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ABSTRAKT

. Abstrakt

EINLEITUNG: "C-Leberfunktionstests werden zwar haufig zur Klarung experimenteller
Fragestellungen in der Literatur beschrieben, finden jedoch kaum Anwendung in der Klini-
schen Routinediagnostik. In friheren Studien konnte der Nutzen des an der Charité -
Universitatsmedizin Berlin entwickelten LiMAX Tests zur praoperativen Bestimmung der
Leberfunktion von leberchirurgischen Patienten gezeigt werden. Die anhand des LiMAXx
Tests gemessene aktuelle Leberfunktion erwies sich als unabhéangiger prognostischer
Parameter hinsichtlich der zu erwartenden postoperativen Morbiditat und Mortalitat von
Patienten nach Leberteilresektionen.

Ziel dieser Arbeit war es nun, einerseits die diagnostische Genauigkeit des LiIMAx Tests
(Reproduzierbarkeit / Graduierung der Leberleistung von Gesunden und leberkranken
Patienten) zu evaluieren, und weiterhin die Auswirkungen auf die Behandlung von
leberchirurgischen Patienten durch die Integration dieses Tests in die routinemafige
praoperative Diagnostik an unserem Zentrum, zu untersuchen.

METHODIK: Hierzu wurden prospektive Studien mit insgesamt 381 Patienten und 86
Probanden sowie eine retrospektive Analyse einer prospektiv gefiinrten Datenbank mit
insgesamt 246 Patienten durchgeflihrt. In einer weiteren retrospektiven Studie analysier-
ten wir-Datenmaterial zu insgesamt 1170 Patienten, welche sich in den Jahren 2006 bis
2011 einer Leberteilresektion an unserem Zentrum unterzogen hatten.

ERGEBNISSE: Es zeigte sich ausgezeichnete Reproduzierbarkeit des LiMAX Test bei
gesunden Probanden (Intra-Klassen Koeffizient (ICC): 0,85 [95% KI: 0,69; 0,93]) und
Patienten mit Leberzirrhose (ICC: 0,98 [95% KI: 0,94; 0,99]) an zwei aufeinander-
folgenden Testtagen. Auch konnte in einem operativen Kollektiv kein erkennbarer Ein-
fluss einer Allgemeinnarkose auf die LiIMAX Testergebnisse nachgewiesen werden (ICC:
0,81 [95% KI: 0,60; 0,92]).

Weiterhin zeigte sich im leberkranken Kollektiv eine starke negative Korrelation zwischen
LiMAx Resultaten und dem MELD Score (rs= 0,69; p<0,001), Child-Pugh Score (rs= 0,71;
p<0,001) und Surrogatparametern der Leberfunktion. Gruppierte man die Patienten
anhand ihrer Krankheitsschwere, unterschieden sich die LiIMAx Resultate zwischen

Patienten mit beziehungsweise ohne transjuguldrem intrahepatischen portosystemi-

schen Shunt nicht.
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Anhand eines LiIMAx Werts kleiner 240 pg/kg/h konnte eine bestehende Leberzirrhose
mit einer Sensitivitat von 88% und einer Spezifitdt von 93% sicher und nicht-invasiv
nachgewiesen werden.

In der retrospektiven Analyse zeigte sich nach Einflhrung einer leberfunktionsorientierten
Operationsplanung unter Einbezug des LiMAXx Tests (LiIMAx Algorithmus) ein Riickgang
der postoperativ auftretenden Falle von Leberinsuffizienzen und ein Rickgang der
Todesfalle durch postoperatives Leberversagen nach leberchirurgischen Eingriffen an
unserem Zentrum.

SCHLUSSFOLGERUNG: Zusammenfassend konnte die Reproduzierbarkeit des LiMAx
Tests, dessen Anwendbarkeit bei Patienten mit Leberzirrhose sowie dessen diagnosti-
scher Nutzen zur Abschatzung einer bestehenden Leberzirrhose gezeigt werden.
Weiterhin scheint der préoperative Einsatz des LiMAX Tests zu einer erhdhten operativen
Sicherheit von Patienten, welche sich einem leberchirurgischen Eingriff an unserem

Zentrum unterzogen hatten, geflihrt zu haben.
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Il. Abstract

BACKGROUND: "*C-liver function tests have been frequently described in literature but
have not managed to enter clinical routine. Previous studies reported the clinical
application of LiIMAX to determine functional hepatic reserve in patients undergoing liver
surgery, liver transplantation, and bariatric surgery. Beyond that LiIMAx was found to be
useful to monitor organ function after liver transplantation.

The aim of this work was to evaluate the in-between day repeatability of LiIMAX, its
potential to accurately reflect the degree of liver damage in patients with cirrhosis and its
diagnostic ability to detect cirrhosis; further to analyse its implication for the clinical
management of patients undergoing liver surgery.

PATIENTS AND METHODS: Herein we report the results of prospective studies of 381
patients and 86 volunteers and the results of an analysis of 246 patients of a prospectively
maintained database. In one retrospective study we analysed data of 1170 patients that
had undergone liver surgery between 2006 and 2011 at our surgical department.
RESULTS: LiMAx showed an excellent in-between day repeatability in healthy controls
(Intra-class correlation coefficient (ICC): 0.85 [95% CI: 0.69; 0.93]) and cirrhotic patients
(ICC: 0.98 [95% CI: 0.94; 0.99]). In patients undergoing elective extra-abdominal surgery
under general anaesthesia, analysis revealed no influence of general anaesthesia on liver
function and LiMAX test results (ICC: 0.81 [95% CI: 0.60; 0.92]). o1

LiIMAX showed strong negative correlation with MELD (rs=-0.69; p<0.001), E)hild-Pugh
Score (rs=-0.71; p<0.001) and liver function tests in patients with liver cirrhosis. When
patients were stratified according to disease severity, LIMAX results were not different

between cirrhotic patients and cirrhotic patients with transjugular intrahepatic

4

portosystemic shunt.

A cut-off LiIMAX < 240 pg/kg/h diagnosed liver cirrhosis (Sensitivity 88%; Specificity 93%).
Retrospective analysis of hospital controlling and clinical data from patients undergoing
liver surgery at our department between 2006 and 2011 revealed decreasing rates of
posthepatectomy liver failure and deaths related to liver failure after the implementation
of a new perioperative management concept (LiMAX algorithm) that also considers liver
function.

CONCLUSION: In summary we could demonstrafe an excellent in-between day

repeatability of the LiMAX test, its ability to mirror “true” actual liver function and grade

o




ABSTRACT

disease severity in cirrhotic patients and its ability to non-invasively diagnose liver
cirrhosis. Beyond that, the implementation of the LiMAXx test in the preoperative evaluation

at our department seems to have contributed to increasing surgical safety of patients

undergoing partial hepatic resections.




EINLEITUNG

lll. Einleitung

i Leberchirurgie und postoperative Leberinsuffizienz

24 leberchirurgische Zentren mit Lebertransplantationsprogrammen werden aktuell im
Register der Deutschen Stiftung Organtransplantation gefiihrt. Dennoch ist bundesweit
die Zahl der Kliniken, welche leberchirurgische Eingriffe anbieten deutlich hdher, werden
doch zusehends auch kleine leberchirurgische Eingriffe in kommunalen Hausern
durchgeflhrt. In komplexen Situationen (wie beispielweise zentrale Lage der Raumfor-
derung nahe des Leberhilus, bilobuldre hepatische Raumforderungen, zentrale
intrahepatische Cholestase oder begleitende Leberfunktionsstorung) sind interdiszipli-
nare Behandlungskonzepte erforderlich, um Patienten fiir eine radikale Leberteilresektion
zu konditionieren und perioperative Risikofaktoren zu reduzieren. Die Durchfiihrung
derart komplexer Behandlungskonzepte ist nur durch eine multidisziplindre Zusammenar-
beit von radiologischen, interventionell-radiologischen, endoskopischen, intensivmedizi-
nischen und chirurgischen Spezialisten in einschlagigen Zentren gewahrleistet. Die
Mortalitatsraten nach Leberteilresektionen konnten im Verlauf der letzten Jahrzehnte
durch Implementierung moderner chirurgischer Behandlungsregimes gesenkt werden [1-
3]. Kirzlich publizierte randomisiert kontrollierte Studien zeigten ein verbessertes
Patiententberleben verglichen mit Patienten, welche einer interventionell-radiologischen

s

Behandlung zugefiihrt wurden [4, 5]. -
Vor allem erweiterte Resektionen ermoglichen bei lebergesunden Patienten in vielen

Fallen eine totale Entfernung der makroskopischen Tumorlast. Leberresektionen von bis
zu 75% der parenchymalen Organmasse werden als sicher beschrieben [6]. Dennoch
sind geringe Volumina von verbleibendem funktionsfahigem Leberparenchym sowie eine
verzogerte postoperative Leberregeneration maligebliche Risikofaktoren fiir eine
postoperativ auftretende Leberinsuffizienz [7, 8]. Weiterhin beeinflussen nachvollzieh-
barerweise perioperative Faktoren das postoperative Outcome und sollten ebenfalls vor
grofen hepato-chirurgischen Eingriffen berilicksichtigt werden [9]. Das Auftreten von
postoperativer Leberinsuffizienz stellt eine lebensbedrohliche Komplikation dar und
beeinflusst mallgeblich den Genesungsprozess von Patienten nach leberchirurgischen
Eingriffen [10]. In einer kirzlich publizierten Meta-Analyse wurde das Risiko im Rahmen

einer postoperativen Leberinsuffizienz nach leberchirurgischen Eingriffen zu versterben
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mit 0,7% - 9,1% beziffert; in Abhangigkeit des behandelten Patientenkollektivs ist mit
eventuell auch hoheren Versterberaten zu rechnen [11, 12]. Leberchirurgische Eingriffe
gestalten sich bei Patienten mit bestehender Leberfunktionsstérung komplexer und
stellen oftmals eine grof’e Herausforderung fiir das behandelnde Arzteteam dar. Hier ist
a priori das Risiko fUr die Entstehung einer postoperativen Leberinsuffizienz schwerer
kalkulierbar, ist doch das Ausmal der Organeinschrankung konventionell nur anhand von
Surrogatparametern der Leberfunktion zu evaluieren [13, 14]. Die praoperative
Bestimmung dieser Parameter (Parameter der Lebersyntheseleistung wie Serumalbumin
oder INR; Cholestaseparameter wie Bilirubin) sowie die Anwendung arithmetischer
Modelle (beispielsweise Child-Pugh Score oder Model of End-stage Liver Disease)
ermoglichen nur eine ungentgende Abschatzung der zu erwartenden postoperativen
Leberfunktion [10, 15, 16]. Die akkurate Quantifizierung der tatsachlichen
vorherrschenden individuellen Leberfunktion, die Abschatzung der residuellen
Leberfunktion sowie die postoperative Uberwachung der Leberregeneration stellen
wichtige Pfeiler in einem optimierten perioperativen Behandlungskonzept dar, um
leberchirurgischen Patienten das hdchst mégliche Mal an operativer Sicherheit bieten
zu konnen. Konnten hierdurch doch zum einen Patienten mit einem erhdhten Morbiditats-
bzw. Moﬂalitétsrisiko identifiziert und so alternativen Therapieoptionen zugefiihrt werden,
zum anderen Patienten bei denen trotz praoperativer Risikokonstellation sicher eine
Leberteilresektion erfolgen kann. Dennoch finden spezifische Leberfunktionstest zur
Quantifizierung  der individuellen Organfunktion gepaart mit praeperativen
Evaluationskonzepten vor Leberteilresektion keine flichendeckende Anwendung in der

klinischen Routine [17].

ii Quantifizierung der Leberfunktion mittels dynamischer

4

Leberfunktionstests

Viele verschiedene Leberfunktionstests wurden in der Vergangenheit entwickelt, um die
tatsachliche Organfunktion der Leber abzubilden und so dem behandelnden Arzt
zusatzliche Informationen zur Einschatzung der Schwere der Einschrankung der Organ-
funktion zu liefern [17-19]. Hierbei werden unterschiedliche methodische Ansatze
verfolgt. Der Indocyaningriin (ICG)-Test basiert beispielsweise auf einer ATP abhangigen
Aufnahme eines Farbstoffes in den Hepatozyten und dessen unveranderte Ausscheidung
in die Galle [20]; der Monoethylglycinxylidid (MEGX)-Test auf dem enzymatischen
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Umbau von Lidocain zu MEGX durch hepatische Zytochrom P (CYP) 450 Enzym-
komplexe [21]; und *C-Atemtests auf einem selektiven leberspezifischen Abbau des
Testsubstrats und der weiteren Abatmung des anfallenden *C-markierten Kohlenstoff-
dioxid Molekiils [18, 22].

