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Abstract — deutsch

Einleitung

Die Leberteilresektion stellt fir die meisten Tumore der Leber die einzige kurative
Therapiealternative dar. Neben der richtigen Indikationsstellung ist eine Abschatzung des
perioperativen Risikos essentiell. Insbesondere Resektionen von mehr als drei Segmenten sind
immer noch mit einer hohen Rate an Leberinsuffizienz und assoziierter Morbiditat
vergesellschaftet. Nach Etablierung onkologischer Prinzipien in vergangenen Dekaden sind
derzeitige Bestrebungen davon gepragt, die perioperative Sicherheit zu erhdéhen und die

Lebensqualitat nach Leberteilresektion zu verbessern.
Methoden

Es erfolgte zunachst eine retrospektive Auswertung aller Patienten, bei denen im Zeitraum von
2010 bis 2017 an der Chirurgischen Klinik ein minimalinvasiver leberchirurgischer Eingriff
durchgefihrt wurde. Die Iwate-Kriterien zur Einschatzung des Schwierigkeitsgrads einer
laparoskopischen Leberteilresektion wurden bei Patienten mit hepatozellularem Karzinom (HCC)
zwischen 01/2010 und 11/2017 hinsichtlich der Vorhersagekraft der perioperativen Sicherheit
evaluiert. Zudem erfolgte eine Befragung aller Patienten nach laparoskopischer und offener
Leberteilresektion zwischen 06/2014 und 10/2016 hinsichtlich verschiedener Dimensionen der
postoperativen Lebensqualitdt. Um die Bedeutung extrahepatischer Stammzellen zur
Leberregeneration und damit Erhéhung der postoperativen Sicherheit zu untersuchen, erfolgten
zudem experimentelle Studien. Balb/c nu-nu Knock-out M&ausen wurden humane mesenchymale
Stammzellen (MSC) 24h nach 70% Leberteilresektion intraperitoneal (i.p.) appliziert. Zwei, 3 und
5 Tage nach der Leberteilresektion wurden die Tiere finalisiert und immunhistochemische
Farbungen, Hamatoxylin-Eosin-Farbungen sowie Serumanalysen nach MSC Therapie

durchgefiihrt.
Ergebnisse

Die Iwate-Kriterien zeigten eine Korrelation mit der Operationszeit, dem Aufenthalt und der
postoperativen Komplikationsrate. Die Operationszeit verlangerte sich dabei analog zu den

Schwierigkeitsgraden (p<0,001).

Entgegen der eigentlichen Intention der Iwate-Kriterien korrelierte auch die postoperative
Komplikationsrate mit der Komplexitat der Eingriffe (Grad 4: 50%; Grad 1: 0%). Entsprechend
war Schwierigkeitsgrad 4 auch mit einem signifikant langeren Gesamtaufenthalt assoziiert
(p=0,008).



Der Vergleich der Health related quality of Life (HRQoL) zeigte trotz einer signifikant htheren
Rate von Nebenerkrankungen (p=0,044) und vorbestehender Leberzirrhose (p=0,016) in der
Gruppe nach laparoskopischer Leberteilresektion eine zur Gruppe der konventionellen, offenen

Leberchirurgie vergleichbare HRQoL.

Eine MSC-Therapie nach experimenteller Leberteilresektion im Mausmodellfiihrte zu einer
signifikant hdheren Proliferationsrate von Hepatozyten (p=0,0096) und sinusoidalen
Endothelzellen (p=0,0019). Es zeigte sich zudem eine inverse Korrelation zwischen der
hepatozellularen Proliferationsrate und der hepatozytaren Verfettung (r>= 0,4064; p=0,0079),
wobei keine mit MSC behandelte Maus den schwersten Steatosegrad aufwies.

Schlussfolgerung

Die Iwate-Kriterien haben neben der Einteilung der intraoperativen Komplexitdt bei
laparoskopischen Leberteilresektionen auch einen Stellenwert zur Vorhersage der
postoperativen Morbiditat. Patienten mit Komorbiditaten profitieren méglicherweise aufgrund der
schnelleren Rekonvaleszenz von einem minimalinvasiven Vorgehen. Die Stammzelltherapie
scheint ein vielversprechender Ansatz zur Unterstiitzung der postoperativen Leberregeneration

und kénnte helfen, die postoperative Sicherheit zu verbessern.

Abstract — englisch

Titel: Improving perioperative safety after liver resection

Introduction

Liver resection represents the only curative therapy for tumors in the liver. Beside the correct
indication for resection, an adequate perioperative risk assessment is essential. After resections
of more than three liver segments, postoperative liver failure is associated with high mortality and
morbidity. Moreover, several studies have indicated minimal-invasive procedures to be linked to
faster recovery. Improving perioperative safety after liver resections is a topic of considerable

recent scientific efforts and is of paramount importance.
Methods
A retrospective analysis of all patients who underwent a laparoscopic liver resection (LLR)

between 2010 and 2017 at the Department of Surgery was performed.

To evaluate the predictionof the Iwate criteria, all patients with hepatocellular carcinoma (HCC)
who underwent a LLR between 01/2010 und 11/2017 were included, graded according to the
Iwate criteria (level 1-4) and analyzed retrospectively. In addition, we performed a survey with



regard to dimensions of postoperative life quality of among all patients who underwent a LLR or
open liver resection (OLR) between 06/2014 and 10/2016.

The pro-regenerative role of human mesenchymal stem cell (MSC) treatment after experimental
hepatectomy was evaluated in Balb/c nu-nu knock-out mice. MSC were administrated i.p. 24h
after 70% hepatectomy and animals were sacrificed 2d, 3d and 4d after surgery. We performed

haematoxylin and eosin staining and immunostaining as well as serum analyses.

Results

The Iwate criteria showed a good correlation to operation time, hospital stay and postoperative
complications. The operation time significantly correlated with increasing difficulty levels
(p=<0.001). Likewise, postoperative complication rate correlated with the complexity of the
procedures. Patients undergoing procedures for level 4 lesions showed a significant longer
hospital stay (p=0.008).

When comparing the health related quality of life (HRQoL), we observed despite a higher rate of
comorbidities (p=0.044) and liver cirrhosis (p=0.016) in the OLR group, no differences regarding
the HRQoL.

