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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Indikationen zur Leberresektion

Die Indikationen flur leberchirurgische Eingriffe umgreifen ein weites Spektrum.
Hinsichtlich maligner Prozesse wird zwischen priméaren und sekundaren Malignomen

unterschieden (1).

1.1.1 Priméare Malignome der Leber

Das hepatozellulare Karzinom (HCC) ist das haufigste priméare Lebermalignom (2).
Aufgrund seiner Assoziation mit chronischen Leberfunktionsstérungen, besonders
verursacht durch Alkoholkonsum und virale Infektionen wie Hepatitis B und C, aber
auch als Folge des metabolischen Syndroms, gilt dessen Behandlung als komplex.
Insbesondere die Veranderung des Lebergewebes (Steatose, chronische
Entzindung, Fibrose oder Zirrhose) kann bei der Leberresektion als kurativem Ansatz
problematisch sein. Alternativ stehen lokal ablative Verfahren und die
Lebertransplantation zur Verfigung. (3)

Die zweith&ufigste primére maligne Leberraumforderung stellt das cholangiozellulare
Karzinom (CCC) dar, welches je nach Lokalisation in intrahepatisch, perihilar und
extrahepatisch unterteilt wird. Hierunter macht das perihilare cholangiozellulare
Karzinom mit 50-67% den Hauptteil aus, was wiederum nach Bismuth I-1V klassifiziert
wird (4-6). Das cholangiozellulare Karzinom kann sich auf dem Boden einer
chronischen Entziindung oder Cholestase entwickeln und eine Assoziation mit der
primar sklerosierenden Cholangitis (PSC) ist nachgewiesen (7). Als einzig kurativer
Therapieansatz bei intrahepatischen und perihilaren cholangiozellularen Karzinomen
gilt die Leberresektion (4).

1.1.2 Sekundére Leberraumforderungen

Metastasen der Leber werden unter den sekundaren Lebermalignomen
zusammengefasst. Die mit Abstand haufigsten Metastasen, bei denen eine
chirurgische Therapie indiziert ist, sind Metastasen kolorektaler Karzinome. Seltener
wird die Chirurgie auch zur Behandlung von Metastasen anderer Prim&rtumore
(Magen, Pankreas, Mamma, Ovar, Sarkom, Melanom) eingesetzt. Die Prognosen sind
sehr unterschiedlich, jedoch kann bei kolorektalen Lebermetastasen haufig ein

kurativer Ansatz verfolgt werden. (8)
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Aus diesem Grund sind aggressive Resektionsstrategien insbesondere bei letzteren
gerechtfertigt.

1.2 Prinzipien der Leberchirurgie

Prinzipiell unterscheidet man in der Leberchirurgie atypische und anatomische
Leberresektionen (1, 9). Atypische Resektionen orientieren sich nicht an
Segmentgrenzen und sind besonders bei peripher gelegenen Raumforderungen oder
einer begrenzten Regenerationsreserve der Leber zu bevorzugen (1, 9). Anatomische
Resektionen orientieren sich an den von Couinaud (10) beschriebenen
Segmentgrenzen (1, 9). Man differenziert hierbei zwischen links-lateraler Resektion
(Seg. 1I/11), Hemihepatektomie links (Seg. II-IV), Hemihepatektomie rechts (Seg. V-
VIIl), erweiterter Hemihepatektomie links (Seg. 1-V + VIII) sowie erweiterter
Hemihepatektomie rechts (Seg. IV-VIII, ggf. auch Seg. I). Insbesondere die erweiterten
Resektionen sind mit einem deutlichen Risiko eines postoperativen Leberversagens

(siehe unten) assoziiert.

1.2.1 Komplette Tumorentfernung als Ziel der Leberresektion (RO)

Das Ziel jeder onkologischen Resektion stellt die komplette Tumorentfernung, die
sogenannte RO-Resektion dar (8, 11). Im Gegensatz hierzu werden R1-Resektionen
(mikroskopischer  Tumorrest am  Resektionsrand) und R2-Resektionen
(makroskopischer Tumorrest am Resektionsrand) klassischerweise als nicht kurativ
angesehen. Neben dem Resektionsrand ist auch das Ausmald des
Sicherheitsabstandes, d.h. der Abstand vom (tumorfreien) Resektionsrand bis zum
Tumor selbst Gegenstand von Diskussionen (8). Bis vor einigen Jahren wurde ein
Sicherheitsabstand von mindestens 1 cm unabhangig von der Tumorentitat empfohlen
(12-15). Fur kolorektale Lebermalignome liegen mittlerweile auch Daten vor, die einen
Benefit einer Resektion mit deutlich geringerem Sicherheitsabstand (bis 1 mm) oder
sogar einer R1-Resektion belegen (16, 17). Bei priméren Lebermalignomen wird die
Breite des Resektionsabstandes hinsichtlich Rezidiv- und Uberlebensraten ebenfalls
kontrovers diskutiert, wobei der Einfluss eines weiten Sicherheitsabstandes fir diese
Tumorentitdten deutlich grof3er zu sein scheint (18-25). Sofern mdglich wird bei
hepatozellularen und cholangiozellularen Karzinomen daher zur anatomischen
Resektion geraten (9). Dieses Vorgehen gilt aufgrund der Gefahr der kontinuierlichen

Tumorausbreitung und der diskontinuierlichen Satellitenmetastasierung als
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onkologisch sinnvoller (1). Da sich primare Lebermalignome jedoch oftmals auf
chronischen Leberfunktionsstérungen grinden, muss die Entscheidung zur
anatomischen Resektion individuell getroffen werden und immer das

Schadensausmal} des Lebergewebes und die Leberfunktion mit berticksichtigen.

1.3 Resektabilitat

Die Resektabilitat von Lebertumoren ist nicht einheitlich definiert. Was als resektabel
eingeschatzt wird, hangt, wie im Folgenden aufgefliihrt wird, von mehreren Faktoren
ab. Neben der Grunderkrankung sowie Patienten-assoziierten Faktoren (Alter,
Allgemeinzustand, Komorbiditaten) spielt bei der Einschatzung der Resektabilitat die
Erfahrung des Chirurgen eine entscheidende Rolle. Dies zeigte die CELIM-Studie, bei
der trotz der Tatsache, dass sieben Spezialisten auf dem Gebiet der Leberchirurgie
ausgewahlt wurden, bezlglich der Resektabilitat nur in 65% der Falle Einigkeit bestand
(26). Prinzipiell unterscheidet man funktionelle, technische und onkologische
Resektabilitat (bzw. Irresektabilitat).

1.3.1 Funktionelle Resektabilitat

Als limitierender Faktor bei der Durchfihrung erweiterter Leberresektionen gilt das
nach Operation verbleibende Leberrestvolumen (,future liver remnant‘, FLR) (8). Ein
zu geringes Restvolumen der Leber kann postoperativ zu der schwerwiegenden
Komplikation des postoperativen Leberversagens (,post-hepatectomy liver failure®,
PHLF) fuhren (27). Dies beschreibt den Ausfall einer oder mehrerer synthetischer und
exkretorischer Leberfunktionen, wozu Hyperbilirubinamie, Hypoalbuminamie,
verlangerte Prothrombin-Zeit, erh6htes Serum Laktat und hepatische Enzephalopathie
zahlen (27-30). Zugleich ist es mit einer hohen postoperativen Mortalitdt assoziiert
(31-33). Im klinischen Alltag am weitesten verbreitet ist die Definition einer
verlangerten Prothrombin-Zeit und die Erhéhung des Gesamt-Bilirubins im Serum mit
hepatischer Enzepahlopathie und/oder Aszites im postoperativen Verlauf (34). Eine
weitere gebrauchliche Definition ist das sogenannte ,flnfzig-funfzig Kriterium®: eine
Prothrombin-Zeit <50% (ausgedrickt als Prozentsatz des Normalwerts der
Prothrombin-Zeit bzw. INR >1,7) und ein Bilirubin-Wert >50 pumol/l (bzw. >2,9 mg/dl)
am funften postoperativen Tag (34). Eine Studie von Balzan et al. (30) konnte zeigen,
dass Patienten, die jeweils beide dieser Merkmale aufwiesen, ein Mortalitats-Risiko

von 59% hatten, verglichen mit 1,2% bei denjenigen Patienten, die diese Kriterien nicht
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erfullten. Um dieser schwerwiegenden Komplikation entgegen zu wirken, kann mit
Hilfe der CT-Volumetrie das FLR berechnet werden. Zur Sicherung einer adaquaten
postoperativen Leberfunktion wird im Falle normaler Leberfunktion ein FLR von
mindestens 20-30% empfohlen (34-38). Weisen Patienten aber
Leberfunktionsstorungen oder Leberschéaden (Zirrhose, Cholestase, Steatose, CALI
(.,chemotherapy-associated liver injury®)) auf, wird ein héheres FLR von mindestens
30-40% angesetzt (34, 39, 40). Bestehen multifokale Tumorherde oder aus biliarer
oder vaskularer Obstruktion resultierende, nicht funktionelle Gewebeabschnitte,
konnen diese zu einer Fehleinschatzung des FLR fuhren (41). Um diesen
Ungenauigkeiten aus dem Weg zu gehen, kommt im klinischen Alltag auch die
Bestimmung des FLR anhand des Verhdltnisses von Leberrestvolumen zu
Korpergewicht zum Tragen (42). Dabei stellten Truant et al. (42) fest, dass Patienten,
bei denen dieses Verhaltnis <0,5% lag, ein signifikant h6heres Risiko fur die
Entwicklung postoperativer Komplikationen zeigten sowie eine signifikant hohere
Mortalitatsrate aufwiesen — verglichen mit denjenigen Patienten, deren Verhaltnis
>0,5% lag. Daneben war dieser Wert spezifischer, den postoperativen Verlauf nach
erweiterter Hemihepatektomie aufzuzeigen als die alleinige CT-Volumetrie des FLR
(42). Um die Qualitdt des Lebergewebes préaoperativ zu bestimmen, stehen zudem
mehrere Funktionstests zur Verfigung (34) (ICG-Clearance, LIMAX, MRT mit
leberspezifischem Kontrastmittel, SPECT (,Single-Photon-Emission Computerized
Tomography“) mit Technetium-99-m Galactosyl). Diese Tests werden jedoch nicht
flachendeckend eingesetzt.

1.3.2 Technische Resektabilitat

Neben der funktionellen Resektabilitdt spielt auch die technische Machbarkeit im
chirurgischen Vorgehen eine grol3e Rolle. Um diese beurteilen zu kénnen, ist ein
fundiertes Wissen Uber die Leberanatomie notwendig (43). Diese war lange Zeit
unbekannt und wurde erst im Jahre 1957 von Couinaud et al. (10) im Sinne der
segmentalen Aufteilung beschrieben. Neuere Untersuchungen zeigen allerdings, dass
diese Segmenteinteilung sehr idealisiert ist und nur bei ungefahr 50% der Patienten
wirklich zutrifft (44, 45). Zudem muss die genaue Ausdehnung des Tumors bzw. der
Metastasen innerhalb der Leber und ein mdoglicher Bezug zu Gefal3en oder
Gallengangen mittels praoperativer Bildgebung bestimmt werden (1). Oftmals werden

diese Informationen nochmals im intraoperativen Ultraschall verifiziert (46). Bei der
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Einschatzung der technischen Resektabilitdt spielt ebenso die Erfahrung des
Chirurgen eine wichtige Rolle, insbesondere bezuglich der Maoglichkeit von
Gefaliresektionen, -rekonstruktionen oder der Anwendung innovativer Techniken (z.B.

ante-situ Resektionen, ex-situ Resektionen).