Speziell diese '*C-Atemtests haben den methodischen Vorteil der nicht-invasiven
Messung des Abbauprodukts ber die Atemluft und nicht, wie bei den anderen Tests,
durch repetitive Blutabnahmen und Messungen der Serumkonzentration im Verlauf nach
Substratapplikation. Das grundsatzliche Konzept von *C-Atemtests basiert auf dem
Ersatz von "2C-Gruppen durch "*C-Gruppen in der molekularen Struktur des jeweiligen
Substrats. Dieses wird in einem geschwindigkeitsbestimmenden Schritt in ein Abfall-
produkt und "*CO, umgewandelt Die ausgeatmete Menge an *CO, lasst auf die Aktivitat
des geschwindigkeitsbestimmenden enzymatischen Schritts Rickschllisse ziehen. Je
héher die enzymatische Kapazitit, desto héher der Anfall und die Abatmung an '*CO,.
Um in einem derartigen Modell selektiv die Leberfunktion abbilden zu kdnnen, ist
allerdings das leberspezifische Vorkommen des involvierten Enzyms vorauszusetzen.
3C-Atemtests zielen auf unterschiedliche Enzymgruppen (meist aus der CYP 450
Familie) in unterschiedlichen Zellkompartimenten [im Zytosol [23], im Mytochondrium [24]
oder in Qen Microsomen [25]] des Hepatozyten ab. Historisch bedingt erfolgt die
Substratapplikation bei 3C-Atemtests vorwiegend anhand oraler Emulsionen.

Der an der Klinik fur Allgemein-, Visceral- und Transplantationschirurgie der Charité -
Universitatsmedizin Berlin entwickelte LiMAx (maximum liver function capacity) Test
basiert auf eben diesem beschriebenen Prinzip [26]. Um die Vorteile eines metabolischen
Testverfahrens mit einer intravendsen Applikation des Testsubstrats zu kombinieren - der
zusatzliche Schritt der intestinalen Resorption bei oraler Verabreichung der Testsubstanz
schwacht die leberspezifische Aussage des Modells ab - wurde eigens eine intravenos
zu verabreichende ®C-Methacetin Lésung entwickelt. Der LiMAx Test basiert auf der
leberzellspezifischen Metabolisation von '*C-Methacetin durch das ausschlieRlich in
Hepatozyten vorkommende und gleichmaRig Uber alle Zellen des Leberazinus verteilte
CYP 450 Isoenzym 1A2 [27]. "*C-Methacetin wird nach Anflutung in der Leber zu
Acetaminophen (Paracetamol) und '>CO, verstoffwechselt, welches wie bereits
beschrieben mittels eines speziellen Gerites (FLIP®, Humedics GmbH, Berlin,

Deutschland) in der Ausatemluft detektiert wird (Abbildung 1).

4D
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Abbildung 1: Funktionsprinzip des LiMAXx Tests

Vorangegangene Studien zeigten die diagnostische Wertigkeit des Tests im Rahmen von
leberchirurgischen Eingriffen und Lebertransplantationen. So konnte die anhand des
LIMAX Tests gemessene verbleibende Leberfunktion am ersten postoperativen Tag als
wichtiger unabhangiger Pradiktor fir die Entstehung einer postgperativen
Leberinsuffizienz (Trennwert: 85 ug/kg/h, Sensitivitat 100 %, Spezifitat 94 %) und hiermit
assoziiertem postoperativen Versterben (Trennwert: 74 pg/kg/h, Sensitivitat 100 %,
Spezifitat 93 %) postuliert werden [26]. Basierend auf diesen Erkenntnissen entwickelten
Stockmann und Kollegen fir Patienten vor leberchifurgischen Eingriffen ein
praoperatives leberfunktionsorientiertes diagnostisches Behandlungskonzept [28].
Ebenfalls ist der Verlauf der postoperativen Leberregeneration mithilfe dieses Leber-
funktionstests darstellbar [29]. Daruber hinaus konnte die Arbeitsgruppe nachweisen,
dass sich die initiale Transplantatfunktion nach Lebertransplantation anhand des LiMAX
Tests abbilden und so eine friihe Diagnose eines primaren Organversagens stellen [30]
und die anfangliche Organfunktion quantitativ klassifizieren Iasst [31]. Abgesehen vom

diagnostischen Nutzen im chirurgischen Bereich konnte auch im Rahmen anderer

«-11 -
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Krankheitsbilder (akutes Leberversagen [32], Sepsis [33]) die Wertigkeit des LiIMAXx Tests
zur Einschatzung des individuellen Verlaufs gezeigt werden.

In ihren ,Richtlinien flir die klinische Evaluation diagnostischer Agens" schlagt die
europaische Arzneimittelbehdrde (EMA) eine systematische und einheitliche Evaluation
von neuen Testmethoden vor, um so deren Nutzen und klinische Anwendbarkeit
vergleichbar zu machen [34]. Ein vereinfachtes 3-Stufen Modell fur die Evaluation von

13C-Atemtests wurde kiirzlich durch Afolabi und Kollegen postuliert (Abbildung 2) [35].

Evaluation des klinischen Nutzens von '°C-
Leberfunktionstests

l

Evaluation der technischen Robustheit >
des'*C-Leberfunktionstests

) Studie 3: Wertigkeit des LIMAX Tests
Evaluation des prognostischen Nutzens des —_— hinsichtlich der nicht-invasiven Diagnose

Studie 1: Evaluation der Wiederholungs-
genauigkeit des LIMAX Tests [36]

Studie 2: Anwendbarkeit des LiIMAX Tests
bei Patienten mit Leberzirrhose [37]

130. I
C-Labarfunitionstests einer bestehenden Leberzirrhose
g
Evaluation des Einflusses des 1°C- Studie 4: Auswirkungen einer
Leberfunktionstests auf das b leberfunktionsorientierten Operations-
Patientenmanagement und dessen planung auf das klinische Management von
Wirtschaftlichkeit leberchirurgischen Patienten [38]

Abbildung 2: Modell zur klinischen Evaluation von *C-Leberfunktionstests
(modifiziert nach Afolabi et al. [35])

iii  Zielsetzung

Nachdem, wie oben beschrieben, bereits die prognostische Wertigkeit des LiMAx Tests
in unterschiedlichsten klinischen Situationen gezeigt werden konnte, analysierten wir in

dieser Arbeit den Richtlinien folgend
() dessen Reproduzierbarkeit an zwei unterschiedlichen Tagen in unterschiedlichen

Patientenkollektiven,

-12 -
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(1) dessen Anwendbarkeit bei Patienten mit Leberzirrhose sowie die Korrelation der Test-
ergebnisse mit etablierten Surrogatparametern der Leberfunktion in diesem Patienten-

kollektiv,
(1) dessen Wertigkeit hinsichtlich einer nicht-invasiven Diagnose einer bestehenden

Leberzirrhose und
(IV) die Auswirkungen einer leberfunktionsorientierten Operationsplanung (LiMAXx
Algorithmus) auf das klinische Management von leberchirurgischen Patienten an

unserem Zentrum, um so den klinischen Nutzen systematisch und umfassend zu beurtei-

len.

IV. Methodik

Die Arbeitsgruppe um Priv.-Doz. Dr. med. M. Stockmann beschaftigt sich seit 2003
eingehend mit der Entwicklung und Evaluation einer neuartigen Testmethode zur nicht-
invasiven Bestimmung der individuellen enzymatischen Leberfunktionskapazitat. So
wurde der LiMAx Test entwickelt, welcher sich durch die intravendse Injektion von *C-
markierten Methacetin und die kontinuierliche ,online" Messung der *CO,/'2CO, Ratio in
der Ausatemluft methodisch grundlegend von anderen '>C-Atemtests unterscheidet [26].
Samtliche dieser Promotion zu Grunde liegende Daten wurden im Rahmen von durch die
Ethikkommission der Charité - Universitatsmedizin Berlin genehmigten Studien
gesammelt (165/2003; 186/2004; EA2/089/05; EA2/061/08; EA2/066/09; EA1/149/13).
Die prospektiven Untersuchungen wurden in Ubereinkunft mit den ethischen gtandards
der Helsinki Deklaration aus dem Jahr 1964 durchgefihrt. Alle Patienten und Probanden
hatten zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses das achtzehnte Lebensjahr vollendet und
hatten ihr schriftliches Einverstandnis gegeben. Die Durchfiihrung der retrospektiven

Auswertungen wurde aufgrund des Studiencharakters durch ‘die Ethikkommission ohne

ethische sowie rechtliche Bedenken eingestuft.

i Evaluation der Reproduzierbarkeit des LiMAX Tests

Studienkonzept
Zunachst wurde innerhalb eines grofRen Kollektivs von lebergesunden adulten

Probanden (n=86) mittels einer einmaligen Messung der Referenzbereich des LiMAX
Tests ermittelt. Die Testung erfolgte bei niichternen Patienten (>3 Stunden Nahrungs-

EAS
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karenz) vorzugsweise in den Morgenstunden, um den Einfluss von gesteigertem post-
prandialem hepatischem Blutfluss sowie Rauchen zu vermeiden. Weiterhin evaluierten
wir die Reproduzierbarkeit des LiIMAX Tests in einer Gruppe von 24 gesunden Probanden
und 13 Patienten mit Leberzirrhose an zwei aufeinanderfolgenden Tagen. Bei weiteren
21 Patienten, welche sich einer elektiven extra-abdominellen Operation unterziehen
mussten, wurde die Reproduzierbarkeit des LiMAx Tests am Tag vor sowie nach der
Operation evaluiert, um den Einfluss einer Operation unter Allgemeinnarkose auf die
Testergebnisse zu untersuchen. 14 (66,7%) dieser Patienten unterzogen sich einer Knie-
operation - 13 hiervon mittels eines arthroskopischen Verfahrens - und 7 (33,3%)
unterzogen sich allgemeinchirurgischen Operationen - 6 hiervon einer Schilddrisen-
operation und 1 einer Lymphknotenentfernung in der Leiste.

Studienpopulation

Definierte Ausschlusskriterien fur die in diese Studie eingeschlossenen lebergesunden
Patienten waren das Bestehen einer bekannten Lebererkrankung, floride Alkohol-
krankheit (Konsum von mehr als 20g Alkohol pro Tag, dies entspricht etwa 2 Glasern
Wein) und florider Drogenkonsum. Als gesunde Probanden galten Personen ohne
bekannte Lebererkrankung, mit normwertigem Leberlabor und ohne regelmaRige Ein-
nahme relevanter pharmakologischer Substanzen, ausgenommen oraler Kontrazeptiva.
Weiterhin qualifizierten sich ausschlief3lich Patienten ohne bekannte Lebererkrankung -
evaluiert anhand der medizinischen Vorgeschichte, einer korperlichen Untersuchung
sowie eines aktuellen Leberlabors - flr die Wiederholungsmessungen. it
Gesunde Probanden wurden mittels Schneeballsystem im Bekanntenkreis von
studentischen Mitarbeitern und Doktoranden unserer Arbeitsgruppe akquiriert. Fur die
Testungen der Wiederholungsgenauigkeit erhielten die Probanden eine Aufwands-
entschadigung in pekuniarer Form. Chirurgische Patienten wurden Uber unsere chirur-
gischen Stationen bzw. in Kooperation mit Dr. Tobias Jung vom Centrum fir Muskuloske-
letale Chirurgie der Charité - Universitatsmedizin Berlin rekrutiert. Zusatzlich wurde die
Reproduzierbarkeit des LiMAx Tests in 13 Patienten mit histologisch oder klinisch

wahrscheinlicher Leberzirrhose im Rahmen einer weiteren Untersuchung analysiert

(nicht publizierte Daten).

