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II. Zusammenfassung

Abstract

Einleitung: Fir den dynamische Leberfunktionstest LIMAX (maximum liver function capacity)
konnte zuletzt ein ausgezeichneter prognostischer Wert im Bereich der Leberchirurgie und
Lebertransplantation gezeigt werden. Ziel dieser Arbeit war es das Potential des Tests zur
Diagnostik der hepatischen Schidigung im Rahmen einer Oxaliplatin-basierten Chemotherapie,
seine Reliabilitdt im perioperativen Setting sowie die technische Umsetzbarkeit unter ECMO-
Therapie und seinen pridikativen Wert fiir die Lebensqualitit bei Leberzirrhosepatienten zu
bestimmen. Methodik: Hierzu wurden drei prospektive Beobachtungsstudien zur Untersuchung
der Thematiken durchgefiihrt. Zur dynamischen Leberfunktionsmessung wurden jeweils der C-
Atemtest LiMAx — basierend auf der hepatozytenspezfischen Verstoffwechselung von “C-
Methacetin — und der ICG (Indocyaningriin)-Test verwendet. Die Lebensqualititsanalyse
erfolgte mittels der deutschen Version des CLDQ (Chronic liver disease questionnaire).
Ergebnisse: Im Rahmen einer adjuvanten Oxaliplatin-basierten Chemotherapie nach UICC
Stadium III Kolonkarzinom konnte mittels LiMAx trotz unveridnderter laborchemischer
Parameter eine Reduktion der Leberfunktion detektiert werden. Im Anschluss zeigte sich eine
patienten-individuelle Regenerationsdauer zur Wiederherstellung der Initialfunktion (4 Wochen
bis mehr als 8 Wochen nach applizierter Chemotherapie). Der LiMAx Test zeigte sowohl im
perioperativen Setting nach extra-abdomineller Chirurgie in Allgemeinanisthesie als auch im
gesunden Kontrollkollektiv eine auszeichnete Reliabilitidt (ICC = 0,81 bzw. ICC = 0,85). Unter
laufender ECMO-Therapie kann LiMAx ohne Verdnderungen der therapeutischen ECMO-
Einstellung technisch durchgefiihrt werden. Im Rahmen der Lebensqualititsanalyse bei
Leberzirrhosepatienten in der Transplantationsevaluation zeigen die Ergebnisse der dynamischen
Leberfunktionstests keinen direkten Einfluss auf die gesundheitsassoziierte Lebensqualitit.
Stattdessen sind multivariat R* = 0,474) der Aszitesgrad (B = 0,486; p<0,001) und die
Pseudocholinesterase (Bs = 0.196; p = 0,002 signifikant mit einer reduzierten globalen
Lebensqualitidt  assoziiert.  Schlussfolgerung: Das Indikationsspektrum des LiMAx-
Testverfahrens konnte durch die Untersuchungen erweitert werden. LiMAx hat das Potenzial im
Rahmen eines patienten-individuellen Ansatzes das chemotherapiefreie Intervall vor
ausgedehnten Leberteilresektion zu bestimmen und so die perioperative Morbiditit und
Mortalitit dieser Patientengruppe zu reduzieren. Testtheoretisch wurde gezeigt, dass C-
Atemtests unter laufender ECMO-Therapie moglich sind und klinisch valide Ergebnisse liefern.
Weiterhin konnte die Reliabilitdt des Verfahrens sowohl im perioperativen Setting als auch im

gesunden Kontrollkollektiv als exzellent bestimmt werden. Im Kontext der gesundheits-



assoziierten Lebensqualitit bei Leberzirrhosepatienten zeigte der LiMAx-Test neben anderen
quantitativen Tests und Scores keinen pradikativen Wert. Stattdessen ist ein addquates Aszites-
und Erndhrungsmanagement entscheidend fiir die gesundheitsassoziierte Lebensqualitit in

diesem Patientenkollektiv.

Introduction: LiMAx (maximum liver function capacity) has recently been shown to provide
prognostic ability in the context of liver transplantation and partial liver resection. Aim of this
study was to determine the ability of LiMAx to detect chemotherapy-associated liver
impairment, to determine the repeatability of the test and to proof technical feasibility in patients
undergoing ECMO therapy. Moreover we evaluated the prognostic value of LiIMAX in the
context of health related quality of life in patients with end stage liver disease. Methods: Three
prospective clinical trials were carried out independently. The "*C-breath test LIMAx — based on
the liver specific metabolism of '*C-Methacetin — and the ICG (indocyanine green) test were
used to access dynamic liver function in each study. Health related quality of life was determined
by the German version of the chronic liver disease questionnaire (CLDQ). Results: Despite
showing no relevant alterations in standard liver function tests, LIMAx was able to detect
chemotherapy-associated hepatic impairment in patients that underwent adjuvant Oxaliplatin-
based chemotherapy. Liver regeneration as assessed by LIMAx was significantly correlated with
hepatic regeneration after cessation of chemotherapy. LiMAXx also showed to have an excellent
repeatability in patients undergoing general anaesthesia for extraabdominal surgery as well as in
healthy controls (ICC = 0.81 and ICC = 0.85, respectively). In addition, LiMAXx can be carried
out safely in patients undergoing ECMO therapy without changing the settings of the ECMO
device. No dynamic liver function test was associated with health related quality of life in
patients with end stage liver disease. As such, we identified grade of ascites and
butyrylchlolinesterase as two independent predictors of quality of life in these cohorts.
Conclusion: LiIMAx might have the ability to determine an individual chemotherapy-free
interval prior partial liver resection to allow a safe resection without increased perioperative
morbidity and mortality due to chemotherapy. We have shown that '>C-breath tests are feasible
in patients requiring ECMO therapy. Moreover, test results were in accordance with the
particular clinical course of each patient. The LiMAx test showed excellent repeatability in
complex clinical situations underlining its clinical use in the perioperative setting. Nevertheless,
adequate management of ascites and nutrition remain key aspects in health related quality of life

adapted treatment of patients with liver cirrhosis awaiting liver transplantation.