Mice of the MSC treatment group showed a significant higher hepatocellular (p=0.0096) and liver
sinusoidal endothelial cells (LSEC) proliferation rate (p=0.0019). Additionally, there was an
inverse correlation of steatosis and hepatocellular proliferation (r2=0.4064; p=0.0079) with no

severe steatosis in the treatment group.

Conclusion

Postoperative complications after laparoscopic liver resections can be predicted by Iwate criteria.
Particularly, patients with liver cirrhosis and comorbidities may profit from the minimally invasive

approach because of a faster recovery.

MSC treatment is an encouraging approach to support postoperative liver regeneration and may

improve the postoperative safety after major partial liver resections.



1. Einleitung

1.1. Indikationen zur Leberteilresektion

In Deutschland versterben circa 8000 Patienten im Jahr an malignen Lebertumoren; damit stellen
Lebertumore die zweithaufigste Todesursache unter allen Krebserkrankungen bei M&nnern und
die sechsthaufigste bei Frauen dar [1,2], wobei das HCC der haufigste Primarius der Leber ist
[3]. Priméare Malignome der Leber entstehen haufig auf dem Boden pradisponierender Faktoren,
z.B. der chronischen Virushepatitis (Hepatitis B und C) oder nutritiv-toxischer Faktoren [4,5].
Daruber hinaus gelten Metastasen, insbesondere kolorektaler Karzinome, als haufige Indikation
zur Leberteilresektion [6]. Eine Vielzahl anderer, seltenerer Indikationen ist bekannt, wobei dabei
vorrangig benigne Lebertumore und -lasionen, wie das Hamangiom, das HCA und die FNH
genannt werden mussen. Wahrend die Operationsindikation beim HCA in Abhéangigkeit der
GroR3e, des Verlaufs und des Geschlechts getroffen wird und Leitlinien folgt, ist das Vorgehen bei

der FNH sowie beim Hamangiom meist individuell und abhangig von der klinischen Symptomatik

[71.
1.2. Perioperative Sicherheit bei Leberteilresektionen — aktuelle Standards

Neben der onkologischen Sinnhaftigkeit, welche heutzutage standardmafig in interdisziplinaren
Tumorboards diskutiert wird, muss vor einer Leberteilresektion immer die allgemeine Operabilitat
des Patienten und die technische Resektabilitdt geprift werden. Die allgemeine Operabilitéat des
Patienten wird anhand unterschiedlicher Scores praoperativ eingeschatzt. Hierbei sind der ASA-
Score, der WHO/ECOG Performance Status und der Karnofsky-Index zur Einschéatzung des
Risikos ublich [8-10]. Dabei werden anhand von Vorerkrankungen und allgemeinem Zustand
Punkte vergeben, sodass eine einheitliche Bewertung des Risikos mdoglich wird, wobei
insbesondere die Kombination aus allen genannten Scores eine sichere Bewertung zulésst
[11,12]. Voraussetzung fiir die Uberwindung enger Grenzen im Hinblick auf die technische
Resektabilitat, war das bessere Verstdandnis der Leberanatomie vor ca. 60 Jahren. Diese
Grundlagen dienten einer deutlichen Reduzierung der intra- und postoperativen
Komplikationsrate. Die Leber wurde von Couinaud entsprechend ihrer vaskuldren Anatomie
strukturiert und in vier Sektoren und acht Lebersegmente unterteilt [13]. Die Orientierung anhand
des sektoralen und segmentalen Aufbaus der Leber ist essentiell zur sicheren Planung und
Durchflihrung einer Leberteilresektion. Entsprechend der Anzahl der resezierten Segmente kann
zwischen Minor-Resektionen (<3 Segmente) und Major-Resektionen (=3 Segmente)
unterschieden werden [14]. Kriterien der technischen Resektabilitéat beziehen sich dabei auf den
Erhalt essentieller anatomischer Strukturen, wie zu- und abfihrender GefalR3e und Gallenwege,

sowie ein ausreichendes funktionelles Restlebervolumen. Die praoperative Operationsplanung



umfasst dabei die Volumenberechnung des Restlebervolumens mittels CT-Volumetrie. In
Kombination mit der Evaluierung der funktionellen Reserve, z.B. durch den an der Chirurgischen
Klinik mitentwickelten Leberfunktionstest LiMAX, konnte die perioperative Morbiditdt und

Mortalitat weiter gesenkt werden [15].

1.3. Perioperative Sicherheit bei Leberteilresektionen — aktuelle Entwicklungen

Ziel aktueller Bestrebungen ist eine weitere Senkung der perioperativen Morbiditat und Mortalitat.
Zwei Entwicklungen scheinen geeignet, zeitnah zu einer weiteren Erhéhung der perioperativen
Sicherheit beitragen zu kdénnen: Leberteilresektionen werden an den meisten Zentren weltweit
konventionell, also Uber das ertffnete Abdomen operiert. Die daflir notwendige Laparotomie birgt
allerdings an sich ein hohes Komplikationspotential, z.B. Wundheilungsstérungen und
Fasziendehiszensen sowie Hernien und Verwachsungen im Langzeitverlauf. Aktuelle
Bestrebungen bestehen in der Konzeptualisierung minimal-invasiver Anséatze und der Adaption
bestehender Techniken auf ausgedehnte Resektionen. Ziel ist es, das Trauma des Zugangswegs
weitgehend zu minimieren ohne die onkologische Radikalitdt zu kompromittieren. Neben der
Minimierung des operativen Traumas stehen innovative Konzepte zur praoperativen
Augmentation kleiner Restlebervolumina im Fokus. Die postoperative Leberinsuffizienz nach
Major-Resektion (= 3 Segmente) stellt insbesondere in der vorgeschadigten Leber fortan einen
wichtigen limitierenden Faktor fir das Uberleben dar. Durch die Kombination der
Volumenberechnung mittels CT-Volumetrie und der Berechnung der Leberfunktion durch LiIMAX
kann heutzutage das Risiko eines postoperativen Leberversagens zwar vorausgesagt werden
[16]. Bis dato steht aber kein adaquates Leberersatzverfahren zur Verflgung, um ein
postoperatives Leberversagen sicher bis zur restitutio ad integrum zu Uberbricken [17].
Multipotente Stammzellen scheinen entsprechend der Studienlage sowohl im experimentellen
Mausmodell als auch im Patienten nach Leberteilresektion pro-regeneratives Potential zu

besitzen und werden hinsichtlich ihres therapeutischen Potentials intensiv erforscht [18—20].

