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1  Einleitung

1.1 Epidemiologie der Leberzirrhose

Chronische Lebererkrankungen machen einen grofRen Teil der globalen Mortalitdt aus. Dies
spiegelt sich auch in Deutschland wider. Haufige Ursachen sind die alkoholische und nicht-
alkoholische Fettlebererkrankung, Virusinfektionen, autoimmune Erkrankungen oder
Erkrankungen der Gallenwege. Allen gemeinsam ist der fibrotische Umbau des Lebergewebes
als Reaktion auf die Leberschadigung. Dabei geht das gesunde Gewebe durch eine Aktivierung
der hepatischen Sternzellen in ein zunehmend vernarbendes, funktionsloses Gewebe Uber.
Das Endstadium der Gewebeveranderung mit einem knotigen Umbau der Leber wird als
Leberzirrhose bezeichnet. Die Inzidenz der Leberzirrhose in den Industrienationen betragt
Uber 250 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner und Jahr. Manner erkranken mehr als

doppelt so oft wie Frauen. (4, 5)

Die jahrliche Mortalitat der Leberzirrhose liegt bei 1,8 % (170.000 Todesfalle/Jahr) in Europa.
In Deutschland gehort die Leberzirrhose mittlerweile zu den 20 haufigsten Todesursachen. (6,
7) Von 1980 an stiegen die global beobachteten Todesfalle durch die Zirrhose von ca. 676.000
auf Uber eine Million in 2010. Das macht ca. 2 % der weltweiten Todesursachen aus. Die
Mortalitdtszahlen steigen weiterhin. (7, 8) AuRerdem wachst mit fortschreitender Fibrose das
Risiko fiir die Entwicklung eines Hepatozelluldaren Karzinoms (HCC), welches mit ca. 780.000
Todesfdllen pro Jahr weltweit die vierthdufigste krebsassoziierte Todesursache ist.
(WHO, 2018) (9) Da es sich bei der Zirrhose um einen irreversiblen Zustand handelt, ist die

Lebertransplantation (LT) oft die letzte kurative Therapiemaoglichkeit.

Glicklicherweise gibt es fir viele chronische Lebererkrankungen im reversiblen, fibrotischen
Zustand mittlerweile gute Therapiemoglichkeiten. Um sowohl Morbiditat als auch Mortalitat
der chronischen Lebererkrankung zu senken, ist das friihzeitige Erkennen der fibrotischen
Veranderungen wichtig, um die Dekompensation beziehungsweise Zirrhose zu verhindern.
Nur dann kann rechtzeitig interveniert werden: medikamentds oder mit Anpassungen des
Lebensstils, wie zum Beispiel bei der alkoholischen oder bei der nicht-alkoholischen

Fettlebererkrankung (NAFLD).

Auch bei Patienten, die bereits eine Spender-Leber erhalten haben, besteht das Risiko der

erneuten Fibrosierung der Leber.




1.2 Diagnostik

Gerade bei Patienten nach LT ist es wichtig, das Fortschreiten der Fibrose regelmaRig zu
kontrollieren. Nach aktueller Praxis werden engmaschige Kontrollen durchgefiihrt. An
unserem Zentrum in Mainz werden Protokoll-Biopsien nach 1, 5, 10 Jahren und danach alle 5
Jahre empfohlen. Zeigen die Patienten Auffalligkeiten, erfolgt zundchst eine nicht-invasive
Diagnostik mittels Labor und Sonographie und im Anschluss, je nach Befund, eine Leberbiopsie
zur weiteren Abklarung und zum Ausschluss einer AbstoRung, auch aulRerhalb der
festgelegten Kontrollen. Jede Biopsie ist ein invasiver Eingriff, der mit Komplikationen
einhergehen kann. Zudem ist die generelle Aussagekraft dieser Untersuchungsmethode
kritisch zu betrachten. So kdénnen sich durch einen sampling Error Probleme bei der
histologischen Auswertung ergeben, da nur ein kleiner Teil des Lebergewebes untersucht
wird. Deshalb ist man seit einigen Jahren auf der Suche nach weniger bis nicht-invasiven
Methoden, um genauer den aktuellen Zustand der Leber zu beschreiben. Dazu gehdért auch
die Untersuchung von Biomarkern. Als Biomarker werden Proteine und andere Bestandteile
des Blutes bezeichnet, die die Funktion eines bestimmen Organs widerspiegeln. Im Rahmen
der Fibrosediagnostik konnte der Serum-basierte Enhanced Liver Fibrosis (ELF) Test fiir Krank-
heiten wie zum Beispiel die nicht-alkoholische Fettlebererkrankung validiert werden. Der ELF-
Wert berechnet sich dabei aus den Fibrosemarkern PIIINP, TIMP-1 und Hyaluronsdure. Ein
Vorteil des ELF-Tests gegeniiber anderen Fibrosemarkern ist, dass neben der diagnostischen

Aussage zum Fibrosezustand auch eine pradiktive Funktion vermutet wird.

1.3 Ziel der Arbeit
Ziel dieser Arbeit ist es, die Eignung des nicht-invasiven ELF-Tests fiir die Vorhersage der

Progression der Fibrose bis zur Zirrhose bei Patienten nach LT zu prifen.

Dazu wird zundchst die diagnostische Funktion des ELF-Tests zur Einschatzung des aktuellen
Fibrosestadiums untersucht. Die ELF-Werte werden hierfir mit den Ergebnissen der
histologischen Auswertung verglichen. Diese schlielft neben der Feststellung des Fibrose-
grades nach Desmet auch eine immunhistochemische Farbung des a-SMA sowie die Messung

der mRNA-Expression von an der Fibrose beteiligten Proteinen mit ein.

Die Patienten werden je nach Geschwindigkeit der Fibroseprogression bis zur Zirrhose in drei
Gruppen eingeteilt. Um die pradiktive Funktion des ELF-Tests zu validieren, werden pro
Gruppe drei Serumproben zu unterschiedlichen Zeitpunkten betrachtet und es wird versucht,

mithilfe der Werte der ersten Probe die Progression vorherzusagen.
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2 Literaturdiskussion

2.1 Die Leberfibrose und -zirrhose

Die Leberfibrose ist Folge eines chronischen Entziindungsprozesses, bei welchem es zu einer
Vermehrung des bindegewebigen Anteils des Leberparenchyms kommt. Dabei nimmtv. a. der
Kollagengehalt zu, wahrend die Lappchenstruktur der Leber erhalten bleibt. (4) Von einer
chronischen Hepatitis spricht man bei einem mehr als sechs Monate anhaltenden

Entziindungsprozess. (4, 10) Ursachen der chronischen Hepatitis kdnnen

— toxisch/medikamenten-induziert,

infektids, meist Hepatitis B- und C-Viren (HBV bzw. HCV),

metabolisch,

autoimmun

sein. (11)

Die Leberfibrose kann bei ausbleibender Therapie in die Leberzirrhose Gibergehen und mit
einem Akut auf chronischen Leberversagen enden. (5, 11) Sie ist das irreversible Endstadium
der chronischen Hepatitis. Es kommt zu einem komplexen Umbau des Leberparenchyms, der
mit einem Funktionsverlust einhergeht. (4) Da es sich hdufig um eine irreversible Veranderung
der Leber handelt, ist oft die einzige kurative Therapie die Lebertransplantation. (5) Allerdings
verhindern manche Therapien den Ubergang in eine dekompensierte Zirrhose und kénnen

zum Teil sogar zu einem Riickgang der Zirrhose fiihren. (12)

2.1.1 Ursachen

Die Entwicklung der Leberfibrose wird durch verschiedene Risikofaktoren und
Grunderkrankungen beeinflusst. Diese kdnnen regional stark variieren. Nicht immer muss die
Fibrose dabei in eine Zirrhose Gbergehen. Die folgenden Pravalenzen beziehen sich auf die
Zirrhose. In den Industrielandern ist mit ca. 55 % der Alkoholkonsum am haufigsten ursachlich
fir eine Leberzirrhose. (7, 10) Weitere 40 % ergeben sich als Folge einer Hepatitis B, C oder D
Infektion. HCV-Infektionen dominieren hierbei und bedingen weltweit ca. 30% der
zirrhotischen Leberverdnderungen sowie 25 % der priméaren Leberzellkarzinome (HCC). (10)
Die Pravalenz der nicht-alkoholischen Fettlebererkrankung (NAFLD) hangt eng mit
Ubergewicht und metabolischem Syndrom zusammen, zwei Erkrankungen, die nicht nur in

den Industrienationen zunehmen. Deshalb steigt auch die hierdurch bedingte Anzahl an




Zirrhosen. (5, 7, 13) In den USA ist die NAFLD bereits die dritthaufigste Indikation zur

Lebertransplantation. (13)

Wie oben erwadhnt, kdnnen weitere Ursachen autoimmuner Herkunft sein. Zu nennen sind
hier die primar sklerosierende Cholangitis (PSC), die primare bilidre Cholangitis (PBC) und die
Autoimmunhepatitis (AIH). Etwas seltener sind metabolische Erkrankungen mit einher-
gehender Fibrose. Hierzu zdhlen der Morbus Wilson (Kupferspeicherkrankheit), die
Hamochromatose (Eisenspeicherkrankheit) und der al-Antitrypsin-Mangel. (5) Weitere
Ursachen finden sich in Abbildung 1. Kann keine Ursache gefunden werden, wird die

chronische Hepatitis als kryptogen bezeichnet. (5, 14)
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Abbildung 1 - Ursachen der Leberzirrhose
Atiologie nach Herold (10), Wiegand (6) und Jonas (4)

Bei der Zirrhoseentstehung handelt es sich meist um einen langjahrigen Prozess. Zu einer
fulminanten Fibroseprogression kommt es bei neonatalen Lebererkrankungen wie
beispielsweise einer Gallengangsatresie und bei Patienten, die aufgrund einer HCV- oder HBV-
assoziierten Zirrhose eine Lebertransplantation erhielten und anschlieBend innerhalb von

Monaten eine Rezirrhose entwickeln. Fir die fulminante Fibroseprogression gibt es noch




keine ausreichende Erklarung, aber sie zeigt, dass Fibrose nicht immer nur ein langsam

fortschreitender Prozess sein muss. (15)

2.1.2 Pathophysiologie
Die fibrotische Entwicklung des Leberparenchyms ist abhdngig von drei Faktoren, die je nach
Grunderkrankung variieren und sich im Verlauf der Fibroseprogression verandern kdénnen:

(11, 16, 17)

1. der Position, an der es zu einer Leberparenchymschadigung kommt
2. der relativen Konzentration von profibrotischen Faktoren

3. den profibrotischen Mechanismen

Im Rahmen der Fibrogenese werden aus den Hepatischen Sternzellen (HSC) Myofibroblasten.
In der gesunden Leber speichern die HSC Retinylester und Lipidtropfchen. Sie befinden sich im
Disse-Raum. Die Myofibroblasten proliferieren und produzieren vermehrt extrazellulare
Matrix (ECM). Je weiter die Leberschadigung fortschreitet, desto weniger kdnnen die
fibrolytischen Vorgdnge die fortschreitende Fibrogenese hemmen, sodass es zu einem

Ungleichgewicht zwischen Fibrogenese und —lyse kommt. (4, 11)

Die Ursachen fiir chronische Lebererkrankungen wurden im letzten Kapitel bereits erwahnt.
Die Stimuli der Fibrogenese (u. a. Toxine, Viren, Cholestase, Hypoxie oder Insulin-Resistenz)
haben stets einen inflammatorischen Kontext. Sie wirken entweder indirekt als Induktoren
von profibrotischen Zytokinen und Wachstumsfaktoren oder (iber eine direkte Verdanderung

der ECM. (18) (S.

