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Abstract Deutsch

Abstract Deutsch

Titel: Der Hepatocyte Growth Factor-Serumspiegel als prognostischer Faktor fur
ein Leberversagen und den leberversagen-assoziierten Tod nach
Leberteilresektion am Menschen

Fragestellung: Die Regenerationskapazitat der Leber ermoglicht Teilresektionen des
Organs. Wachstumsfaktoren wie Hepatocyte Growth Factor (HGF) spielen hierbei eine
entscheidende Rolle. Das Posthepatektomie-Leberversagen (Posthepatectomy liver
failure, PHLF) sowie der leberversagen-assoziierte Tod (Liver failure related death, LF-
RD) nach Leberteilresektion (Partial hepatectomy, PHXx) bleiben geflrchtete
Komplikationen. Die Identifikation von Patienten mit erhdhtem Risiko fur ein dadurch
bedingtes vermindertes Leberregenerationspotential ist schwierig. Der HGF-
Serumspiegel ist fahig einen Leberschaden anzuzeigen. Ein Zusammenhang zwischen
verringerter Leberfunktionskapazitat nach PHx und dem HGF-Serumspiegel deutet sich

an, ist allerdings nicht hinreichend erforscht.

Material und Methoden: 150 Patienten nach PHx wurden prospektiv zwischen 2010 und
2013 beobachtet.

Praoperativ und engmaschig postoperativ wurde die Leberfunktionskapazitat mittels
LiIMAX (*3C-Methacetin-Atemtest), Routinelaborparameter und der HGF-Serumspiegel
gemessen. Endpunkte waren das Auftreten des PHLF nach 50/50-Kriterien, nach der
PHLF-Klassifikation der ISGLS, definiert durch den LiIMAx < 85 pg/kg/h am 1.POD

(postoperative day) oder das Auftreten des LF-RD innerhalb von 85 Tagen.

Ergebnisse: Die Daten von 128 Patienten gingen in die Analyse ein. Ein PHLF trat in
n=5 nach 50/50-Kriterien; n=25 nach ISGLS-Klassifikation inklusive Anderung des
klinischen Managements; n=19 laut LiIMAXx am 1.POD auf. 4 Patienten verstarben an
einem LF-RD.

Trat ein PHLF oder LF-RD auf, lagen die HGF-Serumspiegel am 1.POD durchschnittlich
hoher als bei Patienten mit unauffalligen postoperativen Verlauf (PHLF nach 50/50-
Kriterien p=,001; klinisch relevantes PHLF nach ISGLS p= ,002; PHLF laut LIMAX am
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1.POD p=,016; LF-RD p=,014). Multivariat war der HGF-Serumspiegel am 1.POD einzig
fur ein klinisch relevantes PHLF nach ISGLS ein Pradiktor.

Der HGF-Cutoff-Wert von 9973 pg/ml sagt mit Sensitivitat von 100% und Spezifitat von
94% (PPW: ,42; NPW: 1,00) ein PHLF nach 50/50-Kriterien vorher. Beim HGF-Cutoff-
Wert von 6197 pg/ml wird mit Sensitivitat von 64% und Spezifitat von 80% (PPW: ,43;
NPW: ,90) ein klinisch relevantes PHLF nach ISGLS-Klassifikation angezeigt. Ob ein
PHLF laut LiIMAx-Wert am 1.POD vorliegt, wird beim HGF-Cutoff-Wert von 5816 pg/ml
mit Sensitivitat von 63% und Spezifitat von 72% (PPW: ,29; NPW: ,92) vorhergesagt. Der
LF-RD wird mit Sensitivitat von 100% und Spezifitat von 92% (PPW: ,29; NPW: 1,00) bei
einem HGF-Cutoff-Wert von 9674 pg/mi angekundigt.

Zusammenfassung: Das Auftreten eines PHLF oder des LF-RD ist mit einem héheren
HGF-Serumspiegel am 1.POD assoziiert. Es zeichnen sich Cutoff-Werte des HGF-
Serumspiegels am 1.POD mit hohem pradiktivem Wert fiir ein PHLF/LF-RD ab.

Der HGF-Serumspiegel zeigt frih postoperativ ein PHLF oder den LF-RD an.
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Title: The Hepatocyte Growth Factor serum levels as a prognostic factor for liver

failure and liver failure related death after liver resection in humans

Question: The regeneration capacity of the liver allows partial resection of the organ.
Growthfactors such as Hepatocyte Growth Factor (HGF) play a crucial role.
Posthepatectomy liver failure (PHLF) and liver failure related death (LF-RD) after partial
hepatectomy (PHx) remain dreaded complications. The identification of patients with a
decreased potential in liver regeneration is difficult. HGF serum levels are capable to
indicate liver damage. A correlation between reduced hepatic capacity after PHx and HGF

serum levels is suggested, but is not sufficiently researched.

Material and Methods: 150 patients after PHx were prospectively observed from 2010
to 2013.

Preoperative and postoperative liver function capacity was measured by LiMAXx (*3C-
Methacetin-breathtest), routine laboratory parameters and HGF serum levels. Endpoints
were the incidence of PHLF defined by 50/50-Criteria, Classification of the ISGLS, the
LiIMAX <85 pg/kg/h at 1.POD (postoperative day) or the occurrence of LF-RD within 85
days.

Results: The data of 128 patients were included in the analysis. A PHLF was observed
in n = 5 to 50/50-Criteria; n = 25 to ISGLS-Classification included change in clinical

management and n = 19 according to LiMAx 1.POD. 4 patients died of LF-RD.

HGF serum levels on 1.POD in patients with PHLF or LF-RD were higher than in patients
with an uneventful postoperative course (PHLF by 50/50-Criteria p=,001; clinically
relevant PHLF by ISGLS-Classification p=,002; PHLF by LiIMAx on 1.POD p=,016; LF-
RD p=,014). In multivariate analysis HGF serum levels on 1.POD were only a predictor
for PHLF by ISGLS-Classification.

The HGF cutoff value of 9973 pg/ml predicts a PHLF by 50/50-Criteria with sensitivity of
100% and specificity of 94% (PPV:,42; NPV:1,00). A clinically relevant PHLF by ISGLS-
Classification was predicted by a cutoff value of 6197 pg/ml with sensitivity of 64% and
specificity of 80% (PPV:,43; NPV:,90). According to LIMAX on 1.POD there was a cutoff
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value of 5816 pg/ml for the occurrence of PHLF with sensitivity of 63% and specificity of
72% (PPW:,29; NPW:,92). The LF-RD is announced with sensitivity of 100% and
specificity of 92% (PPW:,29; NPW:1,00) by a HGF cutoff value of 9674 pg/ml.

Summary: The occurrence of PHLF or LF-RD is associated with higher HGF serum
levels on 1.POD. Cutoff values of HGF serum levels with a high predictive value for
PHLF/LF RD on 1.POD are shown.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Leberfunktionskapazitat nach Leberteilresektionen

Leberteilresektionen (partielle Hepatektomien, PHx) sind die Behandlung der Wahl bei
malignen und symptomatischen benignen Lebertumoren'3. Fortschritte in der
Leberchirurgie ermdglichen auch bei Patienten mit chronischer Leberschadigung wie
Fibrose, Steatose oder chemotherapie-assoziierter Funktionsbeeintrachtigung
ausgedehntere Resektionen*’. Der Wunsch nach einer reduzierten Anzahl von
Tumorrezidiven rechtfertigt in vielen Fallen die Durchfuhrung von radikalen partiellen
Hepatektomien®. Dabei ist das postoperative Leberversagen (Posthepatektomy liver
failure, PHLF) trotz der Einfihrung von Leberfunktionstests®1°, der perioperativen CT-
Volumetrie'*'? und der Leberprakonditionierung durch Pfortaderembolisation noch
immer eine Besorgnis erregende Komplikation?1315, Es geht mit einer deutlich hoheren
Morbiditat und Mortalitat einher!¢-1%, Eine ausreichende, postoperative funktionelle
Reserve der Leber ist Voraussetzung fur die Fahigkeit des Organs, sich angemessen zu
regenerieren. Die Identifikation von Patienten mit einem erhéhten Risiko fur postoperative
Komplikationen, fir ein PHLF, den leberversagen-assoziierten Tod (Liver failure related
death, LF-RD) und damit fur ein vermindertes Leberregenerationspotential gestaltet sich
schwierig. Ein Grund daflr ist, dass es weder eine universelle Definition fir das PHLF,
noch standardisierte Tests gibt, die friihzeitig Hinweise auf diese Komplikation geben und
allgemein akzeptiert sind®141820-23  Anerkannte Wachstumsfaktoren wie Hepatocyte
Growth Factor (HGF) sind in sténdiger Diskussion ob ihrer klinischen Nutzbarkeit. Im
Tiermodell sind HGF-Serumspiegel gut untersucht und weisen auf einen Leberschaden
hin?425, Dies konnte auch am Menschen demonstriert werden?62’. Ein Zusammenhang
zwischen erniedrigter Leberfunktionskapazitdt nach Leberteilresektion und HGF-
Serumspiegeln am Menschen deutet sich an, ist allerdings noch nicht hinreichend

erforscht?8-30,

11
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1.1.1 Das postoperative Leberversagen

Die International Study Group of Liver Surgery (ISGLS) um Rahbari et al. orientiert sich
an der allgemeinen Beschreibung des postoperativen Leberversagens: Nach einer
Leberteilresektion muss das verbleibende Lebergewebe fahig sein, seine Synthese-,
Exkretions- und detoxifizierenden Vorgange aufrechterhalten zu kdnnen. Dies entspricht
einer postoperativen Leberfunktionskapazitat, die fir eine Leberregeneration
ausreichend erscheint. Ist das nicht der Fall, charakterisiert die ISGLS dies anhand der
Prothrombinzeit (oder International Ratio; INR) und des Serum- Bilirubinspiegels am und
nach dem 5. postoperativen Tag und teilt es anhand der Auswirkung auf das klinische
Management in drei Schweregrade ein (PHLF Grad A nach ISGLS: abnorme
Laborparameter ohne Anderung des klinischen Managements; PHLF Grad B nach
ISGLS: abnorme Laborparameter mit Anderung des klinischen Managements durch
nicht-invasive Mallnahmen; PHLF Grad C nach ISGLS: abnorme Laborparameter mit
Anderung des klinischen Managements durch invasive MaRnahmen, siehe Tabelle 2,
Seite 26)2%2%, Auch in vielen anderen Arbeiten definiert man das postoperative
Leberversagen nach Leberteilresektion Uber eine Hyperbilirubinamie und/oder eine
eingeschrankte plasmatische Gerinnung”3-3, Die Grenzwerte fir das Serumbilirubin
und die Prothrombinzeit bzw. die INR sind dabei nicht einheitlich. In manchen Fallen
werden auch Symptome wie Enzephalopathie und oder Aszites als qualitative Faktoren
der Leberfunktionsbeeintrachtigung hinzugezogen. Viele Arbeiten verwenden das ,50-
50-Criteria“ Modell von Balzan et al. (50-50-Kriterien), um ein PHLF oder den Fall eines
LF-RD vorherzusagen®®3, Dies ist die Kombination aus der Prothrombinzeit <50% und
dem Serumbilirubin >50umol/l (oder 2,9 mg/dl) am 5. postoperativen Tag?2. Beide Werte
verschlechtern sich im postoperativen Verlauf nach Leberteilresektion. Bei unauffalligen
postoperativen Verlaufen normalisieren sich die genannten Werte bis zum 5.
postoperativen Tag??4°. Ist das nicht der Fall, geht dies mit einem signifikanten Anstieg
der postoperativen Mortalitat einher?!.

2009 verdffentlichten Stockmann et al. einen neuen Bedside-Test zur Ermittlung der
maximalen Leberfunktion basierend auf der Verstoffwechselung von 3C-markiertem
Methacetin (LiIMAX, maximum liver function capacity)®. Die Testergebnisse zeigen effektiv
die Leberfunktionskapazitat auch bei geschadigtem Lebergewebe an'®4!, Anhand des

LIMAx- Messwertes am 1. POD kann ein Leberversagen vorhergesagt werden.

12
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Mittlerweile wird dieser vielversprechende LiMAx-Test an mehreren Standorten
europaweit untersucht und genutzt.

Um eine adaquate funktionelle postoperative Reserve und dementsprechend die
Fahigkeit der Leber sich zu regenerieren abschatzen zu kénnen, wurden viele Faktoren
im Lebergewebe wund Serum untersucht®. HGF st einer von mehreren
Wachstumsfaktoren, denen eine Bedeutung im postoperativen Monitoring nach
Leberteilresektion zugesprochen wird. Wie oben angedeutet versuchen viele Tests und
Klassifikationen, die potentiell letale Komplikation des postoperativen Leberversagens
nach Leberteilresektion inklusive der erniedrigten Regenerationskapazitat
vorherzusagen und damit vermeidbarer zu machen. Ein besseres Verstandnis der
involvierten Mechanismen insbesondere auf Ebene der Wachstumsfaktoren wie HGF

scheint demzufolge erstrebenswert?>.

1.2 Bedeutung des Wachstumsfaktors HGF flir die Leberregeneration

Eine hohe Mortalitdt nach PHx ist meist auf die Patienten limitiert, die ein terminales
Leberversagen entwickeln. Aber auch eine temporare Insuffizienz nach ausgedehnten
Resektionen ist in einem hohen Mal3 mit Morbiditat und Mortalitat verbunden. Dies tritt
auf, wenn regenerative Antworten nach einer Leberteilresektion nicht ausreichen, um die
Leberschadigung zu kompensieren®3. Wahrend der Regeneration laufen viele zellulare
Adaptionsvorgange und Mikroveranderungen ab, in denen Wachstumsfaktoren wie HGF
eine Schlusselrolle zukommt44-47,

Pathomechanismen der Leberregeneration sowie die Wirkungsweise von HGF sind am
besten durch die PHx an Nagetieren untersucht worden. Hierbei handelt es sich bei dem
experimentellen Vorgehen um eine in einheitlicher operativer Schrittfolge wiederholbare
2/3-partielle Hepatektomie*®. Verlust von Lebermasse kann ebenfalls durch die
Anwendung von hepatotoxischen Chemikalien (zum Beispiel Carbontatrachloride)
induziert werden. Es folgt in beiden Fallen eine Entziindungsreaktion, die geschadigtes
Zellmaterial abraumt, gefolgt von einer geordnet ablaufenden regenerativen Antwort, die
von den ersten Minuten an nach Operation oder chemischer Zellschadigung beobachtet
werden kann#. Bei einem komplikationslosen postoperativen Verlauf nach PHx am
Menschen stellt sich auf diesem Weg durchschnittlich innerhalb eines Jahres die

praoperative Lebermasse wieder her®.
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Es wird angenommen, dass nach einer PHx zuerst eine Zytokinkaskade der Kupferzellen
ausgelost wird, die Wachstumsfaktoren und Stoffwechselvorgédnge in Hepatozyten
stimuliert. Andere nicht-parenchymale Leberzellen wie Itozellen, vaskulare oder biliare
Endothelzellen proliferieren zeitlich nach Hepatozyten®°. Der derzeitige Wissensstand ist,
dass sich schon 48 h nach einer PHx mehr als 95% der Hepatozyten in der
Proliferationsphase befinden und HGF eine sehr entscheidende Rolle hierbei spielt®.
Sobald HGF nach PHx freigesetzt wird, bindet es an seinen Rezeptor c-Met auf der
Oberflache von Hepatozyten®>>4, Wird der HGF-c-Met-Signalweg experimentiell bei
Mausen unterbrochen, fuhrt das nach einer PHx entweder zu einer signifikanten
Verzégerung des Einstiegs in den Zellzyklus oder zum Leberversagen mit Todesfolge®®.
Auch Untersuchungen am Menschen zeigen, dass der Serum-HGF-Spiegel bei Patienten
mit akutem Leberversagen moglicherweise ein Indikator fur eine schlechte Leberfunktion
sein kann?”¢ und das Organversagen mit einem Mangel an HGF in Verbindung stehen

konnte>7:58,

1.2.1 HGF

Der Hepatocyte growth factor wurde initial als ein potentes Mitogen flir erwachsene
Hepatozyten entdeckt. Mittlerweile wird er als ein pleiotroper Wachtumsfaktor mit einer
groBen Reichweite biologischer Aktivitdten in Epithel- und Mesenchymalzellen
angesehen®°,

Wachstumsfaktoren sind Signalmolekile, die mit zellularen Rezeptoren interagieren. Sie
I6sen hierbei mitogene Reaktionen aus, die zu DNA-Synthese und Zellzyklusprogression
fihren. Hierfur binden jene Molekile meist an Rezeptoren mit Tyrosin-Kinase-Aktivitat4®.

Per Definitionem ist HGF ein Wachstumsfaktor.

1.2.2.1 Struktur und Herkunft von HGF

Der Wachstumsfaktor HGF ist ein hitzelabiles Polypeptid mit der Struktur eines
Heterodimers und dem ungefahren molekularen Gewicht von 90 kDa. Davon gehdren
circa 69 kDa zu einer schweren (a-) Kette, die aus einer Haarnadelschleife und 4

folgenden Schleifendomanen besteht®. Die leichte (B-) Kette umfasst etwa 35 kDa und

14
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beinhaltet eine Pseudoserinprotease®!. Eine Disulfidbriicke halt sie zusammen®? (siehe
Abbildung 1).

C-Terminus

Leichie Kette (30 kDa) Schwere Ketle (68 kDa)

Abbildung 1: Primére Struktur von HGF.
Abbildung aus Ido et al.®®

Die aktive Form des Wachstumsfaktors wird aus einer 728 Aminosaure-langen, inaktiven
Vorstufe synthetisiert. Durch Proteolyse wird das sogenannte prepro-HGF Uber eine
Zwischenstufe (pro-HGF) in das aktive HGF gespalten®. Prepro-HGF wird durch eine
6kB mRNA codiert. Durch Northern Hybridisation konnte dessen Existenz nicht nur in
Leberzellen, sondern auch im Gewebe der Lunge, der Nieren, des Thymus und im Gehirn
nachgewiesen werden®. Andere Quellen konnten HGF in der humanen Placenta
nachweisen®!. Speicher in der Leber, speziell die periportale Region haben hierbei den
groRten Stellenwert®67, Dabei konnte durch Zellfraktionierung und in-situ-Hybridisierung
demonstriert werden, dass HGF vor allem in nicht-parenchymalen Stromazellen wie
Kupferzellen (Makrophagen der Leber), sinusidalen Endothelzellen® und in Itozellen
(fettspeichernde Produzenten der intralobularen Bindegewebsfasern®%-t) exprimiert wird.
Parenchymale Hepatozyten produzieren kein HGF, sodass angenommen wird, dass der
Faktor Uber einen parakrinen Mechanismus agiert®>. Gleichzeitig wurden erhohte HGF-
Plasmaspiegel und eine Hochregulation von HGF-mRNA in gesunden Organen bei
Patienten mit Leberkrankheiten, wie einer akuten Hepatits, demonstriert, was fiir einen
daneben existierenden endokrinen Effekt des Wachstumsfaktors spricht’>’3, Diese
Annahme wird durch die konstante Prédsenz des Glycoproteins HGF in exokrinen

Azinuszellen des Pankreas, in kortikalen Neuronen des Gehirns, in den C-Zellen der
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Schilddruse, in den Drisenzellen der Speicheldrisen und in den Brunnerdrisen des
Duodenums bei Hasen ohne Leberaffektion untermauert. Leber, Milz, Niere und Thymus
hingegen schienen ohne ein Lebertrauma keine relevanten Mengen des
Wachstumsfaktors zu enthalten’®. Aus diesen Fakten ergibt sich eine Kklinische

Nutzbarkeit der Serumspiegelmessungen von HGF.

1.2.2.2 Synthese und molekulare Wirkungsweise von HGF

Der Mechanismus der Umwandlung von inaktivem, einkettigem prepro-HGF zu aktivem,
zweikettigem HFG sowie dessen Wirkungsweise an seinem Rezeptor c-MET ist gut
untersucht’.

Nach einer N-terminalen Abspaltung eines Signalpeptids kann pro-HGF aus der Zelle
sekretiert werden®. AnschlieRend interagiert diese Peptidvorstufe ohne eigene
biologische Aktivitat mit der extrazellularen Matrix, wie mit den Kollagentypen 1, Ill, V und
V176, welche das Substrat nicht nur speichern, sondern auch die Bindung an den Rezeptor
c-MET fordern”’. Nach einer Leberschadigung wie einer PHx werden Enzyme durch
Induktion des fibrinolytischen Systems aktiviert. Diese setzen das gebundene pro-HGF
zu aktiven HGF um’®. So initiiert der urokinase-type Plasminogen activator Receptor (u-
PAR) die fibrinolytische Kaskade und damit urokinase-type Plasminogen activator (UPA),
Plasmin und Matrix-Metalloproteinasen (MMPs). Die beiden letzteren I6sen pro-HGF aus
der extrazellularen Matrix heraus’®, sodass anschlieRend die proteolytische Umwandlung
in aktives HGF durch den primaren Mediator, der Serinprotease HGF activator (HGFA)
erfolgen kann®. Daneben ist der uPA zu nennnen, der ebenfalls die Spaltung in die
heterodimere Form Katalysiert. Dies beruht auf der Ahnlichkeit von pro-HGF zu
Plasminogen, der eigentlichen Zielstruktur von uPA**. AuRerdem sind tissue plasminogen
activator und Matriptase ebenfalls an der Herstellung von aktiven HGF beteiligt®’.