Einfithrung

Die moderne Leberchirurgie erfuhr in den letzten Jahrzehnten beachtlichen Fortschritt. Obwohl
seit jeher die Bestimmung des verbleibenden Lebervolumens nach groBen leberchirurgischen
Eingriffen fast ausschlieBlich iiber Computertomographie (CT)-gestiitzte Lebervolumetrien
sowie laborchemischen Parametern erfolgte, stellt die ,tatsdchliche* Leberfunktion in diesem
Patientengut weiterhin eine gewisse Unbekannte da. Als solches spiegeln diese herkommlichen
Verfahren nur eine Partikularfunktion eines komplexen hepatischen Metabolismus wieder.

Die klassischen Laborparameter wie die laborchemische Bestimmung der Transaminasen
(AST/ALT) zeigen iiberwiegend hepatische Schidigung an, wihrend andere Laborwerte wie das
Albumin und die Gerinnungsfaktoren (INR, PTT, Faktor X) die Synthesefunktion widerspiegeln.
Aus diesem Grund verlaufen friihe Leberzirrhose- und Fibrosestadien hédufig ohne signifikante
Anderungen in den Routinelaborparametern [1].

In diesem Kontext sucht die moderne Hepatologie nach neuen Leberfunktionstest um die
Leberfunktion eines Patienten besser abbilden zu konnen. An der Klinik fiir Allg.-, Viszeral- und
Transplantationschirurgie der Charité Berlin hat sich im Rahmen dessen der '*C-Atemtests
LiMAx (maximum liver function capacity) als Standarddiagnostikum vor ausgedehnten
Leberteilresektionen sowie der Lebertransplantation etabliert [2-6]. Im Rahmen dieser
Promotionsschrift wurde die klinische Praktikabilitit sowie die Aussagekraft des LIMAX Tests in
verschiedenen klinischen Szenarien untersucht.

In der modernen Leberchirurgie werden héufig multimodale Therapiekonzepte mit praoperativer
Chemotherapie und anschlieBender Leberresektion in kurativer Intention eingesetzt [7,8]. Dies
gilt insbesondere fiir eine initial als irresektabel eingestufte Lebermetastasierung, die im Rahmen
eines ,,down-staging* Konzeptes durch eine neoadjuvante Chemotherapie in eine resektable
Situation iibergefiihrt werden kann [9,10]. In diesem Kontext findet speziell das FOLFOX- (5-
Flurouracil, Leukovorin, Oxaliplatin) und das FOLFIRI-Regime (5-Flurouracil, Leukovorin,
Irinotecan) héufig in Kombination mit Cetuximab oder Bevacizumab Anwendung und zeigt in
diesem préaoperativen Kontext zum Teil sehr gute Responseraten [11-13]. Auf der anderen Seite
fiihrt die prdoperative Applikation von Chemotherapeutika ebenfalls zu einer — individuell
unterschiedlichen - spezifischen histologischen Schidigungen der Leberparenchyms, die
aullerdem mit einer erh6hten perioperativen Morbiditdt und Mortalitét assoziiert ist [14-17].
FOLFOX im speziellen erhohte die perioperative Morbiditét in verschiedenen Studien [18-20].
Eine praoperative Leberbiopsie zur Determinierung eines potentiellen Leberparenchymschadens
ist aufgrund der Invasivitdt und technischen Limitation der Methode nicht in vielen Zentren in

die préoperative Diagnostik in diesem Patientenkollektiv implementiert [21,22]. Nach der



bisherigen Datenlage scheint speziell das chemotherapiefreie Intervall zwischen der Beendigung
einer Polychemotherapie und anschlieBender Resektion entscheidend fiir das operative Outcome
zu sein, sodass die aktuelle Literatur ein chemotherapiefreies Intervall von 6 bis 8 Wochen
empfiehlt [15,16,23]. Nichtsdestotrotz befindet sich eine Wartezeit nach Chemotherapie im
Spannungsfeld der onkologischen Anforderung eine zeitnahe chirurgische Resektion zu erzielen,
sodass ein genauer Einblick in die Verdnderung der Leberfunktion durch Chemotherapie und die
anschlieBende Funktionsregeneration das klinische Management dieser Patienten verbessern
kann.

Grundsétzliche  Voraussetzung  fiir den  Einsatz  eines  Testverfahrens  zur
Leberfunktionsdiagnostik im perioperativen Setting ist eine ausreichende Reliabilitidt. Der
LiMAx Test zeigte in bisherigen Studien postoperativ eine ausgezeichnete Sensitivitit und
Spezifitit zur Diagnostik eines postoperativen Leberversagens und der hiermit assoziierten
Mortalitdt [2]. Weiterhin ermdglicht eine pridoperative Volumen-Funktions-Planung auf der
Basis einer digitalen Resektionsplanung und der praoperativen Leberfunktionsbestimmung ein
Abschétzen der postoperativ verbleibenden Leberfunktion [3]. Dies kann als indirekter Beleg fiir
die Reliabilitit des Testverfahrens gewertet werden. Speziell weitere direkte Untersuchungen zur
Testreliabilitdt im perioperativen Kontext sind eine entscheidende Vorrausetzung zur
Implementierung des Testverfahrens in der Leberchirurgie [24].

Nicht weniger entscheidend fiir den ubiquitéren Einsatz eines Testverfahrens ist die Moglichkeit
valide Leberfunktionsmessungen bei intensivpflichtigen Patienten durchzufiihren. Kaffarnik et
al. zeigten bereits fiir den LiIMAX Test die exzellente prognostische Bedeutung bei Patienten im
Rahmen des Multiorganversagens bei Sepsis [25]. In diesem Szenario ist bei der Majoritét der
Patienten im beatmeten Zustand unter Konnektion des LiMAx-Messgerdtes an das
Beatmungsgerit die Leberfunktion ermittelt worden. Bisher unklar ist, ob der ?C-Atemtest auch
bei Patienten mit ARDS und extrakorporalem Oxygenierungskreislauf (ECMO) technisch
zuverldssig ist und valide eingesetzt werden kann. In diesem Kontext erscheint ein detailliertes
Monitoring der Leberfunktion unabdingbar, da frithere Studien eine schlechte Prognose bei
Patienten zeigen konnten, bei denen es im Rahmen eines Multiorganversagens auch zu einem
Leberversagen kommt [26]. Die aktuelle Forschung evaluiert daher bereits den Einsatz
extrakorporaler Leberersatzverfahren in solchen Patientenkollektiven [27]. Neben seiner
prognostischen Bedeutung im Rahmen der Sepsis konnte Lock et al. in einer Pilotstudie bei
Patienten mit akutem Leberversagen bereits einen guten Diskriminationswert des LIMAx Tests
zur Unterscheidung einer notwendigen Transplantation oder Tod bzw. Erholung des Patienten

zeigen [28].