1.4. Laparoskopische Leberteilresektionen

Der minimalinvasive Zugang hat in vielen Bereichen der Viszeralchirurgie bereits vor Jahren den
konventionell-offenen Zugang als Standard abgelost [21]. Dieser Trend erhielt aufgrund der
Komplexitat hepatobiliarer Eingriffe lange Zeit keinen flachendeckenden Einzug in die Chirurgie
der Leber. Die erste laparoskopische Leberteilresektion wurde 1991 durchgefuhrt [22]. Im
weiteren Verlauf der Entwicklung wurden technisch einfachere linkslaterale Resektionen
(Segmente Il und 1) etabliert und in der Louisville Konferenz 2008 als Standardeingriff definiert
[23]. Die retrospektive Analyse kleinerer Serien liel3 einen Vorteil gegenliber der konventionellen

Leberteilresektion bezlglich des Blutverlustes, der postoperativen Komplikationsrate sowie der
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Verweildauer im Krankenhaus vermuten [24-26]. Mittlerweile werden an erfahrenen
internationalen Zentren selbst Major-Resektionen laparoskopisch durchgefiihrt [27]. Allerdings
gilt der minimalinvasive Zugang insbesondere bei Major-Resektionen weiterhin als ein

innovatives Verfahren, welches ausgewéhlten Zentren vorbehalten ist.

1.4.1. Komplexitat der laparoskopischen Leberteilresektion

Die praoperative Definition des Schwierigkeitsgrads scheint insbesondere bei minimalinvasiven
Leberteilresektionen von tbergeordneter Bedeutung fur eine sichere Durchfiihrung der Operation
und ein optimales postoperatives Ergebnis. Der erste Schwierigkeitsscore (DSS) wurde 2014 von
Ban et al. eingefiihrt, wobei laparoskopische Leberteilresektionen in Abhangigkeit der Tumorlast,
der Leberfunktion und des Resektionsausmal, in drei Schwierigkeitsgrade eingeteilt wurden [28].
Aufgrund der zunehmenden Erweiterung der Indikationen und des Resektionsausmaldes wurden
von einem Expertenpanel die Iwate-Kriterien definiert [29]. Hier werden sechs Parameter
herangezogen. Inkludiert wurden neben der Lokalisation und der Grof3e des Tumors u.a. auch
neuere Operationsmethoden wie die handassistierte Resektion sowie Hybridverfahren, da diese
die Schwierigkeit dieser Eingriffe reduzieren. Die lwate-Kriterien stellen den derzeit modernsten
Ansatz dar zur Voraussage der intraoperativen Komplexitat. Allerdings wurde die
Voraussagekraft dieses Scores bisher noch nicht an einer Patientengruppe evaluiert. Zudem
scheint unklar, ob eine Voraussage der postoperativen Komplikationsrate anhand der lwate-

Kriterien maglich ist.

1.4.2. Lebensqualitat nach laparoskopischen Lebereingriffen

In der modernen Evaluation einer Behandlungsmethode nimmt die gesundheitsbhezogene
Lebensqualitat eine immer bedeutendere Rolle ein. Nicht nur das klinische Ergebnis, sondern
auch die damit einhergehenden subjektiven Empfindungen des Patienten sollen bemessen
werden. Der minimalinvasive im Vergleich zum offenen Zugang zeigte bezlglich der
Nephrektomie und der Leistenhernienversorgung bereits positive Ergebnisse [30,31]; fur die
Appendektomie und die Inguinalhernienversorgung konnten keine Vorteile fir den Patienten
nachgewiesen werden [32,33]. Die Datenlage fiir laparoskopische leberchirurgische Eingriffe ist
noch unzureichend, um einen moglichen Vorteil fir den Patienten im Hinblick auf die

gesundheitsbezogene Lebensqualitéat nachzuweisen [34].

1.5. Stammzelltherapie zur postoperativen Leberregeneration

Préaoperative Konditionierungsverfahren des postoperativ verbleibenden Leberparenchyms, wie
eine portalvendse Embolisation der zu resezierenden Lebersegmente konnten das postoperative

Leberversagen zwar signifikant senken, allerdings reicht die induzierte Hypertrophie
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insbesondere bei vorgeschadigtem Parenchym oder stattgehabter Cholestase nicht aus [35,36].
Daher mussen hier neue Behandlungsstrategien entwickelt werden um weitere Patienten einer
sicheren Resektion zufithren zu kénnen [17]. Stammzellen kdnnten hierfiir ein vielversprechender
Therapieansatz sein. Bereits um 2000 wurde gezeigt, dass Stammzellen in vitro zu Hepatozyten
differenzieren konnen. Spéater zeigte sich, dass es sich in relevantem MalRRe eher um eine
Zellfusion handelte [37,38]. Trotz der dadurch gebremsten initialen Euphorie hinsichtlich des
regenerativen Potentials von Stammzellen, waren folgende kleinere Serien im Patienten
suggestiv  fir eine  verbesserte Hypertrophie nach  Stammzelltherapie. Weder
Transdifferenzierung noch Fusion, vielmehr parakrine Effekte scheinen dabei fir den Effekt der
Stammzelltherapie verantwortlich [39]. Durch eine Stammzelltherapie kann die postoperative
Inflammation und die Ausschittung von Zytokinen moduliert werden, was indirekt beitragt die
Organregeneration zu verbessern [40]. Die Ubertragung dieser Ergebnisse in eine bestatigende,

klinische Studie gestaltete sich bisher aufgrund regulatorischer Auflagen allerdings schwierig.