-14 -
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ii Anwendbarkeit des LiMAX Tests in Patienten mit Leberzirrhose

Studienkonzept
In einer Kohorte von 347 Patienten mit Leberzirrhose verglichen wir LIMAX Test Resultate

mit allgemein akzeptierten Parametern der Leberfunktion und etablierten Prognose-
Modellen [Model of End-stage Liver Disease (MELD), Child-Pugh Score (CPS)], welche
die Krankheitsschwere von Patienten mit Leberzirrhose abbilden. Unter allen Patienten
hatten 78 Patienten (22,5%) zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses einen trans-
juguldren intrahepatischen portosystemischen Shunt (TIPS). Um hieraus resultierende
etwaige die Testmethodik beeinflussende hamodynamische Faktoren zu berlick-
sichtigen, analysierten wird diese Subgruppe separat. Die Testung erfolgte bei
nuchternen Patienten (>3 Stunden Nahrungskarenz) vorzugsweise in den Morgen-
stunden, um den Einfluss von gesteigertem postprandialem hepatischem Blutfluss sowie
Réuchen oder erfolgter Medikamenteneinnahme zu vermeiden.

Weiterhin griffen wir auf Daten der in der oben beschriebenen Studie eingeschlossenen
86 gesunden Probanden zurlck, um Vergleiche zwischen Patienten mit Leberzirrhose
unterschiedlicher Krankheitsschwere und gesunden Probanden abbilden zu kénnen.
Studienpopulation .

Definierte Ausschlusskriterien fir diese Studie waren ein bestehendes akutes Leber-
versagen (ebenfalls akutes auf chronisches Leberversagen), eine bestehende akute
Verschlechterung der Lebererkrankung (akute aszitische oder akute enzephalopathische
Dekompensation, stattgehabte Osophagusvarizenblutung) sowie die Anwen“dhn’g von
Leberersatztherapien zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses.

347 Patienten mit bestehender Leberzirrhose - histologisch gesichert oder der klinische
Verdacht einer Leberzirrhose - wurden zwischen Juni 2008 und November 2013 Uber
verschiedene Leberambulanzen sowie gastroenterologische Stationen der Charité -
Universitatsmedizin Berlin rekrutiert. 212 (61,1%) dieser Patienten wurden elektiv zur
Lebertransplantation evaluiert, 77 (22,2%) waren Ambulanzpatienten und 58 (16,7%)
waren zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses auf gastroenterologsichen Stationen
hospitalisiert. Bei Letzteren erfolgte der Studieneinschluss und die Testungen vor Ent-

lassung aus dem Krankenhaus und nach erfolgreicher Therapie des Aufnahmegrundes.
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iii  Wertigkeit des LiIMAx Tests hinsichtlich der nicht-invasiven
Diagnose einer bestehenden Leberzirrhose

Studienkonzept _
Es wurde anhand intraoperativ gewonnener chirurgischer Organproben von 246

Patienten die diagnostische Wertigkeit des LiMAx Tests zur nicht-invasiven
|dentifizierung einer histologisch gesicherten Leberzirrhose evaluiert. Weiterhin
verglichen wir die Wertigkeit des LiMAXx Tests zur Diagnose einer bestehenden Leber-
zirrhose mit einem nicht-invasiven, auf Blutparametern basierenden Fibrose-Index - dem
AST to platelet ratio Index (APRI) [39]. Anhand eines willklrlich gesetzten Datums teilten
wir unsere Patienten in ein Evaluierungs- sowie folglich in ein Validierungskollektiv, um
einerseits den optimalen Trennwert zur Identifizierung einer bestehenden Leberzirrhose
zu terminieren und andererseits diesen gesondert zu validieren. Das Evaluierungs-
kollektiv bestand aus 65 Patienten, welche vor dem 01.01.2006 - das Validierungs-
kollektiv aus 181 Patienten, welche nach dem 31.12.2005 in prospektiv durchgefihrte
Studien an unserem Zentrum eingeschlossen wurden.

Studienpopulation

Wir analysierten Daten von Patienten, welche sich zwischen September 2004 und
September 2011 an der Klinik fur Allgemein-, Visceral- und Transplantationschirurgie der
Charité = Universitatsmedizin Berlin einem leberchirurgischen Eingriff oder einer Leber-
transplantation unterzogen hatten und in mehrere prospektive Studien eingeschlossen
worden waren [26, 28, 31]. Im Rahmen dieser Studien war unter anderem dier".unmittel-
bare praoperative Leberfunktion evaluiert worden. Allerdings waren fir diese retro-
spektive Analyse aus einer prospektiv geflihrten Datenbank ausschlieRlich Patienten
einzuschlieflen, bei denen praoperative LiIMAXx Resultate vorlagen und intraoperativ
Leberparenchymproben gewonnen werden konnten. !

Basierend auf diesen Einschlusskriterien konnten Daten von 246 Patienten fiir die
folgende Analyse verwendet werden. 182 (74,0%) Patienten hatten sich einer Leberteil-
resektion unterzogen und 64 (26,0%) Patienten mit chronischer Lebererkrankung einer
Lebertransplantation. Der Grund des leberchirurgischen Eingriffs war in 61,1%
onkologischer Ursache [Klatskin Tumor (n=54), hepatozelluldres Karzinom (n=42),

kolorektale Lebermetastasen (n=32), cholangiozellulares Karzinom (n=22)] und in 11,4%
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(n=28) der Falle anderer Genese. Grunderkrankung der Patienten mit terminaler Leber-
erkrankung war in 10,2% (n=25) virale Hepatitis, in 8,5% (n=21) alkoholische Leber-
erkrankung, in 4,4% (n=11) cholestatischer und in 4,4% (n=11) anderer Genese.
Probengewinnung und Bestimmung des Fibroseausmales.

Proben von Leberparenchym wurden entweder von explantierten Organen oder
Resektionspraparaten gewonnen. Um moglichst die pradominante histologische
Morphologie und so eine reprasentative Gesamteinschatzung des Fibroseausmalles zu
gewahrleisten, erfolgte die Analyse mehrerer Praparate aus unterschiedlichen Leberseg-
menten durch zwei erfahrene und unabhéngige Pathologen. In onkologischen
Resektionspraparaten erfolgte routinemafig die Gewinnung von histologischen Proben
im Abstand von mindestens 3 Zentimetern zum Tumor entlang der proximalen
Resektionslinie. Die Gewebeproben wurden direkt nach der Gewinnung in Formalin fixiert
und in Paraffin eingebettet. Mittels zweier Standardfarbungen - H&E sowie Masson-
Trichrom-Farbung - wurden die Entziindungsaktivitat sowie der Fasergehalt dargestellt.
Alle gewonnenen Proben wurden unabhangig von zwei Pathologen analysiert und deren
Fibroseausmal} anhand der Ishak Klassifikation bestimmt [40]. Beide Pathologen waren

hinsichtlich der Diagnose, der Testresultate und anderer klinischer Informationen

verblindetl.

iv  Auswirkungen einer leberfunktionsorientierten Operations-

planung auf das klinische Management von leberchirurgischen
Patienten

Studienkonzept
In einer retrospektiven Studie von Daten des Krankenhauscontrollings wurden alle

elektiven leberchirurgischen Eingriffe (Operationen- und Prozedurenschlissel (OPS)
Code 5-502) der Jahre 2006 bis 2011 hinsichtlich der Entwicklung relevanter klinischer
Parameter (Alter, Geschlecht, Grund der Lebererkrankung, Art der Leberteilresektion,
American Society of Anesthesiologists (ASA) Score, erfolgte Portalvenenembolisation,
praoperative Drainageanlage, Operationsdauer) und postoperativer Parameter (Acute
Physiology and Chronic Health Evaluation (APACHE) Score evaluiert nach
postoperativer ~ Ubernahme auf die Intensivstation, Rate postoperativer

Leberinsuffizienzen und hieraus resultierender Todesfalle, Gesamttodesfalle, Dauer des
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postoperativen Aufenthaltes auf einer Intensivstation sowie des gesamten
Krankenhausaufenthaltes) analysiert.

In einem weiteren Schritt wollten wir die Auswirkungen nach Implementierung einer
leberfunktionsorientierten Operationsplanung (LiMAx Algorithmus; Abbildung 3 [28]) in
die praoperative Routine unseres Zentrums auf ebendiese Parameter hin analysieren.
Hierfur verwendeten wir das statistische Verfahren des Propensity Score- Matching, um
Patienten vor (2006-07) und nach der Implementierung dieses Behandlungskonzeptes

(2010-11) miteinander zu vergleichen.
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Abbildung 3: Klinischer Entscheidungsbaum zur leberfunktionsorientierten
Operationsplanung - der LiMAXx Algorithmus (nach Stockmann et al.[28])

Studienpopulation

Die Studienperiode zwischen 01.01.2006 und 31.12.2011 wurde gewahlt, da sich diese
um den Zeitraum der Implementierung des LiMAXx Algorithmus an unserem Zentrum
erstreckt. LiMAx Resultate wurden von 2006 bis 2007 nicht zur klinischen
Entscheidungsfindung herangezogen, zwischen 2008 und 2009 wurde die Testmethode
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in die klinische Routine implementiert und ab 2010 fand der LiMAx Algorithmus regelhaft
bei elektiven Leberteilresektionen an unserem Zentrum in der praoperativen Diagnostik
Anwendung.

Den Ausschlusskriterien folgend wurden  Datensétze von Enukleationen und Wedge-
Resektionen, Associated Liver Partition with Portal Vein Ligation for Staged Hepatectomy
(ALPPS) Prozeduren, Notfalleingriffen und Operationen mit zusatzlichen grofen
intraabdominellen Eingriffen nicht beriicksichtigt. Codierte International Classification of
Disease (ICD10) Codes K70.3 und K74.6 bestatigten das Vorhandensein einer

Leberzirrhose.

Definitionen
Um den Sterbegrund zu identifizieren, wurden Patientenakten von Verstorbenen separat

aufgearbeitet. Postoperative Leberinsuffizienz wurde, der Definition der internationalen
Study Group of the Liver folgend, basierend auf den INR-Werten sowie den gesamt
Serumbilirubin-Werten am flinften postoperativen Tag definiert [41]. Alle Patienten
wurden anhand der erfolgten Leberteilresektion in 4 Gruppen unterteilt: Segmentale
Leberteilresektion, Hemihepatektomie links (OPS Code 5-502.1), Hemihepatektomie
rechts (OPS Code 5-502.2) und komplexe Leberteilresektionen. Segmentresektionen
(OPS Code 5-502.0), linke Lobektomien - Resektion von Segment 2 und 3 - (OPS Code
5-502.4) und Resektion sonstiger Segmentkombinationen (OPS Code 5-502.5) wurden
in der Analyse als ,segmentale Leberteilresektionen” gruppiert. Trisektorektomien per se
- Resektionen von Segment 4 bis 8 - (OPS Code 5-502.3) oder Resektionen, welche
zusatzliche Rekonstruktionen an den Gallenwegen (OPS Code 5-512) und/oder gro3en
Gefallen (OPS Code 5-388.6 oder 5-388.9) erforderlich machten, wurden als “komplexe

Leberteilresektionen” klassifiziert.

v Bestimmung der enzymatischen Leberfunktion mittels LiMAXx

Wie eingehend bereits beschrieben, ist der grundlegende Gedanke der LiMAx Test
Methodik, die Vorteile eines metabolischen Testverfahrens mit einer intravendsen
Applikation von *C-Methacetin zu kombinieren, um so ausschlieRlich den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt in den Hepatozyten zu analysieren - die Aktivitat
der CYP1A2 Isoenzymklasse. Somit soll spezifisch auf die enzymatische Leberfunktion
geschlossen werden. Die Klasse der CYP 450 1A2 Isoenzyme unterliegt, im Gegensatz

zu anderen CYP 450 Subklassen, kaum genetischen Polymorphismen und deren
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Aktivitat ist ebenfalls geringer durch den Abbau von Medikamenten beeinflusst [42]. Das
"*C-markierte Methacetin wird nach schneller Anflutung in der Leber zu Paracetamol
(Acetaminophen) sowie *CO, metabolisiert, welches iber die Lunge abgeatmet wird.
Methacetin selbst ist als unbedenklich einzuschatzen und es ist aufgrund der gewahlten
Testdosis mit keinen hepatotoxischen Effekten zu rechnen. Bei der Applikation von 2
mg/kg KG Methacetin fallen bei einem 80 kg wiegenden Patienten eine Paracetamol-
Dosis von 160 mg an; hier ist die Tageshdchstdosis von 4 g Paracetamol
entgegenzustellen. Die speziell fur den LiMAx Test zu verwendende intravenose Lésung
ist noch nicht am Markt erhéltlich, kann jedoch von Krankenhausapotheken
unproblematisch eigenverantwortlich hergestellt werden.