Stoffe wie Norepinephrin und IL-6, die ebenfalls frihzeitig nach einer Leberteilresektion
im Plasma ansteigen, kénnen die Produktion von HGF fordern®83, wahrend TGF-R
bekannt dafir ist, einen totalen Abbruch der HGF-Wirkung zu erzeugen. Auch Heparin
ist zu einem gewissen Mafe dazu fahig®?.

Bindet aktives HGF von extrazellular an seinen spezifischen Rezeptor c-MET,
autophosphorilisiert dieser zwei seiner Tyrosinreste, um damit eine Multianlagerungstelle

fur verschiedenen Substrate zu generieren. Diese intrazellulare Doméne dient der
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Bindung bzw. Aktivierung dahinter liegender Signalmolekiile und Adapterproteine, durch
welche zellulare Antworten auf HGF vermittelt bzw. verstarkt werden. Dies geschieht tGiber
mehrere Signalwege®>>* (siehe Abbildung 2). C-MET wird von normalen Hepatozyten
und anderen epithelialen Geweben exprimiert®*. Der HGF-vermittelte mitogene
Signalweg in Hepatozyten wird primar durch eine Aktivierung des Ras/MAPK-Systems
und folgender erhohter Expression von Cyclin D1 und D2 bewerkstelligt®®88, Unter
anderem bewirkt der HGF-c-MET-Signalweg auf diesem Weg die DNA- Synthese nach

Leberverletzung®®.

HGF

Leichte Ketta Schware Ketta

C-Met

~ Anti- Apoptose

PLCYDGPCK
BAG1/8ck2
PI3IK/AK

Antiproliferative '

Effekte auf [

rosinklnase
Tumorzellen Ty

(Apoptose)
Caspase 3

@o.

s

p11o
Zellstreuung

R S
©a2 sos

Infiltration von PLC ;nr:‘p;;i
Tumorzellen PLCALPACS
PISK Zellproliferation
Tubologenese P
STATS Gab1/ q“z'}“:f"'
WPK PI3K

Abbildung 2: HGF, sein Rezeptor c-Met und die verschiedenen Sighalwege.

Die vielfaltigen physiologischen Effekte kdnnen Uber nur einen Rezeptor vermittelt
werden, indem unterschiedliche Adapterproteine an die intrazellulare, multifunktionelle
Andockstelle binden® (Akt: Protein Kinase B, BAG1: BCL2- associated athanogene 1,

Ca’*: Calcium, Gab1l: GRB2-associated-binding protein 1, GRB2: Growth factor receptor-
bound protein 2, JNK: c-Jun N-terminale Kinasen, LP3: Link Protein 3, MAPK: mitogen-
activated protein-kinase, PCK: Protein Kinase C, PI3K: phosphatidylinositol 3-kinase
bestehend aus p110 und p85, PLCy: Phospholipase C gamma 1 ,RAS: Rat sarkoma
Protein, Src: Tyrosinkinase Src, SOS: Son of Sevenless, STAT3: Signal transducer and
activator of transcription 3)

Abbildung modifiziert nach Ido et al.®®
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1.2.2.4 Wirkungen von HGF an der Leber

Zellschadigungen der Leber wie eine PHx oder die Behandlung mit dem Toxin
Carbontetrachlorid (CCls) bewirken im Tiermodel eine Freisetzung der HGF- Vorrate auf
den 10- bis 20-fachen Plasmaspiegel innerhalb der ersten zwei Stunden’® (vgl. Abbildung
3, Seite 19). Auf diese Weise wird aktives und inaktives HGF innerhalb der ersten drei
Stunden nach einer PHx aus den intrahepatischen Speichern verbraucht. Auch der
Rezeptor c-Met wird 30 bis 60 min nach einer PHx durch Phosphorilierung des
Tyrosinrestes aktiviert®”. AnschlieBend erfolgt zwischen 3 und 72 Stunden nach PHx eine
Neusynthese von aktivem HGF und seinen Vorstufen®. Dies geht mit dem Fakt einher,
dass die mRNA des Wachstumsfaktors gleicherweise drei Stunden nach PHx
ansteigt®08,

In vitro fihrt die Behandlung von Hepatozytenkulturen mit HGF zu starken
Mitosevorgangen sowie klonaler Expansion der Hepatozyten®. In vivo lasst sich
ebenfalls eine ausgepragte Proliferationsantwort der Hepatozyten auf HGF darstellen.
Dies geschieht beispielsweise nach Injektion des Wachstumsfaktors in die Pfortader
gesunder Ratten und Mause, die mit einer VergroRerung der Leber reagieren®-2, Unter
anderem wird dies von HGF als ein potenter Stimulator der Angiogenese in Vvivo
unterstitzt. In Vitro konnte bewiesen werden, dass der Wachstumsfaktor Endothelzellen
zur Proliferation und Migration anregt®.

HGF als einen Initiator der Leberregeneration zu betrachten, wird durch die Tatsachen
unterstitzt, dass HGF ein direktes Mitogen fur Hepatozyten ist und seinen Rezeptor c-
Met sehr friih nach Leberschadigung aktiviert>. HGF leitet viele Vorgange wahrend der
Leberregeneration ein, wenn es an Nagetieren angewendet wird. Es fuhrt zu einer
massiven LebervergréBerung®t. Weitere Studien an Tiermodellen zeigen nicht nur, dass
die intravenése Gabe von HGF die Entstehung einer Leberfibrose bei
Dimethylnitrosamin-geschadigter Leber unterdriickt®*, sondern auch, dass eine geringere
Expression von HGF und c-Met in zirrhotischen Lebergeweben vorhanden ist, was zu
einem vermindertem Regenerationspotential fuhrt?4#25, So bewirkt eine postoperative
HGF-Substitution bei leberteilreszierten Ratten mit induzierter Leberzirrhose eine
verbesserte Leberfunktion und -regeneration®’. Dabei muss allerdings beachtet
werden, dass HGF und dessen Aktivierung wie oben beschrieben von anderen Faktoren

abhangig ist und der Wachstumsfaktor nicht einzeln agieren kann. Derzeitig ist kein
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Substrat bekannt, das einzeln eine funktionierende Leberregeneration garantiert. HGF
spielt hierbei jedoch eine entscheidende Rollen6:47:50.51,
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Abbildung 3: Korrelation zwischen Plasmaspiegeln von HGF und hepatozytarer
DNA nach PHx.

Dargestellt ist der Verlauf des HGF ( m )- und des [ 3H]thymidin-DNA-Spiegels ( A ) im
Mittelwert und Standardabweichung von 6 Ratten. Die Unterschiede zwischen dem
praoperativen HGF-Spiegel und den Werten 2 bzw. 6h nach PHx sind statistisch
signifikant (p<0,01). Abbildung aus Lindroos et al.”.

1.2.2.5 Klinischer Nutzen von HGF am Menschen

In Hinblick auf die Effekte, die HGF auf die Leber hat, wird seit einiger Zeit die Pradiktion
des HGF-Spiegels im Blut sowie der pharmakologische Nutzen des Wachstumsfaktors
diskutiert. Wie beschrieben sind die meisten von HGF induzierten Vorgange allerdings
an Nagetieren untersucht. Wenn das Glykoprotein fahig ist, im Tiermodell das Uberleben
bei einem von Stoffen wie D-Galaktosamin, Lipopolysaccharid oder CCla
herbeigefiihrtem akuten Leberversagen zu verbessern und den Schaden zu mildern®-193,
liegt die Ubertragung der Fragestellung bezogen auf den menschlichen Organismus nicht

fern.
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Auf dieser Grundlage wurden Serum-HGF-Spiegel bei Patienten mit verschiedenen
Leberschadigungen untersucht. Bei Patienten mit einer akuten Hepatitis fanden sich
hierbei hthere Werte als bei der gesunden Kontrollgruppe’?. Bei Patienten mit akutem
Leberversagen lagen die HGF-Serumspiegel ebenfalls 9 Mal hoher als bei
Lebergesunden?®?’. Je groRer die Komplikationsrate (hepatische Enzephalopathie oder
Todesfalle) bei diesen Untersuchungen war, umso starker verhielt sich der Anstieg des
HGF-Spiegels im Blut.

Auf der Basis dieser Ergebnisse wird an semiquantitativen Tests geforscht, um zligig den
HGF-Serumspiegel im klinischen Alltag zu bestimmen. Damit wirde man das Ziel
verfolgen, fulminante Verlaufe von Leberkrankheiten vorherzusagen und die Prognose
einschatzen zu konnen?®. Ebenso wurde die Korrelation zwischen HGF-Serumspiegeln
und Leberregeneration nach partieller Hepatektomie am Menschen untersucht??%, Die
letzten Ergebnisse diesbezlglich zeigten keinen eindeutigen Zusammenhang zwischen
der postoperativen Entwicklung eines PHLF und dem HGF-Serumspiegel.

Die Herstellung von rekombinantem humanem HGF (rhHGF) verspricht
Behandlungsmaoglichkeiten von Leberversagen und Leberzirrhose, weshalb die

Arbeitsgruppe um Ido et al. an rhHGF als einsetzbares Medikament forscht04-106,
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2 Ziele der Dissertation

Bisher existierende Ergebnisse prospektiver Studien zur Pradiktion eines postoperativen
Leberversagens wie z. B. durch die 50-50-Kriterien nach Blazan et al.??, die PHLF-
Klassifikation der ISGLS nach Rahbari et al.?® oder den Methacetin-Atemtest® lassen
anhand der maximalen Leberfunktionskapazitat Aussagen zum postoperativem Outcome
der Patienten zu. Studien tber den zeitlichen Verlauf des HGF-Serumspiegels existierten
bis dato vornehmlich am Tiermodell.

Anhand der PHLF-Kriterien (nach Balzan et al. und der ISGLS um Rahbari et al.) und
dem Leberfunktionstest (*3C-Methacetin-Test, LiIMAX) nach einer Leberteilresektion soll
der Serumspiegel von HGF beziglich der Pradiktion von postoperativem Leberversagen
und dem leberversagen-assoziierten Tod am Menschen untersucht werden.

Des Weiteren sollen Zeitpunkte herausgearbeitet werden, zu denen ein Monitoring durch
HGF-Bestimmung zur frihzeitigen Einschatzung des postoperativen Verlaufes sinnvoll

ware.

2.1 Fragestellungen der Dissertation

Es sollen folgende Fragen beantwortet werden:

= Besteht ein Unterschied in den pra- oder postoperativen Serumspiegeln von HGF
nach einer Leberteilresektion zwischen Patienten, die ein PHLF entwickeln und
oder leberversagen-assoziiert sterben und Patienten, deren postoperativer Verlauf

unauffallig ist?
= |st anhand der praoperativen Wachstumsfaktorenspiegel im Serum eine Aussage
Uber die postoperative Prognose eines Patienten nach einer Leberteilresektion

moglich?

= Zu welchem postoperativen Zeitpunkt lasst sich anhand der Wachstumsfaktoren

eine Aussage uber den Verlauf nach einer Leberteilresektion machen?
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= Welche Bedeutung haben die Serumspiegel von HGF im Vergleich zum

Restlebervolumen und den Spiegeln anderer im Blut bestimmter Leberwerte?
= Besteht die Moglichkeit eines verbesserten Monitorings nach einer

Leberteilresektion durch die Bestimmung von HGF zur friiheren Erkennung eines
PHLF oder einem LF-RD?
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3 Methodik
3.1 Studiendesign und Studienzeitraum

Um die Verlaufe von verschiedenen Wachstumsfaktoren wahrend der Leberregeneration
nach Leberteilresektion naher zu untersuchen, wurde die klinische Studie mit dem
Namen  ,Bedeutung der  Expressionsmuster  bestimmter  Zytokine  und
Wachstumsfaktoren nach Leberteilresektionen zur Einschatzung des
Leberregenerationpotentials® entworfen. Eine Genehmigung der Ethikkommission lag vor
(Nummer des Ethikvotums EA2/104/09; DRKS-Nummer: DRKS00003828). Die
Untersuchung wurde als eine prospektive Beobachtungsstudie konzipiert. Hierfiir wurden
zwischen April 2010 und Januar 2013 an der Klinik fur Allgemein-, Visceral- und
Transplantationschirurgie der Charité-Universitdtsmedizin Berlin 150 Patienten
eingeschlossen, bei denen eine Leberteilresektion geplant war. Die Leberresektionen von
unterschiedlichem Ausmalf} waren aufgrund von Lebertumoren indiziert. Die Entitaten der
Lebertumore waren hierbei verschieden und wurden mit einem kurativem Ansatz
chirurgisch behandelt. Der pra-, peri- und postoperative Verlauf wurde dokumentiert,
analysiert und ausgewertet.

Im Rahmen dieser Arbeit sollen Teilaspekte der prospektiven Studie unter spezieller

Berucksichtigung der oben genannten Fragestellung untersucht werden.

3.1.1 Einteilung des postoperativen Outcomes

Postoperative Komplikationen sind nach der revidierten Klassifikation fur chirurgische
Komplikationen der Clavien-Gruppe!®’ (Tabelle 1, Seite 25) bewertet. Fur eine
Einschatzung des PHLF wird sich der 50-50-Kriterien®? (SB >50 pmol/ml bei
gleichzeitigem Quickwert <50% am 5. POD), der PHLF-Einteilung der ISGLS-
Klassifikation?® und dem prognostischen Faktor des LiMAx-Tests am 1. POD
(Atemtestwert unter 85 ug/kg/h) bedient. Die PHLF-Klassifikation der ISGLS orientiert
sich ebenfalls am SB und der INR (anhand der Referenzwerte des lokalen Labors der
Charité: SB >1 mg/dl, INR >1,25) am oder nach dem 5. POD und ist zur besserem
Ubersicht in Tabelle 2, Seite 26 ausfuihrlich dargestellt. Im Sinne einer klinischen

Anwendbarkeit erfolgte neben der Einstufung des Patientenoutcomes in die 4 PHLF-
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Grade analog der ISGLS- Einteilung (kein PHLF, PHLF Grad A, B, und C) eine Zuordnung
in zwei Gruppen entsprechend der ISLGS-Schweregrad-Einteilung:

Gruppe 1: kein klinisch relevantes PHLF, das hei3t Patienten, die keine Anderung ihres
klinischen postoperativen Managements erforderten (kein PHLF laut ISGLS-Definition
oder PHLF Grad A: isoliert abnorme Laborparameter ohne klinische Symptomatik), sollen
mit Patienten aus Gruppe 2: klinisch relevantes PHLF verglichen werden, bei denen
aufgrund von klinischen Symptomen oder Komplikationen eine Anderung des klinischen
Managements erfolgen musste (PHLF Grad B und C, das heif3t ein klinisch relevantes
PHLF).

Ein leberversagen-assoziierter Tod wird definiert als das postoperative Ableben eines
Studienteilnehmers auf der Grundlage einer schlechten Leberfunktion und dadurch
begriindetem oder damit verbundenem Organversagen innerhalb der betrachteten 3
postoperativen Monate.

Zur Anschaulichkeit wurden die verschiedenen Einteilungen des PHLF dieser
Untersuchung in Abbildung 4, Seite 27 systematisch dargestellt.

Die erhobenen Daten wurden kontinuierlich in eine Access-basierte Computer-

Datenbank transferiert und mehrmals tGberpruft.
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Tabelle 1: Klassifikation chirurgischer Komplikationen.

Wiedergabe des Originaltextes in Englisch aus Dindo et al. %7

Grade Definition

Grade | Any deviation from the normal postoperative course without the need for
pharmacological treatment or surgical, endoscopic, and radiological
interventions
Allowed therapeutic regimens are: drugs as antiemetics, antipyretics,
analgetics, diuretics, electrolytes, and physiotherapy. This grade also
includes wound infections opened at the bedside

Grade Il Requiring pharmacological treatment with drugs other than such allowed
for grade | complications
Blood transfusions and total parenteral nutrition are also included

Grad Il Requiring surgical, endoscopic or radiological intervention

Grade llla  Intervention not under general anesthesia

Grade Illb  Intervention under general anesthesia

Grade IV Life-threatening complication (including CNS complications)* requiring
IC/ICU management

Grade Iva  Single organ dysfunction (including dialysis)

Grade IVb  Multiorgan dysfunction

Grad V Death of a patient

Suffix “d” If the patient suffers from a complication at the time of discharge (see

examples in Table 2), the suffix “d” (for “disability”) is added to the respective grade of

complication. This label indicates the need for a follow-up to fully evaluate the

complication.

*Brain hemorrhage, ischemic stroke, subarrachnoidal bleeding, but excluding transient

ischemic attacks. CNS, central nervous system; IC, intermediate care; ICU, intensive

care unit.
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Tabelle 2: Wiedergabe der tbereinstimmenden Definition und Schweregrade-Einteilung

des Posthepatektomie-Leberversagens (Posthepatectomy liver failure, PHLF) der

International Study Group of Liver Surgery (ISGLS) in Englisch?

Definition A postoperatively acquired deterioration in the ability of the liver (in

patients with normal and abnormal liver function) to maintain its synthetic,
excretory, and detoxifying functions, characterized by an increased INR
(or need of clotting factors to maintain normal INR) and hyperbilirubinemia
(according to the normal cut-off levels defined by the local laboratory) on
or after postoperative day 5. If INR or serum bilirubin concentration is
increased preoperatively, PHLF is defined by an increasing INR
(decreasing prothrombin time) and increasing serum bilirubin
concentration on or after postoperative day 5 (compared with the values
of the previous day). Other obvious causes for the observed biochemical

and clinical alterations such as biliary obstruction should be ruled out.

Grade

PHLF resulting in abnormal laboratory parameters but requiring no

change in the clinical management of the patient.

PHLF resulting in a deviation from the regular clinical management but

manageable without invasive treatment.

PHLF resulting in a deviation from the regular clinical management and

requiring invasive treatment.

Anmerkung zur Einteilung des PHLF nach der ISGLS: Patienten, die ein PHLF Grad A

entwickeln, fallen nicht durch klinische Symptome auf und erfordern keine weitere

Diagnostik. Treten neben den abnormen Laborparametern klinische Symptome wie

Aszites, Gewichtszunahme, eine milde respiratorische Insuffizienz oder hepatische

Enzephalopathie hinzu, die mittels nicht-invasiver Diagnostik (Sonografie, CT, Rontgen,

Sputum-, Blut- oder Urinkulturen) und nicht-invasiven therapeutischen MalRhahmen

(Gabe von FFP, Albumin oder Diuretika; intensivstationare Uberwachung, nichtinvasive

Ventilation) behandelt werden kdnnen, entspricht dies nach den Kriterien der ISGLS
einem PHLF Grad B. Ein PHLF Grad C erfordert invasive Mal3nahmen: Dies beinhaltet
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den Einsatz von vasoaktiven Medikamenten, Hamodialyse, Intubation mit machanischer
Ventilation, extrakorporale Leberunterstitzungssysteme, Relaparotomien oder eine
Organtransplantation.

50-50-

Kriterien n.
Gn;f;;;;: 1: Kein PHLF Szalzzn etVaI.I
I >50 ymol/ml*
bei

klinisch
relevantes | Grad A
PHFL Keine klinische

Konsequenz \

gleichzeitigem
Quickwert <50%
am 5. POD

ISGLS-
Einteilung n.
Rahbari et al.

LiMAx am 1.

SB>1 mg/dl, INR |:'(-M:/)k</il'315
T >1,25)am oder Byse
ra nach dem5. POD
Gru_ppe 2: + nichtinvasive /
klinisch MaRnahmen
relevantes
PHLF | Grad C / ' LF-R;wDIb

+ invasive (lnner g
MaRnahmen 85. POD)

SB Serumbilirubin
*50 uymol/ml = 2,9 mg/dl

Abbildung 4: Einteilung des postoperativen Outcomes in dieser Untersuchung.

3.2 Patientenkollektiv

An der Klinik fir Allgemein-, Visceral- und Transplantationschirurgie der Charité-
Universitatsmedizin Berlin finden durchschnittlich 300 Leberteilresektionen pro Jahr statt.
Neben zahlreichen praoperativen Untersuchungen beziglich der Operations- und
Narkosefahigkeit wird fur die Einschatzung der Tumorresektabilitat im Rahmen der
Operationsplanung ein LiMAx-Test durchgefuihrt. Sein Ergebnis zeigt die aktuelle
Leberfunktionskapazitat an und lasst im Zusammenhang mit dem geplanten
Operationsausmal? eine Einschatzung des postoperativen Outcomes zu (siehe Abschnitt
3.4.2)°.
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Auf der Grundlage dieser Untersuchungsergebnisse erfolgte das Screening hinsichtlich

geeigneter Studienpatienten (siehe Ein- und Ausschlusskriterien).