1.3.3 Onkologische Resektabilitat

Die onkologische Resektabilitdét beschreibt am ehesten die Sinnhaftigkeit einer
Leberresektion im gesamten Behandlungskonzept der zugrundeliegenden
Tumorerkrankung. Konnen beispielsweise bei Pankreas- oder Magenkarzinomen
mehrere periphere Lebermetastasen vorliegen, die technisch und funktionell klar
resektabel sind, ist jedoch der onkologische Sinn dieser Resektion zumindest
fragwurdig. Bei primaren Lebermalignomen wird eine extrahepatische
Tumormanifestation (mit Ausnahme lokaler Lymphknoten, die im Rahmen der
Lymphadenektomie entfernt werden koénnen) oder ein mulitlokularer Befall als
onkologische Kontraindikation angesehen (3, 4). Bei Lebermetastasen kolorektaler
Karzinome stellt eine extrahepatische Tumormanifestation hingegen keine absolute
Kontraindikation dar, sofern diese reseziert werden kann (47). Fur die Einschéatzung
der onkologischen Resektabilitat spielt auch das zeitliche Auftreten eine Rolle (z.B.

Rezidivresektion bei cholangiozellularen Karzinomen oder Lebermetastasen).

1.4 Strategien zur Erhdhung der Resektabilitat

Verschiedene Madoglichkeiten zur Erhdhung der Resektabilitat sind beschrieben.
Hierunter fallt z.B. die Einleitung sogenannter Konversionschemotherapien, die bei
Lebermetastasen kolorektaler Karzinome zu einem Rickgang der Metastasenlast in
der Leber fuhren und damit eine Resektion ermdglichen kénnen (8, 48). Ein weiteres
Konzept zur Erh6hung der Resektabilitat ist die Kombination verschiedener Verfahren,
z.B. Resektion und intraoperative Ablation einer zentralen Metastase. Zudem kann
durch verschiedene Strategien eine Vergrofierung des FLR erreicht werden. Hierzu
zdhlen die zweizeitige Leberresektion (,two-stage hepatectomy”, TSH), die
portalvendse Embolisation/Ligatur (PVE/PVL) und die ,in-situ Split“-Leberresektion
(ISS-LR).
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1.4.1 Zweizeitige Resektion (,,two-stage hepatectomy®, TSH)

Die zweizeitige Resektion ist eine Operationsmethode, welche im Jahre 2000 erstmals
von Adam et al. (49) fur kolorektale Lebermetastasen beschrieben wurde und
mittlerweile als etabliertes Verfahren fir diese Tumorentitat gilt (50-52). Im ersten
operativen Schritt erfolgt bei Patienten mit primar nicht kurativ resektablem, bilob&rem
Leberbefall die Resektion einer groRtmoglichen Anzahl von Metastasen,
klassischerweise im linken Leberlappen. Die zweite Resektion wird nach
kompensatorischer Regeneration des verbleibenden Lebergewebes sowie
gegebenenfalls systemischer Chemotherapie, welche das Wachstum der
verbliebenen Tumorlast eindammen soll, durchgefuhrt. Meist wird hierbei eine
Hemihepatektomie rechts (ggf. erweitert) durchgefiihrt. So wird insgesamt ein kurativer
Ansatz verfolgt und ein mogliches postoperatives Leberversagen, bedingt durch ein zu
geringes FLR, vermieden. (49, 53-55)

Der Zeitpunkt der zweiten Leberresektion hangt ab von einer adaquaten Hypertrophie
der Restleber mit entsprechend guter Leberfunktion, Wachstumskontrolle der
restlichen Metastasen durch die Chemotherapie sowie Machbarkeit der intendierten
kurativen Resektion (49, 52, 55). Diese kann im Mittel 8 £ 4 Wochen nach erster
Resektion erfolgen (51). In einem systematischen Review von zehn Studien zur
zweizeitigen Resektion konnten Lam et al. (56) zeigen, dass 23% der Patienten, die
ursprunglich fur ein zweizeitiges Vorgehen vorgesehen waren, der zweiten Operation
nicht zugefuhrt werden konnten. Grinde hierflr waren progredientes Tumorwachstum
nach erfolgter erster Resektion, ungenigende Hypertrophie mit entsprechend
inadaquatem Volumen des FLR, Thrombose der Vena portae oder Tod nach erster
Operation (56).

Das mittlere Gesamtiberleben nach TSH liegt bei 37 Monaten mit einer 3-Jahres-
Uberlebensrate von im Mittel 59% und einer 5-Jahres-Uberlebensrate von im Mittel
42% (56). Diese Daten sind vergleichbar zu den Uberlebensraten von Patienten, die
eine kurative einzeitige Resektion erhielten (52, 55). Das rezidivfreie Uberleben belauft
sich nach 3 bzw. 5 Jahren im Mittel auf 20% bzw. 15,7% (56). Die Morbiditats- und
Mortalitdtsraten nach erster Resektion betragen im Mittel 17% und 0,5%, nach zweiter
Resektion 40% und 3% (56).

Falls das Risiko einer ungenigenden Leberregeneration besteht, kann eine

portalventése Embolisation (PVE) der im Verlauf zu resezierenden Leberhalfte
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durchgefthrt werden. Damit werden (wie unten aufgefuhrt) h6here Hypertrophieraten
der kontralateralen, nicht embolisierten Seite erreicht (52, 54, 55).

1.4.2 Portalvendse Embolisation/Ligatur (PVE/PVL)

Als sehr effektives und bewahrtes Verfahren zur Hypertrophieinduktion gilt die PVE,
die bereits im Jahre 1986 von Kinoshita et al. beschrieben wurde (57). Sie kommt
sowohl bei primaren als auch sekundéaren Lebermalignomen zum Einsatz (58). Hierbei
wird Uber préaoperative Embolisation eines Pfortaderastes der entsprechende
portalvenodse Blutfluss in diejenigen Lebersegmente unterbunden, welche reseziert
werden sollen (58). Infolgedessen resultiert die Atrophie der ipsilateralen und die
kompensatorische Hypertrophie der kontralateralen, auch nach Operation
bestehenden Lebersegmente (FLR) (58). Dank zunehmender Verflugbarkeit
interventioneller  Radiologie  gilt heute die perkutan transhepatische
Pfortaderembolisation (PTPE) als Standardtechnik der PVE (58). Dabei kann
transhepatisch ipsilateral (59, 60) oder transhepatisch kontralateral vorgegangen
werden (57). Die technische Erfolgsrate der PVE liegt zwischen 97% und 99% (58,
61). Im Mittel 4 bis 8 Wochen nach PVE kann die Leberresektion bei mittlerer FLR-
Zunahme von 37,9 + 0,1% erfolgen (58, 62, 63). Diese liegt zwar in einem weiten
Streuungsbereich von 20,5% bis 69,4%, ist aber nur bei 2,8% bis 3,5% der Patienten
trotz erfolgreich durchgefiihrter PVE nicht ausreichend (58, 61). Neben der
ungenugenden Hypertrophie liegt ein weiterer Grund, weshalb die Resektion nicht
machbar sein kann, in der Neumanifestation von Tumorherden im FLR bzw.
extrahepatisch (61). Inwieweit die durch PVE erreichte Hypertrophie des FLR auch
gleichzeitig zur Tumorinduktion und dessen Progress fuhrt, ist Gegenstand
kontroverser Diskussionen (64—66). Laut Studienlage sind 80-85% der Patienten,
welche praoperativ eine PVE erhielten, resektabel (58, 63). Die Morbiditats- und
Mortalitatsraten betragen bei Resektion nach PVE 21,7% und 3,3% (58). Kann die
geplante Resektion nach PVE durchgefiihrt werden, so liegt das 3- und 5-Jahres-
Gesamtiiberleben bei 67% und 40% (67), das rezidivfreie Uberleben nach 3 bzw. 5
Jahren bei 19% und 5% (62).

Die PVE findet neben der praoperativen Durchftihrung auch Anwendung in Verbindung
mit dem zweizeitigen Vorgehen (52, 54, 55). Betragen die Hypertrophieraten im
alleinigen zweizeitigen Vorgehen ohne PVE ca. 28%, so werden bei zweizeitiger
Resektion mit kombinierter PVE 50% erreicht (68).
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Neben der radiologisch interventionell durchgefihrten PVE besteht im chirurgischen
Vorgehen mit der portalventsen Ligatur (PVL) eine weitere Maoglichkeit zur
portalvendsen Okklusion (69). Dabei weist keine der beiden Techniken einen klaren
Vorteil auf. Die PVL zeigt sich laut neuerer Studien hinsichtlich der erreichten

kontralateralen Hypertrophie als ebenso effektiv wie die PVE (70, 71).

1.4.3 ,,In-situ Split”-Leberresektion (ISS-LR)

Das als ,in-situ Split* bzw. ALPPS (,Associating liver partition and portal vein ligation
for staged hepatectomy®) bezeichnete Verfahren ist eine neue zweizeitige Strategie,
um eine sehr schnelle und ausgepragte Hypertrophie des FLR und somit eine kurative
Leberresektion zu ermdglichen (72—-76). Es kann bei primaren und sekundaren
Lebermalignomen angewendet werden (77).

Die Entwicklung dieses Vorgehens geht dabei auf einen Zufall zurtick: intraoperativ
wurde bei einer Patientin, die aufgrund eines Klatskin-Tumors flr eine rechts-
erweiterte Hemihepatektomie vorgesehen war, ein zu geringes Volumen der
Segmente Il und Il aufgefunden, womit die postoperative Leberfunktion vermutlich
nicht hatte aufrecht erhalten werden konnen. Da diese Segmente auch eine

ausgepragte Cholestase aufwiesen, erfolgte zunachst ,nur® die Anlage einer
biliodigestiven Anastomose zur Drainage des links-lateralen Gallengangssystems,
wozu die Parenchymdissektion entlang des Lig. falciforme notwendig war. Um zudem
eine Hypertrophieinduktion des zukunftigen Leberrestgewebes zu erreichen, wurde
der rechte Pfortaderast intraoperativ abgesetzt. Bereits am achten postoperativen Tag
wurde zur Kontrolle der Volumenzunahme eine CT durchgefihrt, welche einen 94-
prozentigen Zuwachs im Vergleich zum praoperativen FLR zeigte, sodass bereits am
neunten postoperativen Tag die urspringlich geplante Resektion erfolgen konnte. (76,
78)

Wurde anfanglich die Indikation zu diesem Vorgehen bei marginaler bzw. primérer
Irresektabilitat aufgrund eines zu geringen FLR nur bei unilateralem Befall gesehen
(72), wird sie nun auch bei bilateraler Tumorlast gestellt (74, 78, 79). Mittlerweile
wurden zudem verschiedene operative Strategien beschrieben (74, 75, 79, 80), wobei
im Folgenden besonders die Regensburger Technik (78) erlautert werden soll, anhand
derer die dieser Studie zugrundeliegenden Patienten reseziert wurden. Im ersten
Schritt der verfolgten zweizeitigen Strategie werden gegebenenfalls vorhandene
Tumorherde des links-lateralen Leberlappens reseziert. AnschlieRend wird der rechte
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Pfortaderast aufgesucht und abgesetzt. Die rechte Leberarterie sowie der rechte
Hauptgallengang werden hingegen geschont und ggf. mittels eines ,vessel-loop”
angeschlungen. Im Anschluss erfolgt die Parenchymdissektion entlang des Lig.
falciforme bis zur Vena cava inferior. Diese ist notwendig, um der reaktiven Perfusion
des rechten Leberlappens nach Absetzen des rechten Pfortaderastes uber
intrahepatische bzw. interlobare Kollateralen entgegen zu wirken (81, 82). Die
arterielle Versorgung sowie die biliare Drainage des Segmentes IV sollten, wenn
maoglich, belassen werden, um Nekrosen und Galleleckagen zu verhindern (74). Zur
besseren Ubersicht konnen die rechte und mittlere Lebervene mittels GefaRschlingen
markiert werden (78). Der so nur noch arteriell versorgte und in situ verbleibende
rechte Leberlappen fungiert nun als eine Art funktionelle Hilfestellung fir den links-
lateralen Leberlappen, um diesen innerhalb der ersten und besonders kritischen
Woche nach Resektion zu unterstitzen (76). Vor Beendigung der Operation wird in
den Spalt der Parenchymdissektion eine Plastikfolie eingebracht, um Adh&sionen
entlang der Dissektionslinie bis zur Komplettierungsoperation zu vermeiden (78). Nach
ca. 7-9 Tagen wird mittels CT-Volumetrie die ausreichende Volumenzunahme des FLR
uberprift und anschlieRend die Komplettierungsoperation geplant (78). Dabei wird die
Adhasionsprophylaxe entfernt und die angeschlungenen Gefalie sowie der rechte
Gallengang abgesetzt, sodass der rechte Leberlappen und das Segment IV (ggf. inkl.
Seg. I) entfernt werden kénnen (78).