1.6. Zielstellung

Es sollen folgende Ziele verfolgt werden:

1. Validierung der praoperativen Graduierung des Schwierigkeitsgrades einer laparoskopischer
Leberteilresektion anhand der Iwate-Kriterien sowie die Erfassung der postoperativen

Lebensqualitat nach laparoskopischen leberchirurgischen Eingriffen

2. Tierexperimentelle Prifung der Verbesserung der postoperativen Leberregeneration nach 70%
Leberteilresektion durch humane MSC Administration an BALB/c Nacktmausen zur Etablierung

einer Zulassung zum klinischen Einsatz

2. Methoden

Zur Ausarbeitung oben genannter Ziele waren die retrospektive Analyse klinischer Daten
(Publikation 1), die Durchfiihrung der Befragung bereits laparoskopisch oder offen an der Leber
operierter Patienten (Publikation 2) wund die Etablierung und Durchfihrung des
tierexperimentellen Versuches mit klinischer, laborchemischer und histologischer Auswertung der

Ergebnisse (Publikation 3) notwendig.

12



2.1. Evaluation der Iwate-Kriterien fir laparoskopische Leberteilresektionen

(Publikation 1) und Erfassung der postoperativen Lebensqualitat (Publikation 2)

2.1.1. Iwate-Kriterien

In die retrospektive Analyse wurden Patienten, die zwischen Januar 2010 und November 2017 in
der Chirurgischen Klinik, Campus Charité Mitte und Campus Virchow-Klinikum, operiert wurden,
einbezogen. Die Studie wurde von der Ethikkommission gepriift und freigegeben (EA2/006/16).
Einbezogen wurden alle Patienten, die aufgrund der Diagnose eines HCC operiert wurden. Es
erfolgte eine Einteilung nach den Iwate-Kriterien, dem DSS und dem ASA Score. Als klinische
Basisdaten wurden das Alter des Patienten, das Geschlecht, der BMI, bestehende Hepatitiden,
Alkoholkonsum und Nikotinabusus erhoben. Zur Einschatzung der Leberfunktion wurde der
LiIMAX Test durchgefiihrt [15]. Alle Patienten wurden einem leitliniengerechtem préaoperativen
Staging unterzogen. Die Falle wurden in einer interdisziplindren Tumorkonferenz besprochen.
Die Diagnose des HCC wurde im resezierten Préparat histologisch bestétigt. Der minimalinvasive
Zugang wurde entweder in Form einer MILL, HALS oder SILS Laparoskopie durchgefiihrt. Die
Einteilung postoperativer Komplikationen erfolgte nach der Clavien-Dindo-Klassifikation [41]. Die
Iwate-Kriterien wurde zur Vorhersage der Komplexitat/ Schwierigkeit nach der Empfehlung der
internationalen Konsensus-Konferenz fur laparoskopische Leberteilresektionen errechnet (28),
(Tabelle 1).

Tabelle 1: Iwate-Kriterien

Tumorlokalisation
Seg. | Seg. Seqg. Seqg. Seg. Seg. | Seg. | Seg.
2 i | wal we IV W Seg. Vil

Score 4 2 1 4 3 3 2 5 5

TumorgroRe

<30 mm 230 mm

Score 0 1

Leberfunktion

Child A Child B
Score 0 1
Ausdehnung der Resektion
Subsegment-resektion Llnkslatgrale Segmept- Ab Bisegment-ektomie

Resektion ektomie
Score 0 2 3 4
Néhe zu groBen hepatischen Venen, V. cava inferior, groRen Asten der Glisson-Trias

Ja Nein

Score 1 0

HALS/ Hybrid

Ja Nein

Score -1 0

Folgende Schwierigkeitsgrade wurden ermittelt:
* Niedriger Schwierigkeitsgrad (Grad 1): 1-3 Punkte
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» Mittlerer Schwierigkeitsgrad (Grad 2): 4-6 Punkte
* Fortgeschrittener Schwierigkeitsgrad (Grad 3): 7-9 Punkte

+ Expertenniveau (Grad 4): 10-12 Punkte

Statistik- Die Schwierigkeitsgrade wurden korreliert mit der postoperativen Morbiditat und
Mortalitat. Hierfur wurde der X? Test oder der Exakte Fisher-Test zur univariaten Analyse fur
kategorische Variablen herangezogen. Zur Analyse kontinuierlicher Variablen wurden der
Kruskal-Wallis Test oder der Mann-Whitney U-Test angewandt. Um den préadiktiven Wert des
Auftretens von postoperativen Komplikationen Clavien-Dindo-Grad > 2 zu bestimmen, wurde die
Areal unter der Receiver-Operating-Characteristic-Kurve berechnet. Zur Determination der
Anpassungsglte wurde der Hosmer-Lemeshow X? Test vorgenommen, wobei bei einem X? Wert
> 0,05 kein Unterschied zwischen vorhergesagter und eingetretener Morbiditat gezeigt werden
konnte. Die Darstellung der kontinuierlicher Variablen erfolgte mit Median und Range. Statistische

Signifikanz wurde bei einem p-Wert von < 0,05 definiert.

2.1.2. Lebensqualitat nach laparoskopischen Lebereingriffen

In diese Analyse wurden alle Patienten einbezogen, die zwischen 1. Juni 2014 und 10. Oktober
2016 an dem oben genannten Zentrum einer Leberteilresektion unterzogen wurden. Exkludiert
wurden Patienten nach folgenden Kriterien: Alter unter 18 Jahren, Unvollstandigkeit der
medizinischen Dokumentation, Biopsien der Leber nach vorangegangenen Operationen, Z.n.
Leberzystentdachungen, gleichzeitige Resektion an anderen Organen, Operationsindikation
aufgrund eines Traumas, Trisektorektomie, nicht in Deutschland wohnhaft oder unzureichende
Sprachkenntnisse. Die Studie wurde von der Ethikkomission geprift und genehmigt
(EA2/006/16). Es erfolgte ein Matching der LLR und OLR nach Geschlecht, Alter und
Tumorentitat. Der SF-36 ist ein Fragenkatalog zur Bewertung der gesundheitsbasierten
Lebensqualitat [42]. Es werden 36 Fragen zum derzeitigen Gesundheitszustand gestellt, woraus
sich zu jeder der 8 Domanen des Tests (Vitalitat, Kdrperliche Funktionsfahigkeit, Kérperliche
Schmerzen, Allgemeine Gesundheitswahrnehmung, Koérperliche Rollenfunktion, Soziale
Funktionsfahigkeit, Psychisches Wohlbefinden), eine Skala von 0-100 ergibt. Der Fragebogen
wurde allen Patienten per Post zugesandt. Es wurden Alter, Geschlecht, BMI, Vorerkrankungen,
ASA-score, Operationsdauer, Resektionsausmal3, Intensivaufenthalt, Gesamtaufenthalt im
Krankenhaus und postoperative Komplikationen erhoben wobei diese nach Clavien-Dindo

klassifiziert wurden [41].