3.2.1 Ein- und Ausschlusskriterien

Einschlusskriterien

1.

2.
3.

Mannliche oder weibliche Patienten, die fir eine Leberteilresektion vorgesehen
sind

Patienten, die &alter 18 Jahre waren

Patienten, die ihre schriftliche Einwilligung zur Teilnahme an der Studie gegeben

haben

Ausschlusskriterien

1.

Eine fortgeschrittene Lebererkrankung (Leberzirrhose bzw. praoperativer LIMAX-
Wert <311 ug/kg/h)
Patienten, die bereits an der Leber operiert worden sind (eine Cholezystektomie

zahlt nicht als Ausschlusskriterium)

3. Eine Chemotherapie innerhalb von 4 Wochen vor dem Eingriff

4. Einnahme von Medikamenten, die den Serumspiegel von Wachstumsfaktoren

© N o O

beeinflussen (Cortisol, Wachstumshormone, Antikérper)

Dialysepflichtige Niereninsuffizienz

Patienten mit einer schweren Infektionskrankheit

Patienten, die bereits eine Organtransplantation erhalten haben

Jegliche Faktoren, die die Fahigkeit des Patienten einschranken, wahrend der
Studie zu kooperieren (z.B. mentale Funktion oder Drogenmissbrauch)

Schwerer, nicht eingestellter Diabetes mellitus

3.2.2 Ablauf des Studieneinschlusses

Zum Zeitpunkt der praoperativen Patientenvorstellung fand im Falle des Zutreffens der

Einschluss- und in Abwesenheit der Ausschlusskriterien ein Gesprach zwischen Prifarzt

und Patient/in im Beisein von Doktoranden statt. Die potentiell teilnehmenden Patienten
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wurden zu diesem Zeitpunkt ausfuhrlich mandlich und schriftlich Uber den Ablauf der
Studie, die medizinische Fragestellung, Vor- und Nachteile sowie Nutzen und Risiken der
Studienteilnahme aufgeklart. Sobald ein Patient nach ausreichender Bedenkzeit

schriftlich sein Einverstandnis erklart hatte, erfolgte die Studienaufnahme.

Auf diese Weise wurden 150 Personen in die vorliegende Untersuchung eingeschlossen.
23 Patienten konnten aus unterschiedlichen Grinden nicht in die statistische Auswertung
einbezogen werden. Diese Dropout-Falle sind in Abbildung 5 dargestellt. Griinde fur den
Ausschluss an der Studienteilnahme nach Studieneinschluss waren beispielsweise das
Ausbleiben der Operation, der Abbruch der geplanten Leberteilresektion nach
Probelaparotomie bei Feststellung einer Peritonealkarzinose oder eine unerwartete
Ausdehnung der Operation Uber eine Leberteilresektion hinaus (z. B. Leberteilresektion
mit Hemikolektomie und oder pyloruserhaltender Pankreaskopfresektion). Vier
Teilnehmer zogen die Studieneinwilligung direkt nach der Operation zuriick. Im Falle von
vier Personen erfolgte eine frihe stationére Entlassung nach dem 5. postoperativen Tag,
wobei keine Bereitschaft fir weitere Untersuchungen bestand.

Schlie3lich wurden fur die vorliegende Studie die Daten von 128 Patienten ausgewertet.

150 Patienten vorgesehen zur Leberteilresektion,
nach Einwilligung eingeschlossen

—| 3 wurden nicht operiert

4 erhielten eine Probelaparotomie bei
Peritonealkarzinose

7 erhielten intraoperativ zusatzliche
Resektiocnen anderer Organe

—‘{ 4 zogen Einwilligung nach OF zurdck

4 gingen nach 5. PQD in ambulantes
Weiterbetreuung, ohne Bereitschaft fr
folgende Untersuchungsn

128 Patienten erhielten eine Leberteilresektion und
wurden analysiert

Abbildung 5: Ubersicht iber den Studieneinschluss und die ausgeschlossenen

Patienten
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3.3 Ablauf der Datenerhebung

In folgenden Abschnitten soll der Ablauf der Datenerhebung beschrieben werden.

3.3.1 Studienprotokoll

Alle Untersuchungen und Messungen am Patienten erfolgten nach einem vorgegebenen
Studienprotokoll (siehe ).

Im Rahmen der préoperativen Evaluierung beziglich der Studienteilnahme, 6 Stunden
nach der Operation sowie am 1., 2., 3., 5., 10., 14. und 90. postoperativen Tag
(Postoperative day, POD) wurde die Leberfunktionskapazitat mittels des **C-Methacetin-
Atemtests (LIMAX) und des Indocyaningrin-Tests (ICG-Test) bestimmt sowie eine
sonografische Kontrolle des Volumenflusses der Pfortader zur Einschatzung der
kontinuierlichen Leberdurchblutung durchgefiihrt. Auf3erdem wurde zeitgleich zu den
Messungen Blut entnommen, um Standardlaborwerte und oben genannte
Wachstumsfaktoren zu bestimmen.

Alle Patienten wurden geman dem klinischen Standard behandelt. Operative Techniken
und intraoperatives Management erfolgte analog den bisher beschriebenen Standards
der Leberchirurgie32108,

Zu jedem der oben genannten Zeitpunkte wurden die Patienten anhand einheitlicher
Case Report Forms (CRFs) korperlich untersucht, zu ihrem Befinden befragt und die
Messungen sowie der postoperative Verlauf dokumentiert. Intraoperativ wurde fur
spatere Analysen circa 3 g makroskopisch gesundes Lebergewebe aus dem resezierten
Leberanteil gewonnen und sofort kryokonserviert.

Nach dem 90. postoperativen Tag (3 Monate) fanden im Rahmen der Studie keine

zusatzlichen Nachkontrollen statt.
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Tabelle 3: Studienprotokoll, Abkirzungen siehe Verzeichnis

Zeitpunkt| . [ Intra- [6h | 1. | 2. | 3. | 5. [ 10.] 14. | 9.
.| opera- .
Vorgehen operativ | .. Postoperativer Tag
Aufklarung &
S X
Einwilligung
Stammdaten-CRF X
Messungs-CRF X X | X X X X X X X
Leberfunktions-
tests (LIMAX, ICG) X Xop X p X X Xop X X X
Sonografische
Pfortader- X x | x X N X X X X
volumenfluss-
messung
Standardlabor* X X | X X X X X X X
l/l/achstumsfaktoren X x| x X X X X X X
Lebergewebe 3g X
Labor Material Blutparameter
*Standardlabor | Klinische Kreatinin, Harnstoff, Natrium, Kalium, Bilirubin
Chemie (gesamt und konjugiert), ALT, AST, AP, y-GT, GLDH,
PCHE, Ammoniak, Glucose, Albumin, Triglyceride,
Cholesterin, HDL-und LDL-Cholesterin
Blutbild kleines Blutbild
Endokrinologie | GH, IGF-1, Insulin, C-Peptid
Gerinnung Quick, INR, Faktor Il, Faktor VII
*Wachstums- Klinische 3 Serumrdéhrchen (& 5ml): Aufarbeitung laut Protokoll
faktoren Chemie (siehe Abschnitt 3.4.1.1)

31




Methodik

3.4 Messverfahren

Im Folgenden wird auf oben erwahnte Messverfahren, die der Aufklarung der zentralen
Fragestellung dienen, eingegangen.

3.4.1 Bestimmung der Serumspiegel verschiedener Laborwerte

Neben der Bestimmung konventioneller Laborwerte durch das lokale Labor der Charité
wurden Ubereinstimmend mit den im Studienprotokoll aufgefiihrten Laborparametern die
Serumspiegel verschiedener Zytokine und Wachstumsfaktoren durch das Verfahren

eines Immunoassays ermittelt.

3.4.1.1 Bestimmung von HGF

Die HGF Serumspiegel wurden mittels Quantikine Human HGF Immunoassay (R&D
Systems, Abingdon, UK) gemald Protokoll der Firma (Katalognummer DHG00, SHGOO,
PDHGOO; siehe Anhang Abschnitt 7.1) analysiert.

Fur die Asservierung der Proben sollte das entnommene Blut zunéchst koagulieren,
bevor es bei 1000 g (Erdbeschleunigung g) fur 10 Minuten zentrifugiert wird.
AnschlieRend wird der als Serum bezeichnete Uberstand vorsichtig mit einer
Pasteurpipette abgenommen und bei -20°C in einem Eppendorfgefal’ gelagert.

Der Enzyme-linked-Immunabsorbent-Assay (ELISA) erfolgt analog der Anleitung des
Herstellers.

Hieraus ermittelte Ergebnisse wurden zur statistischen Analyse in die oben erwéahnte

Datenbank eingefugt.

3.4.2 Der LIMAX-Test

Grundlage des LiMAXx-Leberfunktionstests ist die spezielle hepatozellulare
Verstoffwechselung des *3C-markierten, nicht radioaktivem Substrats Methacetin
(Euriso-top, Saint-Aubin Cedex, France)®.

Methacetin wird unmittelbar nach Bolusinjektion durch das ubiquitar in der Leber

vorkommende Enzym Cytochrom P450 1A2 der Hepatozyten zu Paracetamol und 3C
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demethyliert (siehe Abbildung 6). Letzteres wird wahrend des Tests uber die Lunge als
13CO; abgeatmet und ist unverziglich in einer kennzeichnenden Veranderung des
normalen 3CO; : 12CO,-Verhaltnisses (Pee Dee Belemnite standard 1.1237%)**! in der

exspiratorischen Luft messbar'?,

0

JL HN” CH,

HN™  ~CH -
3 cytochrome p450 J\
e

= CYP1A2 f ﬂ
] N
\T OH

O3

CHs3 N-(4-hydroxyphenyl)acetamide

12 . (paracetamol, acetaminophen)
N-{4-[( “C)methyloxy]phenyllacetamide

(methacetin) +
Molecular Formula = C_H, NO,

13
Formula Weight = 166.181795 Hy C=0
("*C)formaldehyde

other enzymatic steps
(fast)

13
O0=C=0

dioxo('ac Jmethane
{carbon dioxide)

Abbildung 6: O-demethylierung von 13C-Methacetin in der Leber durch das
Cytochrom p450 Isoenzym CYP 1A2 12

3.4.2.1 Die Durchfuhrung des LiMAX-Tests

In Vorbereitung fur den !3C-Methacetin-Atemtest ist eine mindestens 6-stiindige
Nahrungs- und Nikotinkarenz des Patienten notwendig, um mdgliche Beeinflussungenim
Leberstoffwechsel und exogene 3C-Aufnahme zu vermeiden. Getranke ohne Glucose
oder Kohlenséaure stellen kein Problem dar. Vor Testbeginn erhalt der Proband eine

Venenverweilkanile von mindestens 20 Gauge in eine Ellenbeuge, Uber welche die
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spatere Injektion erfolgt. Die Nutzung eines zentralvenésen Zugangs ist ebenfalls
moglich.

Der zu Untersuchende wird in liegender Position mittels einer Atemmaske an das
Analysegerat, ein isotopenselektives nicht-dispersives Infrarotspektrometer (NDIRS,
FANci, FAN GmbH, Leipzig; Das Gerat ist als Medizinprodukt CE-zertifiziert; Siehe
Abbildung 7, Seite 35) angeschlossen. Nach Bestimmung des Ruhe-Verhaltnisses von
13C0O; : 2CO; in der Ausatemluft (sogenannte Baseline) wird 2 mg/kg Korpergewicht 13C-
Methacetinlésung intravents appliziert. Die Injektion sollte im Bolus erfolgen und wird
anschlieend mit 10 ml Natrumchlorid nachgespult. Die Konzentration des in der Leber
entstehenden 3CO. sowie des daneben abgeatmeten ?CO; (und damit das Verhaltnis
von B¥CO; : ?COy) wird online, in definierten Zeitabstanden in der exspiratorischen Luft
mittels Infrarotspektrometer flr insgesamt 60 Minuten gemessen (Versuchsaufbau siehe
Abbildung 8, Seite 35).

Die Leberfunktionskapazitat wird aus der kinetischen Analyse des 3CO; : '2CO.—
Verhaltnisses berechnet. Dabei ergibt sich aus der Differenz zwischen dem Maximum
des ¥CO; : 2CO,—Verhaltnisses im Verlauf der Messung und der ermittelten Baseline

(Delta-over-baseline, DOBmax) der LiMAx-Wert nach folgender Formel:

LiIMAX = DOBmaxReos P M
BW

(ReoB, Pee Dee belemite limestone-Verhdltnis ['3C/12C=0,011237]; P, CO,-

Produktionsrate [300 mmol/h* Kdrperoberflache in mz; M, Molekulargewicht von 13C-

Methacetin; BW, Korpergewicht in kg) 12

Anhand der Messungen an gesunden Probanden konnte festgestellt werden, dass
LiMAx-Werte zwischen 311 und 575 ug/kg/h und ein Maximum der **CO2—Ausscheidung
10 £ 6 min nach Injektion einer normalen Leberfunktion entsprechen.

Ein LIMAX-Wert tber 311 pg/kg/h wird hierbei einer gesunden Leberfunktionskapazitat
gleich gesetzt. Ein postoperatives Leberversagen ist definiert als ein postoperativer
Atemtestwert unter 85 ug/kg/h am 1. POD%113,

Keine der LiIMAx-Messungen wurde wahrend einer Hamodialyse durchgeftihrt, da das
unter Umstanden zu einem verminderten Methacetin-Metabolismus in der Leber flhren

konnte.
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Abbildung 7: NDIRS-Messgerat FANci2db16., FAN GmbH, Leipzig

Tube dryer

@-Methacetin ‘ :)
d NaCl [ )

@

@
@Methaoetin —Z> Paracetamol

/—\
CYP1A2
Hepatocyte k-/

LiMAx-test course

oooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

60 min online test

Abbildung 8: Schematischer Gesamtaufbau der Online-Messung.
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Wahrend der ersten 10 min vor der Injektion des *3C-Methacetins werden Baseline-Werte
gemessen. AnschlieBend wird 2 mg/kg Korpergewicht 3C-Methacetin-Losung als Bolus
in einen intravendsen Katheter injiziert und mit 20 ml Natriumchlorid (0,9%) nachgespuilt.
13C-Methacetin wird durch das Cytochrom P450 1A2 System der Hepatozyten
metabolisiert und in Paracetamol und *CO, umgewandelt. Letzteres wird tber die Lunge
abgeatmet. Innerhalb von 60 min nach der Injektion werden automatisch kontinuierlich
40 Atemproben gewonnen und beziiglich ihres 3CO; : 12CO; - Verhaltnisses analysiert °.
Tube dryer = Wasserdampfaustauscher

3.5 Statistik

Die Daten wurden mit Hilfe der Software SPSSO© (Statistical Package of Social Science,
IBMO©, Copyright 1989, 2012 SPSS Inc) Version 21.0 statistisch ausgewertet. Die
Darstellung der Daten erfolgte, wenn nicht anders erwdhnt, als Mittelwerte *
Standardabweichung (SD) oder Medianwerte mit 25%- und 75%-Quartilen [Range].
Nominale Variablen wurden als Haufigkeiten (n) und in Prozent (%) vom gesamten
Patientenkollektiv (n=128; 100%) angegeben.

In dieser Studie soll der pradiktive Wert der pra- und postoperativen Serumspiegel von
HGF auf das postoperative Leberversagen (PHLF) und den Leberversagen- assoziierten
Tod (LFRD) im Verlauf nach einer Leberteilresektion am Menschen untersucht werden.
Hierzu werden folgende Analysen angestellt: Es erfolgten Kurvenvergleiche der
Wachstumsfaktor-Serumspiegel  zwischen den jeweiligen Untergruppen des
postoperativen QOutcomes (siehe Einteilung des postoperativen
Outcomes). Dazu wurden abhangig von der Normalverteilung der Stichprobe T-Tests und
nichtparametrischen Tests fur unabhangige Stichproben in Form des Mann-Whitney-U-
Tests im Sinne einer univariaten Analyse bezuglich des postoperativem Outcomes und
moglicher Einflussfaktoren wie dem HGF-Serumspiegel durchgefihrt. Unterschieden
sich Faktoren hierbei signifikant in den Gruppen, wurden sie in eine multivariate
logistische Regressionsanalyse eingeschlossen. Dabei wurde in allen Fallen nach dem
Verfahren ,schrittweise vorwarts“, ,schrittweise rickwarts® wund ,Einschluss®
vorgegangen.

Ferner wurde zur Einschatzung der diskriminatorischen Fahigkeiten der

Wachstumsfaktoren eine Receiver-Operating-Characteristic/Area under the curve-
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Analyse (ROC-AUC-Analyse) durchgefiihrt. Hierbei wird die Korrelation zwischen den
HGF-Serumspiegeln und den dichotomen Variablen PHLF, eingeteilt nach Balzan (50-
50-Kriterien), den ISGLS-Kriterien (aufgeteilt in die Gruppen 1) und 2)), des LiMAXx-
Testergebnises am 1. POD sowie gegentber dem LF-RD (ja oder nein) néaher untersucht.
Auf dieser Grundlage konnten mittels des statistischen Verfahrens des Youden-Index
Schwellenwerte (Cutoffs) fur die postoperativen Messzeitpunkte mit der jeweiligen
Sensitivitat und Spezifitat ermittelt werden. Anschlieend wurden durch Kreuztabellen
der positive (PPW) und negative pradiktive Wert (NPW) berechnet.

Das Signifikanzniveau aller statistischen Tests wurde zweiseitig bei p<0,05 festgelegt.
Um im Sinne der Fragestellung den frihen postoperativen Verlauf zu untersuchen,
bezieht sich die statistische Auswertung auf den Zeitraum zwischen dem préaoperativen
Messzeitpunkt und dem 10. POD analog des Studienprotokolls.
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4 Ergebnisse

4.1 Patientencharakteristika

In die vorliegende Untersuchung wurden 128 Personen eingeschlossen. In Tabelle 4,
Seite 39 sind die Basischarakteristika der 128 Personen dargestellt. Das Alter aller
Patienten lag im Durchschnitt bei 63 Jahren mit einer Spannweite von 21 bis 80 Jahren.

38 Personen (30%) waren weiblich und 90 (70%) Personen mannlich.

Bei den haufigsten Tumorentitdten dieser Studienpopulation handelt es sich um
kolorektale Lebermetastasen (n=35), Klatskin-Tumore (n=34), cholangiozellulare (n=21)
sowie hepatozellulare Karzinome (n=15). Patienten mit gutartigen Raumforderungen wie
das Leberadenom (n=6), Hamangiom (n=1) oder die Fokale nodulare Hyperplasie (n=1)
wurden seltener eingeschlossen. Daneben kommen Patienten mit selteneren Diagnosen
wie einer Echinokokkuszyste, einem fokalen Caroli-Syndrom oder einer Metastase eines

Melanoms, Ovarial-, Prostata-, Urothel- und Thymuszell-Karzinoms vor.

Praoperativ litten die meisten Studienteilnehmer nach der American Society of
Anathesiologists-Einteilung (ASA-Score)!'* an leichten (38%) oder schweren (52%)
Allgemeinerkrankungen. 6% der Patienten waren gesund und 4% hatten schwere
lebensbedrohliche Krankheiten. Die erweiterte Hemihepatektomie rechts (n=47) ist die
am haufigsten durchgefuhrte Operation der untersuchten Leberteilresektionen. Hierauf
folgt die Hemihepatektomie rechts (n=32), die Hemihepatektomie links (n=22), die
erweiterte Hemihepatektomie links (n=14) und die atypischen Resektionen einzelner
Lebersegmente (n=13). Wahrend 70% der Operationen wurde die Blutzufuhr der Leber
durch ein Pringle-Mandver mit einer durchschnittichen warmen Ischiamiezeit von 20

Minuten unterbunden.
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Tabelle 4: Patientencharateristika, Deskriptive Statistik soziodemographischer und
klinischer Charakteristika; Median [25.- 75. Perzentile]; n (%)

Parameter 128 Patienten
Alter (Jahre) 63 [53-72]
Geschlecht (weiblich/mannlich) 38/90
Body Mass Index 25 [23-28]

Tumorathiologie

Kolorektale Lebermetastasen 35 (27,3%)
Klatskin-Tumor 34 (26,6%)
Cholangiozellulares Karzinom 21 (16,4%)
Hepatozellulares Karzinom 15 (11,7%)
Lebermetastasen sonstige* 11 (8,6%)
Leberadenom 6 (4,7%)
Unspezifische Entziindung des Ductus hepaticus communis 2 (1,6 %)
Echinokokkuszyste 1 (0,8%)
Leberhamangiom 1 (0,8%)
Fokale nodulére Hyperplasie 1 (0,8%)
Caroli-Syndrom 1 (0,8%)

Operationsausmarf

Hemihepatektomie rechts 32 (25,0%)
Hemihepatektomie links 22 (17,2%)
Erweiterte Hemihepatektomie rechts 47 (29,7%)
Erweiterte Hemihepatektomie links 14 (11,0%)
Atypische Resektionen 13 (10,4%)
ASA- Score

1: Normaler, gesunder Patient 8 (6,3%)

2: Patient mit leichter Allgemeinerkrankung 49 (38,3%)
3: Patient mit schwerer Allgemeinerkrankung 66 (51,6%)
4: Patient mit schwerer Allgemeinerkrankung, die eine 5 (3,9%)
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standige Lebensbedrohung ist

5: moribunder Patient, der ohne Operation voraussichtlich 0 (0 %)
nicht tberleben wird

6: hirntoter Patient, dessen Organe zur Organspende 0 (0 %)

entnommen werden

*Lebermetastase sonstige umfasst Metastasen folgender Primartumore (jeweils n=1):
Ovarial-Karzinom, Urothelkarzinom der Harnblase, Prostata-Karzinom,
Siegelringkarzinom und Glomustumor des Magens, Neuroendokriner Tumor des
terminalen lliums, Chondrosarkom, Thymuszell-Karzinom, atypisches Karzinoid der

Lunge, Cancer of Unknown Primary-Syndrom, Melanom

4.2 Komplikationen/Morbiditat

82 Patienten (64%) hatten einen unauffalligen postoperativen Verlauf (Komplikation <
Grade Il, vgl. Tabelle 1, Seite 25: Klassifikation chirurgischer Komplikationen nach Dindo
et al.) bei einer durchschnittlichen stationdren Liegedauer von 14 Tagen [6-38]. Im
postoperativen Verlauf schwere Komplikationen (Komplikationen = Grade llla) erlitten 46
Personen (36%). Sie waren durchschnittlich 30 Tage [8-70] hospitalisiert. Naheres zu den
haufigsten Komplikationen dieser Studienpopulation siehe Tabelle 5, Seite 40.