Abbildung 2) AuRerdem ist bekannt, dass bei Patienten mit schneller Fibroseprogression
mehrere Ereignisse (engl. ,hits“) zusammenkommen. Ein Beispiel fir diese Ereignisverkettung
ist das Auftreten einer HCV Infektion als ,first hit“ mit einer alkoholischen Lebererkrankung
oder einer NAFLD (,second hit“). Bei Beseitigung der ,second hits“ kann die

Fibroseprogression positiv beeinflusst werden. (18, 19)

Abbildung 2 zeigt auBerdem, dass die Aktivitditsdanderung der Zink-abhangigen
Metalloproteinasen (MMP) sowie deren Inhibitoren (tissue inhibitor of metalloproteinases,
TIMP) eine entscheidende Rolle bei der Umwandlung der ECM spielt. Bei den
Metalloproteinasen handelt es sich um Kollagenasen, Gelatinasen, Stromelysine und

Membranmetalloproteinasen. Die Verdanderungen tragen maligeblich zur Umwandlung der




ECM von einer membrandhnlichen Matrix mit geringer Dichte in eine eher interstitielle Matrix
mit hoherer Dichte bei. (20) Durch die vermehrte Expression des Gewebeinhibitors der
Metalloproteinasen TIMP-1 wird auRerdem die Apoptose der HSC verhindert, da TIMP-1

zudem einen anti-apoptotischen Effekt aufweist. (19, 21, 22)
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Abbildung 2 - Zelluldre Mechanismen der Leberfibrogenese (nach Schuppan et al. (18))

HBV: Hepatitis B Virus, HCV: Hepatitis C Virus, ROS: Reaktive Sauerstoff Spezies, TGFB: Transforming growth
factor beta, MMP: Matrix-Metalloproteinasen TIMP: Tissue inhibitor of metalloproteinases

MMP 1, 3, 8,9, 12 und 13 kdnnen dank ihrer proteolytischen Enzymtatigkeit zu Beginn die
Fibrolyse und -genese im Gleichgewicht halten. Bei anhaltender Entziindung liberwiegt jedoch
die Aktivitat der Inhibitoren der Metalloproteinasen (v. a. TIMP-1) und anderer fibrogen
wirkender MMPs. Die fibrogenen Mediatoren werden hauptsachlich in aktivierten
Hepatischen Sternzellen (HSC) und Myofibroblasten gebildet. Diese werden wiederum mittels
der von Hepatozyten, Cholangiozyten, Endothelzellen, Makrophagen und von Myofibro-

blasten selbst produzierten fibrogenen Zytokine und Wachstumsfaktoren aktiviert. (18)

Die aktivierten HSC produzieren vermehrt Kollagene und Zytokine, die den fibrotischen
Umbau der Leber vorantreiben. Die Kollagen-Expression wird posttranskriptionell reguliert.
Das daflr entscheidendste Zytokin ist TGF-B, welches in Hepatozyten, sinusoidalen
Endothelzellen, Kupfferzellen (leberspezifische Makrophagen) und in HSC selbst produziert
wird. Es wirkt demensprechend para- und autokrin auf die HSC. (21) Zudem wird die

Expression von fibroseassoziierten Genen wie COL1A1, COL1A2, MCP1 und TIMP-1




hochreguliert und es kommt zu Veranderungen in der Gentranskription von Typ 1 Kollagen,
o-SMA, TGF-beta-1, TGF-B-Rezeptoren, MMP2, TIMP-1 und -2. (21) Hierdurch wird der aktive

Zustand der HSC aufrecht gehalten.

SchlieBlich verandert sich auch das Zytoskelett der HSCs. Seine Kontraktilitdat wird durch den
vermehrten Einbau von alpha-smooth muscle actin (a-SMA) erhoht. (21, 23) Die Konsequenz
ist die Behinderung des portalen Blutflusses. Es kommt zu einer portalen Hypertension,
welche ebenfalls zur fortschreitenden Fibrose beitragt. Der genaue Mechanismus ist zum

aktuellen Zeitpunkt allerdings noch unbekannt. (23)

Zum Umbau der ECM gehort aullerdem die gesteigerte Angiogenese, die zu einem
sinusoidalen Umbau und einer Perizytenvermehrung fiihrt. (24) AuBerdem produziert die
ECM Zytokine, die ebenfalls auf die chronische Leberentziindung antworten. Dazu gehdren
unter anderem TGF-B (transforming growth factor beta), PDGF (platelet derived growth
factor) und TNF-a (Tumornekrosefaktor alpha). (21) PDGF bindet an einen Rezeptor, der die
Funktion einer Tyrosinkinase ausiibt und weitere Zytokine wie HGF (hepatic growth factor),
EGF (epidermal growth factor), VEGF (vascular endothelial growth factor) und FGF (fibroblast

growth factor) aktiviert. (20, 21)

Je nach ursachlicher Erkrankung zeigen sich unterschiedliche Fibrosierungsmuster. Die PBC ist
beispielsweise durch die Co-Proliferation der Gallengange und der periduktalen Myofibro-
blasten mit anschlieBender Bildung von porto-portalen Septen gekennzeichnet. Dafiir bleibt
die Zentralvene noch bis in fortgeschrittene Fibrosestadien unbeeintrachtigt. Bei der viralen
Hepatitis hingegen bilden sich porto-zentrale Septen und es kommt zur Zerstérung der GefaRRe
im portalen System. Die Folge ist die Erhohung des portalen Drucks. Sowohl bei der ALD als
auch bei der NAFLD steht die perisinusoidale Fibrose im Vordergrund. Diese verschiedenen
Fibrosierungsmuster muissen sowohl fiir die Verwendung verschiedener Biomarker zur

Fibrosedetektion als auch fiir die Therapiewahl beachtet werden. (5)

2.1.3 Risikofaktoren

Die Fibroseprogression wird je nach Atiologie der chronischen Lebererkrankung von
unterschiedlichen Faktoren beeinflusst. Dies kann wichtig flir Therapieentscheidungen und
Lebensstilanpassungen sein. Im Folgenden werden die Risikofaktoren der haufigsten
Fibroseursachen sowie Pradiktoren fiir die Fibroseprogression bei Patienten nach Leber-

transplantation dargestellt.




20— 54 % der lebertransplantierten HCV-Positiven entwickeln innerhalb von 5 Jahren nach LT
eine fortgeschrittene Fibrose. (25) Ein Risikofaktor fir die schnelle Progression ist
beispielsweise ein Spenderalter > 50 Jahre. Es wird vermutet, dass ab diesem Alter auch das
Spenderorgan nicht vollstandig fibrosefrei ist. (26, 27) Ein weiterer Risikofaktor, der auch als
Pradiktor eingesetzt wird, ist die erh6hte Aspartat-Aminotransferase (AST; > 60 IU/I) ein Jahr
nach LT. (27) Wahrend bei HCV-Erkrankten sowohl die Viruslast als auch der Genotyp des
Erregers bei der Therapie eine Rolle spielen, ist nicht abschlieBend geklart, ob auch die
Fibroseprogression nach LT vom Genotyp abhdngt. Es wird allerdings vermutet, dass v. a. bei
Genotyp 1b und 4 mit schwereren Rezirrhosen zu rechnen ist (28, 29). Eine hohe Viruslast
flhrt bekanntermalien zu Entziindungsreaktionen und damit zum profibrotischen Umbau des
Leberparenchyms (28, 30). Bekannt ist zudem, dass Promotorpolymorphismen (z. B. von
TGF-B) eine Rolle spielen (31). Zimmermann et al. identifizierten eine erhéhte Alkalische
Phosphatase und Bilirubin-Spiegel, einen Child-Pugh Score C und eine virale Last von
> 10° IU/mL 6 Monate nach LT als friihe Risikofaktoren fiir die Fibroseprogression nach LT bei

HCV Patienten. (30)

Weitere allgemeine negative Einflussfaktoren fir die Fibroseprogression bei HCV Patienten
sind das Alter bei Infektion, eine gleichzeitige HBV-Infektion oder hoher Alkoholkonsum, das
mannliche Geschlecht, ein erhéhter BMI (Body Mass Index) in Assoziation mit Steatosis

hepatis, eine Eisenliberladung oder die Immunsuppression. (15)

Fiir Patienten mit NAFLD gelten ebenso Geschlecht, Alter, Adipositas und Diabetes mellitus als
Risikofaktoren und bei Patienten mit Alkoholischer Lebererkrankung tragen v. a. der BMI und

die Serumglukose zu einer erhdhten Fibroseprogression bei. (32)

Bhat et al. zeigten, dass neben einer chronischen HCV-Infektion Hypoalbuminamie und
Hyponatridmie zum Zeitpunkt der LT Pradiktoren fir die Entwicklung einer starken Fibrose bei
post-LT-Patienten sein kdnnen. Deshalb empfehlen sie gerade bei diesen Patienten einen

frihzeitigen Therapiebeginn z. B. mit antiviralen Substanzen und regelmaRige Kontrollen. (26)

Auch genetische Faktoren konnen Einfluss auf die Fibroseprogression haben. Seit einiger Zeit
ist bekannt, dass bestimmte PNPLA3-Polymorphismen (Patatin-like phospholipase domain-
containing protein 3) mit einem erhoéhten Risiko fir die NAFLD einhergehen. Es konnte
auBerdem gezeigt werden, dass je nach vorliegendem Polymorphismus beim Spender auch

fur den Empfanger der Transplantleber im Anschluss an die LT ein erhéhtes Risiko fir die




Entwicklung einer NAFLD vorliegt. (33, 34) Das Vorliegen des PNPLA3 1148M Polymorphismus,
assoziiert mit anderen chronischen Lebererkrankungen (chronische virale Hepatitis,

Autoimmune Lebererkrankungen), flihrt generell zu einem schlechteren Outcome der LT. (35)

Der Cirrhosis-Risk-Score (CRS) betrachtet Varianten von sieben Genen, die zum Teil eine Rolle
in der hepatischen Fibrogenese spielen. Er kann die Fibroseprogression bei Patienten mit
chronischer HCV Infektion vorhersagen. (36, 37) Neuste Erkenntnisse sind, dass der CRS auch
im Rahmen der LT pradiktiv zum Einsatz kommen kann. Je nach CRS des Spenders schreitet
die Fibrose nach LT unterschiedlich schnell fort. Dabei kann der CRS als Prognosefaktor fiir

Patienten sowohl mit als auch ohne HCV Infektion eingesetzt werden. (38)

Es lasst sich also zusammenfassen, dass die Risikofaktoren fiir die Fibroseprogression ganz
unterschiedliche Felder umfassen konnen. Darunter finden sich der Lebensstil, die
Komorbiditaten und Patientencharakteristika, die Therapien und die Spendereigenschaften,
die auch die genetische Vorbelastung mit einbeziehen. Einige Risikofaktoren kénnen dabei als
Pradiktoren fiir die Fibroseprogression eingesetzt werden und diese sogar fiir die

Transplantatempfanger vorhersagen.

2.2 Diagnostik der Leberfibrose

Die diagnostische Fibrosemessung ist essenzieller Bestandteil der Einschatzung der Morbiditat
und Mortalitdt der Patienten. Mit ihrer Hilfe kdnnen Therapieerfolge gemessen und Aussagen
zur Prognose gemacht werden. Man unterscheidet invasive und nicht invasive Verfahren.
Viele der unter Pathophysiologie erwdhnten Enzyme und Entziindungsmediatoren lassen sich
mittlerweile im Rahmen der nicht invasiven Diagnostik im Blut messen. Aktuell gilt die

Leberbiopsie allerdings noch als Standard zur Detektion der Leberfibrose.