Der Zeitraum zwischen den beiden Operationen variiert je nach Publikation zwischen
im Mittel 6 und 13 Tagen (72-75, 79, 80, 83). Die Hypertrophieraten, die innerhalb
dieses kurzen Zeitintervalls erzielt werden kdnnen, sind bemerkenswert hoch und
liegen zwischen 74% und 87,2% (72, 74, 83-85). Neben diesen beeindruckenden
Ergebnissen werden immer wieder hohe Morbiditats- und Mortalitdtsraten
aufgegriffen. Komplikationen Grad llla oder hoher traten nach der Dindo Clavien-
Klassifikation (86) bei 44% (38-50%) der Patienten auf, die 90-Tage-Mortalitat betrug
11% (8-16%) (77). Aufgrund der Neuheit dieses Verfahrens existieren bisher nur
wenige Daten zum Langzeitiberleben nach ISS-LR. Das Gesamtiberleben bei
Patienten mit kolorektalen Lebermetastasen betragt nach ein bzw. zwei Jahren 88%
bzw. 74%. Das rezidivfreie Uberleben liegt nach dieser Zeit bei 59% und 41% und im
Mittel bei 14 Monaten (87).
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1.4.4 Risiko der Tumorprogression nach Hypertrophieinduktion

Obwohl sich die beschriebenen Strategien sehr effektiv hinsichtlich der
Hypertrophieinduktion zeigen und hierzu besonders die PVE im klinischen Alltag
etabliert ist, gibt es auch Kontroversen beziiglich deren Anwendung. Ergebnisse
klinischer und experimenteller Studien legen nahe, dass die PVE Einfluss auf das
Tumorwachstum nimmt, sowohl im okkludierten als auch im nicht okkludierten
Leberlappen (64—-66, 88—94). Dabei zeigten lebereigene Tumoren und kolorektale
Lebermetastasen nach PVE/PVL ein vergréR3ertes Tumorvolumen, eine Zunahme der
Wachstumsrate oder eine erhdhte Mitoserate (64—66, 88, 91-94). Daneben konnten
auch gegenteilige Ergebnisse verzeichnet werden (65, 89, 95). Fur die ISS-LR ist die
Datenlage diesbeziiglich noch sehr eingeschrénkt. Klinische Beobachtungen z.B. von
Oldhafer et al. (80) beschrieben bei sechs von sieben Patienten, die aufgrund
kolorektaler Lebermetastasen eine ISS-LR erhielten, Tumorrezidive in der Leber nach
8 Monaten (Median). Zudem wiesen drei der sieben Patienten zu diesem Zeitpunkt
Lungenmetastasen auf, sodass die Autoren auf einen Tumorprogress nach ISS-LR
schlossen und die verkirzte Wartezeit bis zur Komplettierungsoperation im Vergleich
zur PVE nicht — wie teilweise angefuhrt (72, 75) — als Vorteil sahen, dieses Risiko zu
reduzieren. Histologische Untersuchungen von Tanaka et al. (96) verglichen Patienten
nach ISS-LR und klassischer zweizeitiger Resektion mit PVE/PVL hinsichtlich der
Expression des Proliferationsmarkers Ki-67. Nach der ersten Operation ergaben sich
keine Unterschiede bezlglich der Proliferationsrate zwischen beiden Gruppen, jedoch
zeigte sich nach der Komplettierungsoperation ein signifikant erhéhter
Proliferationsindex in der Gruppe zweizeitig resezierter Patienten mit PVE/PVL. Im
Gegensatz hierzu beschrieben Fukami et al. (97) die Zunahme des Ki-67-Indexes
einer Patientin mit kolorektalen Lebermetastasen zwischen erster und zweiter
Operation im ISS-Vorgehen.

Welches pathophysiologische Korrelat sich hinter der mit der Leberregeneration
einhergehenden mdglichen Tumorprogression verbirgt, ist noch unklar. Vermutet
werden durch die portalvendse Okklusion induzierte Veranderungen der Ausschtittung
von Zytokinen und Wachstumsfaktoren, der Blutzufuhr und die hervorgerufene lokale
Zellantwort im verschlossenen Leberlappen (98).
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2 Problemstellung und Zielsetzung

Es wurden verschiedene Methoden zur Erhdhung der Resektabilitatsraten durch
Vergrolierung des FLR entwickelt. Eine neue, innovative Strategie ist die ISS-LR, mit
der Hypertrophieraten von 74% bis 87% innerhalb weniger Tage (im Median 9 Tage)
erreicht werden kdnnen (72, 74, 83—-85). Bislang ist jedoch der Einfluss der schnellen
Hypertrophie auf das Tumorwachstum vollkommen unklar. Daher untersuchten wir in
der vorliegenden, retrospektiven Analyse den Einfluss der ISS-LR auf
tumorspezifische Charakteristika (Proliferation, Vaskularisation, Apoptose, Tumor-
assoziierte Fibroblasten, Ausmal an Nekrose) in kolorektalen Lebermetastasen und
cholangiozellularen Karzinomen (CCC). Als Vergleichsgruppe dienten Proben von
Patienten nach Standard-Leberresektionen (SLR), d.h. einzeitig resezierte

Lebermalignome.
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3 Patienten und Methoden

3.1 Gewebeproben

3.1.1 Art und Herkunft der Proben

In der vorliegenden Studie wurden retrospektiv Proben von insgesamt 24 Patienten
untersucht. 17 Patienten wurden aufgrund kolorektaler Lebermetastasen operiert,
wahrend 7 Patienten aufgrund eines cholangiozellularen Karzinoms reseziert wurden.
Alle Patienten wurden zwischen 2002 und 2012 in der Klinik und Poliklinik fir Chirurgie
des Universitatsklinikums Regensburg behandelt. Bei 8 Patienten (6 kolorektale
Lebermetastasen, 2 cholangiozellulare Karzinome) wurde eine ISS-LR durchgefihrt,
wahrend 16 Patienten (11 Kkolorektale Lebermetastasen, 5 cholangiozellulare
Karzinome) eine Standard-Leberresektion (SLR), also eine einzeitige Resektion
erhielten. Reprasentative Gewebeschnitte der resezierten Malignome wurden
freundlicherweise vom Institut flr Pathologie des Universitatsklinikums Regensburg fur
weitere Untersuchungen zur Verfigung gestellt. Die Studie wurde durch die
Ethikkommission des Universitatsklinikums Regensburg genehmigt (Nr. 15-101-0039).

3.1.2 Datensammlung

Anhand der klinischen Daten sowie der histopathologischen Befunde konnten zu den
8 Patienten, die eine ISS-LR erhielten, im Verhaltnis 1:2 (kolorektale
Lebermetastasen) bzw. 1:3 (cholangiozellulare Karzinome) passende Proben von
Patienten nach SLR identifiziert werden. Hierbei wurden folgende Kriterien zugrunde
gelegt:

- Tumorlokalisation und TNM-Klassifikation des Primarius

- neoadjuvante Therapie

- Metastasen- bzw. TumorgrofRe (gréRter Durchmesser)

- Metastasenanzahl und zeitliches Auftreten der Metastasen (syn-/metachron)

- Patientencharakeristika (Alter, Geschlecht)
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3.2 Methoden

3.2.1 Grundlagen der Immunhistochemie

Immunhistochemische Farbungen wurden auf reprasentativen Gewebeschnitten der
jeweils grofdten resezierten Lebermetastase bzw. des primaren Lebertumors
ausgefuhrt. Fur alle Farbungen wurden 3 um dicke Gewebeschnitte verwendet, welche
auf positiv geladenen Superfrost Plus Objekttragern der Firma Thermo Scientific
(Waltham, Massachusetts, USA) in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet waren.
Das Prinzip immunhistochemischer Farbungen liegt darin, mittels spezifischer
Antigen-Antikérper-Reaktionen bestimmte Zell- bzw. Gewebedeterminanten zu
identifizieren und somit Ruckschlisse auf bestimmte Vorgange im untersuchten
Gewebe ziehen zu kdnnen. Dabei wurden neben monoklonalen Antikorpern, welche
gegen ein bestimmtes Antigen gerichtet sind und auch spezifisch nur dieses Epitop
detektieren, auch polyklonale Antikorper verwendet, die mit unterschiedlichen
Epitopen des Antigens reagieren.

Zunachst bindet der Primérantikbrper an das gesuchte Antigen. Der
Sekundéarantikorper, welcher anschlieBend zugegeben wird, erkennt wiederum
Antigene des Primarantikorpers. Zusatzlich ist der Sekundarantikérper mit bestimmten
Enzymmolekilen (z.B. Streptavidin) gekoppelt, die im letzten Reaktionsschritt ihre
Substrate in einen unloslichen Farbstoff umwandeln.

Die immunhistochemischen Farbungen wurden unter Verwendung unten aufgelisteter
Antikdrper in Kooperation mit dem Institut fr Pathologie des Universitatsklinikums
Regensburg mit dem Farbeautomaten Roche Ventana BenchMark ULTRA (Tucson,
Arizona, USA) und entsprechendem ultraView Diaminobenzidin (DAB) Farbe-Kit
(Ventana Medical Systems, Tucson, Arizona, USA) durchgefthrt. Dabei erfolgte
jeweils nach Erwarmung des Schnittes auf 75° C die Deparaffinisierung. Die
anschlieBende Vorbehandlung diente der Aufhebung von Epitop-Quervernetzungen
und variierte fur die einzelnen Farbungen. Nun wurde der entsprechende Farbe-Kit,
welcher sich je nach Farbung im Priméarantikbrper unterschied, angewandt. Dieser
setzt sich aus funf Bestandteilen zusammen: der ultraView DAB Inhibitor mit 3-
prozentigem H202 zur Blockung der endogenen Peroxidase, der jeweilige Primér- und
Sekundarantikorper (ein HRP-Enzym markiertes Multimer), der DAB Farbstoff zur
Farbentwicklung (zusammen mit H202) und Kupfer als Metallverstarker fur DAB. Es
folgte die Gegenfarbung mit Hematoxylin, sowie die Nach-Gegenfarbung mittels Bluing
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Reagent. Nachdem der Farbedurchgang durchgefihrt worden war, schloss sich ein
Spulvorgang an. Mittels hei3en Wassers und handelsiblichen Handspulmittels konnte
LCS, ein temperaturbestandiges Ol, welches sich zum Schutz vor Austrocknung auf
den Schnitten befand, entfernt werden. Abschlie@end wurden die Schnitte in
aufsteigender Alkoholreihe (70% Ethanol, 2 x 96% Ethanol, 2 x 100% Propanol, 2 x
100% Xylol) dehydriert und mit Entellan® (Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland)

eingedeckelt.