Die in dieser Studie verwendeten Einteilungen eines Leberversagens nach
Leberteilresektion ergaben folgende Ergebnisse: Laut der 50-50-Kriterien-Definition nach
Balzan?? erlitten fiinf von 128 Patienten ein postoperatives Leberversagen. Vier der funf
Patienten verstarben im Krankenhaus. Bei Anwendung der Schweregrad-Einteilung der
ISGLS?? gestaltete sich der postoperative Verlauf bei 95 Personen (74,2%) unauffallig
(kein PHLF). Ein postoperatives Leberversagen trat bei 33 Patienten (26%) auf. In acht
Fallen (6,3%) von diesen 33 Patienten zeigten sich keine klinischen Symptome (PHLF
Grad A). Ein PHLF Grad B entwickelten drei Patienten (2,3%). Invasive Mal3Bnhahmen zur
Behandlung eines PHLF Grad C waren bei 22 Patienten (17,2%) notwendig.

Der LiIMAX-Wert lag bei 19 Patienten unter dem Cutoff von 85 pg/kg/h am 1. POD, der
von Stockmann et al. als prognostisch signifikanter Wert fir das postoperative

Leberversagen publiziert wurde®.
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Tabelle 5: Komplikationen nach Leberteilresektion bei 128 Patienten.

Aufgelistet in einzelne Komplikationen*, Komplikationen nach der Klassifikation
chirurgischer Komplikationen nach Dindo et al.}’’, PHLF nach 50-50-Kriterien nach
Balzan et al.?? sowie PHLF nach der Schweregrad-Einteilung der ISGLS nach Rahbari et
al.?°. Angegeben und absoluter Anzahl und Prozent von Gesamtpopulation.

“(Mehrfachkomplikationen bei einem Studienteilnehmer maglich)

Komplikationen Anzahl Proojoent

Einzelne Pleuraerguss insgesamt 22 17,2
Pleuraerguss, drainiert 13 10,1
Gallenleckage insgesamt 20 15,6
Gallenleckage, punktiert 10 7,8
Relaparotomie 16 12,6
Cholangitis 14 11,0
Punktionswurdiger Verhalt/Abszess 11 8,6
Aszites, diuretikabedurftig 9 7,0
Platzbauch 9 7,0
Wundheilungsstérungen 8 6,2
Sepsis 6 4,7
Nachblutung 5 3,9
Pfortaderthrombose 3 2,3
Leberarterienverschluss 1 0,8
Portale Hypertension mit therapeutischem
Milzarterienverschluss 3 2,3
Peritonitis 2 1,6
lleus 1 0,8
Lymphfistel 1 0,8

Klassifikation

nach Dindo Keine 49 38,3
Grad | 21 16,4
Grad Il 12 9,4
Grad llla 22 17,2
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Grad lllb 15 11,7
Grad IV 5 3,9
Grad V = Tod 4 3,1

PHLF nach 50-

50-Kriterien Kein PHLF 123 96,1
PHLF 5 3,9

PHLF nach

ISGLS Kein PHLF 95 74,4
PHLF Gr. A 8 6,3
PHLF Gr. B 3 2,3
PHLF Gr. C 22 17,2

PHLF laut

LiIMAXx am 1.

POD > 85 ug/kg/h 109 85,2
< 85 ug/kg/h 19 14,8

4.3 Mortalitat

Im betrachteten Studienzeitraum von 3 Monaten verstarben vier Patienten (3,1%). Alle
vier Patienten waren zum Zeitpunkt des Todes hospitalisiert. Bei drei Operationen
handelte es sich um eine erweiterte Hemihepatektomie rechts und bei einer um eine
Hemihepatektomie rechts. Die mediane Zeit bis zum Tod war 28,5 Tage [13-34]. In drei
Fallen war eine Sepsis bei Multiorganversagen auf der Grundlage eines Leberversagens
die Todesursache. Die Kreislaufinsuffizienz des vierten verstorbenen Studienteilnehmers
war ebenfalls mit einer Leberfunktionsbeeintrachtigung (PHLF Grad C nach ISGLS
Einteilung) bei ausgedehnten Pleuraergiissen mit anschlieRender respiratorischer
Insuffizienz, Pneumonie und Endokarditis assoziiert. Alle vier verstorbenen Patienten
erlitten ein PHLF Grad C nach der Einteilung der ISGLS. Jeder der vier Todesfélle
erflllten die 50-50-Kriterien und hatten ein LIMAXx-Testergebnis von unter 85 ug/kg/h am
1. POD.
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4.4 Pradiktiver Wert von HGF fir Mortalitdt und Morbiditat nach

Leberteilresektion

4.4.1 Serumspiegel von HGF im Verlauf nach einer Leberteilresektion

Die im Serum gemessenen Spiegel von HGF gemal des Studienprotokolls werden in

Tabelle 6 dargestellt.

Tabelle 6: Deskriptive Analyse der HGF-Serumspiegel in pg/ml aller 128 Patienten

zu den unterschiedlichen Untersuchungszeitpunkten des Studienprotokolls.

Dargestellt sind Mittelwert, Standardabweichung, Median, Minimum, Maximum und

Standardfehler des Mittelwertes.

des Mittelwertes

HGF HGF HGF | HGF | HGF | HGF | HGF | HGF

praOP 6 h 1. 2. POD (3. POD |5. POD| 10. 90.

postOP [ POD POD | POD
N Gultig 126 124 128 126 125 124 115 58
Fehlend 2 3 0 2 3 4 13 70
Mittelwert 1961 4137 5319| 3660| 2992| 2835 2902| 1590
Std. Abweichung 1454 2256| 3212| 2085( 1781| 1783| 1953 1015
Median 1681 3463| 4499| 3114| 2385| 2362| 2425| 1398
Minimum 63 1020 456 950 585 292 680 0
. 11953 11382 17887 13657| 10146| 11476| 13180| 6668

Maximum 0

Standardfehler 130 203 285 187 160 16 183 134
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Abbildung 9: HGF-Serumspiegel in pg/ml im Verlauf nach Leberteilresektion im
gesamten Studienkollektiv. Gezeigt werden Mittelwerte mit Standardfehler zum

jeweiligen Messzeitpunkt; n=128.

4.4.2 Verlauf der Serumspiegel von HGF in Untergruppen des PHLF

Im Folgenden werden die Verlaufe der Serumspiegel des Wachstumsfaktors HGF
innerhalb der Einteilungen eines PHLF nach den 50-50-Kriterien, nach der ISGLS-
Einteilung und dem LiMAx am 1. POD verglichen. Hierbei wird sich auf die Mittelwerte im
Verlauf nach Leberteilresektion im Zeitraum vom praoperativen Messwert bis zum 10.

POD bezogen.

4.4.2.1 PHLF-Einteilung nach 50-50-Kriterien

Verlauf des HGF-Serumspiegels:
Wahrend der HGF-Spiegel in der Gruppe der Patienten, die die 50-50-Kriterien nicht

erfullen (n=123), von einem préoperativen Wert von 1959 pg/ml (Standardfehler: £133)
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kontinuierlich bis auf einen Maximalwert von 4974 pg/ml (Standardfehler: £243) am 1.
POD ansteigt und dann langsam gegen Ausgangswert abféllt, steigt der HGF-
Serumspiegel in der Gruppe der Patienten, die ein PHLF entwickeln (n=5),
durchschnittlich von 1894 pg/ml (Standardfehler: £513) auf das bis zu 7,3-fache (13816
pg/ml; Standardfehler: £1266) am 1. POD an. Bis zum 5. POD fallt dieser Maximalwert
steil ab und liegt in der PHLF-Gruppe am 10. POD Uuber dem praoperativen
Ausgangswert. Die beiden Kurven unterscheiden sich signifikant voneinander (p=,000).
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Zeitlicher Verlauf nach Studienprotokoll

Abbildung 10: HGF-Serumspiegel im Verlauf nach Leberteilresektion eingeteilt
nach 50-50-Kriterien nach Balzan et al. Gezeigt werden Mittelwerte mit Standardfehler
zum jeweiligen Messzeitpunkt.
Legende: seeeeeee Kein PHLF nach 50-50- Kriterien; n=123

— — = - PHLF nach 50-50- Kriterien; n=5
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4.4.2.2 PHLF-Einteilung nach ISGLS in Untergruppen kein PHLF, PHLF Grad A,
PHLF Grad B und PHLF Grad C

Verlauf des HGF-Serumspieqgels:

Nach der Leberteilresektion steigt HGF in der Gruppe der Patienten, die laut
Schweregrad-Einteilung der ISGLS kein PHLF entwickeln (n=95), im Durchschnitt um
das 2,5-fache seines praoperativen Werts (Mittelwert: 1827 pg/ml; Standardfehler: +127)
an und erreicht am 1. POD das Maximum von 4502 pg/ml (Standardfehler: +232).
Anschliel3end fallt der HGF-Spiegel bis zum 3. POD auf einen Wert von 2651,24 pg/ml
(Standardabweichung: +155) ab und steigt dann minimal auf 2648 pg/ml (Standardfehler:
+192) am 10. POD an.

In der Gruppe der Studienteilnehmer, die am oder nach dem 5. POD abnorme
Laborparameter aufweisen, klinisch jedoch keine Auffalligkeiten zeigen (PHLF Grad A;
n=8) startet die Verlaufskurve von HGF bei einem Wert von 3342 pg/ml (Standardfehler:
+1256), steigt bis zum Maximalwert von 5947 pg/ml (Standardfehler: £983) am 1. POD
an und fallt bis zum 10. POD auf das Niveau des praoperativen Tags.

Der HGF-Serumspiegel in der Gruppe PHLF Grad B (n=3) liegt praoperativ bei 2015
pg/ml (Standardfehler: +659), erreicht am 1. POD ein Maximum von 8547 pg/ml
(Standardfehler: +3023) und fallt bis zum 10. POD auf einen Wert von 4683 pg/mi
(Standardfehler: £2152).

Die Verlaufskurve des HGF-Serumspiegels der Patientengruppe PHLF Grad C (n=22)
steigt praoperativ von 2006 pg/ml (Standardfehler: £160) auf das rund 4-fache (Mittelwert:
8180,29 pg/ml; Standardfehler. +964) am 1. POD an. Zum 10. POD sinkt dieser
Maximalwert auf 3510 pg/ml (Standardfehler: £525) ab.

Jede der Kurven von Patientengruppen, die ein PHLF entwickeln (Grad A, B oder C)
unterscheidet sich signifikant von der Kurve, die die Patientengruppe reprasentiert, die

kein PHLF entwickeln (p=,000 fur alle Vergleiche).
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Abbildung 11: HGF-Serumspiegel im Verlauf nach Leberteilresektion eingeteilt
nach der Schweregrade-Einteilung PHLF der ISGLS. Gezeigt werden Mittelwerte mit
Standardfehler zum jeweiligen Messzeitpunkt.
Legende: ——— Kein PHLF; n=95

— - — PHLF Grad A; n=8

"""""" PHFL Grad B; n=3

— - —- PHLF Grad C; n=22
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4.4.2.3 PHLF-Einteilung nach ISGLS in Untergruppen Gruppe 1: kein klinisch
relevantes PHLF und Gruppe 2: klinisch relevantes PHLF

Bei dem Vergleich zwischen den Kurvenverlaufe der zusammengeschlossenen Gruppen
Gruppe 1 und 2 kommt es verglichen mit den vorher betrachteten Kurvenverlaufen zu
einem einheitlicheren Bild.

Verlauf des HGF-Serumspiegels:

In beiden Gruppen liegt der praoperative HGF-Serumspiegel bei durchschnittlich 2000
pg/ml. In der Patientengruppe, die einen unauffalligen postoperativen klinischen Verlauf
aufweist (Gruppe 1: n=103; 80%), steigt HGF im Verlauf nach Leberteilresektion am
1. POD auf das Maximum von 4000 pg/ml (Standardfehler: £216) an, um anschlie3end
bis zum 10. POD auf 2681 pg/ml (Standardfehler: £178) abzufallen.

Verglichen dazu steigt die HGF-Serumspiegel-Kurve der Patientengruppe, die ein
klinisch relevantes PHLF entwickeln (Gruppe 2: n=25; 20%), zum 1. POD steil auf das
durchschnittlich 4-fache des préaoperativen Werts an (Mittelwert: 8224 pg/ml;
Standardfehler: +898), fallt ebenfalls steil zum 3. POD auf einen Wert von 4015 pg/ml
(Standardfehler: £481) ab und sinkt dann langsamer auf 3651 pg/ml (Standardfehler:
+514) am 10. POD ab.

Die beiden Kurven unterscheiden sich signifikant voneinander (p=,000).
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Abbildung 12: HGF-Serumspiegel im Verlauf nach Leberteilresektion eingeteilt in
Gruppe 1: kein klinisch relevantes PHLF und Gruppe 2: klinisch relevantes PHLF
nach der PHLF-Schweregrade-Einteilung der ISGLS. Gezeigt werden Mittelwerte mit
Standardfehler zum jeweiligen Messzeitpunkt.
Legende: seeeeeee Gruppe 1: kein Klinisch relevantes PHLF; n=103

— — = - Gruppe 2: klinisch relevantes PHLF; n=25

4.4.4.4 PHLF-Einteilung laut LiIMAX-Testergebnis am 1. POD

Zeigte der LIMAx- Atemtest am 1. POD einen Ergebnis von <85 ug/kg/h und damit ein
PHLF an, wiesen die Patienten im Durchschnitt hbhere HGF- Serumspiegel im Verlauf
nach Leberteilresektion auf, verglichen mit den Patienten, die bessere Testergebnisse

am 1. POD hatten.
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Verlauf des HGF-Serumspieqgels:

Praoperativ unterscheiden sich die HGF- Serumspiegel. In der Patientengruppe, in der
die LIMAxX- Messung am 1. POD kein PHLF anzeigt (n=109; 85%), stellt sich ein
Ausgangswert von 1862 pg/ml (Standardfehler: £115) dar. HGF steigt hier im Verlauf
nach Leberteilresektion am 1. POD auf das Maximum von 4885 pg/ml (Standardfehler:
+254) an, um anschlieBend bis zum 10. POD auf 2781 pg/ml (Standardfehler: +183)
abzufallen.

Im Vergleich beginnt die HGF-Serumspiegel-Kurve der Patientengruppe, die laut LiIMAX-
Messung am 1. POD ein PHFL aufweist (n=19; 15%), bei 2488 pg/ml (Standardfehler:
+554) und steigt steil zum 1. POD auf 7810 pg/ml; Standardfehler: +1081) an.
Anschlie3end zeigt sich ein HGF-Abfall zum 5. POD auf einen Wert von 3127 pg/ml
(Standardfehler: +£391) und dann erneut ein leichter Anstieg auf 3449 pg/ml
(Standardfehler: £584) am 10. POD.

Die beiden Kurven unterscheiden sich signifikant voneinander (p=,001).
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Abbildung 13: HGF-Serumspiegel im Verlauf nach Leberteilresektion eingeteilt
PHLF laut LiIMAx am 1. POD. Gezeigt werden Mittelwerte mit Standardfehler zum
jeweiligen Messzeitpunkt.
Legende: seeeeeee Kein PHLF laut LIMAXx am 1. POD; n=109

— — —- PHLF laut LIMAx am 1. POD; n=19

4.4.3 Verlauf der Serumspiegel von HGF in Abhangigkeit der Entwicklung
eines Leberversagen-assoziierten Todes: Vergleich zwischen
verstorbenen und nicht verstorbenen Patienten

Verlauf des HGF-Serumspiegels:

In der Gruppe der nicht verstorbenen Patienten (n=124) liegt der praoperative HGF-
Serumspiegel durchschnittlich bei 1962 pg/ml (Standardfehler: +132). Der Wert steigt
postoperativ an und erreicht am 1. POD ein Maximum von 5052 pg/ml (Standardfehler:
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+253). Anschlie3end fallt der HGF-Spiegel wieder ab und befindet sich am 10. POD mit
einem Wert von 2864 pg/ml (Standardfehler: £187) Giber dem Ausgangswert.

Verglichen damit steigt die Serumspiegelkurve der LF-RD-Gruppe (n=4) von einem
praoperativen Wert von 1781 pg/ml (Standardfehler: +638) steiler an und erreicht ihr
Maximum bei 13595 pg/ml (Standardfehler: £1691). Bis zum 10. POD fallt der HGF-
Serumspiegel wieder auf durchschnittlich 3658 pg/ml (Standardfehler: +455) zurick.

Die beiden Kurven unterscheiden sich signifikant voneinander (p=,000).
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Abbildung 14: HGF-Serumspiegel im Verlauf nach Leberteilresektion eingeteilt
nach der LF-RD ja oder nein. Gezeigt werden Mittelwerte mit Standardfehler zum
jeweiligen Messzeitpunkt.
Legende: e Kein LF-RD; n=124

- ==- LF-RD; n=4
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4.4.4 Univariate Analysen: Bedeutung des Wachstumsfaktors HGF im
Vergleich zu anderen Parametern

Um die Einflussfaktoren und hierbei im Speziellen den HGF-Serumspiegel fur die
Entstehung eines PHLF oder des LF-RD zu untersuchen, wurden die aus der Literatur
bekannten Einflussfaktoren in eine univariate Analyse aufgenommen.

Wie in Tabelle 7 dargestellt gibt es in dieser Untersuchung bezuglich der HGF-
Serumspiegel statistische Unterschiede zwischen den Patientengruppen, die
postoperativ ein PHLF/LF-RD entwickeln oder einen unauffalligen Verlauf haben. Dabei
fallen besonders die Werte des 1. POD's (respektive bis zum 10. POD beim PHLF der

ISGLS-Einteilung und bis zum 2. POD beim LF-RD) auf.

Tabelle 7: Univariate Analyse der Risikofaktoren fur die Entwicklung eines PHLF
(eingeteilt nach 50-50-Kriterien, nach ISGLS-Definition und laut LIMAX am 1. POD)
und eines LF-RD nach einer Leberteilresektion.

Dargestellt sind p-Werte (univariate Signifikanz) und bei deren Signifikanz (fett gedruckt)

die dazu gehorigen Baseline-Charakteristika.

Univariate Analyse

PHLF nach
ISGLS
Gruppen PHLF nach Gruppe 1. PHLF laut
Variablen PP 50-50- 'gﬂpmf_/ LiMAX am LF-RD
Kriterien Klinisch 1.POD
relevantes
PHLF
p p p p
HGF praOP 450 280 ,039 770
’ ’ 83- 11953 pg/ml ’
HGF 6 h postOP ,160 , 297 ,316 ,020
,002 ,001 ,016 ,014
HGF 1. POD 10033- 17887 2374- 17887 2015- 17887 9685- 17887
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
,002 ,002
HGF 2. POD ,083 1801- 13657 ,305 5833- 13657
pg/ml pg/ml
,003
HGF 3. POD ,080 1861- 10145 ,139 ,082
pg/ml
HGF 5. POD ,295 ,005 ,281 ,027
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,014
HGF 10. POD ,546 1080- 13179 ,382 ,065
pg/ml

e . ,000 ,005 ,029
Bilirubin total praOP 157 0,4-12,8mg/dl | 0,3-12,8mg/dl | 0,6- 12,8 mg/dl
Thrombozyten praOP , 796 ,182 ,539 712
OP-Zeit 458 ,000 122 089

143- 570 min
. . ,001 ,002
FFP intraoperativ ,395 0. 16 0. 14 ,050
Intraop. Ischémie 329 866 ,010 204
’ ’ ’ 0-55 min ’
OP-Prozedur* ,691 ,321 413 ,817
. ,001 ,022
Resektatvolumen in ml ,132 330. 1790 m| 230, 1600 m| ,144
. ,009 ,002 ,004 ,031

Restlebervolumen in ml 540-1600 ml 251- 1514 ml 376- 1352 ml 259- 422 ml
Restlebervolumen in % ,041 ,000 ,003 ,039
von praOP Lebervolumen 13- 49% 13-83% 13- 87% 13- 51%
Alter 212 ,109 ,135 319
BMI ,383 ,438 ,520 ,341

*OP-Prozeduren: atypische Resektionen, Hemihepatektomie rechts, Hemihepatektomie

links, erweiterte Hemihepatektomie rechts, erweiterte Hemihepatektomie links
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4.4.5 Multivariate Analysen

Die multivariaten Analysen ergaben jeweils konsistente Ergebnisse (vergleiche Tabelle
8).