2.2.1 Invasive Verfahren

2.2.1.1 Leberbiopsie
Zurzeit ist die Leberbiopsie der “Gold-Standard” zur Evaluation der Leberfibrose. (2) Mit ihrer

Hilfe konnen die Diagnose einer Hepatitis gestellt, deren Charakter (akut vs. chronisch)
bestimmt, die Aktivitat der Entziindung beschrieben (Grading), das Fibroseausmal} (Staging)

festgestellt und Aussagen (iber die Atiologie gemacht werden. (39)

Die meistverwendete Biopsiemethode ist die sonographisch gesteuerte perkutane
Aspirationsbiopsie. Sie ist einfach, schnell, kostenglinstig und relativ sicher mit nur

1 % Komplikationsrakte und weniger als 0,1 % Mortalitat. (40) Bei diffusen hepatischen
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Erkrankungen wird bevorzugt die Menghini Nadel zur Biopsie verwendet, mit der man
Biopsiezylinder von bis zu 5 cm Lange erhalt. Bei fokalen Lasionen oder festerem Lebergewebe
wird die Tru-Cut Nadel eingesetzt. Neben der Aspirationsbiopsie gibt es die mini-laparo-
skopische Leberbiopsie, die eine makroskopische Inspektion der Leberoberflache, eine
gezielte Punktion auffalliger Areale unter Sicht und die direkte Koagulation bei Blutungen oder
Gallenlecks ermoglicht. Dementsprechend wird sie v.a. bei Patienten mit erhéhtem
Blutungsrisiko angewendet. Eine weitere Methode ist die transjugulare Leberbiopsie, die
ebenfalls bei hamorrhagisch gefahrdeten Patienten moglich ist. Sie birgt allerdings dieselben

Risiken, die auch mit der Anlage eines jugularen zentralvendsen Katheters einhergehen. (40)

Bereits kleinere Komplikationen wie Schmerzen und Hypotension fihren bei 1 — 3% zur
Hospitalisierung. Bis zu ein Viertel aller Patienten gibt dumpfe Schmerzen im rechten

Oberbauch oder der rechten Schulter an. (41)

Schwerwiegendere Komplikationen wie Intraperitonealblutungen, Perforationen (z. B. Darm-,
Gallenblasenperforation oder Pneumothorax), Himobilie (Blutungen in die Gallgdnge) oder
Bakteriamie sind sehr selten. (40-42) Die Mortalitdt nach perkutaner Leberbiopsie liegt bei
etwa 1/10.000 — 1/12.000. (41, 43) Es finden sich in der Literatur unterschiedliche Aussagen
zur Komplikationsrate. Es wird eine Rate zwischen 0,1 — 3,6 % beschrieben. Diese ist u. a.
abhangig von der angewandten Methode und den individuellen Umstanden. (41, 44) Nach
einer Studie von Alten et al. kam es bei lebertransplantierten Patienten nur in 1,4 % der 703
Falle zu geringfligigen bis moderaten Komplikationen, von denen keine mit Bluttransfusionen
oder operativ versorgt werden musste. (45) Bei Gunneson et al. war die
Gesamtkomplikationsrate, die eine Hospitalisierung erforderte, 0,6 %. Schwerwiegende

Komplikationen traten bei 4 der 1086 Patienten auf (0,4 %). (46)

Neben den Komplikationen infolge des Biopsie-Eingriffs besteht auch eine Fehlerquote bei der
Auswertung der Biopsien. Bei der Nadelbiopsie wird nur etwa 1/50.000 der Lebermasse
entnommen. Diese geringe Menge fuhrt bei einfacher Biopsie in 10 — 30 % zu einer zu
niedrigen Einstufung des Fibrosegrades. (41, 47). Durch Erhéhung der Biopsiemenge
und -anzahl kénnte die Genauigkeit verbessert werden (48). Dadurch wachst nicht nur die
Komplikationsrate, sondern auch die Belastung der Patienten durch die wiederholten

Biopsien.
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Da sich die Fibrose nicht immer homogen in der Leber ausbreitet, spielt zudem der Ort der
Biopsieentnahme eine Rolle. So zeigte sich, dass selbst bei ein und demselben Patienten die
entnommenen Biopsate aus linkem und rechtem Leberlappen bei 33 % der Patienten um

mindestens ein Fibrosestadium variieren kénnen. (49, 50)

Auch beziglich der empfohlenen BiopsiegroRe, die mit der Anzahl der fiir die Analyse
wichtigen portalen Felder korreliert, gibt es in der Literatur Differenzen. (51) In der Studie von
Colloredo et al. wird fiir Patienten mit chronischer Hepatitis empfohlen, Proben von
mindestens 2 cm Lange und 1,4 mm Durchmesser zu entnehmen. (52) Bei Bravo et al.
variierten die Biopsien zwischen 1 —3 cm in der Lange und 1,2 —2 mm im Durchmesser. Fir
die Evaluation der diffusen Leberparenchymerkrankungen wird von ihnen eine Ldange von
15 mm empfohlen. (41) Die evidenzbasierte Konsensuskonferenz 2004 der Deutschen
Gesellschaft fur Pathologie (DGP), der Deutschen Gesellschaft fir Verdauungs- und
Stoffwechselkrankheiten (DGVS) und des Kompetenznetzes Hepatitis (HepNet) spricht sich fiir

eine Mindestlange von 1,5 cm bei einem Nadeldurchmesser von 1,2 — 1,8 mm aus. (39)

Gerade bei lebertransplantierten Patienten kann die Probenentnahme per Biopsie durch
Narbengewebe und durch die aufgrund der Transplantation zunehmender Lebersteifheit

beeintrachtigt werden. (45)

Eine weitere Fehlerquelle zeigte sich beim Wechsel der Pathologen innerhalb einer
Probenanalyse beziehungsweise beim Wechsel zwischen den einzelnen Analysen bei
Patienten mit chronischer Hepatitis. Trotz gut validierter Systeme kdnnen Fehler nicht

vermieden werden. (47, 53, 54)

Wie weiter oben erwdhnt, werden die Biopsate auf verschiedene Aspekte untersucht:
Chronizitat, Atiologie mit Zuhilfenahme weiterer klinischer, serologischer und morpho-
logischer Befunde, Grad der entziindlichen Aktivitat (Grading) und Fibrose-Stadium (Staging).
(10) Das AusmaB der Fibrose wird mithilfe verschiedener Klassifikationssysteme
Fibrosestadien zugeordnet. In den vergangenen Jahrzehnten haben sich verschiedene
krankheitstuibergreifende und krankheitsspezifische Systeme entwickelt. Die meist
verwendeten Scoring-Systeme sind v.a. der Desmet/Scheuer-Score, der nach Ishak
modifizierte Hepatitis-Aktivitats-Index (mHAI) und Metavir. Da die Scores zum Teil
unterschiedliche Fibrose-Zustdnde beschreiben, ist es essenziell, den gewahlten Score zu

nennen. (55)
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Der in Deutschland zur Routinediagnostik verwendete und von der Konsensuskonferenz 2004
empfohlene Staging-Score ist der Desmet/Scheuer-Score (14, 39, 56). Dieser ist flinfstufig,
wurde 1991 von Scheuer entwickelt und 1994 von Desmet liberarbeitet. Die funf Stufen sind:
keine Fibrose (FO, F=Fibrosegrad), rein portale Fibrose (F1), septenbildende Fibrose ohne
Architekturstérung (F2), septale Fibrose mit Architekturstorung (F3) und Zirrhose (F4). Dabei
handelt es sich bei F1 um eine milde, bei F2 um eine maRige und F3 um eine schwere
Fibrose. (14, 39, 49) Als Alternative gilt auch der Metavir-Fibrosescore, der allerdings nur fir
Patienten mit Hepatitis C validiert ist. (49) Hierbei handelt es sich ebenfalls um ein 5-stufiges

System, welches weitgehend analog zum Desmet-Score ist.

Zudem gibt es auch einen Grading Desmet/Scheuer-Score. Er unterscheidet vier Aktivitats-
Grade: minimal (geringe portale entziindliche Infiltration), mild (portale und periportale
entziindliche Destruktion, MottenfraRnekrosen), maRig (zahlreiche MottenfraBnekrosen,
Nekroinflammation, einzelnen Gruppennekrosen) und schwer (ausgepragte
MottenfralRnekrosen, Brickennekrosen). (10, 39) Ein alternativer Score ist der mHAI, der auf
dem Knodell-Score aufbaut. (57) Der Knodell-Score selbst ist aufgrund seines Umfangs mit
einer Scorepunktbreite von 0—18 klinisch weniger praktikabel. Der mHAI unterscheidet
deshalb nur 7 Stufen von 0 —6: 0 = keine Fibrose, 1 = Faservermehrung einiger Portalfelder,
2 = Faservermehrung der meisten Portalfelder, 3 = Portale Faservermehrung mit
portopartalen Septen, 4=Portale Faservermehrung mit ausgeprdgten Septen,
5 = Ausgepragte  Septenbildung mit einzelnen Knoten (inkomplette Zirrhose),

6 = Wahrscheinliche/definitive Zirrhose. (58)

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Leberbiopsie aktuell noch ein nicht ersetzbares
Diagnoseinstrument der Hepatologie ist. Auch wenn die Komplikationsrate der Leberbiopsie
Uberschaubar ist, bleibt sie ein invasives Verfahren. Gerade bei transplantierten Patienten
muss der erwartete Informationsgewinn stets gegeniiber den Risiken durch regelmaRige
Biopsien abgewogen werden. Deshalb ist es unter anderem mit Blick auf diese
Patientengruppe wichtig, alternative Screening-Verfahren zu entwickeln und zu validieren.
Und wie die aktuellsten Forschungsergebnisse zeigen, konnte die Leberbiopsie durch neue
nicht-invasive Verfahren in Zukunft immer mehr vom ,,Gold-Standard” zum ,,0ld-Standard”

werden. (59)
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2.2.1.2 Gen-Expression
Bereits im Kapitel 2.1.2 Pathophysiologie wurde beschrieben, wie die unterschiedlichen

Enzyme und Botenstoffe zur Veranderung des Lebergewebes beitragen. Ihre Expression ist bei
den Umbauprozessen erhoht und lasst sich mithilfe von quantitativer Polymerase-Ketten-
reaktion (QPCR) oder Micro-Array-Analyse liber eine quantitative mRNA-Messung feststellen.
Dazu werden Proben des Lebergewebes untersucht. Das genaue Analyseverfahren wird im

Kapitel Methodik erldutert. Hier findet sich auch eine Auflistung der untersuchten Gene.

Die Messung der Gen-Expression wird im klinischen Alltag selten zu diagnostischen Zwecken
angewandt, da meist die histologische Auswertung der Leberbiopsie zur Einschatzung der
Fibrose geniigt. Allerdings tragt sie dazu bei, die Fibrose auch auf molekularer Ebene besser
zu verstehen und zu untersuchen. Je nach Atiologie der chronischen Lebererkrankung finden

sich zum Teil unterschiedliche Aktivatoren der Gen-Expression.

Transkriptionsfaktoren (TF) Epigenetische Regulation
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Abbildung 3 - Regulation der Genexpression in HSC wahrend der Fibrose

Nach Hernandez-Gea et al. (60). Transkriptionsfaktoren (TF) kénnen die Bereitschaft der RNA Polymerase
(RNA pol) an spezifische DNA-Sequenzen zu binden, férdern oder behindern. Damit haben sie Einfluss auf die
Genexpressionsrate. Aber auch durch epigenetische Regulation wird sie beeinflusst: durch Histondeazetylierung
(HDAC), DNA-Methylierung und die Stilllegung von nichtkodierenden microRNAs (miRNA). Ein weiterer Stimulus
flir die HSC-Aktivierung folgt auf die Verletzung des Lebergewebes durch die Aktivierung von Immunzellen wie
dendritischen Zellen, Neutrophilen und T-Zellen. Sie sezernieren proinflammatorische und fibrogenetische
Molekile. Auch Zytokine und Komponenten der Extrazelluldren Matrix (ECM) spielen eine wichtige Rolle beim
Aufrechterhalten der HSC-Aktivierung.

Die erhohten Expressionsraten in den HSC durch Transkriptionsfaktoren betreffen unter
anderem Typ 1 Kollagen, a-SMA, TGF-Bf1 und TGF-B-Rezeptoren, MMP-2, TIMP-1 und -2.
(21, 61). Die einzelnen Fibrosefaktoren beeinflussen sich zum Teil gegenseitig, wie auch im

Kapitel 2.1.2 Pathophysiologie nachzulesen ist. Die Genexpression kann aber auch indirekt
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durch epigenetische Regulationen wie Promotormethylation, mRNA-Stabilisation, microRNA
Interaktionen oder reaktive Sauerstoffspezies beeinflusst werden. (62, 63) Auch das

Immunsystem spielt eine Rolle (s. Abbildung 3).