Tab. 1. Zur Immunhistochemie verwendete Primarantikérper

Antikdrper/ Enzym Isotyp (Klon) Verdlinnung Hersteller
_ Maus mAB; Dako (Glostrup,
Anti-Human CD31 1:20
IgG1 (JC70A) Danemark)

Cell Signaling (Danvers,

Cleaved Caspase-3 Rabbit pAB 1:100
Massachusetts, USA)
_ _ Maus mAB; Dako (Glostrup,
Anti-Human Ki-67 1:100
lgG1 (MIB-1) Danemark)
_ _ Maus mAB; Chemicon (Darmstadt,
Anti-Human Actin 1:500
lgG2a (ASM-1) Deutschland)

3.2.2 Tumorvaskularisation (CD31 Gefaliflache)

Um die Vaskularisation der Lebermetastasen und cholangiozellularen Karzinome zu
analysieren, setzten wir Farbungen fur CD31 ein.

CD31, auch unter ,platelet endothelium cell adhesion molecule-1“ (PECAM-1)
bekannt, ist ein transmembranes Glykoprotein, welches sich auf allen kontinuierlichen
Endothelien findet und u.a. an der Herstellung von Zell-Zell-Junktionen zwischen
Endothelzellen Anteil hat. Da es sowohl eine hohe Spezifitat als auch Sensitivitat fur
Endothelzellen aufweist, gilt es als verlasslichster Endothelmarker und kann als
Anhaltspunkt fur die GefalRdichte und Angiogenese in Gewebeschnitten

herangezogen werden. (99-102)
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3.2.3 Apoptose

3.2.3.1 Caspase-3

Caspasen (,Cysteine-dependent aspartate-specific Proteases®) gelten als die
Hauptmediatoren der Apoptose und liegen zunachst als Procaspasen, also inaktive
Vorstufen vor. Diese werden kaskadenartig Uber proteolytische Schritte aktiviert. Dabei
erfolgt die Spaltung der Zielproteine jeweils hinter Aspartat. Im Falle von Caspase-3
als Effektorcaspase betrifft dies Proteine, welche fur die Zelle lebenswichtig sind und
durch Spaltung zum Tode der Zelle fuhren. Solche Substrate sind Proteine des
Zytoskeletts, Endonuklease-Inhibitoren, Proteinkinasen, Transkriptionsfaktoren und
hnRNPs (Komplexe aus hnRNA und Proteinen), wodurch die DNA aus dem Zellkern
freigesetzt und fragmentiert wird. (103)

Der verwendete Antikdrper (cleaved Caspase-3) erkennt spezifisch das nach Spaltung
der Caspase-3 neu entstandene Epitop des groRen Fragments (17/19 kDa) der
aktivierten Caspase-3 und reagiert weder mit Procaspase-3 noch anderen aktivierten
Caspasen, sodass nur apoptotische Zellen aufgezeigt werden (104).

Um die Gewebeschnitte fir die Caspase-3-Farbung vorzubehandeln, wurden
mehrmalige Waschvorgange mittels ULTRA Cell Conditioner 1 (ULTRA CC1)
(Ventana Medical Systems, Tucson, Arizona, USA), ein Tris/Borat/EDTA-Puffer, bei
pH 8,0-8,5 angewandt.

3.2.3.2 TUNEL

Durch die TUNEL- (=,TdT-mediated dUTP nick end labelling“) Methode lassen sich
basierend auf einer enzymatischen Reaktion durch Endonuklease Aktivitat
entstandene Strangbriiche in der DNA und damit apoptotische Zellen detektieren (105,
106). Dabei bindet die Terminale Desoxynukleotidyl-Transferase (TdT) gekoppelte
Nukleotide (dUTP) an das 3‘-OH-Ende der DNA-Fragmente von 180-200 bp Lange
(106, 107). Im verwendeten DeadEnd™ Colorimetric Tunel System der Firma
Promega (Fitchburg, Wisconsin, USA) sind die Nukleotide wiederum mit Biotin
gekoppelt (107). Daran bindet nun HRP-Streptavidin (Horseradish Peroxidase-
markiertes Streptavidin), sodass mittels einer Peroxidase-abhangigen Farbereaktion
die apoptotischen Kerne sichtbar gemacht werden kénnen (107).

Die Gewebeschnitte wurden durch Xylol deparaffinisiert und mittels absteigender
Alkoholreihe (100%, 95%, 85%, 60% und 50% Ethanol), 0,85% NaCl und PBS-Puffer

hydriert sowie mit 4% Paraformaldehyd refixiert. Der Gewebepermeabilisierung diente



20
3 Patienten und Methoden

die anschlieBende Immersion in Proteinkinase K. Die Schnitte wurden mit
Aquilibrationspuffer bedeckt, worauf die Zugabe des rTdT-Reaktionsgemisches
(Aquilibrationspuffer, biotinylierter Nukleotid-Mix und rTdT-Enzym) folgte. Nach
Beendigung der ablaufenden Reaktionen durch citratgepufferte Salzlésung (SSC)
wurde die endogene Peroxidase mittels 0,3-prozentiger Hydrogenperoxidldsung
blockiert. Es schloss sich die Zugabe von Streptavidin (Streptavidin HRP) an, welches
an die biotinylierten Nukleotide band und das daraufhin zugeflgte Diaminobenzidin
(DAB) oxidierte, sodass die apoptotischen Kerne dunkelbraun gefarbt wurden. Zuletzt
erfolgte die Gegenfarbung mit Hamalaun (Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland)
und Eindeckelung mit Aquatex (Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland).

3.2.4 Tumorproliferation (MIB-1)

Ki-67 ist ein monoklonaler Antikorper, welcher mit einem nukle&aren Antigen interagiert,
das nur in der G1-, S-, G2- und M-Phase des Zellzyklus exprimiert wird, allerdings nicht
in der GO-Phase. Da aber auch die Expression in der G1-Phase variabel und nur
durchgangig positiv bei Zellen war, die schon einmal die Mitose durchlaufen hatten,
deutete dies auf eine de-novo Synthese des Ki-67 Antigens wahrend der ersten G1-
Phase nach der Wachstumsstimulation hin. (108, 109)

Als Nachteil dieses Antikdrpers galt, dass er nur bei Gefrierschnitten angewandt
werden konnte. Im Jahre 1992 jedoch gelang Cattoretti et al. (110) die Entdeckung
des MIB-1-Antikorpers, welcher rekombinante Teile des Ki-67 Antigens erkannte.
Dieser zeigte den Vorteil, dass er nach Erwarmung in der Mikrowelle auch bei in
Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten Geweben verwendet werden konnte
(110), sodass wir diesen Antikorper als Proliferationsmarker verwendeten.

Die Vorbehandlung der MIB-1-Farbung unterschied sich von der der Caspase-3-
Farbung nur durch eine zusatzliche Waschung mittels ULTRA CC1 (Ventana Medical

Systems, Tucson, Arizona, USA).

3.2.5 ,,Alpha-smooth muscle actin“ (aSMA-Expression)

aSMA ist eine der drei Isoformen von Aktin und dient als Marker fir Cancer-assoziierte
Fibroblasten im Tumorstroma (111). Diese exprimieren hiervon einen grof3en Anteil
(111). Daneben gilt aSMA als Marker fir myogene Weichteiltumore und glattmuskulare
Differenzierung (112). Der verwendete Antikoérper reagiert mit vielen Typen glatter
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Muskelzellen, welche in GefalRwanden, intestinaler Muscularis Mucosae und Propria
prasent sind, aber auch im Myometrium und Stroma verschiedener Gewebe (112).

3.3 Spezifische Auswertung

In den gefarbten Schnitten wurden lichtmikroskopisch jeweils vier bis acht zuféllig
ausgewahlte Gebiete der Tumorproliferationszone in 40-facher Vergrof3erung
abfotografiert. Zusatzlich wurde fiir die TUNEL-Farbung je eine Ubersichtsaufnahme
angefertigt. Zur Mikroskopie und Durchfiihrung entsprechender Aufnahmen wurde das
Mikroskop AxioVision Observer.Z1 (Zeiss, Oberkochen, Deutschland) genutzt.

Die Quantifizierung fur die Caspase-3-, die MIB-1- und die TUNEL-Farbung
(Tumorfront) erfolgte jeweils mittels Auszahlung positiv reagierender Zellen bzw.
Zellkerne pro Gesichtsfeld unabhéngig ihrer Intensitat.

Die Berechnung der aSMA- und CD31-positiven Flache erfolgte mit Hilfe des
Programmes ImageJ (Version 1.48v). Alle Aufnahmen wurden zu Graustufen
konvertiert und anhand eines einheitlich festgelegten Schwellenwerts ausgewertet.
Die jeweils gemessene Flache wurde in pixels/HPF (,high-power field“) angegeben.
Fur die Flachenmessung der nekrotischen Areale in der TUNEL-Farbung wurde
ebenfalls das Programm ImageJ benutzt. Die Ergebnisse wurden als Prozentwert der
gesamten Tumorflache angegeben.

3.4 Statistische Analysen

Alle akquirierten Daten wurden in Microsoft Excel©-Tabellen gesammelt. Die
statistischen Auswertungen erfolgten mit dem Programm GraphPad Prism 6.0
(GraphPad Software, La Jolla, Kalifornien, USA). Zur Uberpriifung der statistischen
Signifikanz unserer Daten wurde der t-Test flr unabhéangige Stichproben angewandt.
Hinsichtlich der Gruppenmerkmale nutzten wir zur Signifikanzprifung zudem den
Fisher’'s exact Test.

Fur alle eingesetzten Tests galt p<0,05 als statistisch signifikant.

Alle Ergebnisse wurden als Mittelwert + Standardabweichung angegeben, die

Fehlerindikatoren der Diagramme als Standardfehler des Mittelwerts.
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4 Ergebnisse

4.1 Patientenkollektiv

Fur diese Arbeit wurden Tumorbiopsien kolorektaler Lebermetastasen und
cholangiozellularer Karzinome von insgesamt 24 Patienten untersucht. Das Kollektiv
kolorektaler Lebermetastasen bestand aus 17 Patienten. Das Kollektiv der Patienten
mit cholangiozellularen Karzinomen umfasste 7 Patienten. Entsprechend des 2:1-
(kolorektale Lebermetastasen) bzw. 3:1- (cholangiozellulare Karzinome) ,Matchings®
fehlte jeweils ein Patient in der SLR Gruppe, da kein Tumormaterial mehr zur
Verfiugung stand. Die Charakteristika dieser beiden Patientenkollektive, sowie das
jeweilige Resektionsausmal der beiden Gruppen sind in den nachfolgenden Tabellen

zusammengefasst.