Tabelle 8: Multivariate logistische Regressionsanalyse der Risikofaktoren fir die
Entwicklung eines PHLF (eingeteilt nach 50-50-Kriterien, nach ISGLS-Definition
und laut LIMAx am 1. POD) und eines LF-RD nach einer Leberteilresektion.

Aufgefuhrt sind die signifikanten p-Werte der univariaten Analysen, die p-Werte der
multivariaten logistischen Regression, in die alle Variablen eingeschlossen wurden und
die Odds-Ratio (OR) mit 95% Konfidenzintervall (Cl).

Multivariate Analyse
Unigiriat Mult:)\/:ariat OR 95% C]
PHLF nach 50-50-Kriterien
HGF 1. POD ,002 ,090 1,001 1,0- 1,003
Restlebervolumen in ml ,009 ,328 ,993 ,980- 1,007
E;Sggbl_ee“é‘;'r‘j/r;i%g‘n% von 041 344 830 565- 1,221
PHLF nach ISGLS
Gruppe 1: kein PHLF/ Gruppe 2: klinisch relevantes PHLF
HGF 1. POD ,001 ,035 1,0 1,0- 1,001
HGF 2. POD ,002 ,336 1,0 1,0- 1,001
HGF 3. POD ,003 ,460 1,0 ,999- 1,001
HGF 5. POD ,005 ,156 1,0 1,0- 1,001
HGF 10. POD ,014 ,954 1,0 ,999- 1,001
Bilirubin total praOP ,000 ,230 1,57 ,752- 3,278
OP-Zeit ,000 , 785 1,001 ,992- 1,011
FFP intraoperativ ,001 ,106 1,215 ,959- 1,539
Resektatvolumen in ml ,001 ,923 1,000 ,991- 1,009
Restlebervolumen in ml ,002 711 ,999 ,991- 1,006
Restlgbervolumen in % von 1000 561 924 709- 1,205
praOP Lebervolumen
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PHLF laut LIMAXx am 1. POD

HGF praop 039 016 1,000 1,0- 1,001
HGF 1. POD ,016 ,208 1,000 1,0- 1,0
Bilirubin total praOP ,005 ,387 1,345 ,687- 2,633
FFP intraoperativ ,002 374 1,086 ,905- 1,304
Intraop. Ischamie ,010 ,016 1,079 1,014- 1,147
Resektatvolumen in ml ,022 ,706 ,999 ,991- 1,006
Restlebervolumen in ml ,004 572 ,998 ,991- 1,005
LF-RD

HGF 6 h postOP 020 ,940 1,000 ,999- 1,001
HGF 1. POD ,014 117 1,001 1,0- 1,002
HGF 2. POD ,002 279 1,001 ,999- 1,003
HGF 5. POD 027 ,915 1,000 ,997- 1,003
Bilirubin total praOP ,029 454 ,159 ,001- 19,656
Restlebervolumen in m ,031 825 1,002 ,985- 1,019
E;Sggbf;‘é‘;'r‘ﬂi%g‘n% vom 039 525 873 574- 1,327

Der einzige signifikante Faktor fur die Entstehung eines PHLF nach ISGLS-Einteilung ist
der HGF-Serumspiegel am 1. POD. In den anderen Einteilungen eines PHLF bzw. LF-
RD stellte sich der HGF-Serumspiegel multivariat betrachtet als nicht signifikant dar. Das
PHLF laut LIMAXx am 1. POD hat als signifikanten Risikofaktor die intraoperative

Ischidmiezeit und den praoperativen HGF-Serumspiegel.
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4.4.6 ROC-Analysen und Cutoff-Werte fur den HGF- Serumspiegel

In der Auswertung der oben dargestellten Daten ergeben sich Hinweise auf den
Vorhersagewert des postoperativen HGF-Serumspiegels beztiglich des postoperativen
Outcomes. Um der Fragestellung weiter nachzugehen, wurden Receiver Operating
Characteristic-Analysen (ROC-Analysen) durchgefuhrt.

Die HGF-Spiegel zu einem jeweiligen Messzeitpunkt, die in den univariaten Analysen
signifikante Werte aufzeigten, werden in den Tabellen 9-12 mit den Ergebnissen der
ROC-Analysen gezeigt.

Tabelle 9: ROC-Analysen fur HGF-Serumspiegel und PHLF nach 50-50-Kriterien.
POD = postoperativer Tag, AUC = Flache unter der ROC-Kurve.

PHLF nach 50-50-Kriterien

AUC | Standardfehler? [ Asymptotische Asymptotisches 95%
HGF Signifikanz® Konfidenzintervall
Untergrenze [ Obergrenze
1. POD ,990 ,011 ,000 ,969 1,000

a. Unter der nichtparametrischen Annahme
b. Nullhypothese: Wahrheitsflache = 0.5

Tabelle 10: ROC-Analysen fur HGF-Serumspiegel und PHLF nach ISGLS-Kriterien.
Eingeteilt in Gruppe 1: kein PHLF/ Gruppe 2: klinisch relevantes PHLF;
POD = postoperativer Tag, AUC = Flache unter der ROC-Kurve.

PHLF nach ISGLS-Kriterien
AUC | Standardfehler? | Asymptotische| Asymptotisches 95%
HGF Signifikanz® Konfidenzintervall

Untergrenze | Obergrenze
1. POD , 753 ,058 ,000 ,639 ,867
2. POD ,763 ,052 ,000 ,660 ,866
3. POD ,692 ,054 ,003 ,587 , 798
5. POD ,686 ,059 ,005 ,572 ,801
10. POD ,687 ,059 ,005 ,572 ,802

a. Unter der nichtparametrischen Annahme
b. Nullhypothese: Wahrheitsflache = 0.5
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Tabelle 11: ROC-Analysen fir HGF-Serumspiegel und PHLF laut LIMAX am

1. POD.

POD = postoperativer Tag, AUC = Flache unter der ROC-Kurve.

PHLF laut LIMAX am 1.POD

AUC | Standardfehler? [ Asymptotische Asymptotisches 95%
HGF Signifikanz® Konfidenzintervall
Untergrenze | Obergrenze
praOP ,640 ,077 ,057 ,490 , 790
1. POD ,681 ,079 ,014 ,525 ,837

a. Unter der nichtparametrischen Annahme
b. Nullhypothese: Wahrheitsflache = 0.5

Tabelle 12: ROC-Analysen fur HGF-Serumspiegel und LF-RD.
POD = postoperativer Tag, AUC = Flache unter der ROC-Kurve.

LF-RD
AUC | Standardfehler? | Asymptotische Asymptotisches 95%
HGF Signifikanz® Konfidenzintervall

Untergrenze | Obergrenze

6 h postOP ,854 ,103 ,017 ,652 1,000

1. POD ,978 ,017 ,001 ,943 1,000

2. POD ,965 ,022 ,002 ,922 1,000

5. POD ,812 ,044 ,035 , 726 ,892

a. Unter der nichtparametrischen Annahme
b. Nullhypothese: Wahrheitsflache = 0.5

Aus den ROC-Analysen geht hervor, dass die Spiegel des Wachstumsfaktors HGF mit

einer hohen Sensitivitdt und Spezifitat mit dem Ereignis eines PHLFs und des LF-RDs
korrelieren. Dabei féllt der Wert des 1. POD's (bei der Einteilung der ISGLS auch der
2. POD) in jeder ROC-Analyse besonders auf. Wahrend die Flache unter der ROC-Kurve
(Area under the Curve = AUC) mit ,990 und einer Signifikanz von ,000 in der PHLF-
Einteilung nach 50-50-Kriterien darstellt (vgl. Tabelle 9, Seite 57), dass HGF zu diesem

Messzeitpunkt einen hohen Vorhersagewert hat, liegt die AUC nach der ISGLS-

Einteilung niedriger. Hier weist der HGF-Spiegel eine Flache von ,753 bei einer

Signifikanz von ,000 auf. Auch bei einem PHLF laut LiIMAX-Testergebnis zeigt sich am 1.

POD durch die AUC von ,681 ein Vorhersagewert durch den HGF-Serumspiegel am 1.
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POD (Signifikanz ,014). Der LF-RD wird bei einer AUC von ,978 (Signifikanz ,001) durch
den HGF-Spiegel am 1. POD vorhergesagt.

Uber die statistische Anwendung des Youden-Index wurden Cutoff-Werte fur die
jeweiligen Gruppenvariablen PHLF nach 50-50-Kriterien, klinisch relevantes PHLF
(Gruppe 2 nach ISGLS Kriterien), PHLF laut LiIMAXx-Testergebnis am 1. POD und den LF-
RD bestimmt. Die dazu gehdrigen Werte fur Sensitivitat und Spezifitat sowie der PPW
und NPW sind in Tabelle 13 dargestellt.

Tabelle 13: Cutoff-Werte des HGF-Serumspiegels fir die Entstehung eines PHLF
(eingeteilt nach 50-50-Kriterien, nach ISGLS-Definition und laut LiIMAX am
1. POD) und des LF-RD.

Gezeigt werden die dazu gehdrige Sensitivitat, Spezifitdt sowie der positive (PPW) und
negative pradiktive Wert (NPW).

.. HGF

HGF Ereignis/ Cutoff | Sensitivitat | Spezifitat | PPW | NPW

Variable
[pg/ml]
PHLF nach 50-50-

1. POD Kriterien 9973 1,00 .94 42 1,00
PHLF nach
ISGLS-Kriterien:

1. POD Gruppe 1:kein PHLF/ 6197 64 80 43 90
Gruppe 2: klinisch ! ! ! !
relevantes PHLF
PHLF laut

1. POD LiMAx am 5816 ,63 72 ,29 .92
1. POD

1. POD LF-RD 9674 1,00 ,92 ,29 1,00
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5 Diskussion

Im Folgenden soll zuerst die grundlegende Problematik der Einstufung des
postoperativen Outcomes nach Leberteilresektion hinterfragt werden. Anschlielend
werden die Hauptergebnisse diskutiert. Die Wertigkeit des Wachstumsfaktors HGF nach
Leberteilresektion soll erortert und mit andern Leberfunktionstests und Blutwerten
verglichen werden. Dann wird die Studie kritisch bezuglich ihrer Methoden und
Limitationen betrachtet und schlief3lich eine Schlussfolgerung und ein Ausblick gegeben.

5.1 Besteht Bedarf an besserem Monitoring nach einer
Leberteilresektion?

Das Leberversagen sowie der leberversagen-assoziierte Tod nach einer
Leberteilresektion bleiben neben anderen postoperativen Ereignissen gefiirchtete
Komplikationen in der Leberchirurgie”>2023, Trotz der Verbesserung perioperativer
Verlaufe durch chirurgische Fortschritte!!®, wie der vermehrten Anwendung von
parenchymsparenden, segmentalen Resektionen und der Verminderung des operativen
Blutverlusts?®, schwankt die Inzidenz des PHLF’s bei préoperativ gesundem
Lebergewebe abhangig von Studienpopulationsgrof3e und Operationsausmafien in der
Literatur zwischen 0,7%%° und 9,1%*!’. Bezieht man Untersuchungen an heterogenen
Patientenpopulationen mit ein, erschwert dies den Vergleich der Aussagen verschiedener
Studien®. Komplikationsraten von bis zu 45% sind nicht ungewohnlich?1.2331.118 “Aych die
Mortalitat nach Leberteilresektion reicht im letzten Jahrzehnt von 0%’ bis 4% bei nicht
vorgeschadigter Leber'>'%22, Dabei stellt das PHLF noch immer eine flihrende
Komplikation*'® und Ursache des postoperativen Todes dar3*&119, Viele Untersuchungen
ermittelten fir Morbiditat und Mortalitat nach Leberteilresektion pradiktive Faktoren wie
geringes Restlebervolumen’23120  exzessiver intraoperativer Blutverlust!!’ oder eine
praoperative Leberschadigung wie Zirrhose?, Steatose!?! oder Cholestase!??. Oft
konnten diesen Faktoren ebenfalls bezlglich eines PHLFs ein Vorhersagewert
zugesprochen werden. Obwohl jene Risikofaktoren allgemein bekannt sind, rechtfertigt
das Bestreben nach einer kurativen operativen Therapie ausgedehnte
Leberteilresektionen mit teilweise grenzwertig geringem Restlebervolumen®!8, Daneben

missen grol3e Resektionen auch an vorgeschadigtem Leberparenchym durchgefthrt
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werden, weil die Pravalenz von Zirrhose'?3, nichtalkoholische Fettlebererkrankung (Non-
Alcoholic fatty liver disease, NFALD)24 und chemotherapie-induzierter
Leberschadigung®? steigt. Ein dadurch erhohtes Risiko fuir Komplikationen wird oftmals
fur eine vollstandige Tumorentfernung in Kauf genommen3. Hat ein Patient bei nicht oder
wenig vorgeschadigter Leber eine gute praoperative Leberfunktion und wird keine grof3e
partielle Leberteilresektion durchgefuhrt, so scheint die Person einem geringen Risiko
von Komplikationen ausgesetzt zu sein. Dennoch gibt es Falle, bei denen sich die Leber
unter vermeintlich guten Voraussetzungen schlecht oder mittelmaRig regeneriert!®. Auf
dieser Grundlage kommen ebenso unerwartet komplikationsreiche Verlaufe bis hin zu
einem (temporaren) postoperativen Leberversagen vor. So besteht trotz der generellen
Verbesserung der operativen Techniken, der anésthesiologischen Behandlung und des
postoperativen Managements ein (Rest-) Risiko von postoperativen Komplikationen in
Zusammenhang mit einer eingeschrankten postoperativen Leberfunktion®8115 Dieses
Risiko im postoperativen Verlauf frihzeitig abschétzen zu konnen, wére sehr

wiinschenswert und eine innovative Verbesserung in der Leberchirurgie.

5.1.1 Vor- und Nachteile benutzter Kriterien und Klassifikationen zur

Einschatzung des postoperativen Outcomes

Postoperativ sinkt die Leberfunktion bei jedem der Studienteilnehmer in unterschiedlicher
Auspragung ab. In diesem Moment finden regeneratorische Anpassungsvorgéange in der
Leber statt, sodass die Leberfunktion ab 72 h nach der Operation wieder anfangen sollte,
sich zu erholen. Dies geschieht, obwohl die vollstandige Lebermasse noch nicht wieder
nachgewachsen ist*#° und ist abhéangig von Wachstumsfaktoren wie HGF50:88,

Um anhand der Vorhersagekraft verschiedener (Risiko-)Faktoren das postoperative
Outcome nach Leberteilresektion einzuschatzen, ist es notwendig, den postoperativen
Verlauf eines Patienten einzustufen und in statistisch auswertbare Formen zu bringen.
Dies gestaltet sich in der taglichen klinischen Routine wie auch in diesem Studienformat
insofern  problematisch, als dass kein Klassifikationssystem speziell fir
Posthepatektomie-Komplikationen existiert. Gleichermallen gibt es weder eine
universelle Definition eines PHLF noch einheitliche Tests diesbeziiglich®?2131.118,

Komplikationen nach einer Leberteilresektion lassen sich entweder einzeln auflisten oder

durch eine Kilassifikation einstufen. Letzteres scheint sinnvoller, da manche
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postoperativen Komplikationen schwerwiegender als andere sind und eines
umfangreicheren klinischen Managements bedurfen. Hierbei hat sich das
Klassifikationssystem der Clavien-Gruppe!?’ als verlassliches, allgemein bekanntes und
vielfach angewendetes Verfahren bewahrt®3l. Die Klassifikation hat allerdings keinen
direkten pradiktiven Wert auf das postoperative Outcome nach Leberteilresektion,
sondern dient vielmehr der Einstufung der einzelnen postoperativen Komplikationen. Auf
Operationen jeder Art bezogen korreliert sie signifikant mit der Operationskomplexitat und
dem Krankenhausaufenthalt, sodass sie auch in dieser Untersuchung bezuglich der
grundlegenden Einschéatzung des Komplikationsschweregrades passend erscheint.
Mochte man jedoch den pradiktiven Wert einer Variable nicht auf die allgemeinen
postoperativen Komplikationen bzw. Morbiditat ermitteln, sondern auf das
Leberregenerationspotenial nach einer Leberteilresektion, gestaltet sich die
Untersuchung schwieriger. Wie stellt sich die postoperative Leberregeneration klinisch
dar und an was misst man sie? Es ware in jedem Fall von Vorteil, im frihen Verlauf nach
PHx abschatzen zu koénnen, wie gefahrdet ein Patient fur ein postoperatives
Leberversagen oder die damit verbundenen Komplikationen ist. Ware dies maéglich,
wirde es sich einfacher darstellen, auf die sich im postoperativen Verlauf entwickelnden
Komplikationen zu reagieren.

Tani et al. schatzten die Leberregeneration anhand der Volumenzunahme des Organs
ein?®, Das erscheint auf den ersten Blick sinnvoll, da nach einer groRen Hepatektomie
schon innerhalb eines Tages die Replikation der Hepatozyten beginnt. Nicht-
parenchymale Zellen folgen etwas spater*®%°, Nach der Replikation von Zellen kommt es
zu einer Zunahme der ZellgroRe. Es bleibt allerdings zu bedenken, dass sich neben
leberfunktions-verantwortlichen Hepatozyten auch vermehrt Zellen replizieren, die keine
Synthese- oder Entgiftungsfunktion der Leber tUbernehmen. Analog einer Narbe bei
anderen Gewebsverletzungen restauriert sich die Leber auch mittels Bindegewebe, was
keinen Anteil an der postoperativen Leberfunktion hat. So muss man hinterfragen, ob
eine Volumenzunahme einer adaquaten Leberregeneration gleichzusetzen ist. Dazu
kommt, dass das vollstandige Lebervolumen beim Menschen im Schnitt erst nach einem
Jahr wiederhergestellt ist*®. Tani et al. betrachteten den Zeitraum von 6 Monaten.

Die Untersuchung von Tests zur praoperativen Einschatzung der enzymatischen und
nicht-enzymatischen Leberfunktion ergab bisher ebenso keinen einheitlichen
Goldstandard®®. Durch die Computertomografie (CT) kann das préaoperative

Lebervolumen und das geplante Resektionsausmali bestimmt und mit der postoperativen
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Leberfunktion korreliert werden. Diese Methode verlasst sich auf eine gesunde und
homogene Leberfunktion!'!2, Patienten mit Tumoren auf der Grundlage einer fibrotisch
oder zirrhotisch veranderten Leber, wie das hepatozellulare Karzinom, oder mit
obstruierenden Tumoren, wie das cholangiozellulare Karzinom, unterliegen jedoch
schlechteren Voraussetzungen bezuglich ihrer Leberfunktion als Patienten mit
Lebermetastasen oder benignen Veranderungen?6'?’. Das Lebervolumen ist der
Leberfunktion nicht gleichzusetzen. Dies stellt die generelle Anwendbarkeit der
Lebervolumetrie als einzelne Untersuchung in Frage.