Statistik- Die Statistik wurde mit der gleichen Methodik wie in 2.1.1 durchgefuhrt.
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2.2. Murines Leberteilresektionsmodell und Stammzellapplikation
(Publikation 3)

Tiere und Leberteilresektion- Es wurde bei 7-9 Wochen alten BALB/c AnNRj-Foxnlnu Mausen
(Jackson Laboratory, Bar Harbor, USA) eine 70 % Leberteilresektion durchgefiihrt. Das Projekt
wurde durch das Landesamt fur Gesundheit und Soziales Berlin (Projektnummer G 0279/15)
geprift und genehmigt. Den o.g. Tieren fehlt der FoxN1 Transkriptionsfaktor, sodass keine
epitheliale Zelldifferenzierung erfolgt und somit keine T-Zell-Reifung [43]. Humane Stammzellen
werden daher vom Empféanger nicht eliminiert [44]. Die Tiere wurden durch Isofluraninhalation
und einer Gabe von Ketamin (10 mg/kg, s.c.) und Medetomidin (0,1 mg/kg, s.c.) mittels Injektion
narkotisiert. Die 70% Leberteilresektion erfolgte durch Entfernung des links-anterioren, links-
posterioren und rechts-anterioren Leberlappens [45]. Hierfur wurden zwei Ligaturen gesetzt und
die Lappen entfernt. Zur Schmerztherapie erhielten die Tiere Caprofen (5 mg/kg, s.c.) und
Metamizol (700 mg/l) im Trinkwasser. Die Tiere wurden alle 12 Stunden gewogen und auf

schmerzbezogene Verhaltensauffalligkeiten geprift.

Mesenchymale Stammzellen und Administration- Die humanen MSC wurden von der apceth
Biopharma GmbH, Munchen bereitgestellt. Es erfolgte eine Knochenmarkspunktion zur
Gewinnung der MSC. Dies wurde durch die Ethikkommission der Bayrischen
Landesarztekammer geprift und genehmigt (Projektnummer 13099). Die MSC wurden mit
Plastikadharenz isoliert und in einem von der Firma apceth patentierten Medium kultiviert. Die
MSC werden hierbei mittels TrypLE Select (Invitrogen, Carlbad, USA) abgeldst und mit einem
Vektor der GFP und Luciferase exprimiert, retroviral transduziert. Diese Zellen wurden mit
Puromycin (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) angereichert und danach kryokonserviert. Es erfolgte
die Analyse der MSC Oberflachen Marker (CD73+, CD90+, CD105+; CD19-, CD34-, CD45-)
mittels ~ Durchflusszytometrie  (FC500, Beckman,  Coulter, Brea, USA). Die
Differenzierungskapazitat wurde mit STemMACS (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach,
Deutschland) geméanR den Herstellerinformationen getestet. Die MSC wurden vor der Applikation
im Wasserbad aufgetaut und ein Teil mit Trypanblau angefarbt, sodass die lebendenden Zellen
gezahlt werden konnten. Danach wurden sie in PBS in einer Konzentration von 6,67*10° vitale
Zellen/ml resuspendiert. Die Tiere erhielten eine intraperitoneale Gabe von 1.0005*10°% MSC in
150 ul PBS in der Behandlungsgruppe oder 150 ul PBS in der Kontrollgruppe 24h nach der

Leberteilresektion.

Finalisierung- Die Tiere wurden 2, 3, und 5 Tage nach der Leberteilresektion finalisiert. Die

Anéasthesie erfolgte wie oben beschrieben, die Finalisierung erfolgte durch eine Herzpunktion. Es
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wurden 54 Tiere verwendet; jeweils 8 Tiere bildeten die Behandlungsgruppe und 8 Tiere die

Kontrollgruppe. Zusétzlich waren 2 Sham Tiere pro Finalisierungszeitpunkt vorgesehen.

Lebergewicht, Transaminasen- und Serumbilirubinwerte- Die frisch entnommene Leber wurde
gewogen und 2 reprasentative Proben fir die weitere histologische Aufarbeitung asserviert. Der
Rest der Leber wurde fur 24 h bei 60°C getrocknet, um das Trockengewicht der Leber zu
ermitteln. ALT und AST sowie das Serumbilirubin wurden mit dem Roche COBAS Analyser

(Roche Diagnostic, Rotkreuz, Schweiz) gemessen.

Cytokinlevels- Es wurden mausspezifisches TNF-alpha, VEGF, HGF, IL-10, IL-6 und IL-1f und
humanes VEGF, HGF, SDF1-a und MMP 1 und 8 mittels 2 Multianalysekits gemessen (Magnetic
Luminex Assay, R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA).

Histologische Auswertung- Das Gewebe wurde in 10% Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet.
Daraus wurden Schnitte mit einer Starke von 2uM angefertigt. Es erfolgte die Farbung mit HE
und Siriusrot (Abcam, Camebridge, Grolbritannien) zur Bestimmung des Fibrosegrades.

Nekroseareale wurden wie bereits beschrieben ermittelt [46].

Die Verfettung der Leberzellen wurde wie bereits beschrieben [40], wie folgt klassifiziert:
a) Steatose: % der verfetteten Hepatozyten zu Gesamtzahl der Hepatozyten
b) Steatosegrad: Zahl der Fetteinschliisse pro Hepatozyt; dadurch wurde -milde,

-moderate und -schwere Steatose klassifiziert

Zur Bestimmung der Proliferation der Hepatozyten und der LSEC filhrten wir eine
immunhistochemische Farbung mit anti-Maus (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA, SolA15)
und anti-Humanem Ki-67 (Agilent Technologies, Santa Clara, USA, cline MIB-1, Nr. M7240)
durch. Es wurden von jedem Schnitt 5 Bilder in 20-facher VergréRerung angefertigt und die

angefarbten Zellen mit der ImageJ Software gezahilt.