Ein weiteres Indikationsspektrum des LiMAx Tests ist das Monitoring bei chronischen
Lebererkrankungen sowie bei vorbestehender Leberzirrhose. Erste Arbeiten konnten bereits eine
zum MELD (model of end-stage liver disease) analoge prognostische Bedeutung der LiMAXx
determinierten enzymatischen Leberfunktion flir Patienten auf der Warteliste zur
Lebertransplantation zeigen [29]. Durch die limitierte Anzahl an Spenderorgangen resultiert fiir
Patienten aktuell eine erhebliche Wartezeit auf ein Spenderorgan [30]. Der MELD-Score wird
aktuell als objektiver Wert zur Organallokation herangezogen und wurde entwickelt um die
Mortalitit auf der Warteliste abzubilden und nicht um die gesundheitsbezogene Lebensqualitit —
ein flir Patienten auf der Warteliste ebenso entscheidender Parameter — zu bestimmen [31].
Frithere Arbeiten konnten zeigen, das der MELD- oder auch der Child-Pugh-Score nur
ungeniigend mit der eigentlichen Lebensqualitidt nach OLT korrelieren [32,33]. Im Kontext der
aktuell bestehenden Wartezeiten ist die Optimierung der gesundheitsbezogenen Lebensqualitit
ein entscheidendes Therapieziel, sodass die Identifikation von entsprechenden Einflussfaktoren
von therapeutischer Tragweite ist.

In der vorliegenden kumulativen Promotionsschrift wurde der LiMAx Test im Rahmen der
adjuvanten Oxaliplatin-basierten Chemotherapie bei Patienten mit Kolonkarzinom im UICC
Stadium III (PUBLIKATION 1), bei einer Extrakorporaler Membranoxygenierung (ECMO) bei
Patienten mit Acute Respiratory Distress Syndrom (ARDS) unterschiedlicher Atiologie
(PUBLIKATION 2) sowie seiner Reliabilitit im Rahmen der Allgemeinanisthesie
(PUBLIKATION 3) untersucht. Weiterhin wurde der Einfluss der dynamischen Leberfunktion
auf die Lebensqualitit von Patienten auf der Warteliste zur Lebertransplantation evaluiert

(PUBLIKATION 4).

Methodik

Im Rahmen der vorliegenden Promotion wurden insgesamt drei monozentrische prospektive

Beobachtungsstudien durchgefiihrt.

Klinische Studie - Verinderung der Leberfunktion und Leberstruktur durch Oxaliplatin-
basierte Chemotherapie (PUBLIKATION 1)

Innerhalb dieser Studie wurden Patienten mit Kolon- bzw. hohen Rektumkarzinom im UICC
Stadium III, die im Rahmen ihrer reguldren medizinischen Behandlung eine adjuvante
Oxaliplatin-basierte Chemotherapie (FOLFOX, XELOX) erhielten, eingeschlossen und
kontinuierlich hinsichtlich der Verdnderungen der Leberfunktion iiberwacht. Hierfiir erhielten

die Studienpatienten ein Leberfunktionsabklirung (LiMAx, ICG (Indocyaningriin)-Test und



laborchemische Untersuchungen) vor der ersten Applikation der Chemotherapie, eine Woche
nach dem letzten Behandlungszyklus sowie 4 Wochen und 8 Wochen nach Beendigung der
Chemotherapie. Primdrer Endpunkt der Studie war die Regeneration der Leberfunktion
gemessen mittels LiMAx nach Beendigung der Chemotherapie bis zum 8 Wochen
Nachbeobachtungszeitpunkt. Die sekundidre Endpunkte waren die Quantifizierung der
Leberschadigung durch die Chemotherapie mittels LiMAx und ICG-Test sowie die
Identifizierung von prognostischen Faktoren flir das Ausmall der Hepatotoxizitit bzw. die
Geschwindigkeit der Regeneration. Vor Einschluss in die Studie wurden die Stagingbildgebung
der Patienten gesichtet um eine bestehende Lebermetastasierung der Grunderkrankungen
auszuschlieBen. Patienten mit chronischen Lebererkrankungen, laufender hepatoxischer
Medikation und prioperativer Applikation von Chemotherapie vor weniger als einem Jahr waren

von der Studienteilnahme ausgeschlossen.

Klinische Studie — Evaluierung des Einflusses von Allgemeinaniisthesie auf die dynamische
Leberfunktion (PUBLIKATION 3)

In dieser Studie erfolgte eine Reliabilititsanalyse des LiMAx Tests in einer Gruppe
lebergesunder Patienten, die einem extra-abdominellen elektiven chirurgischen Eingriff unter
Allgemeinanésthesie unterzogen wurden. Ausschlusskriterien waren eine bekannte
Lebererkrankung, bestehender Alkoholkonsum >20g/d und anamnestischer Drogenabusus. Die
Kohorte umfasste 23 Patienten die alle einen LiMAX Test, eine Standardblutentnahme direkt vor
der geplanten Operation sowie einen weiteren LiMAx Test mit korrespondierender
Laborentnahme am 1. postoperativen Tag zugefiihrt wurden. Der primédrer Endpunkt der Studie
war die Reliabilitit des Tests.