Die Durchfihrung des LiMAx Tests erfolgt am liegenden Patienten nach einer
Nuchternheit von mindestens 3 Stunden (klares kohlensaurefreies Wasser kann in
kleinen Mengen bis kurz vor der Testdurchfiihrung zu sich genommen werden). Zu
Beginn des Tests wird in einer etwa 10-minitigen Messung das native individuelle
Verhéltnis von '>CO,/'?CO; in der Ausatemluft mittels eines speziellen Gerates (Fast
Liver Investigation Package (FLIP®) Humedics GmbH, Berlin) bestimmt. Im Anschluss
daran erfolgt die intravenése Injektion von '*C-Methacetin im Bolus, gefolgt von einer
Injektion von 20 ml Natriumchlorid Losung. Wie bereits beschrieben resultiert dies je nach
Leberfunktion in einem starken oder weniger starken Anstieg der '*CO, Konzentration in
der Ausatemluft des Patienten. Der LiIMAx Wert gibt die maximale Umsetzungskapazitat
des CYP1A2 fiir *C-Methacetin an und errechnet sich aus einer kinetischen” Analyse

Uber maximal 60 Minuten gemaf der folgenden Formel:

LiMAx=  DOBmax*Standard ¥C0,/'*CO; Ratio*CO; Produktion*molare Masse ("*C-Methacetin)

Korpergewicht

4

Klinisch entspricht der LiMAx der aktuellen und individuellen maximalen

Leberfunktionskapazitat.

vi  Statistische Analyse

Kategoriale Variablen wurden als Anzahl und Prozentsatz angegeben. Je nach
Datenverteilung der kontinuierlichen Variablen (bestimmt anhand des Shapiro-Wilk
Tests) erfolgte die deskriptive Darstellung mittels Mittelwert + Standardabweichung (bei
Normalverteilung) und Median und Interquartilabstand, welcher der 25% und 75%
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Perzentile entspricht (bei Nicht-Normalverteilung). Korrelationsanalysen wurden
entsprechend mittels Pearson Korrelation (bei Normalverteilung) oder Spearman Rang-
Korrelation (bei Nicht-Normalverteilung) durchgefiihrt. Um die Wiederholungsgenauigkeit
des LiIMAx Tests zwischen zwei Messungen an zwei aufeinanderfolgenden Tagen zu
analysieren wandten wir die Intra-Klassen Korrelation (IKK) an. Die Klassifizierung
erfolgte  nach schwacher Ubereinstimmung (IKK = 0,00-0,40), moderater
Ubereinstimmung (IKK = 0,40-0,75) und exzellenter Ubereinstimmung (IKK > 0,75).
Analysen von Parametern an zwei aufeinanderfolgenden Testtagen wurden anhand des
t-Tests flr abhéngige Stichproben oder des Wilcoxon-Vorzeichen-Rang Tests
durchgefiihrt. Zum Mittelwertvergleich zwischen 2 Gruppen verwendeten wir je nach
Datenlage den Student t-Test flir normalverteilte Variablen und den Mann-Whitney U Test
fur Daten ohne Normalverteilung. Mittelwertvergleiche zwischen mehr als zwei Gruppen
wurden anhand des Kruskal Wallis Tests durchgefiihrt.

Um die diagnostische Wertigkeit des LiMAx Tests hinsichtlich einer vorhandenen
Zirrhose zu analysieren, berechneten wir die Receiver Operating Charakteristik (ROC)
Kurve und deren Flache (Area under the ROC curve). Der optimale Trennwert wurde fir
die hochste Sensitivitat bei gleichzeitiger hochster Spezifitat festgelegt.

Um Tren'ds Uber die Jahre der mit leberchirurgischen Eingriffen verbundenen Variablen
zu analysieren, wandten wir den Cochran-Armitage Test an. Hier wurden fehlende
Variablen (ASA Score) mittels multipler Imputation geschatzt und anhand eines
multivariaten  Modells zugeteilt. Um den Einfluss der neu eingefiihrten
leberfunktionsorientierten Evaluation auf perioperative Variablen zu analysieren, wurde
zunachst flr jeden Patienten aus den Jahren 2006-7 und 2010-11 der individuelle
Propensity Scores anhand eines logistischen Regressionsmodells (basierend auf den
Variablen: Geschlecht, Alter, ASA Score, Diagnose, manifgste Leberzirrhose, Art der
Leberresektion, durchgefiihrte Rekonstruktion von Gefalen oder Gallengangen,
Operationsdauer) berechnet. In weiterer Folge wurden Patientenpaarungen aus beiden
Zeitraumen anhand des berechneten Propensity Scores gebildet (Patienten mit dem
ahnlichsten Naherungswert bildeten Paare). Die Charakteristika der gefundenen
Paarungen wurden unter Anwendung des McNemar Tests verglichen.

Eine berechnete zweiseitige Fehlerwahrscheinlichkeit von kleiner 5% (p< 0,05) wurde als
statistisch signifikant gewertet. Zusatzliche statistische Unterstltzung erhielt der Autor
durch zwei erfahrene medizinische Statistiker (Prof. Dr. rer. nat. Wernecke und Prof. Dr.
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rer. nat. P. Martus). Alle Analysen wurden mittels IBM SPSS Statistics fiir Windows
Version 20.0 - 22.0 (Statistical Package for the Social Sciences - IBM Corp., Armonk, NY,
USA) durchgefiihrt. Das Propensity Score matching erfolgte mittels R Version 3.0.3 (R

Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria).
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V. Ergebnisse

i Evaluation der Reproduzierbarkeit des LiMAXx Tests

Zur Ermittlung der Referenzwerte wurde an 86 lebergesunden Probanden der LiMAXx Test
durchgefuhrt. Die LIMAX Werte in diesem groRen Kollektiv rangierten im Mittel um 430+86
ug/kg/h (IQR:365-478 ug/kg/h). Ein LIMAX Trennwert von 311 ug/kg/h wurde in dieser
Studie als einseitige Normwertgrenze ermittelt (5% Perzentile im gesunden Kollektiv)
(Tabelle 1). Die LiMAx Werte zeigten sich nicht beeinflusst durch das Geschlecht
(p=1,00) und korrelierten ebenfalls nicht signifikant mit dem Alter (rs=-0,31; p=0,31) oder
dem BMI (rs=0,12; p=0,73) der Probanden.

Tabelle 1: Klinische Charakteristika von 86 gesunden Probanden

Normwerte Probanden
Geschlecht M/W 48/38
Alter [Jahre] 3010
BMI [kg/m?] < 25° 23,2427
ALT [UIL] <41° 18,318,3
d AST [U/L] <37 21,848,0
GGT [U/L] 8-61° 15,649,0 pal
Serum Bilirubin [mg/dL] <12 0,610,3
LiMAX [ug/kg/h] >311° 430186

® Referenzwerte des Labors ° analysiert in diesem Kollektiv
Angaben in Mittelwert und Standardabweichung

Um die Reproduzierbarkeit zu testen unterzogen wir 24 Patienten an zwei aufeinander
folgenden Tagen LiMAx Testungen. Zwischen beiden Tagen unterschieden sich weder
Blutparameter noch LiMAx Werte statistisch signifikant voneinander. Der mittlere LiMAXx
am Tag 1 war 490+118 pg/kg/h und 4831131 ug/kg/h am zweiten Tag. Dies ergab eine
mittlere prozentuelle Abweichung -1+13 % (7+68 pg/kg/h) zwischen beiden Tagen
(Tabelle 2). In einer zweiten Gruppe analysierten wir den Einfluss einer Allgemeinnarkose
auf die Leberfunktion und die LiIMAx Testresultate. Auch in dieser Gruppe von
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anamnestisch und laborparametrisch lebergesunden 21 Patienten unterschieden sich die
LiIMAx Werte am praoperativen und ersten postoperativen Tag nicht signifikant. Der
mittlere praoperative LiMAX lag bei 357+60 pg/kg/h und am ersten postoperativen Tag
bei 350+67 pg/kg/h. Dies ergab eine mittlere prozentuelle Abweichung 2+11 % (8439
ug/kg/h) zwischen beiden Tagen. Auch in der Gruppe der Patienten mit Leberzirrhose
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede der LiIMAx Resultate zwischen beiden
Testtagen. Die Child-Pugh Klassen waren wie folgt: Child-Pugh A 1 Patient (7.7%), Child-
Pugh B 6 Patienten (46.6%) und Child-Pugh C 6 Patienten (46.6%). Der mittlere MELD
Score lag bei 19+7 Punkten. Der Grofteil der Patienten zeigte keinen oder nur milden
Aszites (n=10; 76,9%), bei 69,2% (n=9) bestanden Osophagusvarizen und 46,2% (n=6)
zeigten eine bestehende hepatische Enzephalopathie Grad | nach West Haven. Die
mittleren LiMAx Werte an beiden Testtagen (Tag 1: 97167 pg/kg/h; Tag 2: 94461 ug/kg/h)
waren deutlich verringert im Vergleich zu denen der gesunden Probanden. Die mittlere
prozentuelle Abweichung zwischen beiden Testtagen war -0,3+22 % (2+18 pg/kg/h)
(Tabelle 3).

Die individuelle Reproduzierbarkeit berechnet anhand der Intra-Klassen Korrelation lag
in der Gruppe der gesunden Probanden bei 0,85 (95% KI: 0,69-0,93), in der Gruppe der
Narkose'Patienten bei 0,81 (95% KI: 0,60-0,92) und in der Gruppe der Patienten mit
Leberzirrhose bei 0,98 (95% KI: 0,94-0,99) (Abbildung 4).

Tabelle 2: LiMAx Normwert und Wiederholungsgenauigkeit bei gesunden Probanden

Probanden
LIMAX [ag/kg/h] 453 (IQR 365-478)
LiMAx Normwert (einseitig) [pg/kg/h] >315
Wiederholungsgenauigkeit des LiMAX Tests (IKK) 0,85 (96% KI 0,69 - 0,93)
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Tabelle 3: Testresultate an zwei aufeinanderfolgenden Tagen von gesunden Probanden

(n=24), Patienten unter Allgemeinnarkose (n=21) und Patienten mit Leberzirrhose (n=13)

Gesunde Probanden Patienten in Narkose ' Patienten mit Leberzirrhose

Tag 1 Tag 2 Tag 1 Tag 2 Tag 1 Tag 2
Geschlecht M/W 19 (79,2)/5 (20,8) 10 (47,6)/11 (52,4) 11(84,6)/2 (15,4)
Alter [Jahre] 2917 34112 5216
BMI [kg/m?] 22,412,0 26,513,9 26,313,6
ALT [U/L] 23,547 1 23,5¢7,1 28,8119,5 24,8158 45,0£31,2 65,9162,2
AST [UIL] 28,749,5 28,7+¢9,5 25,818,3 24,118,6 62,7+28,0 72,9+39,9
GGT [U/L) 18,947,2 18,917,2 22,3119,6 21,0£18,6° 162,11349,3 279,0£554 4
Serum Bilirubin [mg/dL) 1,010,7 1,0£0,7 0,610,3 0,740,4 5,245,2 6,416,5
LIMAX [pg/kg/h] 4901118 490118 357460 350467 97167 94461

? Signifikante Unterschiede zwischen beiden Testtagen; p<0.05
Angaben in Mittelwert und Standardabweichung

1000
= —0
D
£'800
o
=
= 600 -
-]
-
400 ¢
T T
A Tag 1 Tag 2
500 —‘ 350 .
/ 300 R et e
g 450 { S—— Lzl ki + e
o ? — 250 —
g 400 - 2
=t / 3 200 -
§ = 3 150
=5 350 - q %
100 - L A
300 b— 2
50
250 0 _ J
7 T
préoperativ postoperativ Tag 1 Tag 2
B Cc

Abbildung 4: Wiederholungsgenauigkeit von [A] gesunden Probanden (n=24), [B]
Patienten unter Aligemeinnarkose (n=21) und [C] Patienten mit Leberzirrhose (n=13)

SoE .