Tab. 2. Patientenkollektiv mit kolorektalen Lebermetastasen

ISS-LR (n=6) SLR (n=11) p-Wert
Alter 67,59 + 8,52 64,07 £+ 11,44 0,52
mannlich/weiblich 4/2 5/6 0,62
T-Stadium 1 0 0 1,0
2 1 1 1,0
3 3 7 0,64
4 2 3 1,0
N-Stadium O 3 4 0,64
1 2 3 1,0
2 1 4 0,60
Grading 1 0 0 1,0
2 4 8 1,0
3 2 3 1,0
Anzahl der Metastasen 3,17 + 3,13 2,55+1,81 0,61
MetastasengrofRe in cm 6,80 £ 3,57 4,06 +1,82 0,13
syn-/metachrones Auftreten 3/3 6/5 1,0
neoadjuvante Chemotherapie 3 4 0,64
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Tab. 3. Patientenkollektiv mit cholangiozellularen Karzinomen

ISS-LR (n=2) SLR (n=5) p-Wert
Alter 63,59 + 17,54 66,73 + 9,24 0,76
mannlich/weiblich 1/1 3/2 1,0
T-Stadium 1 2 2 0,43
2 0 2 1,0
3 0 1 1,0
4 0 0 1,0
N-Stadium O 2 5 1,0
1 0 0 1,0
M-Stadium O 2 2 0,43
X 0 3 0,43
Grading 1 0 0 1,0
2 2 2 0,43
3 0 3 0,43
TumorgréfRe in cm 7,70 + 1,56 8,50+ 2,71 0,72
neoadjuvante Chemotherapie 0 0 1,0

Tab. 4. Resektionsausmal
ISS-LR (n=8) SLR (n=16)
kolorektale erweiterte Hemihepatektomie erweiterte Hemihepatektomie
Lebermetastasen rechts (n=3) rechts (n=2)
erweiterte Hemihepatektomie Hemihepatektomie rechts (n=1)
rechts + Seg. | (n=3) Hemihepatektomie links (n=1)

Hemihepatektomie links +
atypische Resektion (n=1)
atypische Resektion (n=6)

cholangiozellulare | erweiterte Hemihepatektomie erweiterte Hemihepatektomie
Karzinome rechts (n=2) rechts (n=2)

Hemihepatektomie rechts (n=1)
Hemihepatektomie rechts +

atypische Resektion (n=2)
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4.2 Kolorektale Lebermetastasen

4.2.1 GefalRdichte (CD31-Expression)

Die GefalRdichte (CD31-Expression) in der Tumorproliferationszone kolorektaler
Lebermetastasen lag in den Proben nach ISS-LR mit einer Flache/Gesichtsfeld von im
Mittel 239,46 (x£9,12) pixels/HPF unter derjenigen der Vergleichsgruppe nach SLR mit
im Mittel 244,43 (+3,66) pixels/HPF. Hieraus ergab sich mit p=0,149 kein statistisch
signifikanter Unterschied (ISS-LR vs. SLR 239,46 vs. 244,43 pixels/HPF CD31-
positive Flache/Gesichtsfeld; p=0,149; Abb. 4-1.; Abb. 4-2.).

ISS-LR

SLR

Abb. 4-1. Reprasentative Farbungen der CD31-Expression in kolorektalen Lebermetastasen nach ISS-
LR und SLR in 40-facher VergréfRerung
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Abb. 4-2. CD31-Expression in kolorektalen Lebermetastasen nach ISS-LR und SLR; p=0,149



25
4 Ergebnisse

4.2.2 Apoptose

4.2.2.1 Caspase-3

In der Gruppe nach ISS-LR waren im Mittel 4,19 (+0,94) Caspase-3-positiv gefarbte
Zellen nachweisbar. In der Vergleichsgruppe nach SLR lag dieser Wert bei 11,73
(£3,31). Der Unterschied war mit p<0,0001 statistisch signifikant (ISS-LR vs. SLR 4,19
vs. 11,73 Caspase-3-positive Zellen/Gesichtsfeld; p<0,0001; Abb. 4-3.; Abb. 4-4.).

Abb. 4-3. Reprasentative Farbungen der Caspase-3-Expression in kolorektalen Lebermetastasen nach
ISS-LR und SLR
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Abb. 4-4. Caspase-3-Expression in kolorektalen Lebermetastasen nach ISS-LR und SLR; *p<0,0001
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4.2.2.2 TUNEL
Der Mittelwert TUNEL-positiver Zellkerne pro Gesichtsfeld lag in der Gruppe nach ISS-
LR bei 5,52 (£4,76) und in der Vergleichsgruppe nach SLR bei 6,60 (x6,77). Der
Unterschied war mit p=0,734 statistisch nicht signifikant (ISS-LR vs. SLR 5,52 vs. 6,6
TUNEL-positive Zellkerne/Gesichtsfeld; p=0,734; Abb. 4-5.; Abb. 4-6.).

o . :

Abb. 4-5. Reprasentative Farbungen der TUNEL-Methode in kolorektalen Lebermetastasen nach ISS-
LR und SLR in 40-facher VergréRerung
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Abb. 4-6. TUNEL-Methode in kolorektalen Lebermetastasen nach ISS-LR und SLR; p=0,734
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4.2.3 Tumorproliferation (MIB-1-Expression)

MIB-1-positive Zellen wurden ebenfalls in der Proliferationszone kolorektaler
Lebermetastasen untersucht. In der Gruppe nach ISS-LR waren im Mittel 46,08
(x48,59) MIB-1-positive Zellen/Gesichtsfeld nachweisbar, in der Gruppe nach SLR
74,73 (¥43,91). Hieraus ergab sich mit p=0,244 Kkein statistisch signifikanter
Unterschied (ISS-LR vs. SLR 46,08 vs. 74,73 MIB-1-positive Zellen/Gesichtsfeld;

ISS-LR

SLR

Abb. 4-7. Reprasentative Farbungen der MIB-1-Expression in kolorektalen Lebermetastasen nach ISS-
LR und SLR in 40-facher Vergréf3erung
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Abb. 4-8. MIB-1-Expression in kolorektalen Lebermetastasen nach ISS-LR und SLR; p=0,244
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4.2.4 ,,Alpha-smooth muscle actin“ (aSMA-Expression)

In den Proliferationszonen kolorektaler Lebermetastasen zeigte sich in den Proben
der Gruppe nach ISS-LR im Mittel eine Flache/Gesichtsfeld von 19,49 (x7,18)
pixels/HPF aSMA-positiv. In der Vergleichsgruppe nach SLR lag dieser Wert bei 27,42
(x13,53) pixels/HPF. Der Unterschied war mit p=0,205 statistisch nicht signifikant (ISS-
LR vs. SLR 19,49 vs. 27,42 pixels/[HPF aSMA-positive Flache/Gesichtsfeld; p=0,205;
Abb. 4-9.; Abb. 4-10.).

ISS-LR

SLR

Abb. 4-9. Reprasentative Farbungen der aSMA-Expression in kolorektalen Lebermetastasen nach ISS-
LR und SLR in 40-facher VergréRerung
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Abb. 4-10. aSMA-Expression in kolorektalen Lebermetastasen nach ISS-LR und SLR; p=0,205
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4.2.5 Nekrotische Areale

Mit dem TUNEL-Assay wurden neben apoptotischen Zellen auch nekrotische Areale
analysiert. Der prozentuale Anteil nekrotischer Areale zur gesamten Tumorflache lag
in der Gruppe nach ISS-LR bei 19,63% (+£20,82%) und in der Gruppe nach SLR bei
11,67% (x14,86%). Hieraus ergab sich mit p=0,373 kein statistisch signifikanter
Unterschied (ISS-LR vs. SLR 19,63% vs. 11,67% prozentualer Anteil nekrotischer
Areale zur gesamten Tumorflache; p=0,373; Abb. 4-11.; Abb. 4-12.).
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Abb. 4-11. Repréasentative Farbungen nekrotischer Areale kolorektaler Lebermetastasen nach ISS-LR

und SLR in der Ubersichtsaufnahme
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Abb. 4-12. Anteil nekrotischer Areale prozentual zur gesamten Tumorflaiche in kolorektalen
Lebermetastasen nach ISS-LR und SLR; p=0,373
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4.3 Cholangiozellulare Karzinome

4.3.1 GefalRdichte (CD31-Expression)

Die Analyse der Gefalidichte ergab in der Gruppe nach ISS-LR eine CD31-positive
Flache/Gesichtsfeld von im Mittel 241,43 (£5,83) pixels/HPF. Diese lag in der Gruppe
nach SLR bei im Mittel 238,72 (x2,65) pixels/HPF. Der Unterschied war mit p=0,401
statistisch nicht signifikant (ISS-LR vs. SLR 241,43 vs. 238,72 pixels/HPF CD31-

ISS-LR

SLR

Abb. 4-13. Reprasentative Farbungen der CD31-Expression in cholangiozellularen Karzinomen nach
ISS-LR und SLR in 40-facher Vergré3erung
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Abb. 4-14. CD31-Expression in cholangiozellularen Karzinomen nach ISS-LR und SLR; p=0,401
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4.3.2 Apoptose

4.3.2.1 Caspase-3

Hinsichtlich der Caspase-3-Positivitdt waren in der Gruppe nach ISS-LR im Mittel 2,5
(x0,35) Zellen/Gesichtsfeld nachweisbar. In der Gruppe nach SLR waren dies im Mittel
6,11 Zellen/Gesichtsfeld (£2,67). Es bestand mit p=0,131 kein statistisch signifikanter
Unterschied (ISS-LR vs. SLR 2,5 vs. 6,11 Caspase-3-positive Zellen/Gesichtsfeld;
p=0,131; Abb. 4-15.; Abb. 4-16.).

Abb. 4-15. Repréasentative Farbungen der Caspase-3-Expression in cholangiozelluldaren Karzinomen
nach ISS-LR und SLR in 40-facher VergréRerung
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Abb. 4-16. Caspase-3-Expression in cholangiozellularen Karzinomen nach ISS-LR und SLR; p=0,131
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4.3.2.2 TUNEL

In der Gruppe nach ISS-LR zeigten sich im Mittel 2,33 (£0,94) TUNEL-positive
Zellkerne/Gesichtsfeld. Diese lagen in der Gruppe nach SLR bei im Mittel 4,6 (+4,84).
Mit p=0,562 ergab sich hieraus kein statistisch signifikanter Unterschied (ISS-LR vs.
SLR 2,33 vs. 4,6 TUNEL-positive Zellkerne/Gesichtsfeld; p=0,562; Abb. 4-17.; Abb. 4-
18.).

ISS-LR

SLR

Abb. 4-17. Reprasentative Farbungen der TUNEL-Methode in cholangiozellularen Karzinomen nach
ISS-LR und SLR in 40-facher VergréRerung
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Abb. 4-18. TUNEL-Methode in cholangiozellularen Karzinomen nach ISS-LR und SLR; p=0,562
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4.3.3 Tumorproliferation (MIB-1-Expression)

Hinsichtlich der Tumorproliferation ergab sich zwischen den Gruppen nach ISS-LR und
SLR mit p=0,613 kein statistisch signifikanter Unterschied. In der Gruppe nach ISS-LR
waren im Mittel 17,63 (+16,44) MIB-1-positive Zellen/Gesichtsfeld nachweisbar, in der
Vergleichsgruppe nach SLR waren es im Mittel 22,44 (+6,88) (ISS-LR vs. SLR 17,63
vs. 22,44 MIB-1-positive Zellen/Gesichtsfeld; p=0,613; Abb. 4-19.; Abb. 4-20.).

50 i g

ISS-LR

SLR

Abb. 4-19. Reprasentative Farbungen der MIB-1-Expression in cholangiozellularen Karzinomen nach
ISS-LR und SLR in 40-facher VergrofRerung
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Abb. 4-20. MIB-1-Expression in cholangiozellularen Karzinomen nach ISS-LR und SLR; p=0,613
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4.3.4 ,,Alpha-smooth muscle actin“ (aSMA-Expression)

Die aSMA-positive Flache/Gesichtsfeld lag in den Proben der Gruppe nach ISS-LR bei
im Mittel 21,39 (£2,39) pixels/HPF, in der Vergleichsgruppe nach SLR bei im Mittel
32,34 (x£3,87) pixels/HPF. Der Unterschied war mit p=0,015 statistisch signifikant (ISS-
LR vs. SLR 21,39 vs. 32,34 pixels/HPF aSMA-positive Flache/Gesichtsfeld; p=0,015;
Abb. 4-21.; Abb. 4-22.).