Einen alternativen Aktivator der Genexpression fiir Typ 1 Kollagen stellt das vor allem bei
Patienten mit alkoholischer Lebererkrankung anfallende Acetaldehyd dar. Der hierdurch
entstehende oxidative Stress erhdht nicht nur die Kollagensynthese, sondern aktiviert auch

Transkriptionsfaktoren, die wiederum die Genexpression des Kollagens férdern. (60, 64)

Das bessere Verstandnis der verschiedenen Wege, die zur Genaktivierung fiihren, bereitet die
Grundlage fur die Entwicklung neuer Therapien zur Fibroseregression. (62) Zudem besteht
durch die Messung der Genexpression der Fibrosemarker die Moglichkeit, Korrelationen zu im
Blut gemessenen Fibrosemarkern wie beispielsweise dem im ELF-Score enthaltenen

Metalloproteinaseinhibitor TIMP-1 herzustellen.

2.2.1.3 a-SMA-Ablagerung
Eine zweite Moglichkeit, die Expression von Fibroseindikatoren darzustellen, ist die immun-

histochemische Farbung der Biopsate. Wie in 2.1.2 Pathophysiologie beschrieben, bilden die
aktivierten HSC vermehrt alpha smooth muscle Aktin (a-SMA), welches die Zellen deutlich
kontraktiler macht und zu einer Erhéhung des portalen Drucks fihren kann. (23) Diese Aktin-
Isoform ldsst sich mithilfe von Antikérpern immunhistochemisch darstellen. In der
anschliefenden mikroskopischen Betrachtung wird beurteilt, wie stark die Anfarbung ausfallt.
Die erhohte a-SMA-Produktion spricht fir eine vermehrte HSC-Aktivierung und damit fir die
hepatische Fibrose. (65) Einzelne Studien konnten eine Korrelation zwischen dem Grad der
a-SMA-Anfarbung und dem Fibrosestadium nachweisen. Elzamly et al. ermittelten in ihrer
Studie mithilfe von 60 Leberbiopsien von HCV-positiven Patienten Cutoff-Werte (> 27,5 %
o-SMA-Anfarbung), um zwischen F1/F2 und F3/F4 (mHAI) zu differenzieren (78,8 %

Sensitivitat; 85,2 % Spezifitat) und die Fibroseprogression vorherzusagen. (66)

Laut Carpino et al. machen die a-SMA-positiven HSC in gesundem Lebergewebe nur ca. 3 %
aus, wahrend in chronisch entziindetem Gewebe bis zu 36,1 + 15,2 % der HSC eine positive
a-SMA-Farbung aufweisen. Bei Patienten nach LT zeigten sich a-SMA positive Areale laut ihrer
Studie zum Teil bevor fibrotisch verandertes Gewebe in der Biopsie entdeckt werden konnte.
Die positiv gefarbten HSC lieRen sich vermehrt in Entziindungsarealen und Motten-

fraRnekrosen, aber auch in Regeneratknoten der inaktiv zirrhotischen Patienten darstellen.
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(65) Auch die durch die chronische Lebererkrankung vergroRerten Portalfelder zeigten eine
erhohte a-SMA-Anreicherung. (67) Dieses Verteilungsmuster des a-SMA wurde ebenfalls von
Akpolat et al. beschrieben. Ihnen fiel zusatzlich auf, dass sich in fibrotischem Gewebe mehr a-
SMA-Positivitat periportal und perizentral als in perisinusoidalen Arealen zeigte. (68) Ein
charakteristisches Anfarbungsmuster oder unterschiedliche Intensitditen je nach

Grundatiologie konnten bisher nicht nachgewiesen werden. (65)

Die IHC-Farbung (immunhistochemische Farbung) mittels Anti-a-SMA-Antikorpern kann
demnach als Marker fiir aktivierte HSC eingesetzt werden. Sie spiegelt dann zum einen den
aktuellen Fibrosegrad wider und ist zum anderen auch ein guter friher Indikator fiir die

Entwicklung einer Fibrose. (65, 66, 68)

2.2.2 Nicht invasive Verfahren

2.2.2.1 Biomarker
In den letzten Jahrzenten wurden als Alternative zur Leberbiopsie verschiedene nicht-invasive

Verfahren zur Fibrosebestimmung entwickelt. Dazu gehort auch die Analyse von Biomarkern,
objektiv gemessenen Markern, die als Indikatoren fiir normale oder pathologische Prozesse
gelten. Zudem koénnen sie die Verdanderungen einer therapeutischen Intervention
widerspiegeln. (69) Die im Rahmen der Fibroseprogression auftretenden Veranderung der
Sekretion bzw. die bei der Zersetzung der Bestandteile der ECM entstehenden Fragmente

werden mehr und mehr zu diagnostischen Zwecken genutzt. (59)

Biomarker sollten leberspezifisch, unabhangig von metabolischen Veranderungen und ihre
Ausscheidung moglichst wenig von hepatischer und renaler Funktion beeinflusst sein. Es ist
wichtig, dass sie die Leberfibrose in jedem Fibrosestadium reflektieren kdénnen und
dementsprechend sensitiv auf Verdanderungen des Leberparenchyms reagieren. Auch ein

eventuelles Anschlagen der Therapie muss widergespiegelt werden. (15)

Es werden im Rahmen der Fibrosebestimmung direkte und indirekte Biomarker differenziert.
Direkte Marker beschreiben meist Bestandteile, Vorlaufer- oder Abbauprodukte der ECM und
an ihrem Auf-/Abbau beteiligte Proteine. Indirekte Marker zeigen v.a. (pathologische)
Veranderungen der hepatischen Funktion an. Zu den indirekten Markern gehdren die
Lebertransaminasen (ALT und AST), die yGT, das Bilirubin und Albumin im Blut. Sie dienen zu
diagnostischen Zwecken, zur Evaluation des Schweregrades und zu ersten prognostischen

Vorhersagen. (70)
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Verschiedene Studien haben gezeigt, dass die gemessene Verdnderung eines einzelnen
Biomarkers eher selten signifikant klinische Endpunkte widerspiegeln oder voraussagen kann.

Deshalb kombiniert man sie z. B. mit Hilfe eines Algorithmus. (22)

Der Enhanced Liver Fibrosis (ELF) Test, welcher im klinischen Bereich bereits zum Fibrose-
Staging angewandt wird, stellt einen solchen Algorithmus dar. (2) Weitere Beispiele und ein

Uberblick iber die verschieden Serummarker finden sich in Tabelle 1.

Tabelle 1 - Nicht-invasive Serummarker zur Evaluation der Leberfibrose (70, 71)

Direkte Serummarker

Glykoproteine und Polysaccharide Hyaluronsaure, Laminin, YKL-40

Kollagene PICP, PIIINP

Kollagenasen MMPs, TIMPs

Zytokine TGF-B1, Mikrofibrillen-assoziiertes Protein 4

Indirekte Serummarker
Albumin, Bilirubin, AST, ALT, yGT, Prothrombinzeit

Kombinierte Marker
APRI, AST/ALT, ELF®, FIB-4, Fibroindex®, FibroMeter®, FIBROspect 11®, Forns index, Hepascore®, Lok
index

PICP: Propeptid des Prokollagen Typ 1, PIIINP: N-terminales Propeptid des Prokollagen Typ Ill, MMP: Matrix-
Metalloproteinase, TIMP: Gewebeinhibitor der Metalloproteinase, TGF-B1: Wachstumsfaktor, AST: Aspartat-
Aminotransferase, ALT: Alanin-Aminotransferase, yGT: Gamma-Glutamyltransferase, APRI: AST to platlet ratio
index (AST/Thrombozyten-Ratio-Index), FIB-4: Fibrosis-4 Index

2.2.2.2 Enhanced Liver Fibrosis (ELF) Test
Der ELF-Test wurde in den vergangenen Jahren fiir verschiedene Leberfibrose-Atiologien

validiert, darunter NAFLD (72-74), virale Hepatitis (75-77) und alkoholische Leber-
erkrankungen (53, 75) sowie PBC (78) und PSC (79). Fur die NAFLD wurde der ELF-Wert sogar
als Diagnosekriterium in die NICE-Guideline (National Institute for Health and Care Excellence)
aufgenommen (80). Eine Metaanalyse von Xie et al. ermittelte eine 83-prozentige Sensitivitat
sowie eine Spezifitdit von 73 % fiir die Erkennung signifikanter Fibrose bei Patienten mit
chronischen Lebererkrankungen. (47) Damit weist er eine relativ hohe diagnostische

Genauigkeit auf, auch im Vergleich zum ,,Gold-Standard” — der Leberbiopsie. (81)

Neben der diagnostischen Funktion wird dem ELF-Wert, bzw. auch den in ihm enthaltenen
Serummarkern (s. weiter unten), eine prognostische Funktion zugesprochen. Diese
prognostische Relevanz konnten Mayo et al. 2008 fiir die Langzeitprognose bei Patienten mit
PBC nachweisen. (78) Parkes et al. ermittelten sogar, dass die pradiktive Funktion des ELF-
Tests bei Patienten mit chronisch entziindlichen Lebererkrankungen besser sei als die der
Leberbiopsie. (81) Auch fiir Patienten mit Hepatitis C oder NAFLD erlaubt der ELF-Test
prognostische Aussagen. (72, 76, 82)




Der einheitslose ELF-Wert berechnet sich aus den folgenden Markern der extrazellularen

Matrix, deren Konzentration im Serum gemessen werden kann:

— dem Gewebeinhibitor der Metalloproteinase 1, tissue inhibitor of metalloproteinase 1
(TIMP-1)

— dem N-terminalen Propeptid vom Prokollagen Typ lll, amino-terminal propetide of
type lll procollagen (PIIINP)

— und der Hyaluronséure, hyaluronic acid (HA). ?

In den Vorgangeralgorithmus der ELF-Tests, den OELF (Original European Liver Fibrosis panel),
floss noch das Alter als weiterer Parameter mit ein. Guha et al. zeigten allerdings 2007, dass
durch das Weglassen des Alters kein Verlust der diagnostischen Genauigkeit entsteht. (72) Das
Alter wird stattdessen als eigenstandiger prognostischer Faktor betrachtet und
Transkriptionsfehler werden reduziert. (83) Abbildung 4 zeigt schematisch den Weg der

Biomarker aus der Leber ins Blut.
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Abbildung 4 - Serummarker des ELF-Test
Aus: Setting a New Standard in Liver Fibrosis Assessment — Enhanced Liver Fibrosis (ELF) Test, Siemens Healthcare (3)

Im Folgenden werden die drei Serummarker genauer beschrieben.