ERGEBNISSE

ii Anwendbarkeit des LiMAX Tests in Patienten mit Leberzirrhose

Um die Anwendbarkeit des LiIMAXx Tests in Patienten mit Leberzirrhose zu evaluieren und
die Testergebnisse mit allgemein akzeptierten Parametern der Leberfunktion zu
vergleichen, flihrten wir eine einmalige LIMAXx Testung bei 347 Patienten mit
Leberzirrhose durch. Flr die weitere Analyse behandelten wir 78 Patienten mit
Leberzirrhose und TIPS als separate Subgruppen. Um die Ergebnisse mit denen von
Lebergesunden vergleichen zu kénnen, wurden zuséatzlich Resultate von 86 gesunden

Probanden herangezogen (Tabelle 4).

Tabelle 4: Klinische Charakteristika der Studienpatienten

Probanden Zirrhotiker Zirrhotlker mit TIPS p-Wert®
n=86 n=269 n=78

Alter [Jahre] 28 (24-32) 56 (49-61) 56 (51-61) 0,69
Geschlecht M/W 48 (55,8%)/38 (44,2%) 148 (68,4%)85 (31,6%) 52 (66,7%)/26 (33,3%) 0,78
BMI [kg/m?] 23,0 (20,9-25,1) 26,8 (23,6-29,7) 25,9 (23,1-29,7) 0,34
Atiologle [%]

alkoholisch - 131 (36,9%) 51 (65,4%) 808

virale Hepatitis - 66 (18,6%) 12 (15,4%) <

cholestatisch - 11 (3,1%) 1(1,3%)

andere - 61 (24,2%) 14 (17,9%)
AST [UIL] 24 (20-27) 60 (44-94) 50 (37-68) <0,01
ALT [UIL] 19 (15-25) 37 (25-63) 29 (21-43) <0,01
GGT [U/L] 15 (11-21) 89 (43-168) 106 (49-231) o.ﬂ/ :
Serum Bilirubin [mg/dL] 0,6 (0,4-0,8) 2,8 (1,44 4) 2,2 (1,1-3.8) 0,03
Serum Albumin [g/dL] 4,4 (4,2-4.6) 3,2 (2,8-3,6) 3.1 (2,8-3,5) 0,25
Prothrombin Zeit [%] 94 (89-100) 59 (49-72) 62 (51-74) 0,35
Kreatinin [mg/dL] 0,84 (0,72-0,96) 0,86 (0,69-1,06) 0,91 (0,78-1,29) <0,01
Thormbozyten [x10%/L] 226 (188-253) 89 (64-1317) 1108 (77-162) <0,01
LiMAX [ug/kg/h] 412 (365-479) 95 (53-153) 112 (66-173) 0,12
MELD 15(11-19) 15(12-19) 0,99
Child-Pugh Score 8 (7-10) 9 (7-10) 0,73

? Unterschiede zwischen Patienten mit Leberzirrhose mit und ohne TIPS
Angaben in Anzahl und Prozentsatz oder Median und Interquartilabstand

Die LiMAx Ergebnisse von gesunden Probanden unterschieden sich signifikant von
denen der Patienten mit Leberzirrhose [412 (365-479) pg/kg/h vs. 99 (57-160) pg/kg/h;
p<0,001]. Die LiIMAXx Resultate von Patienten mit Leberzirrhose korrelierten stark mit
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etablierten mathematischen Modellen zur Evaluierung der Krankheitsschwere (MELD:
rs=-0,69; p<0,001 wund Child-Pugh Score: rs=-0,71; p<0,001) sowie mit
Surrogatparametern der Leberfunktion (Prothrombin Zeit: rs=0,81; p<0,001;
Serumalbumin Spiegel: rs=0,76; p<0,001 und Thrombozytenzahl: rs=0,49; p<0,001).
Analysierte man die enzymatische Leberfunktionskapazitat innerhalb der einzelnen
Child-Pugh Klassen, zeigten sich signifikante Unterschiede der LiMAx Resultate von
gesunden Probanden [412 (365-479) ug/kg/h] und als Child-Pugh A klassifizierte
Patienten [181 (144-227) pg/kg/h; p<0,001] sowie Unterschiede innerhalb der einzelnen
Child-Pugh Klassen: A gegen B [96 (62-132) ug/kg/h; p<0,001] und B gegen C [52 (37-
81) pg/kg/h; p<0,001]. Abbildung 5 zeigt LiIMAX Resultate von gesunden Probanden und
Patienten mit Leberzirrhose gruppiert anhand ihres aktuellen Child-Pugh Scores in
Punkten. Unterschiede waren hier zwischen gesunden Probanden und Patienten mit
Child-Pugh Score 5, p<0,001; Patienten mit Child-Pugh Score 5 und Child-Pugh Score
6, p<0,01; Patienten mit Child-Pugh Score 6 und Child-Pugh Score 7, p=0,01; Patienten
mit Child-Pugh Score 7 und Child-Pugh Score 8, p=0,24; Patienten mit Child-Pugh Score
8 und Child-Pugh Score 9, p=0,04; Patienten mit Child-Pugh Score 9 und Child-Pugh
Score 10, p=0,34; Patienten mit Child-Pugh Score 10 und Child-Pugh Score 11, p=0,05;
Patienten mit Child-Pugh Score 11 und Child-Pugh Score 12, p=0,49; Patienten mit Child-
Pugh Score 12 und Child-Pugh Score 13, p=0,60.
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Abbildung 5: Verteilung der LiMAx Werte (Box und Whiskers Plot) im gesunden (n=86)
und zirrhotischen Kollektiv (n=269)
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Gruppierten wir diese Patienten anhand ihrer Grunderkrankung und des aktuellen Child-
Pugh Scores, zeigten Patienten mit cholestatischer Lebererkrankung tendenziell héhere
LiMAX Resultate im Vergleich zu Patienten mit Lebererkrankungen anderer Genese und
ahnlicher Krankheitsschwere (Abbildung 6). Unterschiede . zwischen Patienten mit
cholestatischer Lebererkrankung waren gegeniiber Patienten mit alkoholischer
Leberzirrhose: Child-Pugh A, p=0,12; Child-Pugh B, p=0,01 und Child-Pugh C, p=0,39;
gegenuber Patienten mit viraler Genese Child-Pugh A, p=0,15; Child-Pugh B, p=0,04;
Child-Pugh C, p=0,25; und gegenlber Patienten mit anderer Genese Child-Pugh A,
p=0,04; Child-Pugh B, p=0,02 und Child-Pugh C, p=0,43.
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Abbildung 6: Verteilung der LiMAx Werte (Box und Whiskers Plot) anhand der
Grunderkrankung und der aktuellen Child-Pugh Klasse (n=269)

Patienten mit Aszites (n=170) zeigten geringe LIMAX Werte verglichen mit Patienten ohne
Aszites [76 (48-120) pg/kg/h versus 131 (77-192) ug/kg/h; p<0,001]. Gruppierten wir
allerdings die Patienten nach Child-Pugh Klassen, zeigten sich keine signifikanten

Unterschiede zwischen Patienten mit beziehungsweise ohne Aszites hinsichtlich ihrer
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anhand des LiMAx Test gemessenen Leberfunktion (Child-Pugh B versus Child-Pugh C,
p=0,08). 7

Gruppierten wir nun 269 Patienten mit Leberzirrhose und 78 Patienten mit Leberzirrhose
und intrahepatischen portosystemischen Shunts (TIPS) anhand ihrer Krankheitsschwere
(gemall Child-Pugh Score), um einen eventuellen Einfluss eines TIPS auf die
Testergebnisse zu identifizieren, zeigten sich weder Unterschiede der Surrogatparameter
der Leberfunktion (Serum Albumin, Prothrombin Zeit) noch Unterschiede der LiMAX
Testergebnisse (Abbildung 7). Unterschiede waren zwischen Patienten mit Zirrhose
ohne, beziehungsweise mit TIPS fiir Child-Pugh Score 5, p=0,28; Child-Pugh Score 6,
p=0,91; Child-Pugh Score 7, p=0,02; Child-Pugh Score 8, p=0,21; Child-Pugh Score 9,
p=0,13; Child-Pugh Score 10, p=0,13; Child-Pugh Score 11, p=0,34; Child-Pugh Score
12, p=0,33.
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Abbildung 7: Variation der LiMAx Werte (Box und Whiskers Plot) in Patienten mit
Leberzirrhose ohne (n=269) und mit TIPS (n=78) tiber Child-Pugh Scores
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iii Wertigkeit des LiMAx Tests hinsichtlich der nicht-invasiven
Diagnose einer bestehenden Leberzirrhose

Im Rahmen eines leberchirurgischen Eingriffs oder einer Lebertransplantation wurden
von 246 Patienten Leberpraparate gewohnen und von zwei verblindeten Pathologen
beurteilt. Tabelle 5 fasst die Charakteristika der Studienpatienten zusammen.

Die anhand des LiMAx Tests gemessene Leberfunktion zeigte eine stark negative
Korrelation mit der histologischen Einteilung nach Ishak (rs=-0,72; p<0,001). Weiterhin
zeigte die anhand des LiMAXx Tests gemessene Leberfunktion eine signifikant negative
Korrelation mit bekannten Indices (APRI: rs=-0,52; p<0,001; MELD: rs=-0,56; p<0,001;
Child-Pugh Score: rs=-0,54; p<0,001). Korrelationen zwischen dem nicht-invasiven Index
zur Zirrhose-Diagnostik, beziehungsweise bekannten Scores der Krankheitsschwere und
der Ishak Klassifikation waren fur APRI rs=0,53, p<0,001; fir MELD rs=0,52, p<0,001 und
flr den Child-Pugh Score rs=0,55, p<0,001.
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Tabelle 5: Klinische Charakteristika der Studienpatienten

Alle Patienten Evalulerungskollektiv Validierungskollektiv p-Wert?
(n=248) (n=65) (n=181)
Alter [Jahre] 60 (50-67) 57 (48-65) 60 (50-68) 0,19
Geschlecht MW 155 (63,0)/91 (37,0) 43 (66,2)/22 (33,8) 112 (61,9)/69 (38,1) 0,65
BMI [kg/m?] 24,8(22,1-28,1) 23,6 (21,9-26,6) 25,3 (22,2-28,9) 0,06
Atlologie
Tumorerkrankung
KRLM 32(13,0) 11 (16,9) 21(11,6)
Klatskin Tumor 54 (22,0) 18 (27,7) 36 (19,9)
HCC 42 (17,1) 10 (15,4) 32(17,7)
ccc 22(8,9) 5(7,7) 17 (9.4) 0.64
andere 28 (11,4) 4(6,2) 24 (13,3) :
Chronic liver disease
virale Hepatitis 25(10,2) 4(6,2) 21(11,6)
alkoholisch 21(8,5) 6(9,2) 15(8,3)
cholestatisch 11 (4,4) 6(9,2) 4(2,3)
andere 11(4,4) 1(1,5) 11(6,3)
AST [UN] 49 (32-80) 48 (34-73) 50 (31-83) 0,99
ALT [UN] 42 (25-83) 46 (28-88) 40 (24-79) 0,32
GGT [uN) 126 (55-313) 125 (56-254) 126 (54-330) 0,76
Serum Albumin [g/L] 4,0(3,5-4,2) 4,0(3,7-4,4) 3,8 (3,4-4,2) 0,07
Serum Bilirubin [mg/dL) 1,0 (0,6-2,2) 1,0 (0,7-2,9) 1,0(0,5-2,2) 0,45
Prothrombin Zeit 88 (74-97) 86 (71-94) 89 (76-98) 0,23
Thrombozyten [g/L] 219 (134-294) 185 (131-273) 224 (135-297) 0,41
Child-Pugh Score 5(5-7) 5(5-7) 5(5-7) 0,87
MELD 9(7-13) 9(9-13) 9(7-13) 0,85
APRI 0,65 (0,39-1,65) 0,62 (0,46-1,82) 0,72 (0,37-1,64)
Ishak Score
Normal 22(8,9) 4(6,2) 18 (9,9)
Stage | 40 (16,3) 16 (24,6) 24 (13,3) Sh L
Stage Il 25(10,2) 4(6,2) 21(11,6) 0,99
Stage lll 33(13,4) 6(9,2) 27 (14,9) ;
Stage IV 24 (9,8) 8(12,3) 16 (8,8)
Stage V 25(10,2) 6(9,2) 19 (10,5)
Zirrhose 77 (31,3) 21(32,3) 56 (30,9)
LiMAXx [ug/kg/h] 311 (202-412) 336 (208-414) 306 (201-413) 0,96