Im Rahmen des Projekts erfolgte zudem die Validierung des LiIMAx Normwertes anhand eines
gesunden Kontrollkollektives (n=86). Zusidtzlich zu den oben genannten Ausschlusskriterien
waren hierfiir nur Patienten verfligbar, die keine laufende Pharmakotherapie jeglicher Art
erhielten. Ein Teil des gesunden Kontrollkollektives (n=24) erhielt zudem eine Kontrollmessung

am direkt folgenden Tag zur Bestimmung der Testreliabilitét in diesem Kollektiv.

Klinische Studie — Prognostische Bedeutung der enzymatischen Leberfunktion bei
Patienten mit Leberzirrhose (PUBLIKATION 4)

Innerhalb dieser Studie wurden bei Patienten im Rahmen der Evaluation zur
Lebertransplantation in der Charit¢ Universitditsmedizin Berlin die dynamische Leberfunktion

(LiMAx, ICG-PDR) sowie die Lebensqualitit (CLDQ) erfasst und die eingeschlossen Patienten



in ihrem klinischen Verlauf beobachtet. Hierzu erfolgte eine erneutes Feststellen des Status des
Patienten (verstorben, lebend, transplantiert) und eine erneute Messung der Lebensqualitit
(CLDQ) nach 6, 12 und 24 Monaten. Der primirer Endpunkt der Studie war der Status des
Patienten nach 24 Monaten. Die sekundiren Endpunkte waren die Lebensqualitit zu
Studieneinschluss, der Verlauf der Lebensqualitit im Nachbeobachtungszeitraum sowie das
Auftreten von Komplikationen der Grunderkrankung (Hydropische Dekompensation,
Varizenblutung, hepatische Enzephalopathie, spontan bakterielle Peritonitiden, etc.) im
Nachbeobachtungszeitraum.

Fiir die Lebensqualititsanalyse zum Zeitpunkt des Einschlusses (PUBLIKATION 4) wurden
Patienten mit Hinweis auf ein akutes Leberversagen, manifester hepatischer Enzephalopathie > 2
nach West Haven [34], stattgehabte Dialyse 14 Tage vor Einschluss, aktive psychiatrische

Erkrankung sowie primédr oder sekundére cholestatischer Lebererkrankung ausgeschlossen.

ECMO-Aufbau

Alle im Rahmen der ECMO-Messungen untersuchten Patienten hatten ein ECMO-pflichtiges
ARDS und wurden durch eine veno-vendose ECMO versorgt um eine entsprechende
Oxygenierung zu sichern bzw. eine lungenprotektive Beatmung zu ermoglichen. Die ECMO-
Systeme bestanden aus einer non-okklusiven Zentrifugalpumpe, Heizung, Membranoxygenator
(PLS, Quadrox oxygenator”, Maquet, Rastatt, Deutschland), typische Kaniilen (Maquet) und
flexiblen heparin-beschichten Leitungen. Eine lungenprotektive Beatmung wurde in allen
Patienten mittels Evita-4” Beatmungsgerit (Drigerwerk AG, Liibeck, Deutschland) gemiB dem
Empfehlungen des ARDS Netzwerk durchgefiihrt [35]. Keiner der berichteten Patienten erhielt
eine Form der extrakorporalen Leberunterstiitzung z.B. MARS (molecular adsorbent
recirculation system) oder Albumindialyse wihrend der Studienbeobachtung.

Um den C-Atemtest LiMAx in diesem Patientenkollektiv durchzufiihren, wurde das CO,-
Signal am extrakorporalen Membranoxygenator — dem Ort der Oxygenierung und
Decarboxylierung im ECMO-Kreislauf — abgefasst. Vorher wurde das CO-Signal am
angeschlossenen Beatmungsgerdt analysiert und als nicht ausreichend (<1%) fiir eine
Leberfunktionsmessung angesehen. Fiir keine der stattgefundenen Leberfunktionsmessungen
mussten Anderungen hinsichtlich der Konfigurationseinstellungen des ECMO-Kreislaufes
(Gasfluss, Blutfluss, etc.) vorgenommen werden. Sofern der Patient zusétzlich an eine CVVH
(Continuous  Veno-Venous Hemofiltration) bzw. CVVHD (Continuous Venovenous

Hemodialysis) angeschlossen war, wurde die Dialyse fiir eine Minute wéhrend der



Subtratinjektion (?C-Methacetin) pausiert um einen potentiellen Verlust der Substanz im

Dialysekreislauf zu vermeiden.

LiMAXx

Der LiMAx-Test ist ein spezieller C-Atemtest basierend auf dem hepatozyten-spezifischen
Metabolismus von “C-Methacetin durch Cytochrome P450 1A2. Vor dem eigentlichen Test
wird hierbei die ?CO,/'*CO,-Ratio in einer Baseline Messung iiber 10 bis 20 Minuten mittels
eines speziellen Gerits FLIP® (Humedics, Berlin, Deutschland) erfasst. Nach Festlegung der
patientenindividuellen '*CO,/'*CO,-Ratio folgt eine korpergewichtsadaptierte intravendse
Injektion von “C-Methacetin (2 mg/kg KG), das enzymatisch zu ?CO, und Acetaminophen
verstoffwechselt wird. Das zusitzliche *CO, wird iiber die Lunge des Patienten abgeatmet und
kontinuierlich mittels FLIP® detektiert. Eine entsprechende Atemanalyse wird automatisiert
ausgefiihrt. Die Leberfunktionskapazitit (LiMAx, maximum liver function capacity) wird
schlussendlich als DOB (delta over baseline)-Analyse iiber eine Zeitperiode von maximal 60
Minuten berechnet. Das Messprotokoll wurde durch Stockmann et al. bereits ausfiihrlich
beschrieben [2]. LiMAx — Werte >315 pg/kg/h werden als physiologisch angesehen
(PUBLIKATION 3)[36].