Wenn Einigkeit darliber besteht, dass die Leber nach einer Resektion ihre Synthese-,
Exkretions- und detoxifizierende Funktion aufrechterhalten soll®?°, ist es sinnvoll, die
regenerative Kapazitat anhand von Leberfunktionstests zu messen. Um die individuelle
perioperative Leberfunktion und das daraus regenerative Potential beurteilen zu kénnen,
wurden in der Vergangenheit mehrere Leberfunktionstests in ihrer Anwendung
untersucht. Weder der Indocyaningriin-Test'?¢130  die Galaktose-Eliminations-
Kapazitat'® noch der Monoethylglycinexylidide-Test!*? konnten sich dabei als
zuverlassige Pradiktoren fur postoperative Komplikationen beweisen. Auch die nuklearen
Untersuchungsmethoden wie die Single-Photon Emission Computerized Tomography
(SPECT) mit Technetium-99m werden angewendet, um die Leberfunktion perioperativ zu
untersuchen. Bisher gehort keiner der genannten Tests zur Routinediagnostik bei
Hepatektomien#133,

Anhand der Messwerte des LiIMAXx-Leberfunktionstest ist es mdglich, Aussagen Uber die
aktuelle Leberfunktion am Krankenbett nach einer solchen Operation zu treffen und damit
das Leberregenerationspotential abzuschatzen:134135  Wie im Abschnitt 3.4.2
beschrieben wird dem LiMAx-Testergebnis am 1. POD in der Literatur die grofite
Vorhersagekraft beziglich des postoperativen Outcomes (Morbiditat und Mortalitat)
zugesprochen®. Das Vorkommen bzw. die Aktivitat von CYP1A2 erlaubt eine klare
Unterscheidung zwischen einer normalen und einer reduzierten Leberfunktion, da in
geschadigtem Lebergewebe weniger gesunde Hepatozyten bzw. eine geringere Aktivitéat
von CYP1A2 festzustellen sind%¢. Methacetin ist ein geeignetes Substrat, um die
Leberfunktion mittels ~ Atemtest zu  bestimmen, da es in einem
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt durch CYP1A2 verstoffwechselt wird® und
bisher keine schadlichen Effekte beschrieben worden sind*3":138, In dieser Untersuchung
wurden Storfaktoren des Test vermieden: Bei mechanisch beatmeten Patienten wurde

die exspiratorische Probe direkt durch einen Abzweig aus dem exspiratorischen Schenkel
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des Respirators gewonnen. AufRerdem wurde am Beatmungsgerat auf eine strikt
konstante Sauerstoffzufuhr geachtet, um Stérungen der infrarotspektrometrischen
Messungen zu vermeiden®*®, Der LiMAx-Test ist praktikabel fiir eine Routinediagnostik
und gut in stationdre sowie ambulante Routineablaufe einzugliedern. Dem hingegen ist
er bisher nicht tberall verfigbar und verhaltnismafig teuer in der Anschaffung. Die durch
ihn ermittelte Leberfunktion ist sowohl vom Lebervolumen als auch von der Leberfunktion
abhangig!'?!13. Der LiMAx-Test wurde in der Leberchirurgie®*:113 sowie in Fallen der
Lebertransplantation3+135.140.141 eyaluiert und hat sich auf diese Weise zu einer prazisen
Methode entwickelt, um die Leberfunktionskapazitat zu quantifizieren®1341.113.142  Eg
erscheint sinnvoll am LIMAX einen neuen diagnostischen Test wie die Bestimmung von
HGF im Serum zu messen.

Charakterisierende Symptome einer PHLFs sind Koagulopathie, Hyperbilirubindmie (ggf.
mit Ikterus) und Enzephalopathie®!’. Folgt man diesen klinischen und paraklinschen
Parametern, bilden sie eine schlechte postoperative Leberfunktion ab. Die Leber wird in
dieser Situation ihrer postoperativen Aufgabe (der Erhaltung der Homdostase) nicht
gerecht. Sie regeneriert sich nicht adaquat!’. Dieser Zusammenhang erklart, warum es
sinnvoll ist, den postoperativen Kurs der Leberregeneration anhand des Auftretens eines
PHLF oder dem LF-RD zu messen?6.

Es bleibt jedoch schwer einzuschatzen, wie sich die Kausalitat verhalt: Bedingt die
postoperative schlechte Leberfunktion die Komplikation oder bedingen die
postoperativen Komplikationen die schlechte Leberfunktion? So kdnnen Aszites,
Pleuraergiisse und Odeme auf eine schlechte Leberfunktion zurtickgefiihrt werden,
kénnen aber auch durch eine Herzinsuffizienz oder Uramie bedingt sein, die eine
Leberfunktion wiederum verschlechtern kann. Kleine Wundheilungsstérungen bis zu
groBen Platzbauchen sowie Gallenleckagen und Nachblutungen kénnen sowohl durch
eine schlechte postoperative Leberfunktion, als auch durch operative Fehler entstehen.
Cholangitis oder Peritonitis sind zwar nicht begriindet in einem postoperativen
Leberversagen, stellen aber doch Komplikationen nach einer Leberteilresektion dar, die
einkalkuliert werden mussen und im Rahmen eines PHLF auftreten koénnen. Ein
Leberversagen nach Leberteilresektion tritt selten isoliert auf, sondern ist oft mit einem
(Multi-)Organversagen und Zeichen einer Sepsis verbunden?”’.

Auch um Wachstumsfaktoren wie HGF beziglich ihres pradiktiven Werts auf das
Outcome nach Leberteilresektion zu untersuchen, war es zwingend notwendig,

Komplikationen, das PHLF und den LF-RD zu definieren.
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Balzan et al. fuhrten die 50-50-Kriterien ein?’. Das Modell legt durch die objektiven
Laborparameter (SB und INR) am 5. POD einen klaren Mal3stab fest. Diese
Laborparameter liegen verhaltnismaRig weit tber den Referenzwerten der jeweiligen
Blutwerte. In spateren Untersuchungen haben sich allerdings héhere Cutoff-Werte fir
das Serumbilirubin als tauglicher erwiesen, um ein PHLF zu definieren (z. B. SB von
>7mg/dl mit einer Sensitivitat von 93% und einer Spezifitat von 94%)%3. Auch wenn das
50-50-Modell in mehreren Untersuchungen angewendet wurde3336-3% und andere
Klassifikationen darauf aufbauen?®3!, muss erwahnt werden, dass das eigentliche 50-50-
Criteria-Modell einzig die Mortalitat zu 100% vorhersagt, die Morbiditat bzw. das
Leberversagen nach einer Leberteilresektion allerdings nur zu 50% (Sensitivitat 50%,
Spezifitat 97%). Auch in dieser Untersuchung ergeben sich auffallend &ahnliche
statistische Ergebnisse verglichen mit denen des LF-RD. Durch spatere Untersuchungen
wurde ebenso der hohe pradiktive Wert bezlglich der Mortalitit angezweifelt®!.
AulRerdem bezieht es sich nur auf den postoperativen Status am 5. POD, macht
allerdings keine Aussage zur Bedeutung von schlechten Leberwerten im friheren oder
weiteren postoperativen Verlauf. Die fur die 50-50-Kriterien betrachtete
Patientenpopulation war heterogen bezuglich der OP-AusmalRe sowie zugrunde
liegender préoperativer chronischer Lebererkrankungen. Die Klassifikation beinhaltet
weder leber-assoziierte Komplikationen im Einzelnen noch eine Einteilung in
Schweregrade, ist durch seine zwei Routineparameter (Serumbilirubin und Quickwert)
jedoch simpel gehalten und universell einsetzbar.

Wie oben erwéhnt, stitzen sich mehrere Studien auf die Mdglichkeit, ein Leberversagen
nach Leberteilresektion auf diese Weise abschétzbar zu machen. Auch die ISGLS um
Rahbari et al. entwickelte ihre PHLF-Definition und -Klassifikation auf der Grundlage des
Serumbilirubins und eines Gerinnungswertes in Form der INR?°. Basierend auf einer
Literaturrecherche legten sie sich auf die oben genannte Definition des PHLFs fest und
gliederten diese anhand des Bedarfs an klinischem Management in drei Schweregrade.
Auf den ersten Blick wirkt diese Klassifikation gut durchdacht und durch ihre niedrigeren
Cutoff-Werte fur SB und INR sowie die Schweregradeinteilung sehr sensibel, was die
Fragestellung eines PHLF betrifft. Im selben Jahr publizierte die Arbeitsgruppe um
Rahbari die Untersuchung des pradiktiven Wertes dieses Scores auf das postoperative
Outcome im Vergleich zum MELD-Score und den 50-50-Kriterien?!. Dabei stellte sich
allerdings in der multivarianten Analyse nur der MELD-Score als friher Pradiktor fur
Morbiditat dar. Trotz moderat guter Spezifitat der PHLF-Einteilung der ISGLS und der 50-
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50-Kriterien, reichte die Sensitivitat der Scores nicht aus, um das PHLF nach
Leberteilresektion vorherzusagen. Bezuglich der postoperativen Mortalitat stellten sich
MELD- und ISGLS-Score als Pradiktoren dar. Bleibt anzumerken, dass der MELD-Score
wie unter anderem der Child-Turcotte-Pugh-Score (CTP) immer wieder strittige
Ergebnisse beziiglich betreffender Fragestellung liefern und deshalb diesbezuglich nicht
allgemein anerkannt sind108133.143,

Trotz der widersprichlichen Ergebnisse der Studien tUber den préadiktiven Wert der
postoperativen Risiko-Scores (50-50-Kriterien und PHLF nach ISGLS-Definition und
Klassifikation) sind diese Scores die aktuellen Methoden in statistischen Arbeiten, um das
Outcome nach Leberteilresektion einzuschatzen. Die Kontroverse hiertber ist so grof3,
dass sie von manchen Autoren als ,Dilemma mit willkirlich festgelegten Kriterien®
bezeichnet wird®!. Das zeigt einmal mehr den weiteren Untersuchungsbedarf dieser
Fragestellung an. Die Ergebnisse sollten behutsam interpretiert werden. Eine
Risikostratifizierung auf diesem Wege scheint sehr hilfreich zu sein, um Patienten mit
komplikationsreichen Verldufen zu identifizieren. Derzeit bleibt jedoch der klinische
Status des Patienten inklusive Aszitesentwicklung, Zeichen der Enzephalopathie und
Organversagen die Grundlage fiir Therapieentscheidungen?!. Ein Blutparameter, der vor
der Entwicklung einer symptomatischen Komplikation eine Prognose zum weiteren
postoperativen Verlauf nach PHx abschéatzbar macht, ist bisher nicht identifiziert.

Der LF-RD ist definiert als der Tod auf der Grundlage eines Leberversagens mit oder
ohne Multiorganversagens®!. Hierbei erscheint es mitunter strittig, ob ein Tod
leberversagen-assoziiert eingetreten ist, wenn ein Patient letztendlich an einer Infektion
mit folgender Sepsis verstirbt und diese Komplikation mdglicherweise auch ohne
verminderter Leberfunktion zum Tode gefiihrt hatte!®. In der vorliegenden Untersuchung
sind alle vier Todesfdlle leberversagen-assoziiert eingetreten. Alle vier
Studienteilnehmer, die innerhalb von 90 postoperativen Tagen verstorben sind, litten
initial unter leberversagen-assoziierten Komplikationen wie Pleuraergissen und
ausgepragtem Aszites. Sie hatten zu mindestens zwei Messzeitpunkten des
Studienprotokolls einen LIMAX unter 100 pg/kg/h, meist sogar unter 85 ug/kg/h. Sie
zeigten Zeichen einer hepatischen Enzephalopathie und wurden intensivmedizinisch
behandelt. Jeder der Patienten hatte ein PHLF Grad C nach ISGLS-Einteilung sowie ein
PHLF nach 50-50-Kriterien. Gleichwohl sie alle letztendlich an septischen Komplikationen
verstarben, ware jeder dieser postoperativen Verlaufe ohne ein zugrunde liegendes

Leberversagen nicht denkbar.
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5.1.2 Antwort auf die Frage: Besteht ein Bedarf an einem besserem
Monitoring nach einer Leberteilresektion?

Auch wenn oben genannte Modelle bzw. Klassifikation eines PHLF’s existieren und
immer wieder diskutiert werden, scheinen sie doch nicht universell angesehen und
uneinheitlich, sodass der Bedarf an eindeutigeren und friihzeitig ausschlagenden
Methoden zur Einschatzung des postoperativen Verlaufes nach Leberteilresektion immer
noch besteht. Es stellt sich weiterhin die Frage, ob es Mdglichkeiten eines besseren
Monitorings im vorzugsweise sehr friihen postoperativen Verlauf gibt, um nicht erst auf
Komplikationen wie ein PHLF oder einen drohenden LF-RD zu reagieren, wenn diese
bereits eingetreten sind. Es scheint nicht schwer ein fulminantes Versagen der
postoperativen Leberfunktion zu diagnostizieren. Die Herausforderung besteht darin, die
Bedeutung von verschiedenen Variablen auf mildere Formen der Leberfunktionsstérung
herauszufinden?’.

Neben der Definition und einem friihen Monitoring ist ebenfalls ein besseres Verstandnis
der Pathophysiologie eines Leberversagens nach Leberteilresektion erstrebenswert?,
Wachstumsfaktoren wie HGF spielen hierbei eine entscheidende Rolle**4’. Aus diesen
Grinden ist die weitere Untersuchung einer Relevanz des Wachstumsfaktorenspiegels

von HGF fur das postoperative Outcome nach einer Leberteilresektion erforderlich.
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5.2 Diskussion der Hauptergebnisse

5.2.1 Wachstumsfaktor HGF nach Leberteilresektion

Wachstumsfaktoren der Leber sind Gegenstand von Diskussionen um ihren klinischen
Nutzen. Es gibt mehrere Ansatze, sie fur ein besseres Monitoring bezuglich
unterschiedlicher Ereignisse (PHLF, Leberwachstum, Mortalitdt, Leberzirrhose,
Hepatitis’?, ALF?%?7) anwendbar zu machen. Auch als Medikament, um ein
Leberwachstum bei fehlender funktioneller Lebermasse anzuregen, ist HGF Gegenstand
aktueller Forschung4,

In dieser Untersuchung zeigt HGF als der hier betrachtete Wachstumsfaktor anhand
seines Serumspiegels am 1. POD sehr friih im postoperativen Verlauf an, ob mit relativ
hoher Wahrscheinlichkeit ein PHLF oder ein LF-RD auftritt.

5.2.1.1 HGF als prognostischer Faktor nach PHx am Menschen

Um HGF als Pradiktor fir das Outcomes nach Leberteilresektion zu bewerten und oben
genannte Fragestellungen dieser Studie zu beantworten, miussen die Ergebnisse der
Untersuchung schrittweise betrachtet werden.

Zum ersten konnten in dieser prospektiven Studie am Menschen gegeniber dem
Wachstumsspiegelverlauf nach Leberteilresektion an Nagetieren vergleichbare
Ereignisse festgestellt werden. Bisherige Annahmen werden damit bestatigt?®2°, Wie im
Tiermodell®738 steigt HGF auch in dieser Patientenpopulation wenige Stunden nach
einer Leberteilresektion deutlich an (vgl. Abbildung 3, Seite 19 und Abbildung 9, Seite
44). Im Gegensatz zum Nagetier geschieht dies hier zeitlich versetzt und auf einem
unterschiedlichen Spiegellevel (Ratte: von 20 000 pg/mg auf ein Maximum von 25 000
pg/ml innerhalb von 2 h’3; in dieser Untersuchung: von rund 2000 pg/ml auf rund 5300
pg/ml innerhalb von 24 h). Dies kann einerseits durch die ungleiche Organismus- und
OrgangrofRe sowie durch unterschiedliche ELISA-Messmethoden erklart werden.

Zum zweiten — und damit zur zentralen Fragestellung der Untersuchung — konnte
dargestellt werden, dass in dieser Studienpopulation eindeutige, statistisch signifikante

Unterschiede zwischen den (Kurven-) Verlaufen des HGF-Serumspiegels in den hier
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betrachteten Untergruppen des PHLF bzw. LF-RD bestehen (p= ,000 bezuglich aller
Kurvenvergleiche).

Der HGF-Serumspiegel am 1. POD unterscheidet sich in der univariaten Analyse
signifikant abh&ngig von der Frage, ob ein Patient postoperativ ein PHLF im Sinne der
50-50-Kriterien (p=,002), ein klinisch relevantes PHLF nach der ISGLS-Schweregrad-
Einteilung entwickelt (p=,001), der LiMAx am 1. POD ein PHLF anzeigt (p= ,016), ein
Patient an einem LF-RD verstirbt (p=,014) oder keine dieser Komplikationen auftreten.
Betrachtet man die Baseliniencharakteristika (minimaler bis maximaler Variablenwert in
der Gruppe des PHLF oder des LF-RD), fallt allerdings auf, dass die HGF-Werte von
niedrig bis sehr hoch streuen, auch wenn statistisch signifikante Unterschiede in den
HGF-Serumspiegeln in den Untergruppen eines PHLF vorliegen. Bei der Einteilung nach
den 50-50-Kriterien und des LF-RD schwanken die HGF-Spiegel weniger und liegen im
hohen Bereich (zwischen rund 10 000 und 17 000 pg/ml). In den Gruppen eines PHLF
nach ISGLS und laut LiIMAx-Testergebnis am 1. POD lagen allerdings auch HGF-Spiegel
vor, die mit rund 2000 pg/ml im praoperativen (Normal-) Bereich liegen. Es ergibt sich so
eine Diskrepanz zwischen den beiden Einteilungen eines PHLF und der Vorhersagekraft
von HGF am 1. POD. Dies kdnnte in den milderen und diffizileren Definitionen des PHLF
in Form der ISGLS-Einteilung und laut LIMAXx am 1. POD begriindet sein. Die beiden
Klassifikationen prasentieren sich mit auffallend parallelen Ergebnissen in dieser
Untersuchung. Dies wurde vorher nicht erwartet. Nicht unerwartet waren die &hnlichen
Ergebnisse des PHLF nach 50-50-Kriterien und des LF-RD: Hatten doch 4 von 5
verstorbenen Patienten ein PFLF nach 50-50-Kriterien und ist ein PFLF nach dieser
Definition einzig mit der Mortalitdt zu 100%, mit der Morbiditéat bzw. das Leberversagen
nach einer Leberteilresektion allerdings nur zu 50% assoziiert (siehe Abschnitt 5.1.1).
Betrachtet man die zuvor diskutierten Kurvenverlaufe des HGF-Serumspiegels mit dem
statistischen Wert von HGF am 1. POD, so liegt letzterer durchschnittlich deutlich héher
bei den Patienten, die postoperativ komplikationsreiche Verlaufe aufzeigen. Patienten,
deren postoperativer Verlauf unauffallig ist oder von der isolierten Veranderung des
Labors betroffen sind (ISGLS Gruppe 1: kein klinisch relevantes PHLF), haben dagegen
am 1. POD signifikant niedrigere HGF-Spiegel.

In der Literatur bekannte und haufig diskutierte Einflussfaktoren auf das postoperative
Outcome nach PHx wie der préaoperative Bilirubinspiegel, die Operationszeit, die Anzahl
intraoperativ verabreichter Fresh Frozen Plasma-Konzentrate, die intraoperative

Ischiamiedauer (Pringle-Manéver) und das Resektatvolumen in ml weisen in dieser
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Untersuchung in der univariaten Analyse teilweise Unterschiede bei Patienten auf, bei
denen ein PHLF oder LF-RD aufgetreten ist. Das Restlebervolumen in ml und in Prozent
vom praoperativen Lebervolumen unterscheidet sich ahnlich wie der HGF-Serumspiegel
bei allen Einteilungen eines PHLFs (respektive des LF-RDs) in der univariaten
Untersuchung.

Leider stellte sich der HGF-Serumspiegel am 1. POD in der multivariaten logistischen
Regressionsanalyse nicht mit herausragenden Werten als Pradiktor fur ein PHLF dar.
Einzig in der Einteilung nach ISGLS war er ein signifikanter pradiktiver Faktor fir das
PHLF nach dieser Definition. In allen anderen Einteilungen lag er knapp im nicht-
signifikanten Bereich. Dagegen zeigt die multivariate Analyse der Risikofaktoren fur die
Entwicklung eines PHLF laut LiMAx-Testergebnis am 1. POD, dass hier noch andere
Faktoren eine Rolle spielen. Hierbei sind der préoperative HGF-Spiegel und die
intraoperative Ischidmiezeit der Leber auch signifikante Faktoren. In der vorhergehenden
Analyse (univariat) und bei den darauf folgenden ROC-Analysen konnten diesen Werten
keine hohe Aussagekraft zugewiesen werden. Weiterhin ergaben sich fur andere aus der
Literatur bekannte Einflussfaktoren wie Bilirubinspiegel, die Operationszeit, die Anzahl
intraoperativ verabreichter Fresh Frozen Plasma-Konzentrate, die intraoperative
Ischiamiedauer, das Resektatvolumen in ml sowie Restlebervolumen in ml und in Prozent
vom préoperativen Lebervolumen in der multivariaten Analyse keine statistisch
signifikanten Werte. Das Signifikanzniveau lag durchgehend unter dem fir HGF am 1.
POD.

In dieser Untersuchung konnten keine eindeutigen Unterschiede zwischen dem
praoperativen Spiegel von HGF in Abhangigkeit vom postoperativen Outcome festgestellt
werden. Einzig bei einem PHLF, das am 1. POD durch den LiMAx-Test vorhergesagt
wurde, ergab sich eine Signifikanz von ,039 bei der univariaten und eine Signifikanz von
,016 in der multivariaten Analyse beziglich des praoperativen Werts von HGF. Die
Vorstellung, durch praoperative Blutparameter nicht nur die Operationsfahigkeit, sondern
auch das postoperative Outcome abzuschatzen, erscheint sehr wiinschenswert. HGF
wird diesbeziglich in der Literatur der praoperative Vorhersagewert abgesprochen. Die
praoperative Abschatzung der postoperativen Leberfunktionskapazitat ist derzeit nur
durch préoperative Volumetrie in Kombination mit der LiMAXx-Leberfunktionsmessung
maoglich®. Weder bekannte Blutwerte, der CTP- noch der MELD-Score konnten diesen

Wunsch erflllen!®44, Praoperative Routinelaborparameter wie Albumin, PTT, SB, ALT,
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AST, y-GT oder AP liefern zwar Indikatoren zur hepatischen Dysfunktion und reflektieren
untergehendes Leberparenchym, kdnnen jedoch préaoperativ ebenfalls kein PHLF
vorhersagen?®.