? Unterschiede zwischen Evaluierungs- und Validierungskollektiv
Angaben in Anzahl und Prozentsatz oder Median und Interquartilabstand

Die mittlere Verteilung der LiIMAX Resultate Uber die Ishak Klassen beschreibt Tabelle 6.
Zwischen Patienten mit normalem Leberparenchym und Patienten mit wenig fibrotischen
Anteilen in den Lebergewebsproben unterschieden sich die LiMAx Resultate nicht
signifikant (Normal versus Ishak Stufe | p=0,28; Ishak Stufe | versus Ishak Stufe Il
p=0,43). Die anhand des LiIMAx Tests gemessene Leberfunktion war in Patienten mit
nach Ishak Stufe | klassifizierten Lebergewebsproben héher, verglichen mit Patienten mit
nach Ishak Stufe IV klassifizierten Lebergewebsproben (p<0,01). Weiterhin zeigten
Patienten mit nach Ishak Stufe V klassifizierten Lebergewebsproben hoéhere LiMAx
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Resultate verglichen mit Patienten mit zirrhotischen Lebergewebsproben (Stufe VI nach
Ishak) (p<0,001).

Tabelle 6: Verteilung der Testresultate anhand der Ishak Klassen

Test Normal Stufe | Stufe Il Stufe Il Stufe IV Stufe V Zirrhose VI
LIMAX [pg/kg/h] 449 387 379 339 325 306 125
(375-481) (325-479) (327-418) (271-485) (285-368) (259-373) (67-204)2
APRI 0,33 0,49 0,47 0,49 0,53 0,61 2,26
(0,21-0,65)  (0,31-0,77)  (0,31-0,71) (0,33-0,76) (0,32-0,86) (0,42-0,85) (1,30-3,90)2
MELD 7(7-8) 7 (8-10) 7 (6-8) 8 (7-10) 9(7-12) 8(7-12) 14 (11-18)?
Child-Pugh Score 5 (5-5) 5 (5-5) 5 (5-5) 5 (5-5) 5 (5-5) 5(5-7) 7 (5-10)°

#p<0,001 im Vergleich zur vorherigen Stufe
Angaben in Anzahl und Prozentsatz oder Median und Interquartilabstand

Um nun den optimalen Trennwert flr die Diagnose einer bestehenden Leberzirrhose zu
eruieren und in einem unabhangigen Kollektiv zu validieren, unterteilten wir unsere
Patienten anhand des Datum des Studieneinschlusses (Evaluierungskollektiv <
31.12.2005 > Validierungskollektiv).

Im Evaluierungskollektiv unterschieden sich die mittleren LiMAx Ergebnisse der
Patienten ohne histologisch diagnostizierter Zirrhose (357 (296-427) ug/kg/h, n=44)
signifikant von den Patienten mit diagnostizierter Zirrhose nach Ishak (148 (92-213)
pg/kg/h, n=21) (p<0,001) (Abbildung 8).
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Abbildung 8: LiMAx Werte (Box und Whiskers Plot) im Evaluationskollektiv ohne (n=44)

und mit histologisch gesicherter Zirrhose (n=21) nach Ishak
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Die in diesem Modell berechnete Flache unter der ROC Kurve ergab einen Wert von 0,93
(0,85-1,00) mit einem optimalen Trennwert von 240 ug/kg/h. Unter Anwendung dieses
Trennwerts konnte mit einer Sensitivitdt von 88% und einer Spezifitat von 93% eine
vorhandene Leberzirrhose im Validierungskollektiv diagnostiziert werden. Das ergab
einen positiven pradiktiven Wert von 85% und einen negativen pradiktiven Wert von 94%.
Tabelle 7 umfasst Teststatistiken fur LiIMAx, APRI, MELD und Child-Pugh Score
hinsichtlich der Diagnose einer bestehenden Leberzirrhose nach Ishak im

Validierungskollektiv.

Tabelle 7: Teststatistiken fiir LIMAx, APRI, MELD, Child-Pugh Score fiir die Diagnose einer

bestehenden Leberzirrhose nach Ishak im Validierungskollektiv (n=181)

Test Trennwert Sensitivitdt  Spezifitét p':;iig:li’:;r phll'ga?:tr:?:rr L"::tl::?d Lll::l'ii:o-od Déi?:;ﬂf::;?e
LiMAXx [ug/kg/h] 240 0,88 0,93 0,85 0,94 742 0,08 0,93
APRI 1,42 0,69 0,92 0,79 0,87 2,97 0,12 0,88
MELD 1 0,61 0,83 0,62 0,82 2,10 0,29 0,90
Child-Pugh Score 7 0,46 0,96 0,75 0,87 1,79 0,09 0,83

Trennwerte wurden im Evaluierungskollektiv bestimmt

iv. Auswirkungen einer leberfunktionsorientierten Operations-
planung auf das klinische Management von IeberchiruFQischen

Patienten

Wahrend des Studienzeitraums hatten sich 1302 erwachsene Patienten einer
Leberteilresektion an unserem Zentrum unterzogen. Nach Anwendung der
Ausschlusskriterien wurden alle Analysen unter Einbezug vbn 1170 Patienten, welche
sich einer elektiven Leberteilresektion von einem Segment oder mehr unterzogen hatten,
durchgefihrt.

Uber die Jahre stieg die Anzahl der durchgefiihrten Operationen signifikant an (p<0,001),
im speziellen die Anzahl der komplexen Leberteilresektionen (p=0,03). Auch der
Prozentsatz der Patienten mit diagnostizierter Leberzirrhose wurde zunehmend héher
(p=0,04), wobei die Krankheitsschwere gemessen anhand des MELD Scores dieser

Patienten Uber die Jahre unverdndert blieb (p=0,75). Parallel hierzu fiel die Rate an
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postoperativ aufgetretener Leberinsuffizienz (p<0,001) sowie die der durch

postoperatives Leberversagen verursachten Todesfélle (p=0,01) (Tabelle 8).

Tabelle 8: Patientencharakteristika und Art des leberchirurgischen Eingriffs von 1170

Patienten, welche einer elektiven Leberteilresektion an unserer Klinik zugefiihrt wurden.

2006 2007 2008 2009 2010 2011 p-Wert
Anzahl 175 194 198 204 187 212 <0,001
Alter [Jahre] 62 (53-68) 64 (53-70) 63 (53-70) 65 (54-71) 63 (52-69) 60 (50-71) 0,53
ASA Klasse
I 4(2,3) 3(1,5) 7(3,5) 11 (5,4) 8(4,3) 6 (2,8)
1] 79 (45,1) 82 (42,3) 83 (41,9) 96 (47,1) 89 (47,6) 95 (44,8) 0,28
1] 79 (45,1) 89 (45,9) 94 (47,5) 83 (40,7) 81(43,3) 89 (42,0)
v 13 (7.4) 20(10,3) 14 (7.1) 14 (6,9) 9 (4,8) 22 (10,4)
Zirrhose 12 (6,9) 16 (8,2) 23 (11,6) 26 (12,7) 26 (13,9) 24 (11,3) 0,04
MELD 8 (7-11) 7 (6-8) 7(7-9) 7(7-8) 7(6-7) 7(6-8) 0,75
Portalvenenembolisation 6(3.4) 16 (8,2) 23 (11,6) 17 (8,3) 34 (18,2) 24 (11,3) <0,001
Préoperative Drainageanlage 8 (4,6) 18(9,3) 13 (6.6) 13 (6.4) 19 (10,2) 17 (8,0) 0,08
Art der Leberteilresektion
Segmentale Leberteilresektion 39 (22,3) 29 (14,9) 42 (21,2) 65(31,9) 39 (20,9) 51(24,1) 0,13
Hemihepatektomie links 31 (17.7) 34 (17,5) 31(15,7) 33(16,2) 19(10,2) 37 (17,5) 0,35
Hemihepatektomie rechts 54 (30,9) 61 (31,4) 58 (29,3) 39 (19,1) 48 (25,7) 44 (20,8) <0,01
Komplexe Leberteilresektion 51(29,1) 70 (36,1) 67 (33,8) 67 (32,8) 81 (43,3) 80 (37,7) 0,03
Postoperative Leberinsuffizienz 43 (24,7) 45 (23,2) 44 (22,2) 42 (20,6) 28 (15,0) 19 (9,0) <0,001
APACHE Il 13 (10-17) 13 (10-16) 13 (10-17) 12 (9-15) 12 (8-15) 12 (9-17) 0,13
Intensivaufenthalt [Tage] 2(14) 1(1-2) 1(14) 1(1-2) 1(1-3) 1(1-2) 0,14
Krankenhausaufenthalt [Tage] 14 (10-23) 14 (10-26) 14 (10-25) 13 (8-22) 15 (9-28) 12 (8-19) 0,08
Todesfille 12 (6,9) 11 (5,7) 13 (6,6) 11 (5,4) 11(5,9) 10 (4,7) 0,39
Todesfélle durch Leberinsuffizienz 7 (4,0) 6(3,1) 6(3,0) 4(2,0) 2(1,1) 2(0,9) 0,01

Zeitliche Trends wurden anhand des Cochran-Armitage Tests analysiert

Effekte in der gematchten Kohorte
Von den 369 Patienten, welche sich zwischen 2006 und 2007 und den 399 ‘ﬁafienten,

welche sich zwischen 2010 und 2011 an unserem Zentrum einer Leberteilresektion
unterzogen hatten, fanden sich anhand des fir jeden Patienten individuell berechneten
Propensity Scores 319 Paarungen.

In der gematchten Kohorte zeigte sich ebenfalls ein Ruckgang der Rate an postoperativ
aufgetretener Leberinsuffizienz (p<0,001) und ein Riickgang der durch postoperatives
Leberversagen verursachten Todesféalle (p=0,04) in der Kohorte 2010-2011 und somit
nach der klinischen Etablierung des LiMAXx Algorithmus (Tabelle 9).
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Tabelle 9: Verteilung der Patientencharakteristika innerhalb der mittels Propensity Score

gematchten Kohorten

2006-2007 2010-2011 p-Wert
(n=313) (n=313)

Alter [Jahre] 6010,72 600,73 0,69
ASA Klasse

| 7(2,2) 8 (2,6)

I 140 (44,7) 139 (44,4) 0.54

]] 137 (43,8) 146 (46,6) ;

v 29 (9,3) 20 (6,4)
Art der Leberteilresektion

Segmentale Leberteilresektion 53 (16,9) 68 (21,7)

Hemihepatektomie links 52 (16,6) 46 (14,7) 0,79

Hemihepatektomie rechts 97 (31,0) 73 (23,3)

Komplexe Leberteilresektion 111 (35,5) 126 (40,3)
Postoperative Leberinsuffizienz 77 (24,7) 35 (11,2) <0,001
Intensivaufenthalt [Tage] 510,73 310,56 0,001
Krankenhausaufenthalt [Tage] 2241,27 1810,95 <0,01
Todesfille 19 (6,1) 16 (5,1) 0,74
Todesfille durch Leberinsuffizienz 12 (3,8) 3(1,0) 0,04

Angaben in Anzahl und Prozentsatz oder Mittelwert und Standardfehler
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VI. Diskussion