ICG-Test

Der ICG (Indocyaningriin)-Test beruht auf der bilidiren Eliminierung von Indocyaningriin nach
vorheriger gewichtsadaptierter intravendser Injektion. ICG wird nahezu vollstindig
proteingebunden mit dem Blutstrom zur Leber transportiert und hier iiber spezifische Transport
iiber Hepatozyten in die Galle ausgeschleust [37]. Die Detektion der korrespondierenden
Plasmaverschwinderate (ICG-PDR) oder Retention nach 15 Minuten (ICG-R15) erfolgt nicht-
invasiv nach der Pulse-Dye-Densometrie Methode. Innerhalb der Studien dieser Promotion
wurden alle ICG-Messung mittels DDG2001K® (Nihon Kohden, Tokyo, Japan) und dem
entsprechendem Fingerclip DDG Analyzer TL-301P® (Nihon Kohden, Tokyo, Japan)
durchgefiihrt. Der ICG-Test wird international, speziell im leberchirurgischen Kontext, zur

Determinierung der Leberfunktion verwendet [38,39].

Lebensqualititsanalyse
Die gesundheitsbezogene Lebensqualitit von Patienten bei Evaluation zur Lebertransplantation
wurde mittels des CLDQ (chronic liver disease questionaire)-Fragebogens erfasst. Der

Fragebogen umfasst 29 Fragen die sechs Gesundheitsteilbereiche (abdominale Symptome,
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Miidigkeit, systemische Symptome, Aktivitit, emotionale Funktion und Sorgen) erfassen [40].
Der Fragebogen ist bereits im Vorfeld fiir die deutsche Sprache validiert wurden [41]. Der
Punktwert fiir jede Subskala und den globalen Gesamtwert konnen nach Vorschrift ausgerechnet
werden und liegen zwischen 1 bis 7. Hohere Punktwerte geben eine bessere

gesundheitsbezogene Lebensqualitét an.

Statistische Analysen

Alle statistischen Analysen wurden mittels SPPS Statistics 22 (Armonk, New York, USA)
durchgefiihrt. Kategoriale Variablen werden in Form von Zahl und Prozentsatz présentiert,
wohingegen Daten aus metrischen Variablen jeweils als Mittelwert und Standardabweichung
dargestellt werden. Gruppenvergleiche erfolgten fiir kategoriale Variablen je nach Beziehung
und Anzahl der Variablen als Exakter Test nach Fischer, Chi-Quadrat-Test oder McNamer Test.
Bei metrischen Variablen erfolgten die Gruppenvergliche mittels Wilcoxon Rangsummen Test
(PUBLIKATIONEN 1 und 3) bzw. Mann-Whitney-U-Test (PUBLIKATION 4). Im Falle von
mehr als 2 verglichenen Gruppen erfolgten die statistischen Analysen mittels Kruskal-Wallis
Analyse (PUBLIKATION 4). P-Werte <0,05 wurde jeweils als signifikant erachtet.
Korrelationen zwischen Variablen wurde mittels Pearsons (PUBLIKATION 3) oder Spearman
Korrelationsanalyse (PUBLIKATION 4) errechnet.

Die Reliabilititsanalyse des LiMAx-Tests erfolgte unter Determinierung des
Variationskoeffizienten und der Intraklassenkorrelation (PUBLIKATION 3). Die
Intraklassenkorrelation (ICC) wurde in einem zweiwegigem gemischten Effektmodell (two way
mixed effect modell) mit festen Effekt der Leberfunktionsmessung und zufilligen Effekt des
individuellen Patienten bestimmt. Intraklassenkorrelation wurden als schlecht (ICC<0,40), gut
(0,4<ICC<0,75) oder exzellent (ICC>0,75) eingeschitzt.

Im Rahmen der Lebensqualititsanalyse wurden alle Variablen die in univariater Regression
einen signifikanten Einfluss auf die gesundheitsbezogene Lebensqualitit bzw. einen Teilbereich
hatten in ein multivariates Regressionsmodell iibertragen (PUBLIKATION 4). Um der
Kumulierung von Typ I Fehlern zu entgegnen wurde hierfiir das Signifikanzniveau der

multivariaten Analyse auf p<0,01 adjustiert.

Ethik-Erkliarung
Alle im Rahmen der Promotion durchgefiihrten Studien waren konform mit den ethischen

Richtlinien der Deklaration von Helsinki und ihrer letzten Revision und wurden von der
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Ethikkommission der Charité Universititsmedizin Berlin zustimmend bewertet. Alle

eingeschlossenen Patienten gaben ihre informierte schriftliche Einwilligung vor Studienbeginn.

Ergebnisse

Evaluierung des Einfluss von Oxaliplatin-basierter Chemotherapie auf die dynamische
Leberfunktion (PUBLIKATION 1)

Insgesamt konnten fiir diese Studie 19 Patienten analysiert werden, von denen sich 14 einer
adjuvanten FOLFOX4 bzw. FOLFOX6 Therapie und 5 Patienten einer adjuvanten XELOX
Therapie unterzogen haben. Die mittlere dynamische Leberfunktion LiMAx vor Start der
Chemotherapie betrug 530+£144 pg/kg/h. Nach stattgehabter chemotherapeutischer Intervention
zeigte sich der LIMAx um 27£19 % signifikant reduziert (383+£107 pg/kg/h, p=0,001). 4
Wochen nach dem letzten applizierten Zyklus zeigte der LiMAXx regenerierende Tendenzen
(463£111 pg/kg/h; p=0,002), war aber immer noch im Vergleich zu den Basiswerten reduziert
(p=0,012). Hingegen erreichte die Leberfunktion 8 Wochen nach beendeter Chemotherapie
nahezu Ausgangswerte (494+138 png/kg/h; p=0,134).

Analog zeigte die ICG-PDR eine deutliche Reduktion im Rahmen der applizierten
Chemotherapie um 22421 % und war signifikant geringer als vor der Therapie (23,44+4,0 %/min
vs. 18,0+5,0 %/min; p=0,001). Nichtsdestotrotz zeigte der Regenerationsverlauf durch die starke
Variabilitit keine signifikanten Werte. Die typischen leberfunktionsassoziierten Laborparameter
(INR, Albumin, Transaminasen) zeigten zwar auch im Rahmen der Chemotherapie signifikante
Verianderungen, blieben jedoch iiber die gesamte Studien innerhalb ihres jeweiligen
Referenzbereiches. Eine Subanalyse hinsichtlich der applizierten Chemotherapie-Zyklen bzw.
der kumulativer Oxaliplatindosis zeigte keinen Zusammenhang zu der Reduktion der
Leberfunktion im Rahmen der Therapie oder Geschwindigkeit der Regeneration.