ISS-LR

SLR

Abb. 4-21. Reprasentative Farbungen der aSMA-Expression in cholangiozellularen Karzinomen nach
ISS-LR und SLR in 40-facher VergrofRerung
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Abb. 4-22. aSMA-Expression in cholangiozellularen Karzinomen nach ISS-LR und SLR; *p=0,015
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4.3.5 Nekrotische Areale

Die nekrotischen Areale nahmen in der Gruppe nach ISS-LR einen prozentualen Anteil

von 0,07% (+£0,04%) zur gesamten Tumorflache an. In der Gruppe nach SLR machte
dieser Anteil 4,21% (£7,92%) aus. Der Unterschied war mit p=0,524 statistisch nicht
signifikant (ISS-LR vs. SLR 0,07% vs. 4,21% prozentualer Anteil nekrotischer Flache
zur gesamten Tumorflache; p=0,524; Abb. 4-23.; Abb. 4-24.).

Abb. 4-23. Reprasentative Farbungen nekrotischer Areale in cholangiozellularen Karzinomen nach I1SS-
LR und SLR in der Ubersichtsaufnahme
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Abb. 4-24. Anteil nekrotischer Areale prozentual zur gesamten Tumorfliche in cholangiozellularen
Karzinomen nach ISS-LR und SLR; p=0,524
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5 Diskussion

In der vorliegenden Studie wurde der Frage nachgegangen, ob durch die Strategie der
ISS-LR das lokale Tumorwachstum stimuliert wird. Es wurden sowohl sekundare
Lebermalignome (kolorektale Lebermetastasen) als auch primére Lebermalignome
(cholangiozellulare Karzinome, CCC) untersucht. Die Ergebnisse zeigten fur
kolorektale Lebermetastasen keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen
ISS-LR und SLR hinsichtlich Vaskularisation (CD31 p=0,149), Proliferation (MIB-1
p=0,244) und aSMA-Expression (p=0,205), obwohl ein Trend hin zu weniger
Proliferation und aSMA-Expression in der Gruppe nach ISS-LR beobachtet werden
konnte. Im Hinblick auf die Apoptose waren fur kolorektale Lebermetastasen in der
Caspase-3-Farbung signifikant weniger apoptotische Zellen in der Gruppe nach ISS-
LR nachweisbar (p<0,0001), was jedoch mittels der TUNEL-Farbung nicht bestatigt
werden konnte (p=0,734). Ebenso konnte die TUNEL-Farbung beziiglich nekrotischer
Areale keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen zeigen
(p=0,373). Fur die cholangiozellularen Karzinome lief3 sich hinsichtlich Vaskularisation
(CD31 p=0,401), Proliferation (MIB-1 p=0,613), Apoptose (Caspase-3 p=0,131,;
TUNEL p=0,562) und Nekrose (TUNEL p=0,524) kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Gruppen nachweisen. Im Vergleich von ISS-LR und
SLR war die aSMA-positive Flache in der Gruppe nach ISS-LR signifikant vermindert
(p=0,015). Anhand der vorliegenden Ergebnisse konnte in unserer Analyse kein

eindeutiger Effekt auf das Tumorwachstum nachgewiesen werden.

Die ISS-LR ist eine neue zweizeitige Strategie, durch die primar irresektable
Lebermalignome mittels Hypertrophieinduktion in einen resektablen Zustand tberfihrt
werden konnen. Damit kann der schwerwiegenden Gefahr des postoperativen
Leberversagens, bedingt durch ein zu geringes, postoperatives Leberrestvolumen
(FLR), begegnet werden (72, 78). Dies ist von besonderer Bedeutung, da bereits zum
Diagnosezeitpunkt 80% der Patienten mit kolorektalen Lebermetastasen als
irresektabel gelten (113) und ein wichtiger Grund hierfur ein zu geringes FLR ist (114).
Technisch wird bei der ISS-LR im ersten operativen Schritt zunachst die Pfortader
nach rechts abgesetzt und anschlie3end eine Parenchymdissektion entlang des Lig.
falciforme bis zur Vena cava inferior durchgefihrt (78). In der
Komplettierungsoperation erfolgt dann die Resektion des portalvents abgesetzten

Leberlappens (78). Diese Strategie fuhrt zu einem Grélienwachstum des
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verbleibenden links-lateralen Leberlappens nach 6 bis 13 Tagen (72-74, 79, 80, 83)
von 74% bis 87% (72, 74, 83-85). Verglichen mit etablierten Verfahren zur
Hypertrophieinduktion wie dem klassischen zweizeitigen Vorgehen oder der PVE gilt
das mittels ISS-LR erreichte, schnelle Wachstum des FLR als bemerkenswert hoch.
So wird im Rahmen der PVE innerhalb eines Zeitraums von 4-8 Wochen nach
Intervention im Mittel eine Zunahme des FLR von 37,9 £ 0,1% (20,5-69,4%)
beobachtet (58, 62, 63). Die TSH zeigt Wachstumsraten des FLR von 28% (68),
sodass die Komplettierungsoperation 8 + 4 Wochen nach erster Resektion
durchgefuhrt werden kann (51). Als weiterer positiver Aspekt der ISS-LR ist die hohe
Machbarkeit zu nennen. Demnach kann bei nahezu 100% (95-100%) der Patienten
die Komplettierungsoperation erfolgreich durchgefuhrt werden (115). Dies resultiert
aus den hohen Hypertrophieraten und dem kurzen Zeitintervall bis zur zweiten
Operation, in welchem eine relevante Tumorprogression nur sehr selten zu
beobachten ist (115). Verglichen hierzu wird fur die TSH eine Machbarkeitsrate von
nur 77% beschrieben (56). Hinsichtlich der PVE gelten 80-85% der Patienten als
resektabel (58, 63). Die technische Erfolgsrate fur diese Intervention liegt bei 97-99%
(58, 61). Demgegeniber werden die erhéhten Morbiditats- und Mortalitatsraten nach
ISS-LR immer wieder als Kritikpunkt des Verfahrens angefihrt. Laut einer
Metaanalyse von Schadde et al. traten Komplikationen Grad llla und héher bei 44%
(38-50%) der Falle auf, die 90-Tage-Mortalitat betrug 11% (8-16%) (77). Diese
Ergebnisse sind vergleichbar mit einer kirzlich veroffentlichten Studie, in der auch die
in der vorliegenden Arbeit berticksichtigten Patienten mit einflossen. Komplikationen
Grad lllb und hoher waren bei 31,3% der Patienten zu verzeichnen, die frihe
postoperative Mortalitat lag bei 12,5% (116). Dem ist eine Mortalitdt zwischen 3,3%
und 6% bei Resektion nach vorangegangener PVE/PVL bzw. 0,5% und 3% nach dem
ersten bzw. zweiten Schritt im Rahmen der TSH entgegenzustellen (56, 58, 117).
Insbesondere die hohen Mortalitéatsraten nach ISS-LR spiegeln jedoch mdglicherweise
die Neuheit des Verfahrens wider, sodass mit zunehmender Erfahrung von einer
Abnahme der Mortalitdt und Morbiditdt ausgegangen werden kann (116).
Entsprechend wurden bereits verschiedene Richtlinien zur Patientenselektion
postuliert. Beispielsweise wurde eine zuriickhaltende Indikationsstellung bei Patienten
mit primaren Lebertumoren sowie bei Patienten Uber 70 Jahren empfohlen (117).
Aufgrund der eingeschrankten Datenlage sind diese Richtlinien jedoch eher als

Empfehlungen zu verstehen.
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Ein bislang ungeklarter Punkt bezlglich der ISS-LR ist das Risiko einer mit der
Hypertrophie einhergehenden Tumorprogression. In der Vergangenheit wurden
bereits intensive Untersuchungen mit Bezug auf die PVE in diese Richtung
unternommen (64-66, 88-92). Verschiedene Mechanismen werden derzeit als
beglnstigende Faktoren der Tumorprogression diskutiert, u.a. werden eine veranderte
Wachstumsfaktoren- und Zytokinausschittung sowie die entsprechende lokale
Zellantwort vermutet (98). Zudem wird der veranderte Blutfluss zur Leber nach
portalvendser Okklusion mit Zunahme der arteriellen Perfusion im verschlossenen
Leberlappen als mdglicher Faktor fir das Tumorwachstum angesehen (98). Dies ist
als ,hepatic arterial buffer response” (HABR) im Sinne einer Kompensation bei
reduziertem portalvenésem Fluss beschrieben (118). Dass diese Mechanismen auch
fur die ISS-LR zutreffen kénnten, ist aufgrund der dabei erzielten ausgepragten und
sehr schnellen Hypertrophie zu erwarten. Entsprechend kdnnten diese Mechanismen
auch zu einer Beschleunigung des lokalen Tumorwachstums nach ISS-LR fuhren (79).
Dem entgegen steht die Vermutung, dass eine relevante Tumorprogression durch das
kurze Zeitintervall zwischen den beiden Operationen nicht zu erwarten ist (72) sowie
durch die Parenchymdissektion eine Tumorinfiltration in den nicht verschlossenen
Leberlappen vermieden werden kann (75). Allerdings existieren fur die ISS-LR bisher

kaum Daten hinsichtlich der o.a. Mechanismen.

Die klinischen Beobachtungen mit Blick auf die Tumorprogression nach ISS-LR sind
derzeit uneinheitlich bei allerdings sehr eingeschrankter Datenlage. Oldhafer et al. (80)
berichteten, dass bei sechs von sieben Patienten im Rahmen des Follow-ups nach
ISS-LR ein Lokalrezidiv kolorektaler Lebermetastasen auffiel. Die mediane rezidivfreie
Zeit lag bei 8 Monaten. Daneben wurden bei drei der sieben Patienten
Lungenmetastasen diagnostiziert, welche in zwei der drei Félle bereits vor den
Rezidiven der Leber auftraten. Ebenso beschrieben Andriani et al. (119) Rezidive nach
ISS-LR kolorektaler Lebermetastasen bei beiden der angefuihrten Patienten. In beiden
Fallen wurden Lungenmetastasen detektiert, einer der beiden Patienten fiel mit einer
zusatzlichen Lebermetastase 4 Monate nach ISS-LR auf. Demgegenuber stehen die
Beobachtungen des eigenen Patientenkollektivs, wo ein krankheitsfreies Uberleben
nach Resektion kolorektaler Lebermetastasen von 18,7 Monaten bzw. 14 Monaten
nach nicht-kolorektalen Lebermalignomen beobachtet wurde (116). Im ALPPS-
Register lag das rezidivfreie Uberleben nach 1 bzw. 2 Jahren bei 59% bzw. 41%, das
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mittlere rezidivfreie Uberleben belief sich auf 14 Monate (87). Ob ein friihes
Tumorrezidiv in diesem Zusammenhang als direkte Konsequenz einer schnellen
Hypertrophieinduktion im Rahmen der portalvendsen Okklusion gesehen werden
muss, ist noch nicht geklart (116). Hinsichtlich des Gesamtiberlebens nach ISS-LR
belaufen sich die 1-, 2- und 3-Jahresraten auf 76%, 62% (87) und 56,4% bzw. bei mit
einbezogener Mortalitat auf 48,9% (116). Die mittlere Gesamtiiberlebensrate betragt
41,7 Monate (116). Im Gegensatz zur ISS-LR existiert fur die PVE diesbeziglich eine
bessere, wenngleich ebenfalls uneinheitliche Datenlage. Im Vergleich von Patienten
mit und ohne PVE konnten Hoekstra et al. (65) eine hohere Rezidivrate kolorektaler
Lebermetastasen im FLR in der Gruppe nach PVE nachweisen (42% vs. 4%). Zudem
zeigten 25% der Patienten der PVE Gruppe bereits 3 Wochen postinterventionell neue
Tumormanifestationen im FLR. Ahnliche Ergebnisse erzielten Simoneau et al. (120),
in deren Studie 12,1% der Patienten ebenfalls 3-4 Wochen nach PVE neue
kontralaterale kolorektale Lebermetastasen entwickelten. Allerdings konnten die
Autoren nicht nachvollziehen, ob diese neuen Tumormanifestationen wirklich neue
Tumore oder Mikrometastasen waren, welche zwar bereits vorhanden, aber mittels der
prainterventionellen Bildgebung nicht detektierbar waren (65). Gegenteilige Daten
wurden von Oussoultzoglou et al. (121) beschrieben, in deren Studie sich die
intrahepatische Rezidivrate nach PVE fir unilobare kolorektale Lebermetastasen im
Vergleich zur Patientengruppe ohne PVE signifikant vermindert zeigte. Dabei scheint
eine mogliche Tumorprogression jedoch nicht das Gesamtiiberleben zu beeinflussen,
wie Simoneau et al. (120) beim Vergleich von Patienten mit und ohne Tumorwachstum
nach PVE zeigten. Das Gesamtiberleben nach 3 Jahren lag in der Studie von
Hoekstra et al. (65) bei 26% fur Patienten mit PVE verglichen zu 77% fir Patienten
ohne PVE. Im Gegensatz dazu belief sich diese Rate in Untersuchungen von Shindoh
et al. (61) auf 72,8% nach PVE. Ardito et al. (122) verglichen ebenfalls Patienten mit
und ohne PVE und stellten hinsichtlich leberspezifischen Rezidivraten, rezidivfreiem
und Gesamtuberleben keinen Unterschied zwischen den beiden Gruppen fest. Die
Frage, ob eine Hypertrophieinduktion entweder mittels PVE oder ISS-LR zu einer
klinischen Akzeleration der Tumorprogression fiuhrt, kann daher nach derzeitiger
Datenlage nicht abschlielRend beurteilt werden.