! Die Formel zur Berechnung des ELF-Wert findet sich in Kapitel 3.3.1.
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Gewebeinhibitor der Metalloproteinase 1 (TIMP-1)

Wie unter 2.1.2 Pathophysiologie der Leberfibrose erwahnt, handelt es sich bei dem Gewebe-
inhibitor der Metalloproteinase 1 um den Hauptinhibitor der Metalloproteinasen, welcher bei
dem fibrotischem Umbau der Leber deutlich erhéht ist. Er wird hauptsachlich von aktivierten
Sternzellen und Myofibroblasten produziert. (18) Vor allem in der Differenzierung zwischen
keiner/milder und schwerer Fibrose bei der NAFLD eignet sich TIMP-1 auch alleine betrachtet
als signifikanter Marker. (84) TIMP-1 ist auBerdem ein guter Biomarker fiir die Evaluation von
signifikanter Fibrose bei Hepatitis B Patienten und wird zur Fibrosemessung bei HCV-Patienten

eingesetzt. (85, 86)
N-terminales Propeptid des Prokollagens Typ Il (PIIINP)

Das N-terminale Propeptid des Prokollagens Typ Il entsteht bei der proteolytischen
Abspaltung vom Prokollagen-Typ-Ill Molekiil durch die N-Propeptidase. Dies ermdglicht das
weitere Wachstum der Kollagenfibrillen in der ECM (s. auch Abbildung 4). Da der Prozess
extrazelluldr stattfindet, eignet sich PIIINP als Serummarker. Dementsprechend korreliert die
Freisetzung des PIIINP mit der Synthese und Ablagerung des fibrillaren Kollagens und somit
mit der Fibrogenese. (87) Etwas verfalscht wird der Wert dadurch, dass auch bei der Fibrolyse
geringe Mengen an PIIINP freigesetzt werden. Physiologischer Weise wird ein Teil des
freigesetzten PIIINP vom Sinusendothel extrahiert, was bei der chronisch entziindeten Leber
in geringerem Ausmal stattfindet und somit auch zu gering héheren Serumwerten fiihren
kann. AulRerdem ist PIIINP als Marker der Fibrogenese insofern limitiert, als dass er auch bei
akuten Entziindungen des Lebergewebes erhoht vorliegt. Deshalb muss er immer in Bezug zu
Markern gesetzt werden, die die Fibrolyse reflektieren, da nur das Ungleichgewicht aus diesen

beiden Prozessen die Progression der Fibrogenese bestimmen kann. (87)
Hyaluronsdure (HA)

Bei der Hyaluronsaure handelt es sich um ein hochmolekulares Glukosaminoglykan, welches
Bestandteil fast aller Bindegewebe ist. Im Blut zirkulierende Hyaluronsaure wird durch
rezeptorvermittelte Endozytose in die Sinusendothelien aufgenommen und in deren
Lysosomen abgebaut. Deshalb hat sie nur eine Serumhalbwertszeit von 3 —5 min. Der
HA-Spiegel reflektiert somit die Leberperfusion und die sinusoidale Endothelzellfunktion. Ist
der Spiegel erhoht, spricht dies fiir eine verminderte Endozytose der HA bei gestorter

Endothelzellfunktion. (22, 87) Der HA-Spiegel kann allerdings auch aufgrund von nicht-
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hepatisch entziindlichen Prozessen wie beispielsweise bei der rheumatischen Arthritis erhoht
sein. (22) In einer Studie mit 486 Patienten mit chronischer Hepatitis C konnte fiir einen HA-
Serumspiegel < 60 pg/L mit einer Sensitivitat von 98 % eine Zirrhose ausgeschlossen werden,

wahrend mit 78 % Spezifitat ein Spiegel > 110 pg/L eine Zirrhose diagnostizierte. (88)

Folgende Cut-off-Werte des ELF-Algorithmus je nach Schweregrad der Fibrose/Zirrhose

wurden definiert (1, 89):

— Keine bis milde Fibrose (< 7,7)
— Moderate Fibrose (> 7,7 bis < 9,8)

— Schwere Fibrose (> 9,8)

Zu beachten ist laut Lichtinghaten et al. allerdings, dass ELF-Werte zwischen 9,8 und 11,3
keinem exakten Fibrosestadium zugeordnet werden koénnten. In diesem Bereich ist keine
sichere Aussage bezlglich des Vorliegens einer Zirrhose moglich. Zur Absicherung wird
deshalb eine Biopsie empfohlen. Bei Werten tber 11,3 kann allerdings mit hoher Spezifitat
von einer Zirrhose ausgegangen werden, sodass zur Diagnose keine Biopsie notwendig ist.
Gleiches gilt fir Werte unter 7,7, die mit einer hohen Sensitivitat (89,5 %) eine relevante

Fibrose ausschliefRen. (2)

2.3 Therapie

Die Entwicklung antifibrotischer Therapien fiir Patienten mit chronischen Lebererkrankungen
ist in den letzten Jahren Dank des groReren Verstandnisses der Fibrose-Pathogenese und
neueren nicht-invasiven Surrogat-Endpunkten der Studien enorm fortgeschritten. (18, 90) Die
Therapieziele werden anhand der Verdanderung der portalen Hypertension, der Leberfunktion
und der gesenkten Morbiditdt bzw. Mortalitdit ermittelt. Da die Veranderungen neuer
medikamentdser Therapien auf histologischer Ebene meist erst mit Verzogerung auftreten,
sind regelmafige Kontrollen notwendig. Deshalb wird auch im Rahmen der Therapiekontrolle

die Rolle der Biomarker und der nicht invasiven Diagnosemethoden immer wichtiger.
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Vier verschiedene Ansatzpunkte sind in Abbildung 5 dargestellt. Der Effektivste ist nach wie

vor die Therapie der zugrunde liegenden Lebererkrankung.

1. Control or cure primary disease

Adiponectin PPAR-a, 9, y agonist
NASH Other* CB1R antagonist ET-1 antagonist
FXR agonist Immunosuppression ACE-I or ARB Tyrosine kinase antagonists
Vitamin E UDCA | Ghrelin FXR agonist
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Lipogenesis inhibitor Alcohol abstinence
Viral suppression SVR Quiescent | Activated
1 1 HSC HSC
HBV Liver Injury HCV
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Aus Yoon et al. (91) - (1) Krankheitsspezifische Therapien, die die Grundkrankheit behandeln, sind immer noch
der effektivste antifibrotische Ansatz. (2) Der gezielte Angriff von Rezeptor-Ligand-Interaktion kann zur
Hemmung der HSC-Aktivierung und der Fibroseentwicklung fihren. (3) Die Inhibition der potentesten
profibrotischen Aktivierungswege, wie beispielsweise die Aktivierung von TGFB, gehort zu den
vielversprechenderen antifibrotischen Therapiestrategien. (4) Die Fibrolyse kann geférdert werden, indem die
Apoptose der aktivierten HSC durch Medikamente oder durch die gesteigerte Aktivitat von NK-Zellen induziert
wird. Zudem kann der Abbau der ECM durch fibrolytische Makrophagen geférdert werden. FXR: Farnesoid-X-
Rezeptor, PPAR: Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor, UDCA: Ursodesoxycholsdure, SVR: sustained
virological response; CB1: Cannabinoid Rezeptor Typ 1, ARB: Angiotensin-II-Rezeptorblocker, ET-1: Dndothelin 1,
TGFB: transforming growth factor B, CTGF: connective tissue growth factor, mAb: Monoklonale Antikérper, NF-
kB: nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, NK: Natirliche Killerzellen, TIMP:
Gewebsinhibitor der Metalloproteinasen, LOXL2: Lysyloxidase 2.

T Collagen 1 Proliferation ~—"
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Prevent Cross-Linking
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Abbildung 5 - Antifibrotische Therapiemoglichkeiten

Trotz besserer Therapien v. a. fur viral induzierte Hepatitiden ist noch immer nicht sicher
nachgewiesen, dass die histologischen Verdanderungen bei Patienten mit fortgeschrittener
Fibrose und Zirrhose vollkommen reversibel sind. (92, 93) Nur fur Patienten mit Hepatitis B
wurde gezeigt, dass auch eine beginnende Zirrhose unter einer antiviralen Therapie reversibel
sein kann. (94) Fir viele andere ist die Lebertransplantation haufig die einzig kurative

Therapiemaoglichkeit.
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2.3.1 Lebertransplantation

Die Zirrhose ist die haufigste Indikation zur Lebertransplantation in Deutschland. In den
vergangenen Jahren war die Alkoholische Leberkrankheit an erster Stelle der insgesamt 19
Hauptdiagnosen, die bei Eurotransplant gelistet sind (s. Abbildung 6 - Indikationen fiir eine
Lebertransplantation). Die Diagnosen sind allgemein gefasst und lassen sich in weitere

Unterdiagnosen aufteilen.

Indikationen fiir eine Lebertransplantation

Fibrose und Zrrhose der Leber (K74) 278
Alkoholische Leberkrankheit (K70) 7

Bosartige Neubildung der Leber und der intrahepatischen Gallengange (C22)

H ‘
N
w

Leberversagen, andemorts nicht klassifiziert (K72) 33
Sonstige Krankheiten der Gallenwege (K83) 121
Angeborene Fehlbildungen der Gallenblase, der Gallengénge und der Leber (Q44)
Sonstige Krankheiten der Leber (K76)
Sonstige Stoffwechselstorungen (E88)
Storungen des Mineralstoffwechsels (E83)

Zystische Fibrose (E84)

Sonstige Storungen des Kohlenhydratstoffwechsels (E74)

Abbildung 6 - Indikationen fiir eine Lebertransplantation

Deutschland 2019 — Anzahl der haufigsten ICD-Hauptdiagnosen fiir LT (aus dem DSO Bericht 2019,
Eurotransplant) (95) Es werden die 19 Hauptdiagnosen der insgesamt 1.246 Falle im Jahr 2019 aufgelistet. Pro
Patienten sind mehrere Diagnosen moglich.

Die Dringlichkeit der LT wird in Deutschland seit 2006 mithilfe des MELD-Scores (model for
end-stage liver disease) evaluiert. (96) Er schatzt die 3-Monatsmortalitdt und wird aus den
Serumwerten von Kreatinin, Bilirubin sowie dem INR-Wert berechnet. (10) Prinzipiell wird die
Leber orthotrop nach vorheriger Hepatektomie transplantiert. Man unterscheidet die
Verstorbenen-Organspende und die Leberteil-Lebendspende. (10) Im Jahr 2019 wurden laut
DSO in Deutschland 831 Lebertransplantationen durchgefiihrt, 46 weniger als im Vorjahr.
Davon waren 776 postmortale Organspenden und 54 Lebendspenden. AuRerdem erfolgte

eine Dominospende. (95)

Im Anschluss an die LT ist stets eine immunsuppressive Therapie notwendig. Oft handelt es
sich dabei um Kombinationstherapien folgender Substanzklassen: Calcineurininhibitoren
(Tacrolimus oder Ciclosporin), Glukokortikoide (zum Beispiel Prednisolon), Antimetabolite
(wie zum Beispiel Mycophenolat-Mofetil oder Azathioprin) und mTOR-Inhibitoren (wie

Sirolimus oder Everolimus). (10, 97) Es gibt keine standardisierte Therapie. Vielmehr wird je
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nach Grunderkrankung vor LT, Komorbiditdten sowie dem individuellen Risikoprofil der

Patienten versucht, die optimale Therapie bei minimalen Nebenwirkungen zu finden.

Die Uberlebensrate wird von der unmittelbaren postoperativen Mortalitit sowie der
Langzeitmortalitdt (iber 20 Jahre) durch De-novo Tumore (30 %), Rezidive der Grund-
erkrankung (20 %, vor allem HCV, HCC, ALD), Infektionen (20 %), kardiovaskulédre (10 %) oder
andere (20 %) Ursachen beeinflusst. (98) Dabei gilt die Einjahresliberlebensrate zur Evaluation
der friih-postoperativen Ergebnisqualitdt, da fast alle durch perioperative Komplikationen

bedingten Todesfalle innerhalb des ersten Jahres auftreten. (99)

Seehofer et al. stellten beim Vergleich der Einjahresiiberlebensrate der USA mit 88 %, der UK
mit 89 — 92 % und Deutschland mit nur 75 % fest, dass die in Deutschland deutlich niedriger
ausfiel. Im zweiten Jahr nach LT betrug die Mortalitatsrate in allen genannten Landern nur
noch ca. 3 %. (96, 98) Bedingt ist die Einjahresmortalitat vor allem durch die Risikoprofile der
Spender und Empfanger. Deshalb ist neben regelmaRigen Kontrollen auch die Beobachtung

moglicher Pradiktoren wichtig.