In der Arbeit gruppierten wir die Patienten in ,,schnelle Regenerierer* (n=9) — die eine Reduktion
der Leberfunktion von unter 10% nach Chemotherapie verzeichneten und/oder 90% Ihrer
Ausgangsfunktion nach 4 Wochen erreicht haben — und ,,Jangsame Regenerierer* (n=8) — die
nach einem chemotherapiefreien Intervall von 4 Wochen noch eine Funktionsabweichung von
>10% von Thren Ausgangswert zeigten.

In der ,schnellen Regenerierer”“-Gruppe war die dynamische Leberfunktion bereits nach 4
Wochen nach Beendigung der Chemotherapie wiederhergestellt (442+69 pg/kg/h vs. 444+67
png/kg/h; p=0.735), wohingegen bei den ,,langsamen Regenerieren” nach 4 Wochen noch eine
persistierende  Funktionsreduktion festgestellt werden konnte (607+157 pg/kg/h vs.
479+£147ug/kg/h; p=0.012). Auch nach einem chemotherapiefreiem Intervall war in dieser
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Subgruppe immer noch eine signifikante Reduktion der Ausgangsfunktion feststellbar (549+173
png/kg/h; p=0.025). Sowohl ICG-PDR als auch die Standard Bluttests waren in dieser Studie

nicht in der Lage die unterschiedlichen Regenerationsgruppen zu diskriminieren.

Technische Machbarkeit des LiMAx-Tests bei ECMO-Patienten (PUBLIKATION 2)
Hinsichtlich der technischen Machbarkeit des LiMAx-Tests unter extrakorporaler Oxygenierung
konnten 4 Patienten (A-D) untersucht werden. Patient A entwickelte im Rahmen eines
pneumogenen ARDS ein fulminantes Multiorganversagen. Zum  Zeitpunkt der
Leberfunktionstestung betrug das indirekte Serumbilirubin des Patienten bereits 23,2 mg/dl mit
korrespondierend deutlich erhdhten Transaminasen (AST 5582 U/l, ALT 567 U/l). In der
dynamischen Leberfunktionstestung zeigte der Patient einen deutlichen reduzierten LiMAx von
20 pg/kg/h und verstarb am Folgetag im Multiorganversagen. Patient B entwickelte ein ARDS
im Rahmen einer Aspirationspneumonie bei kompliziertem postoperativen Verlauf nach thorako-
abdomineller Osophagusresektion. Im klinischen Verlauf zeigte der Patient ebenso deutlich
erhohte Transaminasen (AST 1291 U/l, ALT 544 U/l) begleitend von einem Serumbilirubin von
9 mg/dl sowie Nachweis einer sonographischen Lebervenenstauung. Die mittels LiMAXx
bestimmte enzymatische Leberfunktion betrug 65 pg/kg/h. Als Resultat der Messergebenisse
erhielt der Patient eine zweite Hergabe-Kaniile in die kontralaterale Femoralvene sowie eine
Reduktion der Beatmungsdriicke und des PEEP-Niveaus. Hierunter ergab sich eine
kontinuierliche Besserung der Blutparameter. Nichtsdestotrotz verstarb der Patient an den Folgen
einer intrazerebralen Blutung.

Sowohl Patient C als auch D zeigten sich im Rahmen einer infekt-exazerbierten Zystischen
Fibrose pulmonal dekompensiert und bendtigten extrakorporale Membranoxygenierung als
Bridging zur Lungentransplantation. Beide Patienten erhielten einen LiMAx-Test zur
Evaluierung einer mdoglichen Leberbeteiligung im Rahmen der Grunderkrankung. Patient D
zeigte hierbei neben einer isolierten Bilirubinerhdhung keine klinischen Zeichen -einer
Leberinsuffizienz. Der LiMAx des entsprechenden Patienten zeigte sich normwertig (332
ng/kg/h). Leider verstarb der Patient im klinischen Verlauf an einer fulminanten Lungenembolie.
Patient C zeigte auch keine fiihrenden laborchemischen Auffilligkeiten, konstatierte jedoch eine
reduzierte enzymatische Leberfunktion von 232 pg/kg/h. Folgend konnte der Patient erfolgreich
transplantiert werden. In der reguliren Nachbeobachtungszeit zeigte der Patient nun erste

Zeichen einer zirrhotischen Leberkonfiguration mit begleitender Splenomegalie.
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Evaluierung des Einfluss von Allgemeinanisthesie auf die dynamische Leberfunktion
(PUBLIKATION 3)

In ,leber-gesunden* Probanden wurde zunichst ein Referenzbereich fiir den LiMAx-Test
definiert. In dieser Gruppe (n=86) wurde ein mittlerer LiMAx von 430 + 86 ng/kg/h konstatiert
(IQR 365 — 478 pg/kg/h). Als Definition des Normalwertes wurde das 5. Perzentile der
Datengesamtheit verwendet. Der berechnete untere Grenzwert des Normalbereiches fiir den
LiMAX betrug 311 pg/kg/h, welches den bisherig verwendeten Grenzwert von >315 pg/kg/h als
validiert zeigt. Weiterhin zeigte sich keine signifikante Korrelation zwischen LiMAx und BMI
sowie Alter der Probanden. Ebenso gab es keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich des
Geschlechts (p=0,997).

In der Subgruppe des Kontrollkollektiv, das eine zweite Leberfunktionsmessung am Folgetag
erhielt, betrug der LiIMAx 490 + 118 pg/kg/h bzw. 483 + 131 pg/kg/h mit einer mittleren
Differenz von -1 £ 13 %. Die entsprechende Intraklassenkorrelation wurde als 0,85 mit einem
95% Konfidenzintervall von 0,69 — 0,93 errechnet.