Wahrend sich Routine-Laborparameter wie der Bilirubinspiegel, Gerinnungswerte oder
die PCHE als Lebersyntheseparameter zum Teil spater im Verlauf nach einer
Leberteilresektion bemerkenswert verandern, kann das Maximum des Wachstumsfaktors
HGF beachtlich frih am 1. POD festgestellt werden. Dazu kommt, dass die Aussagekraft
von Routinelaborparametern vielen Storfaktoren unterliegt. Ein erhohtes Bilirubin kann
eine unzureichende Leberentgiftung oder eine mechanische Cholestase bedeuten.
Letzteres konnte als Storfaktor im postoperativen Verlauf in dieser Untersuchung nicht
ausgeschlossen werden. Es gab haufig Falle von Cholangitiden, die durch eine Enge der
biliodigestiven Anastomose bedingt oder auch selbst Ursache fir eine (Teil-) Okklusion
eines Gallenganges sein konnen. Naturlich gab es durch stenosierende Tumore auch
préaoperativ Falle mit diesem Krankheitsbild. Die sich postoperativ initial
verschlechternden Gerinnungswerte konnen nicht nur durch eine zu geringe
Lebersyntheseleistung, sondern auch durch eine intraoperative
Verbrauchskoagulopathie erklart werden. Die PCHE sinkt in dieser Untersuchung erst
am 10. POD auf einen Tiefpunkt (Daten nicht gezeigt). Keinem der vielen einzelnen
unspezifischen Leberschaden- und Syntheseparameter wird eine einzigartige Bedeutung
beztiglich der Leberregeneration nach PHx zugesprochen. Dem hingegen sind Routine-
Laborparameter gunstig und in jedem Krankenhauslabor analytisch bestimmbar. Einen
ELISA zur Bestimmung von HGF durchzufihren ist aufwendiger und (noch) wesentlich
teurer.

Cutoff-Werte flur Serumbilirubin oder INR zeigen ihren pradiktiven Wert nicht vor dem 5.
POD%4%, Umso Uberlegener ist HGF. Es agiert in dieser Untersuchung als
prognostischer Faktor am 1. POD, wenn multivariat auch nicht statistisch signifikant.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind diesbeziglich homogen, schlissig zu
vorangegangenen Untersuchungen und die Studienpopulation mit 128 Patienten
ausreichend fur eine statistische Auswertung.

Die ermittelten Cutoff-Werte fir HGF weisen am 1. POD die hochste Vorhersagekraft in
Bezug auf das PHLF und den LF-RD in dieser Untersuchung auf.

Die Ergebnisse der beiden Einteilungen 50-50-Kriterien und LF-RD liegen, wie in
vorherigen Abschnitten bereits diskutiert, auch beziglich der Cutoff-Werte auffallend nah

beieinander. Der HGF-Spiegel von tber 9973 pg/ml (respektive 9674 pg/ml fur den LF-
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RD) am 1. POD sagt in dieser Untersuchung mit hoher Wahrscheinlichkeit voraus
(Sensitivitat 100%, Spezifitat 94% fur PHLF nach 50-50-Kriterien und Sensitivitat 100%,
Spezifitat 92% fur den LF-RD), dass ein Patient ein PHLF nach 50-50-Kriterien entwickeln
oder leberversagen-assoziiert sterben wird. Mittels dieses Cutoff-Werts wiirde laut dieser
Untersuchung kein Patient (NPW 100%) ein PHLF entwickeln oder am LF-RD sterben,
der einen HGF-Spiegel unter 9973 pg/ml (respektive 9674 pg/ml fir dem LF-RD) am 1.
POD aufweist. Liegt der Wert tiber dem Cutoff, waren immerhin 6 von 10 Patienten nicht
von einem PHLF laut 50-50-Kriterien betroffen. 7 von 10 Patienten wirden trotz eines
HGF-Serumspiegels tUber dem Cuttoff von 9674 pg/ml nicht leberversagen-assoziiert
sterben. Bei der geringen Patientenanzahl, die die 50-50-Kriterien erflllten oder einen
LF-RD erlitten, konnen die niedrigen PPW der Studienpopulationsgrof3e geschuldet sein.
Wesentlich tiefer liegt der Cutoff-Wert des HGF-Serumspiegels, der den grof3ten
pradiktiven Wert auf das PHLF nach ISGLS-Einteilung und laut LiIMAx-Testergebnis am
1. POD erzielt. Auch diese beiden PHLF-Einteilungen prasentieren sich wie oben
angedeutet mit sehr &hnlichen Cutoff-Werten und ahnlicher statistischer Vorhersagekraft.
Anhand des Wertes von 6197 pg/ml (respektive 5816 pg/ml fir ein PHLF laut LIMAX) am
1. POD sagt der HGF-Spiegel mit 64%iger Sensitivitat und 80%iger Spezifitat vorher, ob
ein Patient nach Leberteilresektion wegen seiner verminderten Leberleistung und
Komplikationen eine Anderung des klinischen Managements benétigen wird oder nicht.
Leicht darunter liegt die Sensitivitat von 63% und Spezifitdt 72% fur den errechneten
HGF-Cutoff-Wert beziglich der Frage nach dem Auftreten eines PHLF laut LIMAx am 1.
POD. Auch wenn hierbei schlechtere Werte in Pradiktion (PPW 43%, NPW 90% bei PHLF
nach ISGLS-Einteilung und PPW 29%, NPW 92% bei PHLF laut LiIMAx-Testergebnis)
erreicht werden, geht die Aussage des HGF-Spiegels so kurz nach der Operation in die
gleiche Richtung wie in den anderen Einteilungen des PHLF.

Die Cutoff-Werte zeigen abhangig von der Klassifikation des PHLFs eine grolRe
Diskrepanz. Der wesentlich geringere HGF-Cutoff-Wert und die schlechtere Pradiktion in
der Einteilung des PHLF der ISGLS-Klassifikation und laut LIMAXx am 1. POD kann mit
den PHLF-Klassifikationen selbst zusammenhangen. Wie oben diskutiert sind diese
beiden Einteilungen wesentlich graduierter, aber dadurch weniger eindeutig. Die
Zuverlassigkeit des HGF-Serumspiegels beziglich der Entwicklung eines PHLFs ist
folglich mittelmafig.

Zusammenfassend wird die diskriminatorische Qualitat des HGF- Serumspiegels am

1. POD im mittleren Bereich eingeschétzt. Der Test HGF am 1. POD kann somit
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mittelmaflig gut, aber sehr frith im postoperativen Verlauf zwischen zwei Gruppen des
PHLF bzw. des LF-RD unterscheiden.

Gabe es einen allgemein anerkannten Test als Goldstandard zur Bewertung eines
PHLFs, waren die Cutoff-Werte des HGF-Serumspiegels einfacher zu interpretieren.
Weitere Argumente fur die Schlussigkeit der Daten sind die Ergebnisse der
durchgefuihrten Korrelationsanalyse (Daten im Anhang gezeigt, siehe Abschnitt 7.2)
zwischen den Wachstumsfaktorspiegeln von HGF zu unterschiedlichen Messzeitpunkten
und die Ergebnisse der univariaten Analyse. In Bezug auf fast alle Parameter konnten in
der univariaten Analyse zwischen den verschiedenen Untergruppen des postoperativen
Outcomes stimmige Ergebnisse erzielte werden (vgl. Tabelle 7, Seite 53). Einzig in den
Variablen Operationszeit, praoperativer Bilirubinspiegel und intraoperative Gabe von
FFPs unterscheiden sich die Aussagen beziglich einer Korrelation zum PHLF oder dem
LF-RD. Die derzeitige Datenlage zu diesen Variablen bleibt jedoch ebenfalls

uneinheitlich14°.

5.2.1.2 Prognostischer Wert von HGF in der Literatur

HGF kann als ein sehr friih ausschlaggebender Parameter im Posthepatektomie-Verlauf
gewertet werden. Dieser Fakt wird von anderen Forschungsergebnissen bestétigt: Bei
Tieren steigt die m-RNA von HGF deutlich vor der Alanin-Aminotransferase (ALT) an'*é,
Higuchi et al. konnten feststellen, dass bereits 3 bis 6 h nach einer PHx 60 bis 70% des
HGFs nicht mehr an Membranen gebunden sind, die im Ruhezustand HGF speichern.
Schon nach einer Woche erholt sich die Bindung und damit der Speicher wieder auf das
1,7-fache des praoperativen Zustands4’.

Eguchi et al. zeigten schon im Vorfeld, dass der Wachstumsfaktorspiegel bei Ratten mit
einem Leberversagen nach Leberteilresektion wesentlich héher liegt als bei Ratten ohne
ein Leberversagen, die Expression von HGF und seinem Rezeptor c-met im
Lebergewebe im Falle des Events aber verspatet abliefl#8. Erkenntnisse beziglich
Struktur und Herkunft des Proteins konnten erst durch die Isolation eines im Plasma
ansteigenden Proteins bei Patienten, die unter einem fulminanten Leberversagen litten,
gewonnen werden49,

Diese Ergebnisse unterstitzen die Annahme, dass komplikationslos regenerierendes

Lebergewebe weniger HGF bendtigt als Lebergewebe, dessen regenerative Kapazitat
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nicht ausreicht, um die Homoéostase des eigenen Organs und des Organismus aufrecht
zu erhalten. Dieses Gewebe ist moglicherweise entziindet wie bei einer Hepatitis oder
genauso belastet wie bei einem akuten Leberversagen (ohne zugrunde liegender
Operation) und bendtigt einen hdheren Wachstumsfaktorspiegel, um den Anforderungen
gerecht zu werden oder zumindest den Versuch zu starten. Tatséchlich haben Patienten
mit einer Hepatitis’> oder einem ALF?%°¢ deutlich hohere HGF-Spiegel im Blut. Die Hohe
des Serumspiegels von HGF korrelierte dabei so gut mit dem Ausmalf des ALF, dass am
Department of Gastroenterology, Kyoto University Hospital in Japan im Falle eines ALFs
regelmaRig HGF-Spiegelmessungen durchgefiihrt werden®, um daran den Schweregrad
der Krankheit zu messen und die Prognose einschatzen zu kénnen?8, Diese Konstellation
kann man auch in der vorliegenden Untersuchung (wenn auch nicht signifikant)
wiederfinden: Je hoher der Schweregrad des PHLFs nach ISGLS-Einteilung, desto hdher
liegen die Mittelwerte der HGF-Maxima am 1. POD (HGF Maximum: Kein PHLF < PHLF
Grad A < PHLF Grad B < PHLF Grad C).

Allerdings wurden ebenfalls Ergebnisse Uber humanes HGF und den Verlauf der
Leberregeneration nach Leberteilresektion verdffentlicht, die keine Zusammenhéange
ergaben. Tani et al. und Tomiya et al. schlussfolgerten aus ihren Untersuchungen an 21
Patienten vor 20 Jahren, dass HGF nicht mit der Leberregeneration nach
Leberteilresektion korreliert?®3°, gleichwohl hierbei ebenfalls ein betrachtlicher Anstieg
des Wachstumsfaktors mit Maximum am 1. POD verzeichnet werden konnte. Als
fragliches Mal3 der Leberregeneration betrachteten sie die Volumenzunahme der Leber,
nicht die Leberfunktion oder der funktionellen Lebermasse (siehe Abschnitt 5.1.1). Auch
wenn in der Untersuchung von Tani et al. und Tomiya et al. der maximale HGF-Spiegel
nicht, wie bei Nagetieren beobachtet, mit dem resezierten oder im Koérper verbliebenen
Lebervolumen korreliert, so konnte doch ebenfalls eine Assoziation des
Wachstumsfaktors zur hepatozellularen Dysfunktion (postoperativer Bilirubinspiegel,
ALT), Nekrose und systemischer Entziindung (Lymphozyten) festgestellt werden. Diese
Korrelation ist der unsrigen sehr dhnlich. Den Anstieg des Proteinlevels im Blut erklarten
sie u. a. durch die verminderte HGF-Clearance der Leber nach Resektion!*®. Unter der
oben erklarten Voraussetzung, dass die Leberfunktion und Komplikationen, die die Leber
betreffen, und nicht die Lebermassezunahme die Leberegeneration definieren, ist die
Interpretation von Tani et al. und Tomiya et al. infrage zu stellen. Nicht zuletzt scheint

eine Studienpopulation von 21 Patienten zu klein.

74



Diskussion

Es erscheint auf den ersten Blick wenig logisch, dass ein geschadigtes Lebergewebe
mehr proliferativ wirkendes HGF ausschiittet, sich jedoch trotzdem nicht adaquat
regeneriert. Wahrenddessen scheint fur komplikationslos regenerierendes Lebergewebe
ein niedriger HGF-Spiegel ausreichend zu sein. Die Leber schiittet offensichtlich so viel
HGF aus, wie sie braucht. Weshalb synthetisiert das Lebergewebe nicht mehr HGF, um
den erschwerten Anforderungen wéhrend Komplikationen gerecht zu werden? Wirde
dieser Mechanismus ausreichen? Grinde dafur, dass ein solcher Mechanismus nicht
funktioniert, konnten folgende sein: Entwickelt sich ein postoperatives Leberversagen
bzw. die Leber betreffende Komplikationen, ist das Gleichgewicht zwischen
Leberregeneration und Leberdysfunktion soweit gestort, dass vor allem die Wirkung von
Wachstumsfaktoren an bzw. in der Leber nicht mehr funktioniert®>. Man kann von einem
relativen Mangel von HGF sprechen. Diese Kausalitat lasst sich ebenfalls in der
Regeneration von  zirrhotischem Lebergewebe nachweisen®. Nach einer
Leberteilresektion regeneriert sich zirrhotisch verandertes Lebergewebe verzogert bzw.
schlechter?#4%151 Verglichen mit nicht vorgeschadigter Leber weisen die Ratten mit
Leberzirrhose nach PHXx trotz oder eben wegen der verminderten Regeneration einen
hoheren Anstieg von HGF im postoperativen Verlauf auf®®. In andern Publikationen
konnte dieser Fakt allerdings nicht bestatigt werden. Deren Ergebnisse suggerieren, dass
zirrhotisches Lebergewebe nach PHx sich wegen der erniedrigten HGF- und c-met-
Expression nicht ausreichend regeneriert und dadurch versagen kann?42%, Dies erklart
sich durch die verminderte Umwandlung von der inaktiven in die aktive Form des
Proteins?. Masson et al. fanden einen solchen Effekt nur auf Rezeptorebene, nicht aber
bezuglich dem Protein HGF*>, Dies wirde daftir sprechen, dass ein relativer Mangel am
dem Rezeptor c-MET besteht und durch eine Art Feedback-Mechanismus die erhdhte
Synthese von HGF erfolgt. Eine Wirkung ohne ausreichend funktionelles Lebergewebe
mit c-MET-Rezeptoren bleibt allerdings aus. So wird HGF als diagnostisch méglicher
Faktor in dieser Situation erhdht im Serum messbar. Mdglicherweise spielen in dieser
Kontroverse diese Details eine sehr groBe Rolle!’. Solange das Gleichgewicht der
Leberregeneration zwischen potentiell vitalem, funktionstiichtigem Gewebe und
fibrotisch-zirrhotischem, funktionslosem Lebergewebe mehr auf der Seite von zuerst
Genanntem liegt, kann man davon ausgehen, dass Wachstumsfaktoren produziert
werden und ebenfalls eine proliferative Wirkung erzielen kbnnen. Dies kann der Fall sein,
obwohl! Entziindung, Apoptose, Odem, Blutung und oder eine Leberfunktionsminderung

vorliegt, wie es bei einem postoperativem Leberversagen oder die Leber betreffende
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Komplikationen bis hin zum LF-RD der Fall sein kann. So wird HGF im frihen Status
einer alkoholischen Hepatitis Gberexprimiert. Schreitet die Krankheit weiter voran, wird in
Zirrhosearrealen der Leber eine geringere HGF-Expression verzeichnet'®2. Die
Uneinigkeit Uber den Einfluss von Leberzirrhose auf den Wachstumsfaktorstatus der
Leber ist ein Grund fur das Ausschlusskriterium einer fortgeschrittenen Lebererkrankung
(histologisch/ bildmorphologisch gesicherte Leberzirrhose bzw. praoperativer LiMAX-
Wert <311 pg/kg/h). Ferner muss in Betracht gezogen werden, dass HGF nicht nur von
den Stromazellen der Leber%®7"!, sondern auch von vielen andern Zellen synthetisiert
werden kann und wird®%65, So wirkt der Wachstumsfaktor para®®- aber auch endokrin73,
Besonders im Zuge von Entziindungs- und Heilungsprozessen an der Leber wie auch an
anderen  Stellen des Korpers (Wundheilung!®®,  Glucosemetabolismus!®4,
Schleimhauterosionen?®®  und  ischamischer  Lungenschaden'®¢!%’)  wahrend
komplikationsreichen postoperativen Verlaufen kann das eine grof3e Rolle spielen und
nicht nur die in unserer Untersuchung gefundenen Ergebnisse verfalschen. Aul3erdem
existieren Feedbackmechanismen, die ein Organ vor Ubermafliger Proliferation und
damit potentiellem Tumorwachstum bewahren. So kann man die vermehrte HGF-
Ausschuttung als Versuch des Organs werten, ihren Anspriichen gerecht zu werden.
Die Forschungsergebnisse der Arbeitsgruppe um Tsubouchi et al. waren nicht die
einzigen, die in der HGF-Aktivitat eine Reflektion des Selbstverteidigungsmechanismus
der Leber sehen. Dieser Vorgang ist mal3geblich am Prozess der Leberregeneration nach
Leberteilresektion beteiligt. Der HGF-Serumspiegel vermag laut den Ergebnissen dieser
Untersuchung fahig zu sein, die Leberfunktionskapazitat bzw. das durchschnittliche
AusmabR der Leberschadigung widerzuspiegeln®®?2 und kann Hinweise auf das Outcome
nach Leberteilresektion geben.

Nicht zuletzt verspricht die Entwicklung von rekombinantem humanem HGF (rhHGF)
Behandlungsmaoglichkeiten von Leberversagen und Leberzirrhose®’, weshalb die
Arbeitsgruppe Ido et al. zusammen mit Pharmafirmen an rhHGF als einsetzbares
Medikament forscht'94105, Natirlich muss hierbei die seit langem bekannte potentielle

Onkogenitat von HGF streng beachtet werden?®®®,
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5.3 Limitationen der Studie

Die hier vorgelegte Untersuchung wurde als prospektive Studie geplant. Die PHx als
experimentelles Modell an Nagetieren wurde lange genutzt, um Pathomechanismen der
Initiation, Termination sowie Komplikationen der Leberregeneration zu verstehen.
Basierend auf dem Zusammenhang von Wachstumsfaktoren und der Leberregeneration
an Nagetieren nach PHx sollten die Wachstumsfaktorspiegel am Menschen nach PHx
untersucht werden. Der Vorgang nach Durchfihrung einer PHx im tierexperimetiellen
Modell ist jedoch nur bedingt auf den regenerativen Prozess nach einer
Leberteilresektion am Menschen Ubertragbar*3. Vielmehr ist der Genesungsprozess nach
einer solchen Operation am Menschen von zahlreichen anderen Faktoren abhangig, die
im Tiermodell meist ignoriert werden: Das langere Leben vor einer Operation mit der
Moglichkeit der chronischen Leber(-vor-)schaddigung durch Erndhrung, Alkohol oder
Drogen; die Schéadigung des Blut- oder Galleflusses durch die Raumforderung eines
Tumors in der Leber, ein hoheres Mal3 an Gewebsnekrose, andere Abwehrmechanismen
des Immunsystems und nicht zuletzt psychische Faktoren, die einen Genesungsprozess
beim Menschen beeinflussen. Aul3erdem ist der Einfluss des Alters auf die
Leberregeneration nicht abschlieRend geklartl6143159.160  Eg existiert ebenfalls die
Annahme, dass in einer vorgeschadigten Leber Wachstumsfaktoren, die nach einer
Leberteilresektion zwingend benétigt werden, verbraucht sind oder der Speicherstatus
dieser Molekille ein geringerer ist?®*. Dies alles kann sich nachteilig auf die
Leberregeneration und damit auf den Anspruch an die Leber auswirken, den zu
bewaltigenden Aufgaben (Synthese-, Exkretions- und detoxifizierende Vorgange)2%2!
gerecht zu werden. Aul3erdem fihrt dies zu uneinheitlichen Ergebnissen der HGF-
Serumspiegel nach PHx und macht diese schwer vergleichbar. Aus diesem Grund wurde
in der vorliegenden Untersuchung groR3er Wert darauf gelegt, die Patientengruppe durch
die oben genannten Ein- und Ausschlussfaktoren homogener und damit in ihrer
praoperativen Leberfunktion vergleichbarer zu machen. Keiner der Patienten hatte eine
fortgeschrittene Lebererkrankung, wie eine histologisch bestatigte Leberzirrhose, eine
AFLD oder NAFLD. Dafir dienten die Vordiagnosen und anamnestische Angaben der
Patienten. AuRerdem konnte durch den LIMAX-Test eine gute praoperative Leberfunktion
im gesunden Referenzbereich (>311 pg/kg/h) sichergestellt werden. In jenen Fallen, in
denen die postoperative Restleber doch ein hoheres Mal3 an Fibrose oder Steatose

aufweist, als praoperativ abschatzbar war, kann man davon ausgehen, dass die wenigen
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Patienten mit vorbestehenden Leberschaden das postoperative Outcome nicht
beeinflussen?®. Fiur einen Studieneinschluss musste eine potentiell schadigende
Chemotherapie mehr als vier Wochen zurtickliegen und die Patienten durften nicht an
der Leber voroperiert sein. Unter der Annahme, dass sich eine nicht vorgeschadigte
Leber ann&hernd gleich nach PHx regeneriert, wurde in dieser Studie der perioperative
Verlauf von Patienten verglichen. Diese Annahme ist nattrlich ein Modell, da bekannt ist,
dass jeder menschliche Organismus nicht nur hinsichtlich von Wachstumsfaktoren
individuell auf eine Anforderung wie eine solche Operation reagiert. Der Serumspiegel
von HGF kann auRBerdem durch die Gabe von Steroiden, Antikorpern®!, einem schlecht
eingestellten Diabetes mellitus> oder einem akutem Nierenversagen'®? verandert
werden. Einer Beeinflussung der Studienergebnisse hierdurch wurde mittels strenger
Ausschlusskriterien bei Patientenaufnahme in das Studienkollektiv entgegengewirkt.
Nicht beeinflussbar war hingegen die intraoperative Cortisolgabe, die zur Reduktion der
Entziindung und Odembildung der Leber standardmaRig wahrend Leberteilresektionen
an der Klinik fir Allgemein-, Visceral- und Transplantationschirurgie der Charité erfolgt.
Auch die Entwicklung einer postoperativen Cholestase mit falschlicher Reduktion des
HGF-Serumspiegels'® muss einkalkuliert werden.