Statistik- Die Daten werden mit Mittelwert £ der Standardabweichung angegeben. Kontinuierliche
Variablen zweier Gruppen wurden mit dem Mann-Whitney U Test verglichen. Als statistisch
signifikant wurden Unterschiede bei einem p-Wert < 0,05 definiert. Wir wandten eine Two-way
ANOVA und ein Turkey-Mehrfachvergleichstest an, zum Vergleich von mehr als 2 Gruppen. Es

erfolgte die Berechnung der Pearson Korrelation r von linear in Beziehung stehender Variablen.
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3. Ergebnisse

3.1. Validierung der Iwate-Kriterien fir Patienten mit einem HCC (Publikation 1)

und der Lebensqualitat nach laparoskopischen Lebereingriffen (Publikation 2)

3.1.1. Iwate-Kriterien

Im Beobachtungzeitraum wurden 224 LLR durchgefiihrt, wovon 77 Patienten aufgrund eines

postoperativ histologisch bestéatigten HCC operiert wurden. Segment VI war das am haufigsten

betroffene Segment (35%, n=27), der maximale Tumordurchmesser war in 47% mehr als 30 mm,

18% der Pateinten waren bereits abdominell voroperiert. Ein Patient zeigte eine Child B Zirrhose.

Bei 34% der Patienten wurde eine Segmentektomie und in 39% der Falle eine ausgedehnte

Resektion von mindestens einer Bisegmentektomie durchgefiihrt. Als Zugang wurde in 79% der

Falle der MILL gewéhlt und in 21% HALS. Die Nahe zu grof3en hepatischen Venen bzw. der

Glisson-Trias wurden in 45% der Falle festgestellt. Daraus ergab sich die Zuteilung der

Resektionen nach den Schwierigkeitsstufen (Tabelle 2).

Tabelle 2: Klinische Basiskriterien der Patienten mit HCC und Zuteilung nach lwate-Kriterien

Klinische Basischarakteristika

HCC, n (%) 77 (31,5)
Alter, Median (Range) 69 (26-87)
Geschlecht mannlich, n (%) 57 (74)
Voroperationen, n (%) 14 (18)
BMI (kg/m?), Median (Range) 27 (17,8-43,6)
\wate Kriterien Grad 1 Grad 2 Grad 3 Grad 4 Wert
(n=8) (n =29) (n=28) | (n=12) | P

. 66 72 67 69 o
Alter, Median (Range) (55-77) (52-87) (26-81) (58-76) 0,132
Geschlecht mannlich, n (%) 5 (62) 21 (72) 21(75) |10(83,4) | 0,743*

2 : 27,1 28 24,4 28,4
BMI (kg/m*), Median (Range) (23,5-39,1) (21,9-36,6) (17,8-34,6) | (22,3-43,6) 0,055™
Hospitalisierungszeit, Tage; 6 7 6,5 10 0.008"
Median (Range) (5-20) (4-10) (4-14) (6-48) '
Aufenthalt ICU, Tage; Median o
(Range) 1(1-6) 1(0-10) 1(0-5) 1(1-42) | 0,294
Operationsdauer, Minuten; 175 180 255 324 <0.001"
Median (Range) (112-250) (57-288) (143-461) | (123-435) '
Clavien-Dindo I-Il, n (%) 3(37,5) 6 (20,7) 3(10,7) 1(8,4) 0.04"
Clavien-Dindo > I, n (%) 0(0) 3(10,3) 1(3,6) 6 (50) ’

"x? Test fur den Trend oder Fisher’s Test fur kategorische Variablen; “Kruskal-Wallis Test oder Mann-
Whitney U-Test fiir kontinuierliche Variablen
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Mittlerer und fortgeschrittener Schwierigkeitsgrad wurden demnach am haufigsten verzeichnet.
Es zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang des Schwierigkeitsgrades zu einzelnen
klinischen Parametern wie Alter, Geschlecht und BMI. Auch die Aufenthaltsdauer auf der
Intensivstation zeigte keinen Zusammenhang mit dem Schwierigkeitsgrad der Operation. Der
Gesamtaufenthalt im Krankenhaus war signifikant Ianger bei Patienten des Grades 4 im Vergleich
zum Grad 1 (p= 0,008). Kein Unterschied zeigte sich diesbezlglich bei den Graden 1-3. Die
Operationszeit stieg signifikant mit den Schwierigkeitsstufen an (p<0,001). So war die
Operationszeit in der Gruppe Grad 1 im Median 123 min (Range 101-164 min) und in der Gruppe
Grad 4 371 min (224-519 min). Die postoperative Komplikationsrate zeigte signifikante
Unterschiede zwischen den Schwierigkeitsgraden. In der Gruppe Grad 4 hatten 50% der
Patienten eine Komplikation héher als Grad Il wobei in der Gruppe Grad 1 keiner der Patienten
eine Komplikation ab Grad Il zeigte (p=0,04). Der Vergleich des DSS und des ASA Scores mit
den Iwate-Kriterien zeigte die gréf3te AUC fur die lwate-Kriterien (AUC=0,74; 95% CI: 0,54-0,92;
p=0,016) und die beste Kalibrierung (x?=0,4; p=0,53). Die AUC des DSS war niedriger und

erreichte keine statistische Signifikanz.

3.1.2. Lebensqualitat nach laparoskopischen Lebereingriffen

Es erflllten 211 Patienten die Inklusionskriterien, wobei 131 (62%) Patienten kontaktiert werden
konnten und der Studienteilnahme zugestimmt haben. 68 Fragebtgen wurden beantwortet, zwei
mussten ausgeschlossen werden da die Beantwortung unvollstandig war, sodass letztendlich 66
Patienten in die Untersuchung inkludiert werden konnten. Davon waren 33 (50%) in der LLR
Gruppe und 33 (50%) in der OLR Gruppe. Wir stellten keine signifikanten Unterschiede im
Hinblick auf Geschlecht, Alter, BMI, ASA-Score, Entitdt der Raumforderung sowie
Resektionsausmal’ in beiden Gruppen fest. Der Anteil von Patienten mit einer Leberzirrhose die
Rate an Komorbiditaten war in der LLR Gruppe signifikant hoher als in der OLR Gruppe (Zirrhose,
p=0,016; Komorbiditaten, p=0,044). Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied in der
Operationszeit sowie im Aufenthalt auf der Intensivstation. Die Gesamtmorbiditéat lag bei 26%,
ohne signifikante Unterschiede zwischen beiden Gruppen. Bei den aufgetretenen Komplikationen
fanden sich signifikant weniger pulmonale Komplikation in der LLR Gruppe als in der OLR Gruppe
(p=0,039). Der Gesamtaufenthalt im Krankenhaus war signifikant kiirzer in der LLR Gruppe (LLR,
Median 10 Tage, Range 5-32 Tage versus OLR, Median 14 Tage, Range 6-59 Tage, p=0,014).