Inwieweit die ISS-LR auch Auswirkungen auf das lokale Tumorwachstum zeigt, wurde

bisher nicht untersucht. Jedoch existieren einige Daten hinsichtlich der PVE/PVL. Im
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Rahmen einer retrospektiven Untersuchung zu den Auswirkungen der PVE auf
Regeneration, Resektabilitdt und Outcome konnten Ribero et al. (123) keine Zunahme
hinsichtlich der gesamten Tumorgréf3e primarer und sekundarer Lebermalignome vor
und nach PVE (im Mittel 5,3 vs. 5,4 cm) verzeichnen. Diese wurde jeweils mittels CT
vor und 2-8 Wochen nach PVE bestimmt. Demgegenuber zeigten in einer Studie von
Elias et al. 4 von 5 Patienten mit Lebermetastasen im nicht-embolisierten Leberlappen
eine Zunahme des Tumorvolumens (60 bis 970%) nach PVE (66). Dieses wurde
ebenfalls CT-graphisch vor PVE und innerhalb 2 Tage vor Operation gemessen. Das
Verhalten des Tumorvolumens im Vergleich kolorektaler Lebermetastasen mit und
ohne PVE wurde auch von Hoekstra et al. (65) untersucht. Dabei wurde die
Tumorwachstumsrate als Verhdltnis des mittels CT-Volumetrie bestimmten
Tumorvolumens zur Anzahl der zwischen diesen Untersuchungen liegenden Tage
angegeben. Die Tumorwachstumsrate im embolisierten Leberlappen liel3 sich fur die
PVE-Gruppe im Vergleich zur Gruppe ohne PVE als signifikant erh6ht nachweisen.
Auch innerhalb der PVE-Gruppe war ein signifikanter Anstieg der
Tumorwachstumsrate vor und nach PVE von 0,15 ml/d auf 0,85 ml/d zu verzeichnen.
Fir primére Lebertumore konnte ebenfalls eine signifikante Wachstumszunahme im
embolisierten Leberlappen vor und nach PVE durch Hayashi et al. (91) gezeigt
werden. Die Berechnung der Tumorwachstumsrate erfolgte hierbei Uber das CT-
graphisch bestimmte Tumorvolumen zum Zeitpunkt der Diagnosestellung, vor und
nach PVE sowie die Anzahl der zwischen diesen Untersuchungen liegenden Tage. Die
Autoren erklaren die Wachstumszunahme dadurch, dass primére Lebertumore
hauptséachlich arteriell versorgt werden und der arterielle Blutfluss im Sinne des
,hepatic arterial buffer response“ nach portalvendser Okklusion kompensatorisch
erhoht ist. Der Frage einer moglichen Tumorprogression durch Verfahren zur
Hypertrophieinduktion wurde auch in einigen Tierstudien nachgegangen. Im Vergleich
von Leberteilresektion und PVL konnte durch Heinrich et al. (92) eine unterschiedliche
Auswirkung der beiden Verfahren auf das Wachstum kolorektaler Lebermetastasen im
Mausmodell gezeigt werden. Das Tumorwachstum — immunhistochemisch bestimmt
als prozentualer Anteil der Metastasen am normalen Leberparenchym in der HE-
Farbung — verdoppelte sich nach PVL und nahm nach Leberteilresektion verglichen zu
scheinoperierten Mausen sogar ab, sodass sich hinsichtlich dessen flr die Gruppen
nach PVL und Leberteilresektion ein signifikanter Unterschied ergab. Ob auch ein

Unterschied zwischen PVL und PVE in Bezug auf das Wachstum kolorektaler
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Lebermetastasen besteht, untersuchten Maggiori et al. (93) im Rattenmodell. Dabei
kamen sie zu dem Ergebnis, dass nach PVL das Tumorvolumen sowohl im ligierten
als auch im nicht-ligierten Leberlappen im Vergleich zur Kontrollgruppe
scheinoperierter Ratten signifikant vergroRert war. Dies galt ebenfalls fir das
Tumorvolumen im nicht-okkludierten Leberlappen nach PVE. Im Gegensatz dazu
zeigte sich das Tumorvolumen nach PVE im embolisierten Leberlappen verglichen zur
Gruppe scheinoperierter Ratten signifikant vermindert. Mdgliche Auswirkungen der
PVE auf das Tumorwachstum wurden ebenfalls von Hoekstra et al. (124) im Tiermodell
untersucht. Hierzu wurde die Tumorwachstumsrate mittels CT-Volumetrie vor und
nach PVE bzw. alleiniger Lebermobilisation bestimmt und lie3 sich innerhalb 14 Tage
nach Intervention in der PVE-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne PVE als

signifikant erhéht nachweisen.

Einen Ausdruck lokaler Tumorprogression kann die Tumorzellproliferation darstellen.
In der vorliegenden Studie konnten wir in der MIB-1-Farbung keinen signifikanten
Unterschied nach ISS-LR im Vergleich zur Gruppe nach SLR zeigen. Dieses Ergebnis
ergab sich sowohl fir die kolorektalen Lebermetastasen als auch fir die
cholangiozellularen Karzinome. Gleichwohl war ein Trend hin zu weniger
proliferierenden Zellen auszumachen. Obwohl eine andere Vergleichsgruppe gewahlt
wurde, gehen unsere Ergebnisse diesbeziglich mit denen einer kirzlich
veroffentlichten Studie von Tanaka et al. (96) einher. Hierbei wurden 11 Patienten nach
ISS-LR mit 54 Patienten nach klassischem zweizeitigem Vorgehen mit PVE/PVL
hinsichtlich der Ki-67-Expression nach den jeweiligen Operationsschritten verglichen.
Nach der ersten Operation war kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen
nachzuweisen, jedoch zeigte die Gruppe klassisch zweizeitig resezierter Patienten
nach der Komplettierungsoperation eine signifikant erhthte Proliferationsrate.
Beziiglich einer moglichen Tumorprogression nach ISS-LR stellten Fukami et al. (97)
im Gegensatz dazu eine Zunahme des Ki-67-Indexes zwischen erstem und zweitem
Schritt dieses Vorgehens fest. Dabei handelt es sich um einen Einzelfallbericht einer
Patientin mit kolorektalen Lebermetastasen, bei der im Rahmen beider Operationen
jeweils eine Biopsie aus der gleichen Metastase entnommen und hinsichtlich Ki-67-
Expression untersucht worden war. Es zeigte sich ein Proliferationsindex von 60%
nach dem ersten Schritt, welcher auf 80% nach der Komplettierungsoperation anstieg.
Ein Vergleich mit den diesbeziiglich vorliegenden Daten zur PVE zeigt ebenfalls ein
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uneinheitliches Bild. Kokudo et al. (64) untersuchten in ihrer Studie ebenfalls den Ki-
67-Index als Proliferationsmarker. Dabei wurde in der Gruppe Kkolorektaler
Lebermetastasen mit PVE ein signifikant erhdhter Unterschied verglichen zu den
Patienten ohne PVE festgestellt. Die erhdhte Proliferationsrate spiegelte sich in einem
signifikanten, CT-graphisch bestimmten Volumenzuwachs der Metastasen innerhalb
drei Wochen vor und nach PVE von 20,8% wider. Ahnliche Ergebnisse konnten
Pamecha et al. (94) zeigen. Im Vergleich von 22 Patienten mit PVE zu 20 Patienten
ohne PVE war ein statistisch signifikant erhéhter Ki-67-Index fur die Gruppe nach PVE
nachweisbar. Dies schlug sich in einer signifikant schnelleren Tumorwachstumsrate
nieder, welche definiert wurde als Anderung des Tumorvolumens zwischen
Diagnosestellung und Resektion. In einer weiteren Untergruppen-Analyse waren die
aufgefuhrten Unterschiede fur Tumorproliferation und Tumorwachstumsrate nur fur
synchron aufgetretene kolorektale Lebermetastasen nachweisbar. Demgegenuber
stehen die Ergebnisse von Tanaka et al. (95). In deren Studie wurde der Einfluss des
zweizeitigen Vorgehens (mit PVE) und perioperativer Chemotherapie auf die Induktion
des Tumorwachstums kolorektaler Lebermetastasen untersucht. Bei 86% der
Patienten wurde eine PVE durchgefiihrt. Zwischen der ersten und der zweiten
Resektion ergab sich kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Ki-67-Positivitat
der Metastasen. Ferner war auch kein signifikanter Unterschied in Bezug auf die
TumorgréRe zwischen beiden Operationsschritten zu detektieren. Die Autoren
schlussfolgern daraus, dass ein zweizeitiges Vorgehen das Tumorwachstum von
kolorektalen Lebermetastasen nicht induziert und somit auch im onkologischen Sinne
als akzeptabel gilt. Die kontroversen Ergebnisse der dargelegten Studien zur PVE
zeigen jedoch, dass selbst der Einfluss dieses etablierten Verfahrens auf die lokale
Tumorzellproliferation nicht abschlieRend geklart ist. Der in der vorliegenden Studie
gezeigte, fehlende Unterschied zwischen ISS-LR und SLR hinsichtlich der
Tumorzellproliferation muss daher sicherlich in weiteren Untersuchungen validiert

werden.