Die Patienten werden deshalb auf Rezidive der Grunderkrankung und ein Fortschreiten der
Fibrose kontrolliert. Wie unter 2.1.2 (Pathophysiologie) erwahnt, kann gerade bei Patienten
nach LT die Fibroseprogression deutlich schneller als bei nicht-transplantierten Patienten
sein. (25) Die hohe Frequenz, mit der es zu einer Rezirrhose bei HCV positiven Patienten
kommt, bzw. das (Wieder-)Auftreten einer NAFLD nach LT, fuhrten zur Einfiihrung von

jahrlichen Protokollbiopsien. (100)

Die Invasivitat dieser Eingriffe wurde bereits ausfihrlich erlautert. Deshalb wird nach
nicht-invasiven Alternativen gesucht. Fir Patienten mit HCV ist beispielsweise die Transiente

Elastographie eine verlassliche Alternative zur Fibrosedetektion. (101)
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3 Materialien und Methoden

3.1 Patientenkollektiv und Studiendesign

In der Zeit von 1997 bis 2010 wurden an der Universitaitsmedizin Mainz 644 Leber-
transplantationen bei 569 Patienten (davon 75 Retransplantationen) durchgefiihrt. Im
Anschluss wurden die Patienten im Zeitraum von 1997 bis 2018 beobachtet und die Nachsorge
sowie der Krankheitsverlauf in einer Microsoft ACCESS Datenbank der Universitatsmedizin
Mainz gemadll den gesetzlichen Vorgaben zur Qualitatssicherung im Bereich
Lebertransplantation dokumentiert. Alle Untersuchungen erfolgten nach Zustimmung durch
die zustandige Ethikkommission und gemaR der Deklaration von Helsinki (1975). Neben 553
Kaukasiern gehorten 9 Afrikaner und 7 Asiaten zu den transplantierten Patienten. Histologien
der Spenderlebern und Serumproben der Empfanger wurden prospektiv asserviert. Je nach
Fibroseprogression nach LT wurden die Patienten in drei Gruppen aufgeteilt: Rezirrhose nach
einem Jahr (F3/F4), Rezirrhose nach 3 - 5 Jahren und keine signifikante Fibrose (FO-F2) nach 5
Jahren (Nonprogressor). Bei ihnen wurden im Rahmen der Nachsorge entnommene
Serumproben zu definierten Zeitpunkten auf Fibrosemarker untersucht. Insgesamt konnten
138 Serumproben an drei verschieden Zeitpunkten untersucht werden. Der limitierende
Faktor der Kohortengrof3e waren die Patienten mit sehr friiher Rezirrhose, da sie generell ein
sehr kleines Kollektiv bilden. Eine weitere Einschrankung ergab sich aus technischen Griinden,

da nicht bei allen Patienten die Fibrosemarker bestimmt werden konnten.

Zusatzlich wurden bei 32 der transplantierten Patienten die Biopsien mittels gPCR und
Immunhistochemie (IHC) auf die Expression von am Umbau der Leber beteiligten Proteine
untersucht. Da zum Teil verschiedene Biopsien eines Patienten ausgewertet werden konnten,

wurden insgesamt 54 Biopsien untersucht (18 Biopsien pro Gruppe).

Bei Abnahme der Serumproben wurden die Patienten angewiesen, niichtern zu erscheinen,
um Einflisse auf die Stoffwechselparameter zu vermeiden. Die Auswertung erfolgte mithilfe

eines ADVIA Centaur (Siemens Healthcare). (s. u.)

3.2 Untersuchung der Biopsien
3.2.1 Histologische Untersuchung
Die Nachsorge der in der Universitaitsmedizin Mainz lebertransplantierten Patienten sieht
Kontrollbiopsien nach 1 und 5 Jahren post-LT vor. Fallen in den regelmaRig durchgeflihrten

Laborkontrollen unklare Veranderungen auf oder zeigen sich klinische Symptome, kann eine
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zusatzliche histologische Untersuchung der transplantierten Leber notwendig werden. Die
entnommenen Proben wurden von zwei erfahrenen Pathologen ausgewertet, die gegeniber
der Auswertung des jeweils anderen verblindet waren. Die Fibrosestadien wurden mithilfe des
semiquantitativen histologischen Scores (FO -4) nach Desmet et al. (14) klassifiziert. Die
Stadienaufteilung ist unter 2.2.1.1 Leberbiopsie beschrieben. Mithilfe der histologischen
Auswertung konnten die Patienten einer der drei Fibrose-/Zirrhose-Gruppen zugeordnet

werden.

3.2.2 gRT-PCR und relative mRNA Quantifizierung
Insgesamt konnten aus 48 Biopsien (von 31 Patienten) die mRNA der am fibrotischen Umbau

der Leber beteiligten Gene zur quantitativen Analyse gewonnen werden.

Zunachst wurde mithilfe des Quant-iT™ RiboGreens RNA-Reagenz von Invitrogen die Menge
der gelosten RNA ermittelt. Mit diesem fluoreszierenden Reagenz kdnnen bereits kleine

Mengen RNA detektiert werden. (102)

Nach der Umschreibung der RNA durch reverse Transkription (RT) in cDNA wurde die
quantitative PCR (Polymerasekettenreaktion) mit dem TagMan™Gene Expression Assay von
Applied Biosystems durchgefiihrt. Im Unterschied zur herkdmmlichen PCR wird bei der
qguantitativen oder auch real time PCR die PCR-Amplifikation bereits wahrend ihres Ablaufs

gemessen. (103)

Die Auswertung der qPCR erfolgte anhand einer relativen Quantifizierung. Zur Normalisierung
der Expressionsergebnisse wurde das Housekeeping Gen GAPDH als Referenz-Gen verwendet.

Es zahlt zu den gebrauchlichsten Referenzgenen. (104)

Die analysierten mRNAs stammten zur Halfte von HCV-positiven und zur anderen Halfte von
HCV-negativen Patienten. Zur Berechnung der relativen Genexpression konnte
dementsprechend die Delta-Delta-CT-Methode angewendet werden. Sie kann Schwankungen
der PCR-Effizienz ausgleichen (theoretisch: Verdopplung der DNA-Menge pro Zyklus,
Effizienz = 2, in der Praxis eher 1,7 - 1,9) (105, 106). Die Expression der einzelnen Gene wird
als n-fache Expression des Delta-Delta-CT-Wertes angegeben. CT steht hierbei fiir cycle
threshold und bezeichnet den Zyklus der PCR, in dem ein Signal gemessen wird, welches
erstmals groRer als das allgemeine Hintergrundrauschen der Fluoreszenz ist. (107) Er markiert

den Anfang der exponentiellen Phase der PCR des jeweiligen Gens.
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Mit folgenden Formeln wird der Delta-Delta-CT-Wert berechnet (106):

1. Normierung ACT = CT Zielgen — CT Referenzgen
2. Vergleich Behandlung/Kontrolle AACT = ACT Behandlung — ACT Kontrolle
3. Relativer Expressionsunterschied  Ratio = 2744CT

Behandlung/Kontrolle

In unserem Fall wurden die Ratio fir HCV positiv/HCV negativ und damit die relative

Expression der einzelnen Gene in den verschiedenen Biopsien ermittelt.

3.2.3 a-SMA-Farbung

Vor der immunhistochemischen Farbung des a-SMA wurden die Gewebeproben mit Xylol und
Ethanol entparaffiniert und anschlieend mit deionisiertem Wasser rehydratisiert. Damit die
Antikorper besser an die Zielstruktur — das a-SMA — in dem fixierten Gewebe binden konnten,
mussten zum Teil Aminosaurebindungen innerhalb des Zielantigens und Proteinbindungen
um das Zielantigen herum gespalten werden. Dafiir wurden die Gewebeproben in 10 mM

Natriumcitratpuffer (pH 6,0) zum Sieden gebracht.

AnschlieBend erfolgten die Permeabilisierung und die Blockierung der nicht spezifischen
Bindungen. Daflir wurde zuerst die endogene Peroxidaseaktivitat mit 3 %-igem Wasserstoff-
peroxid blockiert. Es folgte die Permeabilisierung mit dem Permeabilisierungspuffer Saponin
(1,5% von Sigma) und danach die Blockierung der unspezifischen Bindungen durch die

Inkubation in Phosphat-gepufferter Salzlosung mit Tween-20 (PBS-T) mit 5 % Tierserum.

Uber Nacht wurden die Gewebeschnitte dann bei 4 °C in einer angefeuchteten Kammer mit
den a-SMA-Antikérpern, die 1:1000 mit einem Blockierungspuffer verdinnt wurden,
inkubiert. Nach zweimaliger Waschung mit PBS-T (1 %) wurden die Schnitte fir 30 min bei
Raumtemperatur mit dem biotinylierten Sekundarantikérper, dem Avidin-Biotin Komplex von
Vectastain, inkubiert. Die Visualisierung der a-SMA-Epitope erfolgte schlielich mit DAB
(3,3-Diaminobenzidin). DAB lasst die a-SMA-Epitope in den Prdparaten dunkelbraun

erscheinen.

Die Intensitat der IHC-Farbung wurde von zwei unabhangigen Personen (einem Pathologen

und einem Hepatologen der Universitatsmedizin Mainz) ausgewertet.

Die Aufnahmen in Kapitel 4.3.2 Immunhistochemische Farbung wurden mit dem universellen

Forschungsmikroskop BX5 1 von Olympus gemacht.
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3.3 Fibrosemarker

3.3.1 ELF-Test

Der Enhanced Liver Fibrosis (ELF) Test wird angewandt, um weniger invasiv im Vergleich zur
Leberbiopsie den Fibrosegrad einzuschatzen. Dazu werden die drei direkten Serumbiomarker
Hyaluronsaure, N-terminales Propeptid des Prokollagen Typ Il (PIIINP) und Gewebeinhibitor
der Metalloproteinase 1 (TIMP-1) gemessen. Ein Algorithmus mit der Formel

ELF = 2.494 + 0.846 In(Cha) + 0.735 In(Cpiine) + 0.391 In(Crimp-1) (1, 2)

berechnet aus den Konzentrationen C (in ng/ml) der Biomarker einen dimensionslosen
Punktwert, der mit dem Grad der Fibrose beziehungsweise der Zirrhose korreliert. Dabei
entsprechen ELF-Werte < 7,7 keiner bis milder Fibrose (FO/1 nach Desmet/Scheuer),

>7,7 - < 9,8 moderater Fibrose (F2) und > 9,8 schwerer Fibrose/Zirrhose (F3/4). (2)

Die Berechnung der Konzentrationen von HA, PIIINP und TIMP-1 erfolgte aus Serumproben
mit dem ADVIA Centaur® CP System (Siemens Healthcare Diagnostics GmbH, Eschborn,

Deutschland).

Da die Hyaluronsaure auch aufgrund von nicht-hepatischen, entziindlichen Prozessen wie
beispielsweise bei der rheumatischen Arthritis erhdht sein kann (22), wird der ELF-Wert nur
fur HA-Konzentrationen < 1000 ng/ml berechnet. Fir 7 der insgesamt 141 Serumproben zu
den verschiedenen Zeitpunkten (T1 - T3) konnte deshalb kein ELF-Wert berechnet werden.

Dies bedingt Schwankungen in der Fallzahl der statistischen Berechnungen.

3.4 Statistische Auswertung

Alle quantitativen Daten werden als Median mit dazugehdrendem Interquartilsabstand (IQA)
angegeben. Wenn nicht anders erwahnt, beziehen sich die Signifikanzen auf die Unterschiede
zwischen der schnellen Rezirrhosegruppe und der Nonprogressor-Gruppe, die nach 5 Jahren
keine fortgeschrittene Fibrose (FO-F2) entwickelt hat. Die Signifikanzen wurden mit dem nicht-
parametrischen Mann-Whitney U-Test berechnet. Das Signifkanzniveau wurde auf 5%

(p < 0,05) festgelegt.

Fir die prognostische und diagnostische Funktion des ELF-Werts wurde vor Durchfiihrung des
Mann-Whitney U-Tests der Kruskal Wallis Test (nicht-parametrischer Test fir k Stichproben)
durchgeflihrt. Zudem erfolgte im Anschluss eine Bonferroni-Adjustierung fiir multiples Testen.