Zahlreiche Berichte tiber unterschiedlichste Methoden zur Bestimmung der Leberfunktion
in medizinischen Fachjournalen zeigen zum einen das Klinische Interesse, die
tatsachliche Leberfunktion zuséatzlich zu den konventionellen Surrogatparametern zu
quantifizieren [18, 43]; andererseits unterstreicht jedoch die ungebrochene Evaluation
von unterschiedlichsten Testmethoden das Fehlen einer allgemein akzeptierten Methode
[44]. Obwohl in einigen Studien das diagnostische Potenzial von verschiedenen
Testmethoden im leberchirurgischen Bereich nachgewiesen werden konnte [45-47],
werden zumeist die in den EMA Guidelines empfohlenen Schritte zur klinischen
Evaluation nur ungentigend bedient [34]. Darliber hinaus unterliegen viele dieser neu
entwickelten Methoden mit speziellen Messgerdten und Testsubstraten aufwandigen
Zulassungsverfahren (Testsubstrate Prifung nach Arzneimittelgesetz (AMG),
Medizinprodukte CE-Zertifizierungsverfahren), welche deren Aufnahme in den klinischen
Alltag maligeblich beeinflussen [48]. Demzufolge sind einerseits belastbare
Studienresultate, welche sowohl die technische Robustheit, diagnostische Wertigkeit und
positive Auswirkung auf das Patientenmanagement zeigen [35], als auch die positive
Absolvierung von Zulassungs- und Zertifizierungsverfahren ausschlaggebend, um einen

Leberfunktionstest fir die klinische Anwendung uneingeschrénkt vorschlagen zu kénnen

[49]. o

i Klinische Bedeutung

In bisherigen Studien konnte die diagnostische Wertigkeit des LiMAx Tests in
unterschiedlichen Krankheitsbildern demonstriert werden. So konnte die residuelle
Leberfunktion effektiv in der perioperativen Behandlung von leberchirurgischen Patienten
[26, 28, 29], lebertransplantierten Patienten [30, 31], Patienten, welche sich bariatrischen
Operationen unterzogen [50] sowie in intensivpflichtigen Patienten mit Sepsis gemessen
werden [33] und so wichtige Informationen hinsichtlich der Organfunktion gewonnen
werden. Anhand der LIMAX Resultate ist es zum einen moglich, das perioperative Risiko
von leberchirurgischen Patienten anhand ihrer aktuellen Leberfunktion einzuschatzen

[28] und andererseits die funktionelle Organregeneration im postoperativen Verlauf
abzubilden [29].
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Doch um die diagnostische Anwendungen eines Leberfunktionstests vorschlagen zu
konnen, muss die technische Robustheit der Testmethodik vorausgesetzt werden. Lock
[61] sowie Holzhitter und Kollegen [52] hatten bereits aus methodischer Sicht die
Anwendbarkeit von '3C-markiertem Methacetin - und dessen Demethylierung in
Acetaminophen und *CO, - zur Leberfunktionsdiagnostik analysiert. Weiterhin gilt die
Reproduzierbarkeit einer Testmethode als Grundvoraussetzung flir eine Aufnahme in
den klinischen Alltag. In der gegenwartigen medizinischen Literatur finden sich nur
wenige Studien zur Reproduzierbarkeit von "*C-Leberfunktionstests [53-56]. Diese sind
aufgrund unterschiedlicher methodischer Anséatze (Art der Substratapplikation, Art der
enzymatischen Verstoffwechslung, Anwendung von Additiva) und angewandten
Studienprotokollen kaum vergleichbar. Speziell in der Leberchirurgie ist eine genaue
Darstellung der aktuellen Leberfunktion ausschlaggebend, um die verbleibende
postoperative Leberfunktion und so das Risiko einer postoperativen Leberinsuffizienz
abschatzen zu konnen [11]. In diesem Kontext ist die Evaluation eines potentiellen
Einflusses durch eine erfolgte Allgemeinnarkose zu evaluieren, denn die nach
leberchirurgischen Eingriffen verbliebene Organrestfunktion scheint das postoperative
Outcome maligeblich zu beeinflussen. Sicherlich stellen leberchirurgische Eingriffe
deutlich komplexere und langere Operationen als die firr diese Analyse herangezogenen
vornehrpl‘ich arthroskopischen oder Schilddriseneingriffe dar. Weiterhin mégen sich die
verabreichten Dosen der verwendeten Anéasthetika zwischen den Arten der Eingriffe
unterscheiden. Allerdings war es uns durch diese Analyse mdglich, potenzielle
intraoperative Faktoren (parenchymaler Stress, Pringle-Mandver), welche die
Organfunktion bei leberchirurgischen Eingriffen beeinflussen, zu umgehen und so
lediglich die Einflisse von perioperativem Stress sowie volatilen und sedativen
Anasthetika auf die Leberfunktion zu analysieren. :

Der LiMAX Test zeigte in dieser Arbeit eine sehr gute Reproduzierbarkeit im klinischen
Alltag; sowohl bei gesunden Probanden, bei Patienten mit Leberzirrhose, als auch bei
Patienten, die sich einem chirurgischen Eingriff in Allgemeinnarkose unterzogen. Anhand
dieser Daten zeigen sich keine nennenswerten Einflisse von Anasthetika sowie
intraoperativer Faktoren auf die Testresultate. Diese Ergebnisse bestatigen die
Anwendbarkeit des LiMAX Tests zur prazisen perioperativen Messung der Leberfunktion
und unterstreichen indirekt die Validitat einer praoperativen Volumen-/Funktionsplanung.
Darlber hinaus zeigte sich im Kollektiv der Patienten mit Leberzirrhose eine exzellente
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Wiederholungsgenauigkeit. Die LiMAx Resultate unterlagen hier einer geringeren
Streubreite, sowohl interindividuell, als auch zwischen beiden Testtagen. Dies ist wohl
mit einem schnellen Eintritt der Sattigung der Enzymkomplexe zu erkléren - in einer
zirrhotisch umgebauten Leber scheint nur noch ein kleiner verbliebener Teil des
Parenchyms funktionelle Aufgaben zu (bernehmen. In diesem Kontext ist die fehlende
Untersuchung involvierter ~ Stoffwechselwege und mogliche medikamentése
Wechselwirkungen auf enzymatischer Ebene (Cytochrom P 450 Aktivitat) als eine
mogliche Limitation zu nennen. Zum anderen stellt sicherlich der fehlende histologische
oder bildgebende Nachweis einer bestehenden Lebergewebsschadigung im
lebergesunden Kollektiv eine weitere Schwache dieser Untersuchung dar. Ist es
hierdurch doch theoretisch denkbar, dass gesunde Probanden mit unerkannter
Lebererkrankung (nicht-alkoholische Fettleber) in diese Untersuchung eingeschlossen
wurden. Dies ware eine denkbare Ursache der geringeren LiMAXx Werte der
lebergesunden Patienten, welche sich einer Operation unterzogen, verglichen mit dem
Kollektiv der gesunden Probanden. Dennoch zeigten sich die LiIMAx Resultate auch in
diesem Kollektiv normwertig und konsistent. Die Kollektive umfassten nur eine kleine
Anzahl an Probanden beziehungsweise Patienten. Obwohl die Reproduzierbarkeit
exzellent‘ war, hatte eine groRere Anzahl an Studienteilnehmern sicherlich zu einer
besseren Generalisierbarkeit und héheren externen Validitat der Resultate beigetragen.
Abschliellend zeigt sich der LiIMAx Test als eine robuste und reproduzierbare
Testmethode zur Bestimmung der individuellen enzymatischen Leberfunktion.” Darliber
hinaus scheint die Anwendung von Anasthetika und operativer Stress die Testresultate
nicht zu beeinflussen, was den Stellenwert dieses Leberfunktionstests fiir den
perioperativen Einsatz in der Behandlung von leberchirurgischen Patienten bestatigt.

Die Anwendbarkeit des LiIMAx Tests bei Patienten mit eingeschréankter Leberfunktion
oder Leberzirrhose stellt einen wichtigen Meilenstein hinsichtlich der Anwendbarkeit der
Testmethodik in ebendiesem Kollektiv dar. Innerhalb der letzten Jahrzehnte wurden
verschiedene Leberfunktionstests als klinisch praktikabel angepriesen. Anhand der
Testergebnisse des Aminopyrin-Atemtests gelang es, unterschiedliche Stadien der
Krankheitsschwere von Patienten mit chronischer Lebererkrankung zu detektieren [57-
59]. Allerdings zeigte sich bei diesem Test eine limitierte Anwendbarkeit in Patienten mit
cholestatischer Lebererkrankung [60]. Trotz der Tatsache, dass der Aminopyrin-Atemtest
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einer der best-evaluierten Leberfunktionstests ist, fand er bis dato keine breite
Anwendung im Klinischen Alltag. Weiterhin zeigt sich der Galactoseeliminations-Test als
gut untersucht. Anhand dieser Testmethode sind zwar Patienten mit stark
eingeschrankter Leberfunktion, jedoch nicht Patienten mit geringgradig eingeschrankter
Leberfunktion zu identifizieren [61]. Auch wenn das Testprotokoll (ber die Jahre
verbessert wurde, sind diese Resultate stets zu berticksichtigen [62]. Auch der ICG-Test
- obwohl kein enzymatischer Leberfunktionstest im herkémmlichen Sinne - wird zur
Abschatzung der Leberfunktion verwendet [63]. Obgleich der groRen Popularitat dieser
Testmethode, sollite man sich bewusst sein, dass hier  die
Plasmaverschwinderate/hepatische Clearance des Indocyaningriin und nicht die
metabolische Leberfunktion gemessen wird. Darliber hinaus zeigte sich die
Plasmaverschwinderate bei vorherrschender Cholestase eingeschrankt [64].

Die LiIMAX Ergebnisse korrelierten stark mit den aktuellen MELD und Child-Pugh Scores
der Patienten. Weiterhin zeigte sich der Test als fluss-unabhangiger Parameter, um den
Grad der Leberfunktionseinschrankung abzubilden. Dennoch dréangt sich die Frage auf,
ob die Bandbreite der LiIMAx Werte innerhalb der jeweiligen Child-Pugh Klassen dem
Einfluss der interindividuellen unterschiedlichen Leberfunktion unterliegen, oder ob
anhand der LiMAX Resultate zusatzliche Informationen hinsichtlich der tatsachlich
vorherrschenden metabolischen Leberfunktion gewonnen werden kénnen. Hierauf
gruppierten wir die Patienten anhand der Genese der Lebererkrankung und der
vorherrschenden Krankheitsschwere. Es zeigten sich tendenziell héhere LiMAX-Resultate
im Kollektiv mit cholestatischer Lebererkrankung, verglichen mit anderen Subgruppen.
Diese Ergebnisse gehen konform mit friheren Untersuchungen, welche eine
weitestgehend normwertige Leberfunktion in diesem Kollektiv zeigten [60, 61]. Da sowohl
die Krankheitsbilder der priméren biliaren Zirrhose als auch der primar sklerosierenden
Cholangitis (beide Krankheitsbilder wurden in dieser Arbeit als cholestatische
Lebererkrankung zusammengefasst) zunachst eine durch einen immunmediierten
Prozess langsam fortschreitende Zerstérung der intrahepatischen Gallengange
bedingen, ist es durchaus denkbar, dass sich erst im fortgeschrittenen Stadium
parenchymale Veranderungen und somit funktionelle Einschrankungen einstellen [65,
66]. Dennoch sind diese Ergebnisse aufgrund der geringen Anzahl der Patienten mit
cholestatischer Lebererkrankung schwer generalisierbar, und es bedarf weiterer Studien

mit grofleren Fallzahlen, um belastbare Daten zu generieren. Veranderungen der
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portalen Hamodynamik und des Wasserhaushaltes des Korpers zeigen sich haufig bei
Patienten mit zirrhotischer Lebererkrankung. Ebendiese Faktoren zeigen sich auch als
relevante Einflussfaktoren von metabolischen Leberfunktionstests, beeinflusst doch die
intravasale Verteilung und subsequente Anflutung des Testsubstrats in der Leber das
Testresultat. Wir konnten in dieser Studie zumindest keine Unterschiede der anhand des
LiIMAx Tests gemessenen Leberfunktion von Patienten mit, beziehungsweise ohne
Aszites ahnlicher Krankheitsschwere und Patienten mit, beziehungsweise ohne TIPS
ahnlicher Krankheitsschwere detektieren. So postulieren wir hier ebenfalls eine gute
Abbildung der tatsachlich vorherrschenden Leberfunktion anhand unserer Testmethode
(das Maximum des metabolischen Produkts von *C-Methacetin - "*CO, wird in diesem
Kollektiv standardmaflig maximal 60 Minuten nach Substratapplikation gemessen) in
diesen speziellen Patientenkollektiven. Dennoch sind weiterfiilhrende (prospektive)
Analysen notwendig, um die Auswirkung mit TIPS-Anlage assoziierten Veranderungen
auf LIMAX Resultate zu objektivieren.