Eine akute (laborchemische) Cholestase pra- wie postoperativ stellt eine
Leberschadigung bis hin zum PHLF dar und wird in dieser Untersuchung als eine solche
behandelt. Ist die Ursache hierfur allerdings mechanisch, steht nicht die erniedrigte
Leberfunktionskapazitat nach Leberteilresektion am Anfang der Kausalkette, sondern
entwickelt sich aus der mechanischen Enge des Gallenwegsabflusses. Praoperativ
erhielten alle Falle mit mechanischer Cholestase eine Gallengangsdrainage zur
Verbesserung der Leberfunktion vor PHx. Postoperativ trat kein Fall eines
Gallenwegsverschlusses auf, der eine Ableitung oder operative Revision notwendig
machte. Trotzdem muss eine Gallenwegsabflussstorung als Ursache bei den hier
postoperativ aufgetretenen Cholangitiden (11 Falle) und Gallenleckagen (20 Féalle davon
10 Mal punktiert) in Betracht gezogen werden. Inwieweit diese als mechanische
Cholestase zu bewerten ist, bleibt fraglich. Unabhangig von der Ursache zeigte sich in
der Untersuchung, dass eine akute Leberschadigung durch Cholestase pra- und
postoperativ.  eine  Korrelation zum erhdhten HGF-Serumspiegel aufweist
(Hyperbilirubinamie in PHLF-Klassifikationen nach 50-50-Kriterien und ISGLS-Einteilung

enthalten). Ein praoperativ erhbhtes Serumbilirubin korrelierte in der univariaten Analyse
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signifikant damit, ob postoperativ ein klinisch relevantes PHLF nach ISGLS-Einteilung
oder der LF-RD aulftrat.

Denkbar ist ebenfalls ein individueller Ischdmie-Reperfusionsschaden durch das
intraoperative sogenannte Pringle-Manover, was unsere Untersuchungen verféalschen
konnte. Bei fast allen Patienten, die nach den oben genannten Klassifikationen ein PHLF
bis zum LF-RD entwickelten, wurde die Blutzufuhr der Leber intraoperativ fir
durchschnittlich 20 min unterbrochen (50-50-Kriterien: 5/5 Falle; PHLF nach ISGLS-
Einteilung: 21/26 Falle; PHLF laut LIMAXx am 1. POD: 17/19 Falle; LF-RD: 4/4 Falle). In
anderen Studien wird ein Pingle-Mandver tUber 20 min als zu lange bewertet und in
Assoziation eines temporaren PHLF gesehen'!’. Die Dauer der intraoperativen warmen
Ischamie korreliert jedoch nicht signifikant mit der Entwicklung eines PHLFs nach 50-50-
Kriterien, nach Einteilung der ISGLS oder des LF-RD. Einzig das PHLF laut LiIMAX-
Testergebnis hatte einen statistischen Zusammenhang zu der Pringle-Manéver-Zeit. Dies
kann in Zusammenschau des sensiblen Testergebnisses des *C-Methcetin-Atemtestes
betrachtet werden.

Es war in dieser prospektiven Untersuchung nicht méglich, in einem Zeitraum von rund
2,5 Jahren auf eine geeignete und statistisch auswertbare Patientenzahl zu kommen,
ohne verschiedene Tumorentititen sowie Resektionsausmafl3e miteinander zu
vergleichen. Die Patientenpopulation dieser Studie ist hinsichtlich dieser Faktoren
inhomogen. Auch wenn in diesem Zeitraum an einem Zentrum fir Leberchirurgie wie der
Klinik fur Allgemein-, Visceral- und Transplantationschirurgie der Charité eine weitaus
groBere Anzahl an Leberteilresektionen durchgefiihrt wird, konnte durch die restriktiv
gewahlten Kriterien bezuglich des Einschlusses ins Studienkollektiv weitaus nicht jeder
Patient eingeschlossen werden, der zur Leberteilresektion vorgesehen war. Zudem
wirkte das umfangreiche Studienprotokoll und die hohe Anzahl an Messzeitpunkten tber
einen langeren Zeitraum auf manche Patienten abschreckend, sodass einer Teilnahme
vonseiten einiger Patienten nicht zugestimmt wurde. Viele Patienten kamen nicht aus der
naheren Umgebung der Klinik, sodass ihnen die Anfahrt zu Untersuchungen aulR3erhalb
des stationdren Rahmens nicht oder nur schwer mdglich war. Nicht zuletzt diese
Umstande bedingten die mangelnde Bereitschaft von vier Patienten, sich nach der
stationaren Entlassung zu Nachsorgeuntersuchungen einzufinden.

Naturlich  waren es zumeist die groBen Tumorresektionen (erweiterte
Hemihepatektomien, aber auch die Hemihepatektomien), die komplikationsreiche

postoperative Verlaufe aufzeigten. Keine atypische (Segment-)Resektion hatte ein PFLF.
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Folgen wir der Logik, regeneriert sich die Restleber bei kleinen Resektionen gut und kann
ihren postoperativen Anforderungen gerecht werden. Deshalb brauchen kleine
Resektionen weniger proliferativ wirkende Wachstumsfaktoren wie HGF. Die kleineren
Resektionen wiesen in der Tat prinzipiell geringere HGF-Spiegel am 1. POD auf. So
kénnen sie als Beispiele fur komplikationsarme, postoperative Verlaufe gewertet werden.
Bei der Analyse in Subgruppen der verschiedenen Tumorentitaten sowie
ResektionsausmalRen blieben die Aussagen der hierbei durchgefiihrten statistischen
Analyse in Tendenzen erhalten (statistische Daten nicht gezeigt). Die Fallzahlen sind
allerdings zu klein, um statistisch eindeutig verwertbare Ergebnisse zu erzielen.

Unter der Voraussetzung, dass die Entwicklung eines PHLFs oder des LF-RD statistisch
nicht signifikant mit der OP-Prozedur und schwach mit dem Resektionsausmald in ml
korreliert, kann die Aussage getroffen werden, dass in dieser Untersuchung die
Komplikationen einen gréRReren Einfluss auf die postoperative Veranderung des HGF-
Serumspiegels hat, als die Grol3e der Resektion. Dem steht allerdings entgegen, dass in
friiheren Publikationen der HGF-Serumspiegel mit dem Resektionsvolumen korreliert!62,
Um einen Einfluss der ResektionsausmalRe auf den HGF-Serumspiegel Kklarer
auszuschlieBen, ist eine Untersuchung der betrachteten Fragestellung in einem
homogeneren Patientenkollektiv notwendig.

Es muss beachtet werden, dass manche Tumore Wachstumsfaktoren ausschitten, um
ihr eigenes Wachstum anzuregen. Bisher ist nur das hepatozellulare Karzinom bekannt,
welches potentiell HGF sezernieren kdnnte. Dies kdnnte potentiell die Aussagekraft der
Serumspiegel verfalschen. Bisher ist allerdings HGF kein Tumormarker zur Feststellung
oder Verlaufskontrolle bei Vorliegen eines HCCs.

Wenn man den postoperativen Verlauf verschieden grol3er Resektionen und zugrunde
liegende Tumorentitaten vergleicht, wird die Patientenpopulation inhomogener.
Allerdings bedienen sich viele Autoren dieser Methodik, um in derartig umfangreichen
Studien auf statistisch auswertbare Zahlen zu kommen?:22:118,

In unserer Untersuchung wurden die Messzeitpunkte mit Hinsicht auf den
vielversprechenden schnellen Anstieg unmittelbar nach der Leberteilresektion®” sehr eng
zur Operation gewahlt (6 h postOP, 1., 2., 3. POD etc.). In andern Studien konnte bei
spateren Messungen an Patienten mit einem PHLF kein Anstieg einer HGF-mRNA
registriert werden4,

Verglichen mit den in der Literatur beschriebenen Inzidenzen eines PHLF trat in dieser
Studie das PHLF haufiger auf (klinisch relevantes PHLF nach ISGLS 19,5 %; PHLF laut
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LIMAXx am 1.POD 14,8 %). Dem kann einerseits die unterschiedliche Definition eines
PHLF zugrunde liegen. Ein anderer Umstand ist das hohe Vorkommen von Klaskin-
Tumoren mit der Notwendigkeit ausgedehnterer Resektionen mit hoherer
Komplikationsrate bei Anlage einer biliodigestiven Anastomose, zentralen
Leberesektionen und der mdglichen Lebervorschédigung durch eine praoperativ
bestehende Cholestase’'>23, Eine zuletzt genannte starke Lebervorschadigung wurde
durch einen praoperativen LiMAx-Wert in Normalbereich bei Studieneinschluss
ausgeschlossen. Klaskin-Tumore machten in dieser Studie einen grof3en Teil der
operierten Tumorentitaten aus, weil der Studienstandort ein Zentrum fir diese
Erkrankung darstellt. Das Auftreten des LF-RD entsprach der in der Literatur
beschriebenen Inzidenz (Inzidenzzahlen siehe Abschnitt 5.1). Weiterhin waren
Morbiditats- und Mortalitdtsraten dieser Studie vergleichbar mit anderen
Untersuchungen?:2331.118  Hervorzuheben ist der Fakt, dass alle wahrend dieser Studie
verstorbenen Patienten die Kriterien eines PHLFs erfillten. Dies kann einerseits Zufall
sein, andererseits spielten in deren postoperativen Verlaufen zum Teil auch nicht-leber-
assoziierte Komplikationen eine Rolle. Inwiefern diese Begebenheiten voneinander zu

trennen sind, mussen weitere Untersuchungen zeigen.

5.4 Ausblick auf den klinischen Nutzen

Ein Leberversagen nach Leberteilresektion stellt nicht immer eine lebensbedrohliche
Komplikation dar. Meist sind die Komplikationen im Rahmen des postoperativen
Leberversagens durch eine leberunterstiitzende Therapie reversibel*'®. Trotzdem
bleiben die damit assoziierten Morbiditats- und Mortalitatsraten hoch, weil es meist wenig
zeitlichen Spielraum fir therapeutische Interventionen gibt3. Durch die Bestimmung des
Serumspiegels von HGF am 1. POD kodnnte dieser zeitliche Spielraum und damit der
therapeutische Erfolg vergrofRert werden. Die friihere Einleitung von Kklinischer
Patienteniberwachung, engmaschigeren Laborkontrollen, Bildgebung, unterstitzender
Ernahrung, Blutzuckereinstellung und Interventionen zur Reduzierung postoperativer
Infektionen konnten die Konsequenz aus einem erhéhten HGF-Wert am 1. POD sein!®®,
Eine schnellere Genesung des Patienten, sicherere Chirurgie bei grof3en PHx sowie eine
Verringerung der lebensbedrohlichen Félle von Leberversagen, der Liegedauer und der

Krankenhauskosten standen in Aussicht.
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Die Bewertung des postoperativen Risikos durch HGF im sehr frihen Verlauf nach
Leberteilresektion ist unseren Untersuchungen zufolge méglich. Es ist denkbar, dass sich
im HGF-Serumspiegel am 1. POD der praoperativen Status, das Ausmal einer
Resektion, der intra- und der postoperativen Kurs vereint.
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6 Schlussfolgerung

Im untersuchten Patientengut ist das Auftreten eines PHLFs oder des LF-RDs nach PHx
mit einem deutlich hoheren HGF-Serumspiegel am 1. POD assoziiert. Es zeichnen sich
Cutoff-Werte des HGF-Serumspiegels am 1. POD mit hohem pradiktivem Wert flr ein
PHLF oder den LF-RD ab. Diese sind, abhéngig von der Definition eines PHLFs
unterschiedlich, liegen aber im Durchschnitt deutlich héher als bei Patienten mit einem
unauffélligen Verlauf nach PHx.

Der HGF-Serumspiegel vermag sehr friih ein PHLF oder den LF-RD im postoperativen
Verlauf nach PHx anzuzeigen. Um einheitlichere Ergebnisse eines HGF-Cutoff-Wertes
fur den 1. POD zu erzielen, ist eine einheitliche Definition eines PHLFs nach PHx und die

Untersuchung an einer gréf3eren Patientenkohorte notwendig.
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7 Anhang

7.1 Durchfihrung: ELISA zur Bestimmung von HGF

Bei der Vorbereitung fur die Durchfuhrung der ELISA sollten die Materialien
Zimmertemperatur haben, damit sich beispielsweise eventuell auftretende Kristalle im
Ansatz des Waschpuffers I6sen kdnnen.

Um den Waschpuffer anzusetzen, werden 20 ml davon (895003) auf 500 ml Aqua dest.
pro Platte verdinnt.

Der Standard (890237) wird mit Aqua dest. gelost, sodass er eine
Ausgangskonzentration von 300 pg/ml hat. Dieser muss 15 Minuten ruhen, bevor er in
der Verdinnungsreihe eingesetzt wird. Bei einer Anfangskonzentration von 4000 pg/ml
wird die Verdinnungsreihe bis zu einer Endkonzentration von 125 pg/ml durchgefihrt.
Hierflr wird das erste Rohrchen mit 500 pl Calibrator Diluent RD6F (895152) fuir Serum
und Plasma plus 500 ul Standard vorbereitet. AnschlieRend wird fir das zweite bis achte
Rohrchen jeweils 500 pl Calibrator Diluent RD6F vorgelegt und dann analog einer
geometrische Verdunnungsreihe (siehe Abbildung 15) 500 ul pro R&hrchen

Uberpipettiert. Jede Verdiinnung muss gut mittels Vortex gemischt werden.

Abbildung 15: Standardverdinnungsreihe
500 uL 500 L 500 puL 500 puL 500 puL

\ "

> /' \\ 4

N /j . y R // . .

4000 2000 1000 500 250 125
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

Die bendétigte Probenverdiinnung wurde im Pilotversuch ermittelt.
Fur die Durchfihrung des ELISAs werden entsprechend der Probenanzahl Strips

entnommen und in das Halterungssystem eingelegt.
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In jedes Well (Standard, Blank und Proben) werden 150 pl Assay Diluent RD 1W
(895117) vorgelegt. Dabei handelt es sich um eine proteingepufferte Base, wobei das
Protein dazu dient, unspezifische Bindungsstellen in der Platte abzudecken. Es werden
nun entsprechend des Belegungsprotokolls die Proben, Blank und Standard in die Wells
pipettiert (50 pl/Well). Sodann wird die Platte mit einem coverslip bedeckt, um einer
Austrocknung vorzubeugen. Der Inhalt der Platte wird durch vorsichtiges, kreisformiges
Bewegen der Platte gemischt. Hierauf erfolgt eine Inkubation von 2 h bei
Zimmertemperatur.

Fur das folgende Waschen wird die Platte erst ausgeschlagen und dann etwa 400 pl
Waschpuffer pro Well mit einer Spritzflasche auf die Platte gegeben. Dieses Procedere
wird insgesamt vier Mal wiederholt. Am Ende sollte die Platte noch einmal gut auf griinen
Einmalhandtiichern ausgeschlagen werden, sodass keine Flissigkeitsreste mehr in den
Wells verbleiben, die das Volumen und somit auch die Konzentration der folgenden
LAsung verandern wirden.

Jetzt werden 200 upl/Well HGF-Konjugat (892539), welches bereits gel6st vorliegt,
dazugegeben. Es schlief3t sich eine erneute Inkubation der Serumproben fir 2 h bei
Raumtemperatur sowie der Waschvorgang analog dem oben beschriebenen Procedere
an.

Vor der Substratzugabe (Color Reagent A 895000/ Color Reagent B 895001) wird jenes
zu gleichen Teilen aus den beiden Reagenzien A und B gemischt (z. B. 5 ml + 5 ml). Das
fertige Substrat muss 15 Minuten ruhen, bevor es im ELISA eingesetzt wird.

Pro Well werden dann 200 ul des Substratgemisches dazugegeben. Es ist Vorsicht
wegen der Lichtempfindlichkeit des Substrats geboten. Deshalb muss die Platte mit
einem Cover Slip und zusatzlich abgedeckt werden. Danach folgt eine erneute 20-
minutige Inkubation bei Raumtemperatur.

Zum Stoppen der Reaktion werden 50 ul Stop Solution (2N Schwefelsaure) (895032) pro
Well hinzugegeben.

Die photometrische Messung erfolgt bei 450 nm (Referenz 540 oder 570 nm) mit einem
Plattenphotometer (Fluostar Optima, Fa. BMG Labtech).
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7.2 HGF-Korrelations-Analyse

Tabelle 14: HGF-Korrelations-Analyse (Pearson) zwischen allen Zeitpunkten.

Anhang

HGF HGF HGF HGF HGF HGF HGF HGF
praOP 6 h 1. POD | 2. POD | 3. POD | 5. POD 10. 90.
postOP POD POD
Korrelation nach Pearson 1 ,042 ,075 , 111 ,304* , 132,357 ,357*
SZ;P Signifikanz (2-seitig) ,645 ,406 221 ,001 ,148 ,007 ,007
N 126 123 126 124 126 124 57 58
HGF Korrelation nach Pearson ,042 1| ,338* | ,435*| 241* 122 ,037 ,037
6h Signifikanz (2-seitig) ,645 ,000 ,000 ,008 ,185 ,787 ,787
postOP N 123 125 125 124 122 121 56 56
HGF Korrelation nach Pearson ,075| ,338* 1| ,643* 4077 ,309* ,078 ,078
1 POD Signifikanz (2-seitig) ,406 ,000 ,000 ,000 ,001 ,566 ,566
N 126 125 128 126 125 124 58 58
HGE Korrelation nach Pearson , 111 ,435%|  ,643* 1| ,658*| ,499** ,066 ,066
» POD Signifikanz (2-seitig) ,221 ,000 ,000 ,000 ,000 ,630 ,630
N 124 124 126 126 123 123 57 57
HGE Korrelation nach Pearson ,304% | ,241**( 407**| ,658** 1] ,564** ,061 ,061
3 POD Signifikanz (2-seitig) ,001 ,008 ,000 ,000 ,000 ,653 ,653
N 123 122 125 123 125 122 57 57
Korrelation nach Pearson ,132 122 ,309** | ,499**| 564** 1 ,077 ,077
:GPFOD Signifikanz (2-seitig) ,148 ,185 ,001 ,000 ,000 ,576 ,576
N 123 125 124 123 122 124 56 56
Korrelation nach Pearson , 104 ,093| ,323* | ,467*| ,503* | ,594** ,033 ,033
RGP Signifikanz (2-seitig) ,275 ,333 ,000 ,000 ,000 ,000 ,811 ,811
10. POD
N 113 112 115 114 112 112 56 56

** Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,01 (2-seitig) signifikant.
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