Hierbei wurde die berechnete Signifikanz mit der Anzahl der durchgefiihrten Tests
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multipliziert. Die Bonferroni-adjustierten Signifikanzen sind entsprechend markiert (pg). In

unserem Fall gilt: pg=p x 3

Flr Korrelationen (z. B. zwischen dem Fibrosegrad nach Desmet und dem ELF-Wert) wurde
der Spearman Rangkorrelationskoeffizient (rs) ermittelt. Er ist im Vergleich zum Pearsons

Korrelationskoeffizient robuster gegentiber AusreiRern.

Die Uberlebens-Kurven, die die Zeit bis zu einem kritischen Ereignis (Organversagen, Tod des
Patienten) nach der LT schatzen, wurden mit der Kaplan-Meier-Methode ermittelt. Unter-
schiede zwischen den Kurven wurden mit Hilfe des logrank-Tests auf Signifikanz gepruft.

Zensiert wurde am Ende des Beobachtungszeitraums (12. Oktober 2018).

Zur Veranschaulichung der pradiktiven Wertigkeiten des ELF-Tests wurden ROC-Kurven
erstellt und die zugehdrigen AUROCs mit ihren Konfidenzintervallen berechnet. Aulerdem
wurden der negativ und positiv pradiktive Wert berechnet. Dabei wurden fehlende ELF-Werte

wie falsche Testergebnisse betrachtet.

Alle statistischen Analysen erfolgten mit IBM SPSS Statistics Version 23.0.0.0 (SPSS Inc.,

Chicago, lllinois, USA).

27



4  Ergebnisse

4.1 Patienten-Charakteristika

Es handelt sich um ein retrospektives Studiendesign, bei welchem Patienten im Zeitraum von
1997 bis 2018 betrachtet wurden. Das Patientenkollektiv ergibt sich aus den im Zeitraum von
1997 bis 2010 in der Universitditsmedizin in Mainz Leber-transplantierten Patienten. Es
wurden insgesamt 644 Transplantationen bei 569 Patienten (569 Transplantationen und
75 Retransplantationen) durchgefiihrt. Die 553 Kaukasier, die neben 9 Afrikanern und
7 Asiaten eine Transplantation erhielten, wurden beobachtet und ihre Krankheitsentwicklung
im Rahmen der Nachsorge der Transplantation dokumentiert. Hierbei lag der Fokus unter
anderem auf dem Wiederauftreten einer Fibrose beziehungsweise Zirrhose. Bei 47 Kaukasiern
konnten im Nachhinein auch Serumproben auf die im Rahmen dieser Promotion betrachteten
Fibrosemarker untersucht werden. So wurden parallel zu den Biopsien die zur Berechnung des

ELF-Wertes notwendigen Serummarker bestimmt.

Die Patienten konnten dabei je nach Wiederauftreten der Fibrose in der Biopsie drei Gruppen

zugeordnet werden.

1. Frih: Rezirrhose (F3/F4) innerhalb des ersten Jahres nach Transplantation
2. Mittel: Rezirrhose innerhalb von drei bis fiinf Jahren nach Transplantation
3. Keine: Finf Jahre nach Transplantation keine fortgeschrittene Fibrose (FO-F2)

EIf Patienten (23,4 %) entwickelten bereits im ersten Jahr nach der Transplantation eine
Rezirrhose (definiert als Desmet/Scheuer > F3). Neunzehn Patienten (40,4 %) wiesen nach
3 -5 Jahren eine Rezirrhose in der Biopsie auf und bei siebzehn Patienten (36,1 %) zeigte sich

auch nach 5 Jahren noch ein Fibrosestadium < F1 nach Desmet/Scheuer.

Um Unterschiede aufweisen zu kénnen, wurde die folgende Tabelle (Tabelle 2) mit den
Patientencharakteristika in die drei Gruppen aufgeteilt. Die Daten wurden zum Zeitpunkt der

Transplantation erhoben, die Einteilung auf die Gruppen erfolgte retrospektiv (in 2014).
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Tabelle 2 - Patientendaten - Deskriptive Statistik

Patientencharakteristika zum Zeitpunkt der Transplantation [quantitative Daten als Median mit Interquartils-
abstand (1QA) in Klammern]

Post-LT Zirrhose

Friih (n = 11)

Mittel (n = 19)

Keine (n = 17)

Mannlich n (%)
Alter (Jahre)

GroRe (cm)

Gewicht (kg)

BMI (kg/m?)

Re-TPx n (%)

nein

1.

2.

Spenderalter (Jahre)

Spender mannlich n (%)

HCV positiv n (%)
HCC n (%)

8 (73 %)

54,9 (52,2 - 60,8)
180 (170 - 182)
83 (65 - 92)

27,8 (22,5 - 30,4)

11 (100 %)
0

0

60 (48 - 65)
10 (91 %)
4 (36 %)
3(27 %)

12 (63 %)

56,0 (47,2 - 61,3)
170 (165 - 178)
76 (62 - 85)

25,7 (22,0 - 28,7)

19 (100 %)
0

0

61 (43 - 69)
11 (58 %)

9 (47 %)

5 (26 %)

13 (76 %)
52,2 (45,5 - 56,9)
172 (162 - 181,5)
73 (61 - 81,5)

23,3 (20,6 - 27,0)

14 (82,4 %)

2 (11,8 %)
1(5,9 %)

45 (35,5 - 56)
6 (35 %)

8 (47 %)

5 (29 %)

BMI: Body-Mass-Index, Re-TPx: Retransplantation, HCV: Hepatitis C-Virus, HCC: Hepatozelluldres Karzinom

Wie auch in mehreren Studien nachgewiesen, zeigte sich eine schnellere Zirrhoseprogression
bei Patienten, die die Leber eines dlteren Spenders erhielten (27, 108, 109). Tatsachlich war
auch in diesem Patientenkollektiv der Altersmedian der Spender in der Nichtprogressor-
Gruppe (45 Jahre) niedriger als in den anderen beiden Gruppen (friih: 60 Jahre,
mittel: 61 Jahre). Im Mittelwertvergleich (Mann-Whitney-U) zeigte sich dabei ein auffalliger
Unterschied zwischen der frilhen und der Nonprogressor-Gruppe (p = 0,045) und zwischen
der mittleren und der Nonprogressor-Gruppe (p = 0,042). In der frihen Progressor-Gruppe
waren die Spender in 91 % der Falle mannlich, in der Nonprogressor-Gruppe zu 65 % weiblich.
Die Mehrheit der Transplantierten in allen Gruppen war mannlich. Der Gesamt-Altersmedian
lag bei 54 (47,5 - 60,4) Jahren und nur in der Nonprogressor-Gruppe befanden sich unter den
Transplantationen auch Retransplantationen (von 17 Transplantationen zwei erste und eine

zweite Retransplantation).

4.1.1 Atiologien

In Abbildung 7 sind die Ursachen der chronischen Lebererkrankungen der Patienten und ihre
Haufigkeiten dargestellt. Insgesamt Uberwogen virale (Hepatitis B oder C) und toxische
Ursachen (Alkohol, Medikamente). Diese gehoren generell zu den haufigsten Ursachen der

CLD. (10) (s. auch in 2.1.1 Ursachen der Leberfibrose und -zirrhose)
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Friih Mittel Keine
(F3/4 <1 Jahr) (F3/4 nach 3-5 Jahren) (2 F2 nach 5 Jahren)
(n=11) (n=19) (n=17)

M Toxisch (ALD, DILI) m Toxisch (ALD, DILI) M Toxisch (ALD, DILI)

W Viral (HBV, HCV) m Viral (HBV, HCV) m Viral (HBV, HCV)

m Autoimmun (AIH, PSC, PBC) ® Autoi AlH, PSC, PBC
® Autoimmun (AIH, PSC, PBC) utoimmun (AIH, PSC, PBC)

Andere Ander
Andere dere

Abbildung 7 - Ursachen der chronischen Lebererkrankung (CLD) je nach Zirrhosegruppe

ALD: Alkoholische Lebererkrankung; DILI: arzneimittelinduzierter Leberschaden, HBV: Hepatitis B Virus; HCV:
Hepatitis C Virus, AlH: Autoimmunhepatitis, PSC: primér sklerosierende Cholangitis, PBC: primar-bilidre Zirrhose

Neben den dargestellten, zur Transplantation fihrenden Ursachen fanden sich in unserem
Patientenkollektiv (in Abbildung 7 unter ,Andere” zusammengefasst) weiterhin: Familidre
Amyloidose (n = 1), andere Cholestatische Erkrankungen (n = 1), Kryptogene Zirrhose (n = 3)
sowie akute AbstoBung der Transplantleber (bei Z.n. LT bei HCV-Zirrhose; n = 1). Des Weiteren
lagen in vielen Fadllen Kombinationen mehrerer Erkrankungen vor, wie beispielsweise Leber-
zirrhose durch HCV-Infektion und Alkoholabusus. In diesen Fallen wurde als Hauptursache die

langer bestehende Krankheit angegeben.

4.1.2 Uberlebenszeiten

Abbildung 8 stellt die Uberlebenszeiten der transplantierten Organe und der Patienten im
Allgemeinen mithilfe einer Kaplan-Meier-Kurve dar. Die mediane Uberlebenszeit sowohl fiir
die Organe als auch fir die Patienten lieB sich nur fir die schnelle und die mittlere Progressor-
Gruppe berechnen. Bei der Nonprogressor-Gruppe wurde der Median im Beobachtungs-

zeitraum nicht erreicht, weshalb in Abbildung 8 alternativ das 75 %-Quartil angegeben wurde.

Das 10-Jahres-Uberleben der Patienten, die auch in der 5-Jahres-Biopsie noch keine
fortgeschrittene Fibrose zeigten, war 94,1 %. Bei der mittleren Progressor-Gruppe respektive
47,4 % und bei den Patienten, die im ersten Jahr nach der Transplantation eine Rezirrhose
erlitten nur 18,2 %. Es zeigte sich ein hochsignifikanter Unterschied zwischen den drei
Zirrhosegruppen (p < 0,00001). Gleiches galt fir das 10-Jahres-Organiberleben. In Gruppe
frih/mittel/keine waren es hier 18,2 %/31,6 %/94,1 %, ebenfalls mit hochsignifikantem

Unterschied (p < 0,00001).
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Kum. Uberleben in % Kum. Uberleben in %
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L
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1
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L
207 207 L
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0 0
1 1 I 1 1 1 I I 1 1 1 I 1 1 T I I 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
A Organiiberleben in Jahren B Patienteniiberleben in Jahren
frith: Median 5,94 Jahre (Kl 95 % 1,44 - 10,44) friih: Median 5,94 Jahre (K1 95 % 1,44 - 10,44)
mittel: Median 9,03 Jahre (KI 95 % 5,86 - 12,20) mittel: Median 11,43 Jahre (KI 95 % 5,98 - 16,87)
keine: 75 % Quartil 17,79 Jahre keine: 75 % Quartil 17,79 Jahre

Abbildung 8 - Organ- und Patienteniiberleben
Kum. Uberleben: Kumuliertes Uberleben, KI: Konfidenzintervall, Log Rank: p < 0,00001

Es lieR sich ein deutlicher Zusammenhang zwischen frither Rezirrhose und der Uberlebenszeit
sowohl fir die Leber an sich als auch fir den Patienten darstellen. Je friher die Rezirrhose

auftrat, desto kiirzer war die Uberlebenszeit des Organs und des Patienten.

4.2 Veranderung der Biomarker nach LT
Innerhalb der einzelnen Gruppen wurden die Serumproben zu drei verschiedenen Zeit-

punkten (T1- T3) nach folgendem Schema ausgewertet.