Der SF-36 Test zeigte gute Lebensqualitatswerte sowohl hinsichtlich der physischen als auch der
psychischen Aspekte ohne signifikante Unterschiede zwischen beiden Resektionsgruppen. Wir
zogen nun klinische Parameter heran und analysierten den Einfluss auf die HRQoL. Patienten
mit mehr als einer Vorerkrankung, hatten signifikant niedrigere Scores hinsichtlich der Skala
Korperliche Funktionsfahigkeit (p=0,013), Korperliche Rollenfunktion (p=0,027) und
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Allgemeine Gesundheitswahrnehmung (p=0,006). Patienten, welche an einem Diabetes mellitus
Typ 2 litten, hatten ebenfalls eine reduzierte Lebensqualitat (Korperlicher Funktionsfahigkeit,
p=0,020). Bei Patienten, bei denen die Operation weniger als 6 Monate vor Ausfilllen des
Fragebogens zuriicklag, konnte ein signifikant héherer Wert hinsichtlich der Kdorperlichen
Rollenfunktion ermittelt werden verglichen mit Patienten, welche vor mehr als einem halben Jahr
operiert wurden (p=0,020). Dariiber hinaus zeigte sich bei héherem Alter ein hdherer Wert flr
Soziale Funktionsfahigkeit (p=0,038). Weibliche Patienten hatten héhere Scores auf den Skalen

Korperliche Funktionsfahigkeit (p=0,031) und Kdrperliche Rollenfunktion (p=0,040).

3.2. Verbesserung der Leberregeneration durch Stammzellapplikation nach 70%
Leberteilresektion bei BALB/c Nacktmausen (Publikation 3)

Von den 54 operierten Tieren verstarben funf Tiere wahrend der Operation, alle restlichen Tiere
Uberlebten den Zeitraum bis zur Finalisierung. Es zeigten sich keine Unterschiede im klinischen
Status, allerdings war der relative Gewichtsverlust am POD 2 und 3 in der Behandlungsgruppe

signifikant vermindert (p=0,001).

Die AST ging in beiden Gruppen im postoperativen Verlauf zurtick und zeigte keine signifikanten
Unterschiede wobei hthere Levels in der Kontrollgruppe festgestellt wurden (p=0,0532). Das
Feuchtgewicht der explantierten Leber war in der Behandlungsgruppe am POD 2 signifikant
erhoéht (p=0,0379). Das Trockengewicht der explantierten Lebern allerdings zeigte nur einen
Trend zu einem héheren Trockengewicht in der Behandlungsgruppe am POD 2 (p=0,1949). Die

Ergebnisse der histologischen Auswertung sind in Tabelle 3 zusammengefasst.

Tabelle 3: Histologische Auswertung des Lebergewebes

POD 2 p Wert
Steatose %, Median MSC 50 (0-90) -
(Range) PBS 40 (5-95)

keine milde | moderat | schwer
MSC | 1(12,5) | 2(25) 5 (62,5) 0 (0)
[ *

Steatosegrad n (%) PBS 0(0) 2(25) | 3(37.5) 3 (37.5) 0,055

POD 3
Hepatozellulare MSC 94 -
Proliferation, Median PBS 31 0,0096

POD 5
Endotheliale MSC 17 ok
Proliferation, Median PBS 7 0,0019

"Pearson’s Chi-Quadrat Test x? fiir kategorische Variablen; “"Mann-Whitney U Test fir kontinuierliche
Variablen; Hepatozellulare Proliferation und endotheliale Proliferation, Median der Ki-67-positiven Zellen
pro Bild (n=5) in 20-facher VergrolZerung
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Eine Steatose zeigte sich nur an POD 2. Der prozentuelle Anteil steatotischer Zellen zeigte keinen
Unterschied zwischen den beiden Gruppen. Ein schwerer Steatosegrad wurde allerdings nur in
der Kontrollgruppe festgestellt.Die hepatozelluléare Proliferationsrate am POD 3 (p=0,0096) sowie
von LSEC am POD 5 (p=0,0019) waren in der MSC Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe
signifikant erhoht. Die hepatozellulare Proliferationsrate korrelierte gegenlaufig mit dem
Steatosegrad am POD 2 (r2=0,4064; p=0,0079). Die Farbung mit humanem Ki-67 zeigte
allerdings keine positiven Zellen. Die Bestimmung der murinen Zytokine IL- 6, IL- 10, HGF, VEGF,
TNF- B und TNF- a zeigte signifikant niedrigere Levels in der Behandlungsgruppe fur IL- 6, HGF
und IL- 10 am POD 3 (IL- 6: p=0,0366; HGF: p= 0,0330; IL-10: p=0,0348). Die Bestimmung der
humanen Zytokine VEGF, HGF, SDF1- a, MMP- 1 und MMP- 8 zeigte keine messbaren Levels.

