Signalsystem dar,
das eine einzigartige Kombination aus hochaffinen Chemerin-Bindungen und einem
effektiven intrazelluldarem Signalweg darstellt [24].

Anders als in Studien mit Nagetieren gezeigt, sind in der beschriebenen zweiten Studie
mit NASH-Patienten die CMKLR1-Expressionsraten hoch reguliert [8].Es konnte jedoch
keine unabhangige Assoziation zwischen der hepatischen CMKLR1-mRNA-Expression
und der hepatischen Steatose hergestellt werden. Diese Tatsache wird durch die
Hypothese gestiitzt, dass die Aktivitat des Chemerin-CMKLR1-Systems auch von Stimuli
aus der unmittelbaren Umgebung abhangt [25].

Als Starken der zweiten beschriebenen Studie kénnen die ausfiihrlich charakterisierte
Studienpopulation,  die  Untersuchung  von  nicht-hypoxischen  gesunden
Lebergewebsproben und die Homogenitat des Patientenkollektivs genannt werden. Alle
Patienten waren bezliglich des Alters, Geschlechts, Blutdrucks, Glukosemetabolismus
und der Leber- und Nierenfunktion vergleichbar. Die Limitierung der Studie ergibt sich
aus der geringen Anzahl an Patienten und der ausschlieBlichen Untersuchung der
mRNA-Level. Mit dem gezeigten Studiendesign war es nicht méglich zu kléren, ob
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Chemerin oder der CMKLR1 eine pro- oder antiinflammatorische Rolle spielen. Es konnte
allerdings gezeigt werden, dass die lokale Inflammation, Steatose und ein
Gewebsschaden mit der hepatischen Chemerin-mRNA-Expression assoziiert sind.

6.3. Zusammenhang zwischen metabolischem Status und postoperativer
Leberregeneration
In dem dritten vorgestellten Pilotprojekt konnten ebenfalls neuartige Daten prasentiert
werden.
Bisher wurde der Einfluss einer NAFLD auf die Surrogatparameter der Leberfunktion
nach hepatischen Eingriffen nicht untersucht. Die vorgelegte Arbeit konnte insbesondere
eine  Auswirkung der Nichtalkoholischen Steatohepatitis (NASH) auf die
Regenerationskapazitat der Leber zeigen.
Die Adipositas ist mit einem weiten Spektrum metabolischer Stérungen assoziiert, die
einen unterschiedlichen Einfluss auf die Leberfunktion haben kénnen [1]. Insbesondere
die NAFLD gilt als ein bekannter Risikofaktor flir eine gestérte Leberfunktionskapazitat
und eine Zirrhose bis hin zum Leberversagen [1, 17]. In einer Metaanalyse konnte zudem
ein erhdhtes Risiko fur postoperative Komplikationen bei NAFLD-Patienten gezeigt
werden [26]. In vorangegangenen Kklinischen Studien wurde bewiesen, dass die
Bestimmung der enzymatischen Leberfunktion ein individuelles und sensitives Monitoring
der postoperativen Organregeneration ermdglicht [12, 27].
Innerhalb von 10 Tagen nach dem Eingriff lagen die mit dem LiMAx bestimmten
Leberfunktionswerte bei rund 77% der Ausgangslevel [4]. Dieser Zeitpunkt galt in der
beschriebenen Studie ebenfalls als Follow up-Zeit, da dieser zeitliche Rahmen auch
besonders anféllig flr postoperative Komplikationen zu sein scheint. Pra- und
perioperativ fanden sich vergleichbare Leberfunktionswerte zwischen der Kontroll- und
der NAFLD-Gruppe, jedoch verringerte Werte am postoperativen Tag 10 (POD 10) bei
den Patienten mit einer Nichtalkoholischen Fettlebererkrankung. Dieser Effekt wurde
auch in den Subgruppen der reinen Nichtalkoholischen Fettleber (NAFL) sowie der
Nichtalkoholischen Steatohepatitis beobachtet. In der Zeitspanne bis zum POD 10
erreichten nur rund 46% der NAFLD-Patienten und nur 17% der NASH-Patienten ihre
praoperativen Leberfunktionswerte. Fir die NAFL-Gruppe fiel der Effekt kleiner aus. Eine
Erklarung dafir 1asst sich moglicherweise in experimentellen Studien finden, in denen
der Einfluss des Glukose- und Lipidmetabolismus auf die Leberregeneration in Mausen
untersucht wurde. Dabei wurde postuliert, dass eine Hypoglykdmie einen zentralen
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Faktor der Initiierung der Organregeneration darstellt [2]. Bei den NAFLD-Patienten
zeigten sich signifikant erhéhte NUchternblutglukose-Werte. Es ist mdglich, dass die
auftretende Insulinresistenz mit einer einhergehenden Hyperglykdmie zu einer
verzégerten hepatischen Regeneration gefiihrt hat. Eine Insulinresistenz qilt als eine
typische Komplikation der NASH [4]. Ebenfalls sollte beachtet werden, dass die NASH
ein anerkannter Risikofaktor fiir die Entwicklung eines hepatozellularen Karzinoms (HCC)
ist [28]. Auch in der beschriebenen Studie wurde eine erhéhte Anzahl von HCC-Fallen in
der NAFLD-Gruppe beschrieben. Diese Beobachtung war allerdings statistisch nicht
signifikant.