In der operativen Gruppe unterzogen sich 12 Patienten arthroskopischen Eingriffen und 9
Patienten extra-abdomineller Hernien- bzw. Schilddriisenchirurgie mit einer mittleren
Anisthesiedauer von 91 + 48 min. Jede Narkose erfolgte als balancierte Anésthesie mit volatilen
Narkotika (Sevofluran, Desfluran) und Opiaten (Fentanyl, Remifentanyl) sowie einer
Narkoseeinleitung durch Propofol und ggf. Rocuronium zur endotrachealen Intubation. In dieser
Gruppe zeigten sich LIMAx-Werte von 357 £+ 60 pg/kg/h praoperativ sowie 350 + 67 pg/kg/h
am 1. postoperativen Tag. Dies entspricht einer mittleren Differenz von 2 £+ 11 % und einem ICC

von 0,81 (95% Konfidenzintervall 0,60 — 0,92).

Prognostische Bedeutung der enzymatischen Leberfunktion bei Patienten mit
Leberzirrhose (PUBLIKATION 4)

In diese Subanalyse sind 142 Patienten mit einem mittleren Alter von 55,1 + 6,8 Jahren und
einem mittleren MELD von 16 £ 5 aus der Hauptstudie eingeflossen. Der globale CLDQ betrugt
5,04 + 1,13 mit folgenden Subwerten: Abdominale Symptome 5,54 + 1,13; Miidigkeit 4,08 +
1,53; Systemische Symptome 5,31 + 1,27; Aktivitit 5,38 £ 1,53; Emotionale Funktion 5,38 +
1,18 und Sorgen 4,56 + 1,58.

Die Analyse der Kohorte zeigte keinen Einfluss der Krankheitsdtiologie, Geschlechts oder Alter
auf den globalen CLDQ und seine Subskalen. Die univariaten Analyse zeigte keine statistisch
signifikanten Zusammenhénge zwischen den Leberfunktionsparametern LiMAx, ICG-PDR und

MELD sowie zwischen globalen CLDQ und seinen Subsklalen. Wohingegen der Child-Pugh-
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Score (CPS) signifikant mit den globalen CLDQ und Miidigkeit sowie abdominellen Symptomen
negativ korrelierte (r = 0,213, p=0,011; r = 0,285, p = 0,001 bzw. r = 0,258, p = 0,002). Selbige
Zusammenhinge lieBen sich fiir MELDNa eruieren (r = 0,179, p = 0,033; r = 0.198, p = 0.018
bzw. r = 0.263, p = 0.002). Der globale CLDQ war mit folgenden Parametern assoziiert:
Albumin, Pseudocholinesterase, Serumprotein, Aszitesgrad, CPS, MELDNa (Serumnatrium
modifizierter MELD), Trigylceride, Cholesterin, Himoglobin und Natrium. Jegliche dieser
Variablen zeigten ebenso signifikante Assoziationen in mindestens drei Subskalen des CLDQ.
Multivariat unabhingige Faktoren fiir den globalen CLDQ (R* = 0,474) waren Aszitesgrad (Bs =
0,486; p<0,001) und Pseudocholinesterase (Bs = 0,196; p = 0,002).

Diskussion

Mit der vorliegenden Dissertation wurde die Testmethodik des “C-basierten Leberfunktionstests
LiMAx weiter verbessert und weitere klinische Evidenz fiir den Einsatz des Tests bereitgestellt.
Im Kontext von chemotherapeutischer Leberschiddigung konnte erstmalig in der Literatur fiir ein
Testverfahren der Einfluss von Chemotherapie auf die Leberfunktion und die anschlieende
Leberregeneration in einer kontrollierten prospektiven Patientenkohorte untersucht werden. Im
Falle einer adjuvanten Oxaliplatin-basierten Chemotherapie zeigt sich nach einer deutlichen
Reduktion der Leberfunktion eine inter-individuell unterschiedlich schnelle Regeneration mit
Zeitintervallen von 4 Wochen bis mehr als 8 Wochen.

Dies ist im speziellen relevant, da die Ergebnisse bisheriger Studien ein chemotherapiefreies
Intervall von 6 bis 8 Wochen suggerieren um eine leberchirurgische Eingriffe ohne erhdhte
Morbiditit und Mortalitit durchzufiihren [20,42,23,15]. Die digitale Lebervolumetrie auf Basis
der prdoperativen Schnittbildgebung mit Bestimmung des postoperativ verbleibenden
Lebergewebes (FLRV, future liver remnant volume) zur Risikoevaluation vor ausgedehnten
Resektionen ist im Falle kiirzlich applizierter Chemotherapie sowie des begleitenden
Parenchymschadens als unzureichend einzuschétzen [18,43]. Eine mogliche Ldsung der
Problematik ist daher die Kombination volumetrischer Daten mit einer funktionellen Bewertung
der Parenchymqualitdt. Derartige klinische Algorithmen sind sowohl fiir den LiMAx-Test als
auch ICG-Test und verschiedene hepatobilidre Szinigraphieverfahren beschrieben [2,38,44].
Speziell fiir den LiMAx besteht eine gute Datengrundlage zur leberfunktionsadaptierten
Resektionsentscheidung.

In unserer Studie zeigten die Standard-Leberfunktionsparameter keine relevanten Auffilligkeiten
im Rahmen der Chemotherapie. ICG-PDR war zwar in der Lage eine hepatische Schidigung

durch stattgehabte Chemotherapie zu erkennen, konnte jedoch keinen sinnvollen
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Regenerationsverlauf detektieren. In Summe suggerieren die gewonnenen Daten der
prospektiven Studie den FEinsatz dynamischer Testverfahren zur erweiterten pridoperativen
Abkldrung nach stattgefundener pradoperativer Chemotherapie sowie die Bestimmung eines
patienten-individuellen Chemotherapie-freien Intervalls vor geplanter Leberteilresektion.