Das Tumorwachstum wird daneben vom Verhéltnis proliferierender zu apoptotischer
Zellen bestimmt (125, 126). Beziglich der Apoptose zeigte die Caspase-3-Farbung in
unserer Studie fur kolorektale Lebermetastasen signifikant weniger apoptotische
Zellen nach ISS-LR im Vergleich zur Gruppe nach SLR. Im TUNEL-Assay konnte dies

nicht bestatigt, d.h. kein signifikanter Unterschied fur die beiden Gruppen
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nachvollzogen werden. Ebenso liel3 sich fur die cholangiozellularen Karzinome sowohl
in der Caspase-3-Farbung als auch mittels der TUNEL-Methode kein statistisch
signifikanter Unterschied nachweisen. Hieraus lasst sich kein eindeutiger Schluss
hinsichtlich der Auswirkungen auf die Apoptose nach ISS-LR ziehen. Der gleichen
Fragestellung gingen Pamecha et al. (94) fur die PVE nach. Im Vergleich kolorektaler
Lebermetastasen mit und ohne PVE zeigte sich fur die PVE-Gruppe kein statistisch
signifikanter Unterschied hinsichtlich des Ausmalles apoptotischer Zellen. Ebenso
konnte kein signifikanter Unterschied beziglich nekrotischer Areale zwischen den
beiden Gruppen ausgemacht werden. Dies geht einher mit unseren Ergebnissen des
TUNEL-Assays, der gleichzeitig der Darstellung von Nekrose im Tumor diente. Im
Gegensatz zur Apoptose ist die Tumorzellnekrose Ausdruck unzureichender
Blutversorgung bei meist schnellem Wachstum und findet sich deshalb haufig v.a. im
Zentrum gréRerer Tumore (127, 128). Ubereinstimmend mit den Ergebnissen von
Pamecha et al. (94) zeigte sich fur das Ausmal3 an Nekrose nach ISS-LR fur beide
Tumorentitaten kein signifikanter Unterschied im Vergleich zur SLR. Entsprechend
deuten die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit darauf hin, dass durch ISS-LR keine

Apoptose bzw. Nekrose des Tumors induziert wird.

Fur das Tumor- bzw. Metastasenwachstum spielt zudem der Prozess der
Angiogenese eine wichtige Rolle (129). Die Analyse der GefaRdichte mithilfe des
Endothelzellmarkers CD31 ergab in der vorliegenden Studie fur beide Tumorentitaten
im Vergleich von ISS-LR zu SLR keinen statistisch signifikanten Unterschied.
Vergleichbare Studien, welche das  Tumorwachstum im Rahmen
hypertrophieinduzierender Verfahren untersuchten, bertcksichtigten diesen Punkt
unseres Wissens nach nicht. Eine neue Studie von Schadde et al. (130) beschéftigte
sich jedoch mit den Auswirkungen der Hypoxie auf die Regeneration des FLR nach
ISS-LR im Vergleich zur alleinigen PVL im Rattenmodell. Hierfir war eine lokale
Zunahme nachzuweisen. Damit einher ging die konsekutiv signifikant erhohte HIF-1a-
Expression (,hypoxia-inducible factor-1a“) im FLR verglichen zur PVL. HIF-1a nimmt
eine wichtige Stellung hinsichtlich Tumorinvasion und Metastasierung ein (131).
Zudem stellt HIF-1a den wichtigsten Induktor der VEGF-A-Sekretion (,vascular
endothelial growth factor-A“) aus Tumorzellen dar, VEGF-A wiederum ist der
wichtigste Faktor der Tumorangiogenese (132-134). Daher liegt die Vermutung nahe,
dass eine Zunahme der HIF-1a-Expression auch einen Effekt auf die Vaskularisation
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hat. In der Arbeit von Schadde et al. (130) wurde die HIF-1a-Uberexpression allerdings
nach ISS-LR nur in tumorfreiem Lebergewebe untersucht. Diesbezuglich sind weitere

Untersuchungen sicherlich in Zukunft sinnvoll.

Eine weitere wichtige Komponente fur das Tumorwachstum stellt das Tumorstroma
dar (135). Dessen Hauptbestandteil sind Uber Wachstumsfaktoren aktivierte
Fibroblasten, welche als Cancer-assoziierte Fibroblasten (CAFs) bezeichnet werden
(111, 136-138). CAFs produzieren wiederum Wachstumsfaktoren, Zytokine und
Bestandteile der Extrazellularmatrix, wodurch sie einen direkten Einfluss auf
Tumorinitiation, -invasion, -progression und Metastasierung nehmen (111). Daneben
wirken sie auf einige das Tumorwachstum fordernde Prozesse wie Angiogenese,
Remodeling der Extrazellularmatrix und tumorbezogene Entziindungsreaktionen ein
(139). Uber die Expression groRer Mengen an ,a-smooth muscle actin“ (aSMA) (111)
konnen sie detektiert werden. Die aSMA-Expression zeigte sich nach ISS-LR sowohl
fur die kolorektalen Lebermetastasen als auch fur die cholangiozellularen Karzinome
im Vergleich zur SLR vermindert. Ein statistisch signifikanter Unterschied konnte dabei
nur fur die cholangiozellularen Karzinome nachgewiesen werden. Weitere Studien, die
die Auswirkungen hypertrophieinduzierender Verfahren auf das Tumorstroma
untersuchten, wurden bislang nicht durchgeftihrt. Die vorliegenden Ergebnisse lassen
diesbeziiglich noch keinen Schluss zu, sodass auch hier weitere Untersuchungen

notwendig sind.

Unsere Studie unterliegt allerdings einigen Limitierungen. Zum einen ist die Anzahl an
Patienten sehr gering. Dies gilt vor allem fir die Patienten mit cholangiozellularen
Karzinomen, sodass deren Daten nicht besonders aussagekraftig sind. Die geringe
Patientenanzahl ist natirlich auch darauf zuriickzufiihren, dass die ISS-LR eine recht
neue Strategie darstellt, mit der bisher nur wenige Patienten behandelt wurden. Zum
anderen ist die gewahlte Kontrollgruppe sehr heterogen, da die Tumorlast der
Patienten, welche primar resektabel sind, sich im Allgemeinen als geringer, weniger
diffus und aggressiv darstellt. Um mdgliche Effekte der ISS-LR auf die Tumorzellen
nachweisen zu kénnen, ware sicherlich die Biopsieenthnahme aus den Metastasen
bzw. priméren Lebertumoren im Rahmen der ersten Operation eine bessere
Alternative hinsichtlich der Kontrollgruppe gewesen. Da sich dies aber nachteilig auf
die Patienten im Sinne einer Tumorzellverschleppung durch die Biospie auswirken

kann, wurde dieses Vorgehen jedoch vermieden. Desweiteren konnten wir in unserer
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Studie nicht auf rezidivireies und Gesamtiberleben unserer Patienten eingehen. Ein
Patient aus der Gruppe nach ISS-LR verstarb in der frihen postoperativen Phase,
sodass in diesem Sinne onkologische Uberlebensanalysen nicht als sinnvoll gelten.
Dies wiederum zeigt, dass die ISS-LR mit einer nicht zu vernachlassigenden Morbiditat
und Mortalitat einhergeht und deshalb nur flr Patienten mit ausgepréagtem
Tumorbefall, welche anderenfalls nicht resektabel waren, als Therapieoption gewahlt
werden sollte. Nichtsdestotrotz zeigen die Ergebnisse dieser Studie, dass im Rahmen
der ISS-LR nicht von einer relevanten Tumorprogression ausgegangen werden muss
und dieses Verfahren damit sicherlich ausgewahlten Patienten eine gute Chance auf

Kuration bieten kann.

Zusammenfassend gilt die ISS-LR jedoch als diejenige Methode, welche innerhalb
kirzester Zeit die effektivste Hypertrophieinduktion des FLR, verbunden mit den
hdchsten Machbarkeitsraten, gewahrleistet.
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6 Zusammenfassung

Die ISS-LR ist eine neue, zweizeitige Strategie, die in nur wenigen Tagen zu
ausgepragtem Wachstum des FLR fuhrt. Damit kann der drohenden Gefahr eines
postoperativen Leberversagens aufgrund eines zu geringen FLR begegnet werden.
Gleichzeitig kbnnen Patienten mit primar irresektablen Lebermalignomen in einen
resektablen Zustand Uuberfuhrt werden. Jedoch sind die Auswirkungen dieses
Verfahrens auf eine mogliche Tumorprogression bisher nicht klar. Wir untersuchten in
dieser retrospektiven Studie, inwieweit die ISS-LR Einfluss auf Tumorproliferation,
Apoptose und Angiogenese nimmt. Fir 6 Patienten mit kolorektalen Lebermetastasen
und 2 Patienten mit cholangiozellularen Karzinomen nach ISS-LR wurden anhand
eines 1:2- bzw. 1:3-,Matchings® passende Patienten nach SLR ausgewabhlt. Die jeweils
grofite resezierte Metastase bzw. der primare Lebertumor wurde immunhistochemisch
auf Vaskularisation (CD31), Proliferation (MIB-1), Apoptose (Caspase-3, TUNEL),
Nekrose (TUNEL) und aSMA-Expression untersucht. Hinsichtlich Vaskularisation
(CD31 p=0,149), Proliferation (MIB-1 p=0,244) und aSMA-Expression (p=0,205)
zeigte sich fir die kolorektalen Lebermetastasen kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen nach ISS-LR und SLR. In der Caspase-3-Farbung
waren in der Gruppe nach ISS-LR signifikant weniger (p<0,0001) apoptotische Zellen
nachweisbar als in der Vergleichsgruppe nach SLR. Dieser Unterschied konnte
anhand der TUNEL-Methode jedoch nicht bestétigt werden (p=0,734). Ebenso konnte
die TUNEL-Farbung bezuglich nekrotischer Areale keinen statistisch signifikanten
Unterschied zwischen den Gruppen zeigen (p=0,373). Fur die cholangiozellularen
Karzinome war hinsichtlich Vaskularisation (CD31 p=0,401), Proliferation (MIB-1
p=0,613), Apoptose (Caspase-3 p=0,131, TUNEL p=0,562) und Nekrose (TUNEL
p=0,524) kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen
nachweisbar. Im Vergleich von ISS-LR und SLR war die aSMA-positive Flache in der
Gruppe nach ISS-LR signifikant vermindert (p=0,015). Aufgrund dieser Ergebnisse
muss im Rahmen der ISS-LR nicht von einer relevanten lokalen Tumorprogression im
Vergleich zur SLR ausgegangen werden. Obwohl die geringe Patientenanzahl und die
mogliche Heterogenitat zwischen den Vergleichsgruppen beachtet werden missen,
deutet diese Studie nicht auf eine Stimulation des Tumorwachstums durch die ISS-LR
hin.
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ALPPS »<Associating liver partition and portal vein ligation for staged
hepatectomy”

bp Basenpaar

CAFs Cancer-assoziierte Fibroblasten

CALI ,chemotherapy-associated liver injury”

Caspase ,Cystein-dependent aspartate-specific Protease”
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7 Anhang

,Cell Conditioner”
cholangiozellulares Karzinom
,Cluster of Differentiation”
Computertomographie
Diaminobenzidin

Desoxyuridin Triphosphat
Ethylendiamintetraessigsaure
Jfuture liver remnant”

.hepatic arterial buffer response”
hepatozellulares Karzinom
Hamatoxylin-Eosin
»hypoxia-inducible factor-1a”
»high-power field”

“horseradish peroxidase”
Indocyaningrin

»in-situ Split”

»in-situ Split’-Leberresektion
,Liquid Coverslip”

Ligamentum

~,maximum liver function capacity”
monoklonaler Antikérper
Magnetresonanztomographie
polyklonaler Antikorper
.,phosphate buffered saline”
.platelet endothelium cell adhesion molecule-1”
,post-hepatectomy liver failure”
primar sklerosierende Cholangitis
perkutan transhepatische Pfortaderembolisation
portalvendse Embolisation
portalvendse Ligatur

Segment
Standard-Leberresektion
»Single-Photon Emission Computerized Tomography”
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