Abschlieftend zeigt sich der LiMAx Test als eine solide Methode zur Bestimmung der
enzymatischen Leberfunktion in Patienten mit Leberzirrhose und scheint weiterhin,
basierend auf der enzymatischen metabolischen Kapazitét der Leber, eine Abbildung der

tatsachlich vorherrschenden Organfunktion zu erméglichen.

Un nun den Grad der anhand des LiMAx Tests gemessenen
Leberfunktionseinschrankung zu objektivieren, wurde der histologische Status von
Organpraparaten mit aktuellen LiMAx Resultaten verglichen. Gerade die nicht-invasive
Diagnose einer vorhandenen Leberzirrhose gestaltet sich im klinischen Alltag schwierig
und ist nur ungenau durch biochemische Marker [67] und nur mit gewissen Limitationen
durch transiente Elastographie (TE) zu beurteilen [68, 69]. Dariiber hinaus kénnte diese
Moglichkeit perspektivisch von Nutzen sein, um so auch unterschiedliche Stufen der
Funktionseinschrankung innerhalb des histologischen Endbefundes ,lLeberzirrhose®
(,Zirrhose ist nicht gleich Zirrhose") zu detektieren. Wurde doch kirzlich die
Notwendigkeit einer verbesserten Abbildung des klinischen Bildes der Leberzirrhose
aufgezeigt [70]. Durch Stockmann und Kollegen wurde bereits ein
leberfunktionsorientiertes Behandlungskonzept von leberchirurgischen Patienten
erarbeitet [28], welches ebendiesen Aspekt (kalkulierte verbleibende postoperative
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Leberfunktion) berlcksichtigt. So erhalten Patienten anhand ihrer individuellen
Organfunktion die flr sie optimale (chirurgische) Therapie.

LiMAx Resultate korrelierten stark mit Scores der Krankheitsschwere und APRI - einem
laborparametrischen Fibrose-Index. Daruber hinaus konnten wir die Diagnose einer
manifesten Leberzirrhose anhand des LiMAx Tests (Trennwert <240 ug/kg/h) nicht-
invasiv stellen. Eine Reduktion der enzymatischen Funktionskapazitat von zirrhotischen
Lebern erscheint plausibel, verandert doch zunehmende Fibrosierung die normale
parenchymale Leberstruktur [71]. Somit scheint die verbliebene Masse an Hepatozyten
auch die verbliebene Leberfunktion widerzuspiegeln. Untersuchte Indices zeigten zum
Teil inhomogene Verlaufe tber die unterschiedlichen Ishak Stufen, was wohl auch durch
Limitation in deren Anwendbarkeit durch Einfliisse der Clearance und Exkretion [72] und
mit einer eingeschrankten Wiederholungsgenauigkeit erklarlich ist [73]. Dennoch war es
anhand aller Indices mdéglich, Patienten mit zirrhotisch veranderten, von Patienten mit
normalen oder fibrotisch veranderten Leberproben zu unterscheiden. Die Teststatistiken
des LiIMAx Tests zeigten sich hinsichtlich der Sensitivitat und Spezifitdt einer
bestehenden Leberzirrhose dhnlich zu denen in der Literatur beschriebenen nicht-
invasiven Scores - obgleich in diesen Analysen vornehmlich Patienten mit viraler
Hepatitis Typ C als Studienkohorte dienten [39, 74-76]. Vergleichen wir die Likelihood
Ratios aller in dieser Studie analysierten Methoden, erzielte der LIMAx Test die hdchsten
positiven und kleinsten negativen Werte. Dies ist von speziellem Interesse, ist doch die
Likelihood Ratio ein statistischer Wert, welcher unabhangig der vorherrschenden
Pravalenz der Erkrankung im analysierten Kollektiv die Wertigkeit hinsichtlich der
Krankheitsdiagnose darlegt. Die Likelihood Ratio beschreibt, wie viel Mal
wahrscheinlicher sich ein bestimmtes Testergebnis bei einem Patienten mit der
Erkrankung - in diesem Fall das Vorhandensein einer Leberzirrhose - verglichen mit
einem Patienten ohne Erkrankung einstellt. Nicht zuletzt zeigte der LiMAX in unserer
Studie die hochste diagnostische Genauigkeit. Sicherlich ist der fehlende Vergleich zu
einer populdren diagnostischen Testmethode zur nicht-invasiven Bestimmung der
parenchymalen Leberarchitektur - der transienten Elastographie - als mégliche Limitation
der bestehenden Studie zu diskutieren [67]. Auch wenn dieser Vergleich nicht Hauptziel
der aktuellen Untersuchung war und die transiente Elastographie viel eher eine optionale
Methode zur nicht-invasiven Detektion des Fibroseausmales darstellt [77, 78], ist diese
Fragestellung sicherlich in weiterflhrenden Untersuchungen aufzuarbeiten. Trotz
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alledem stellt der Vergleich zum tatséchlichen Goldstandard - dem Vergleich mit groRen
intraoperativen gewonnenen histologischen Proben - eine Starke unserer Analyse dar.
Abschlieend konnten wir in dem vorliegenden Patientenkollektiv eine bestehende

Leberzirrhose nicht-invasiv und sicher anhand des LiMAx Tests diagnostizieren.

Neben diesen vornehmlich zur Evaluierung der Methodik relevanten Punkten, sollte
zusatzlich ein Kklinischer Nutzen durch die Anwendung des Tests in der
Patientenbehandlung erkennbar sein. Auf den chirurgischen Bereich abzielend hiefe
dies, eine Verbesserung des Patientenmanagements im Sinne einer Reduktion der
Morbiditat und/oder Mortalitdt von Patienten nach Leberteilresektionen. Zum anderen
konnte ein Einsatz eine kosteneffizientere Behandlung durch eine optimierte
Risikostratifizierung vor der Operation oder eine verbesserte postoperative Uberwachung
ermoglichen. Obwohl die hier demonstrierte Analyse auf Daten beruht, die durch ihren
retrospektiven Charakter methodischen Limitationen unterliegt, scheint sich ein positiver
Einfluss der leberfunktionsorientierten Operationsplanung anhand des LiMAXx
Algorithmus auf die Patientenbehandlung zu zeigen. Innerhalb des 6-jahrigen
Studienzeitraumes zeigte die Rate an postoperativer Leberinsuffizienz und hiermit
verbundenen Todesfallen rucklaufige Tendenz, trotz der Zunahme der Fallzahl der
komplexen Leberteilresektionen. Zusatzlich legt die Zunahme der fir eine elektive
Leberoperation geeigneten Patienten mit diagnostizierter Leberzirrhose, eine Zunahme
der praoperativen Konditionierung mittels Portalvenenembolisation und die gleichzeitige
Abnahme der postoperativen Leberinsuffizienzrate eine verbesserte praoperative
Beurteilung des individuellen perioperativen Risikos nahe. Um in weiterer Folge den
Einfluss eventueller Storvariablen zu minimieren, erfolgte eine Propensity Score
gematchte Analyse, um Effekten, welche sich durch die Implementierung des LiMAX
Algorithmus in die klinische praoperative Diagnostik einstellten, abzuschatzen. Auch
diese adjustierte Analyse zeigte eine Reduktion der postoperativen Leberinsuffizienzrate
sowie der hierdurch aufgetretenen Todesfélle. Grundsatzliche Limitation retrospektiver
Analysen Uber derart groe Zeitrdume stellen potentielle Veranderungen klinischer
Ablaufe (sei es nun veranderte operative oder anasthesiologische Techniken oder eine
Veranderung in der postoperativen Patientenbetreuung und Pflege) dar. Alle
leberchirurgischen Eingriffe wurden nach derselben Vorgehensweise durchgefiihrt und

der Hauptanteil aller Operationen wurde durch die drei erfahrensten Leberoperateure

L




DISKUSSION

unseres Zentrums durchgefiihrt (70,8%). Weiterhin wurden Krankenhauscontrolling-
Daten flir die zugrundeliegende Analyse herangezogen. Klarerweise werden nur gewisse
Parameter routinemalig erhoben und so konnten weitere eventuell einflussreiche
Parameter (intraoperativer Blutverlust, Menge an verabreichten Blutprodukten, Dauer
des Pringle-Manévers) nicht zu Analysezwecken herangezogen werden. Allerdings
garantiert ebendiese Datengrundlage die unselektierte Analyse aller erfolgten
Leberteilresektionen von einem oder mehreren Segmenten an unserer Klinik im
beschriebenen Studienzeitraum. Darliber hinaus ist die Exaktheit der verwendeten Daten
ebenfalls durch den Umstand gewahrleistet, dass die Charité - Universitatsmedizin Berlin
eines der 437 Referenzkrankenhauser ist, auf dessen Datengrundlage die jahrliche
Kalkulation von stationdren Krankenhausleistungen durch das Institut fir das
Entgeltsystem im Krankenhaus (InEK) erfolgt.

Abschlieend lasst sich somit ein positiver Einfluss der Implementierung des LiMAX

Algorithmus auf die Patientenbehandlung von leberchirurgischen Patienten an unserem

Zentrum postulieren.

ii Systematische Evaluation von *C-Leberfunktionstests

Keiner der bisher entwickelten und in der Fachliteratur beschriebenen 'C-
Leberfunktionstests fand bis dato eine breite Anwendung im klinischen Alltag. Dieser
Umstaﬁd bewog einige Experten, diese Problematik genauer zu beleuchten. So zeigte
Peter Klein in einem Review auf, dass neben einer systematischen methodischen
Evaluation eines '’C-Leberfunktionstests, ebenfalls dessen Marktzulassung einen
entscheidenden Einfluss auf die Akzeptanz und Aufnahme in die Routinediagnostik habe
[79]. Auch einige Jahre spater bilanzierte Alin Modak &hnlich und verwies auf die gro3e
Hirde der Marktzulassung, die es fiir eine weitverbreitete klinische Anwendung einer
Testmethode zu Uberwinden gilt [48]. Die Kollegen um Af;)Iabi adressierten in einer
weitumfassenden Ubersichtsarbeit die notwendige systematische Evaluation der
Testmethodik, um vergleichbare Daten unterschiedlicher Testmethoden zu generieren,
und so Evidenz fir die Aufnahme in den klinischen Alltag darzulegen [35]. Diese
Meinungen spiegeln auch unsere Uberzeugung wieder: Zum einen ist die gewissenhafte
systematische klinische Evaluation eines Tests unabdingbar - was zum einen klare
Vorgaben gemall EMA (CPMP/EWP/1119/98/Rev. 1) darstellt [34] - zum anderen ist
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jedoch fir eine breite klinische Anwendung ebenso ein erfolgreiches

Zertifizierungsverfahren von grundlegender Bedeutung [49].

iii  Schlussfolgerung

Zusammengenommen wurde in dieser Arbeit in einem vereinfachten Stufenmodell das
klinische Potenzial des LiMAx Tests systematisch untersucht um belastbare
Studienergebnisse hinsichtlich der Messgenauigkeit im Sinne der Reproduzierbarkeit,
diagnostischen Wertigkeit und Einfluss auf die Patientenbehandlung darzulegen. Dariiber
hinaus sind LiIMAx Messgerate CE-zertifiziert und die Zulassung der intravends zu
verabreichenden '*C-Methacetin Losung ist Gegenstand einer vor kurzem
abgeschlossenen Phase |ll Studie nach Arzneimittelgesetz (Fast-track LiveR;
ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01785082).

Somit bedient der LiIMAx Test als einer der wenigen Leberfunktionstests sowohl
methodische als auch regulative Voraussetzungen und kénnte nach erfolgter Zulassung

des Testsubstrates einer breiten klinischen Anwendung zugefiihrt werden.
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