Vorangegangene Studien berichten Uber einen verlangerten Krankenhausaufenthalt und
eine erhdhte Inzidenz postoperativer Komplikationen bei Patienten mit metabolischen
Vorerkrankungen [2, 4]. Eines der typischen unerwinschten Ereignisse ist ein bilidres
Leck, welches bei Mausen als Inhibitor der Leberregeneration identifiziert wurde [29].
Als Limitierung dieses Pilotprojekts muss die relativ geringe Fallzahl genannt werden.
Dennoch erlaubt die Fokussierung auf die gewahlten Surrogatparameter die Betrachtung
eines kleinen Kollektivs mit suffizienter statistischer Aussagekraft.

Es wurde weiterhin keine Analyse der postoperativen Komplikationen, des Uberlebens
und der Vorhersage des Outcomes durchgefihrt. Dennoch ist der Zusammenhang von
der funktionellen Regenerationskapazitdt und des Outcomes der Patienten in
vorangegangenen Studien gezeigt worden [13].

Eine Einschrankung des vorgelegten Projekts stellt auch die Tatsache dar, dass die
Ausschlusskriterien  auf  Patienten  mit  einer  schweren praoperativen
Leberfunktionsstérung zutrafen. Aus diesem Grund konnten die fortgeschrittenen Stadien
einer NASH mit mdglichen Folgen auf die Leberfunktion und -regeneration nicht
umfassend untersucht werden. Diese Selektierung erméglichte auf der anderen Seite,
ein préoperativ._homogenes Patientenkollektiv im Verlauf des postoperativen
Geschehens zu untersuchen. Wahrend in der ersten aufgeflhrten Studie eine Volumetrie
der praoperativen Leber sowie des Residualorgans durchgefiihrt wurde, wurde in dem
nachfolgenden  Projekt auf diese Messung verzichtet. Da sich die
Leberfunktionsmessung mittels LiMAx in der ersten Untersuchung als verlasslicher
erwies, wurde sich im weiteren Verlauf ausschlieBlich auf diese dynamische
Funktionsmessung gestitzt und damit die Patientenbelastung durch mehrfache
computertomographische Untersuchungen verringert.
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Zusammenfassend zeigte sich, dass die NAFLD die frihe Leberregeneration
beeintrachtigt und zu einem verlangerten Krankenhausaufenthalt der Patienten sowie zu
potentiell mehr postoperativen Komplikationen fihren kann.
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