In einer anderen Arbeit (PUBLIKATION 2) konnte erstmalig in der Literatur die technische
Machbarkeit von *C-Atemtests bei Patienten unter laufender ECMO-Therapie gezeigt werden.
Weiterhin waren alle gewonnenen Daten der Leberfunktionsmessung mittels LiMAxX im
Einklang mit den Standard Laborparametern, klinischem Verlauf der jeweiligen Patienten sowie
der bisherigen Studienergebnisse zum LiMAx-Test. Potentiell zukiinftige Einsatzfelder des
Testverfahrens sind vor allem als prognostischer Marker zum klinischen Verlauf des ECMO-
pflichtigen Patienten und der Diagnostik von Zystischer Fibrose assoziierter Lebererkrankung
(CFLD) zu sehen. Kaffarnik et al. zeigten bereits den prognostischen Wert des LiMAXx fiir
Mortalitdt und prolongierten Verlauf im septischen Schock (Cut-off 100 pg/kg/h, Sensitivitét
100%, Spezifitit 77%) [25]. Eine analoge Validierung des bekannten Cut-off kann jedoch nur in
einem grofBeren ECMO-Kollektiv erfolgen.

Die Diagnostik der CFLD auf der anderen Seite ist ebenso problematisch, da die Standard
Leberfunktionstests hdufig unverédndert und die Ultraschalldiagnostik keine hohe Sensitivitdt und
Spezifitit aufweist [45,46]. Auch Leberbiopsien sind hdufig durch die fokale Verteilung der
multilokuléren bilidren Zirrhose als dominanter Typ der CFLD nicht aussagekriftig [45]. Patient
C aus unserer Kohorte hatte bereits eine reduzierte enzymatische Leberfunktion (LiIMAX), zeigte
aber keine radiologischen Zeichen einer Zirrhose. Nichtsdestotrotz entwickelte der Patient im
Nachbeobachtungszeitraum erste Leberzirrthosezeichen. Unter der Annahme, dass sich
metabolische Alterationen vor den manifesten radiologischen Verdnderungen zeigten, konnte der
LiMAXx-Test auch hier zukiinftig ein diagnostisches Potential besitzen [47,48].

Im Vorfeld zu PUBLIKATION 3 konnte der LiMAXx-Test bereits als ein valider Test zur
Risikostratifizierung zur Erfassung und Planung der postoperativ verbleibenden Leberfunktion
vor und nach leberchirurgischen Eingriffen identifiziert werden [2,49]. Die hier durchgefiihrte
Studie hatte das Ziel potentielle Einflussfaktoren der Allgemeinanisthesie auf die Testresultate
und die Reliabilitidt des Tests zu identifizieren. Hierbei zeigte der LiMAx-Test sowohl in der
gesunden Kontrollgruppe als auch der operativen Kohorte eine exzellente Intraklassenkorrelation
als Reliabilititsmal. Dies mag auch theoretisch durch die anderen biochemischen
Abbaumechanismen der verwendeten Pharmaka erkldrt sein. Wohingegen die meisten volatilen
Anisthetika tiber Cytochrom P (CYP) 450 2E1 bzw. Fentanyl iiber CYP 450 3A4 abgebaut

werden und Propofol renaler Clearance unterliegt, wird das im Rahmen des LiMAx-Test
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eingesetzte Methacetin iiber CYP 450 1A2 verstoffwechselt. Weiterhin konnte anhand der
Datenlage der Studie der bisherig verwendete Referenzwert des Tests (>315 pg/kg/h) verifiziert
werden.

PUBLIKATION 4 ist die erste uns bekannte Studie welche sich auf die gesundheitsbezogene
Lebensqualitit von Patienten, die sich speziell der Evaluation zur Lebertransplantation
unterzogen haben, untersucht. Wie bereits in vorherigen Studien zeigte sich auch in unserer
Analyse, dass die klinischen Standardmarker zur Determinierung des Krankheitsgrades (MELD,
Child-Pugh-Score, etc.) nur unzureichend mit der subjektiven Krankheitswahrnehmung des
Patienten korrelieren [33,50-52]. Auch die von uns evaluierten dynamischen Leberfunktionstests
LiMAx und ICG-PDR konnten keinen zufriedenstellenden Zusammenhang zur jeweiligen
Lebensqualitit des Patienten zeigen. Hingegen identifizierte unsere multivariate Analyse den
Aszitesgrad sowie eine erniedrigte Pseudocholinesterase als bedeutende Einflussfaktoren mit
einhergehend reduzierter Lebensqualitit.

Aszites und seine klinischen Komplikationen (Hydropische Dekompensation, Rezidivierende
Hospitalisierung, spontan bakterielle Peritonitiden, etc.) war schon in fritheren Arbeiten als ein
wichtiger Faktor dargestellt wurden [53]. Als neuen Surrogatparameter der Lebensqualitit
konnte unsere Arbeit die Pseudocholinesterase (PchE) identifizieren. Obwohl PchE als
Syntheseparameter gilt, ist die Reduktion der Serumaktivitit nicht nur als hepatozelluldre
Dysfunktion zu interpretieren. Ebenso tragen der hypermetabole Status des Zirrhosepatienten,
anhaltende Inflammation, Protein-Energie Malnutrition (PEM), der Verlust durch
Aszitesparacentesen und die verdnderte Fliissigkeitsdistrubition zur Reduktion der PchE bei
[60,61]. Speziell PEM ist in frilheren Arbeiten mit schlechter Prognose und reduzierter
Lebensqualitét assoziiert wurden [54-56]. Sowohl Aszites- als auch Erndhrungsmanagement
sollten daher entscheidende Pfeiler in der Therapie des Zirrhosepatienten darstellen.

Mit den innerhalb der in dieser Dissertation zusammengefassten Arbeiten konnte die klinische
Rationale zum Einsatz des dynamischen Leberfunktionstests LIMAx weiter untermauert werden.
Die bisherige Evidenz zum Einsatz des LiMAx-Test in der perioperativen Routine konnte
anhand der vorliegenden Daten um neue potentielle Indikationen (chemotherapeutische
Hepatotoxizitit, ECMO-pflichtiges ARDS) erweitert werden. Weitere Studien zur Evaluierung
zukiinftiger Anwendungsgebiete des LiMAx-Test sollten nach unserer Auffassung neben den
hier skizzierten Indikationen auch im Bereich der non-invasiven Leberzirrhosediagnostik und —

therapie sowie der leberfunktionsadaptierten Arzneimitteltherapie liegen [29].
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