4. Diskussion

4.1. Laparoskopische Leberchirurgie: lwate-Kriterien

Die Leberchirurgie wurde zuletzt erheblich von der Einfihrung des minimalinvasiven Zugangs
gepragt. Um die Indikationsstellung dieses Zugangs zu optimieren und damit die Sicherheit fir
den Patienten zu erhéhen, wurden Scores zur Einschatzung der Schwierigkeit dieser Eingriffe
entwickelt [47]. Der anfanglich angewandte DSS wurde durch die lwate-Kriterien weiterentwickelt
und in dieser Arbeit anhand eines Patientenguts verglichen und mit den postoperativen
Komplikationen korreliert. Das Expertenniveau als schwierigste Stufe wurde im Gegensatz zum
DSS erganzt; auch der HALS Zugang floss beim DSS noch nicht in die Bewertung ein. Unsere
Arbeit bestatigte, dass 21% der minimalinvasiven Lebereingriffe als HALS durchgefihrt wurden,
und die Iwate-Kriterien somit einen wichtigen Aspekt bericksichtigen. Auch die Neueinfihrung
des Expertenniveaus erwies sich anhand unserer Ergebnisse als sinnvoll, da diese Gruppe im
Gegensatz zu den drei anderen Gruppen mit einer deutlich erhdhten (50%) postoperativen
Komplikationsrate assoziiert ist. Gerade diese Eingriffe missen nach unserer Sicht besonders
sorgféaltig evaluiert werden, um eine sichere Durchfiihrung zu gewahrleisten. In unserem Zentrum

werden seit 2014 laparoskopische Lebereingriffe im Rahmen eines strukturierten Programms

durchgefihrt. Wir registrierten eine Zunahme der Schwierigkeitsstufen Uber die Jahre. Die
Vorhersagekraft postoperativer Komplikationen war aber unverandert gut, sodass von einer guten
Anwendbarkeit der lwate-Kriterien auch bei komplexeren Eingriffen ausgegangen werden kann.
Unsere Erfahrung und die Anderer zeigt zudem, dass fur die Komplexitat der Eingriffe unter
anderem auch ein BMI (ber 35kg/m2, eine préoperative Chemotherapie sowie bereits
durchgefihrte Leberteilresektionen eine wichtige Rolle spielen [48]. Diese Parameter flieBen in

die Iwate Kriterien nicht ein. Daher sind weitere Analysen und ggf. die Etablierung neuer Scores
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notwendig, um noch praziser festzustellen, ob eine verbesserte Voraussage und Reduzierung

der Komplikationsrate mdglich sind.

4.2. Laparoskopische Leberchirurgie: Lebensqualitat

Die Erfassung der Lebensqualitat nach therapeutischen Eingriffen ist ein bedeutender Outcome-
Parameter [49]. Der laparoskopische Zugang ist in diesem Zusammenhang bei
Leberteilresektionen noch unzureichend evaluiert. Der Vergleich der HRQoL zeigte in unserer
Studie keine signifikanten Unterschiede allerdings war die Rate der Komorbiditaten in der LLR
signifikant hoher. Bei eingehender Analyse zeigte sich eine Korrelation von Vorerkrankungen
und der postoperativen Lebensqualitat. Trotzdem war die erzielte postoperative HRQoL gleich,
sodass davon ausgegangen werden kann, dass schwerer vorerkrankte Patienten besonders von
der kiirzeren Hospitalisierungsdauer, die mit dem minimalinvasiven Zugang vergesellschaftet ist,

profitieren.

Eine Limitation der Studie ist moglicherweise der Einschluss von Patienten mit CRLM. Die haufig
mehrmals durchgefiihrten Resektionen bei Patienten mit CRLM konnten zu einer gré3eren
Einschrankung der Lebensqualitat fihren, sodass diese Patienten separat betrachtet werden
mussten [50]. Allerdings zeigen unsere Ergebnisse Vorteile fur vorerkrankte Patienten, sodass

gerade hier der minimalinvasive Zugang gewahlt werden sollte.

4.3. Unterstiitzung der Leberregeneration durch Stammzellapplikation

Bei ausgedehnten Leberteilresektionen ist die postoperative Leberinsuffizienz weiterhin ein
wichtiger Grund fur die hohe Morbiditat und Mortalitat dieser Eingriffe [51]. Die Unterstitzung der
Leberfunktion mit MSC ist in der Literatur bereits beschrieben und zeigt positive Ergebnisse wobei
sich die Eigenschaften von Stammzellen in Abhangigkeit von ihrem Ursprung unterscheiden
[52,53]. Die hier untersuchten MSC werden bereits klinisch angewendet, sodass eine klinische
Anwendung zur Unterstitzung der Leberregeneration leicht mdglich ware. In unserer Kleintier-
Studie konnte eine erhohte Proliferationsrate von Hepatozyten und LSEC, sowie tendenzielle
Verbesserungen beziigliche des Maus- und Lebergewichts nach MSC Therapie nachgewiesen
werden. Allerdings konnten Transdifferenzierung oder Fusion der MSC in Leberzellen wie in
bereits publizierten Daten, auch in unserer Arbeit nicht gezeigt werden [54]. Nach einer
Leberteilresektion steigt die Fettakkumulation der Leberzellen an, wobei ein Uberschie3ender
Fettgehalt zu einer eingeschrankten Leberfunktion fuhrt [55]. Unsere Ergebnisse zeigten eine
inverse Korrelation der hepatozellularen Proliferation und des Fettgehaltes der Leberzellen im
Mausmodell. Es wurde keine schwere Verfettung der Leber bei den Mausen der
Behandlungsgruppe festgestellt, wodurch die hoéhere Proliferationsrate von Hepatozyten und
LSEC erklarbar ist.
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Leberregeneration ist prinzipiell mit einer Akkumulation von Fett in den Hepatozyten verbunden,
da intrazellulare Triglyceride zur DNA-Synthese nach einer Leberteilresektion benétigt werden
(55, 56). Allerdings fuhren die intrazellulare Anreicherung von S&auren zu oxidativen Stress in den
Mitochondrien [57,58]. Dies fuhrt wu.a. in Kupffer-Zellen zur Aktivierung einer
proinflammatorischen Kaskade und der Freisetzung von IL-6 und IL-13 [59]. IL- 6 zeigte sich in
unserer Studie in den behandelten Tieren vermindert. Dies kdnnte Ausdruck einer antioxidativen
Wirkung der Stammzelltherapie sein, die bereits bei anderen Krankheitsbildern gezeigt werden
konnte [60—62]. Dieser Mechanismus kénnte in der Leber zu einer Modulation der Immunantwort
mit damit verbundenem Schutz vor schwerer postoperativer hepatozelluldrer Fetteinlagerung

fuhren.

Zusammenfassend konnten wir positive Effekte der MSC Therapie nach einer Leberteilresektion
nachweisen, wobei die parakrinen Signalwege noch nicht entschlisselt werden konnten. Eine

klinische Studie ist notwendig und auf der Basis unserer Ergebnisse wahrscheinlicher geworden.
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