TO Tl TZ T3
LTX 3 Mo 6 Mo 1 Jahr
Frih g 1 1 1 <’
(n=11) 1 I I ¥ Zirrhose
To T, T, T
LTX 1Jahr 2 Jahre 3 Jahre
Mittel
] ] ]
=19 AW | —p
Zirrhose
To T T, T;
LTX 1Jahr 2 Jahre 3 Jahre

Keine 1 1 1 ’
=17 MWW | |
Keine Zirrhose

Abbildung 9 - Untersuchungszeitpunkte der Fibrosemarker in den Blutproben

To Zeitpunkt der Lebertransplantation, T; erste Serumentnahme nach LT, T, zweite, Ts dritte.

Blutproben waren in der friithen Gruppe nach 3, 6 und 12 Monaten posttransplant verfugbar,

nach 1, 2 und 3 Jahren bei den Patienten, die nach 3 - 5 Jahren eine Rezirrhose zeigten und
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bei denen, die auch nach 5 Jahren noch keine fortgeschrittene Fibrose in der Biopsie

aufwiesen.

Bei den protokollarisch festgelegten Nachuntersuchungen erfolgten in zeitlich definierten
Abstanden Serumkontrollen und in etwas groReren Abstanden auch Leberbiopsien. Bei
klinischen Auffalligkeiten erfolgten zusatzliche Untersuchungen. Da die Patienten, die bereits
im ersten Jahr nach LT eine Zirrhose entwickelten, auch schneller klinisch auffallig wurden,

lagen hier vermehrt frithere Serumproben vor.

Die Entwicklung des ELF-Wertes und seiner Einzelparameter ist in Abbildung 10 graphisch

dargestellt.
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Abbildung 10 - Veranderung der Biomarker nach Transplantation

ELF-Score (A), HA (B), PIIINP (C) und TIMP-1 (D) in den Serumproben nach 3 und 6 Monaten sowie nach
1, 2 und 3 Jahren. HA, PIIINP und TIMP-1 in ng/ml.

Vor allem an den Werten der Ein-Jahres-Blutentnahme ist deutlich zu erkennen, dass die
Mediane des ELF und der Einzelparameter in der Nonprogressor-Gruppe unterhalb der
anderen beiden Zirrhosegruppen liegen. Im Verlauf der Jahre nahmen die Werte der
Nonprogressor-Gruppe kontinuierlich ab, wahrend sie in der mittleren Rezirrhosegruppe

zunahmen.
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4.3 Biomarker zur Fibrosemessung
Ein weiterer Schritt war die Untersuchung der diagnostischen Funktion des ELF-Wertes in
unserem Kollektiv. Dazu wurden alle maximal 90 Tage vor oder nach einer Leberbiopsie

entnommenen Serumproben betrachtet.

Die durch die histologische Auswertung der Leberbiopsien festgestellten Fibrosegrade nach
Desmet (14) wurden einem ELF-Wert beziehungsweise seinen Bestandteilen zugeordnet. Fir
die Korrelation der Marker und der Fibrosegrade (s. Abbildung 11) wurde zusatzlich der
Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman berechnet. Dieser war fur ELF (rs=0,639), HA
(rs=0,578) und TIMP-1 (rs= 0,515) auf dem 0,01 Niveau sowie fur PIIINP (rs=0,368) auf dem

0,05 Niveau signifikant.
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Abbildung 11 - Korrelation der Serummarker und Fibrosegrade nach Desmet

Fibrosegrad O - 4 nach Desmet, rs: Korrelationskoeffizient nach Spearman
** auf 0,01 Niveau (2-seitig) signifikant, * auf 0,05 Niveau (2-seitig) signifikant

Zur besseren graphischen Ubersicht wurden die Fibrosegrade 0/1 (keine, wenig Fibrose) und
3/4 (starke Fibrose, Zirrhose) zusammengefasst, sodass in Abbildung 12 drei Fibrosegruppen
unterschieden werden. Die genauen Werte finden sich in Tabelle 3. Es zeigte sich ein sehr
deutlicher Unterschied (ps=0,0003) fir die Differenzierung des ELF-Wertes zwischen
keiner/wenig Fibrose (Desmet 0/1) und starker Fibrose/Zirrhose (Desmet 3/4). Auch fur
TIMP-1 (ps = 0,001) und HA (ps = 0,0002) ergaben sich eindeutige Werte.
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Abbildung 12 - Serummarker je nach Fibrosegruppe
* ps < 0,001; ** nicht signifikant ps = 0,084

Tabelle 3 - Konzentration der Serummarker je nach Fibrosegrad

Fibrosegrad Desmet 0 Desmet 1 Desmet 2 Desmet 3 Desmet 4

ELF 9,46 10,47 10,80 12,13 11,60
(8,90-10,87) (9,56-11,41) (10,43-11,45) (11,01-12,89) (10,86-12,55)

HA [ng/ml] 65,13 71,11 81,66 301,28 246,89
(29,34-104,60) (34,49-168,15) (71,75-242,40) (151,28-439,24) | (162,10-432,88)

TIMP1 [ng/ml] 243,80 263,30 326,90 498,00 507,85
(220,00-374,60) | (242,30-488,25) (297,10-375,53) |(332,20-708,50) | (309,00-731,98)

PIIINP [ng/ml] 11,46 27,56 20,26 23,09 27,12
(9,83-21,18) (16,98-47,85) (17,27-34,77) (17,38-48,58) (18,54-44,31)

4.3.1 mRNA-Expression der Fibrosemarker

Einige der Biopsien konnten zusatzlich auf die Expression der mRNA verschiedener Fibrose-
marker untersucht werden. Darunter fanden sich der aus dem ELF-Wert bekannte Gewebe-
inhibitor der Metalloproteinase 1 (als Gen: TMP1 abgekiirzt), Kollagen Typ | alpha 1 (COL1A1),
der Wachstumsfaktor TGF-B1 (TGFb1), die Metalloproteinasen 1 und 9 (MMP1 und MMP9),
das Zytokin PDGFb sowie das alpha smooth muscle actin (ACTA2). Die Rolle dieser Proteine

bei der Entstehung der Fibrose wird in Kapitel 2.1.2 genauer erldutert.
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Die Expression wurde durch eine quantitative PCR ermittelt. Die graphische Auswertung ist in
Abbildung 13 zu sehen. Auch hier erfolgte eine Differenzierung abhangig vom Auftreten einer
Rezirrhose in den bekannten Gruppen (schnell, mittel, keine). AuRer fiir ACTA2 und MMP1
zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen der schnellen und der Nonprogressor-

Gruppe.

In einem weiteren Schritt wurde die Korrelation zwischen der mRNA-Expression der Fibrose-
marker und der im Blut gemessenen Serummarker Uberprift (s. Abbildung 14). Um eine
aussagekraftige Statistik zu erhalten, wurde wie bei dem Vergleich zwischen Serummarker
und histologischer Auswertung darauf geachtet, dass die Biopsien zu einem &hnlichen
Zeitpunkt wie die Serumentnahme untersucht wurden. Vor allem die Expression von COL1A1
(Kollagen  Typ 1) zeigte eine positive Korrelation mit dem  ELF-Wert
(Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman 0,617 (p < 0,01). Aber auch fiir die Expression

von PDGFb, TMP1, TGFb1, MMP9 und ACTA2 konnten Korrelationen nachgewiesen werden.

Um das Auftreten signifikanter Unterschiede in der mRNA-Expression zu berechnen, wurde
das Kollektiv je nach ELF-Wert in zwei Halften geteilt. Hierfir wurde der Median des
ELF-Wertes bestimmt. Innerhalb dieses Kollektivs betrug er 11,07. ELF-Werte groBer oder
gleich 11,07 wurden als Risiko-ELF-Werte bezeichnet. Beim Vergleich der Gruppen fiel auf,
dass mit Ausnahme der mRNA-Expression von MMP1 fiir alle untersuchten Gene signifikante

Unterschiede bestanden. Die genauen p-Werte finden sich in Tabelle 4.

Tabelle 4 - Signifikanzen der mRNA-Expression je nach Risiko-ELF (</>11,07)

Gen COL1A1 PDGFb TMP1 TGFb1 MMP1 MMP9 ACTA2
p-Wert 0,011 0,020 0,030 0,022 0,930 0,016 0,050
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Abbildung 13 - mRNA Expression der Fibrosemarker
y-Achse: x-fache Expression der einzelnen Gene je nach Risikogruppe
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Abbildung 14 - Korrelation der mRNA-Expression der Fibrosemarker mit dem ELF-Wert

y-Achse: x-fache der einzelnen Gene je nach ELF-Wert; rs: Korrelationskoeffizient nach Spearman; *p < 0,05;
* 3k
p<0,01
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4.3.2 Immunhistochemische Farbung
In einem weiteren Schritt erfolgte fir die Biopsien, die auf die mRNA-Expression der

Fibrosemarker untersucht worden waren, eine immunhistochemische Farbung des alpha

smooth muscle actin (a-SMA).
Al

o

Abbildung 15 - a-SMA-Anfarbung

o-SMA wird braun dargestellt; A: wenig, B: mittel, C: viel Anfarbung; 1:
2: Originalvergroéferung 20x

OriginalvergroRerung 4x,
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Die Praparate wurden histologisch ausgewertet und die Starke der Farbungsintensitat in
wenig, mittel oder viel eingeteilt. Ein Beispiel fiir jede der drei Stufen zeigt Abbildung 15. Die
Bilder A1 und A2 zeigen zwei verschiedene VergroBerungen einer nur leicht fibrotischen Leber
(FO/1), wahrend B1 und B2 Ausschnitte einer starker fibrosierten Leber darstellen (F2). Es fallt
auf, dass in C1 und C2 die Zellkerne deutlich kleiner sind und das Gewebe viel dichter
erscheint. Neben starker ausgepragten Septen ist entziindungszelliges Infiltrat zu sehen. Dies

hangt zusammen mit der zirrhotischen Veranderung (F3/4) dieser Gewebeprobe.

Die Anfarbungsverteilung ist in Abbildung 16 visualisiert. Die Ergebnisse wurden je nach
Zirrhosegruppe ausgewertet. Es fiel auf, dass nur in wenigen Praparaten (n=7) eine
besonders starke Anfarbung detektiert werden konnte. Den gréRten Anteil machten hier

allerdings mit 57 % die Patienten der friihen Rezirrhosegruppe aus.

ZirrhosePostLTx

M Keine
[ 3-5 Jahre
WM< 1 Jahr

25+

207

157

Anzahl

10

s—

wenig mittel

Abbildung 16 - Verteilung der a-SMA-Anfarbung
Anzahl der Praparate je nach Anfarbungsverhalten und Risikogruppe

Wie bei dem Vergleich zwischen Serummarker und histologischer Auswertung (s. Kapitel 4.3)
wurde auch hier die Korrelation mit dem ELF-Wert untersucht. Es stellte sich heraus, dass
Patienten, die initial einen hohen ELF-Wert aufwiesen (in der Serumprobe zum Zeitpunkt T1),
auch eine starkere Anreicherung von a-SMA im Biopsat zeigten (s. Abbildung 17). Patienten,
bei denen sich wenig a-SMA im Praparat nachweisen liefl§, hatten einen signifikant niedrigeren
ELF-Wert (Median 10,3; IQA 9,3 - 11,0) als Patienten, bei denen sich viel a-SMA darstellte
(Median 11,4; IQA 11,0-12,2; ps=0,01).
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Mithilfe der gPCR konnte, wie im vorangegangenen Kapitel beschrieben, die
MRNA-Expression des a-SMA (ACTA2) untersucht werden. Teil B der Abbildung 17 zeigt das
Ubereinstimmen zwischen immunhistochemischer Firbung und ACTA2-Expression des
Biopsates. Eine geringe a-SMA-Anreicherung ging mit signifikant weniger ACTA2-Expression

einher als bei hoher a-SMA-Anreicherung (p = 0,01).

A B
1
14— p=0,01 0 *
| |
137 8-
p=0,01
124 -
2 6 I p=0,02
5 19 L - * 1
w Q 4
10 <
2= | |
8- 0-
n=16 n=16 n=s n=21 n=19 n=7
T T T LI 1 1
wenig mittel viel Wenig mittel viel

Abbildung 17 - ELF-Wert und ACTA2-Expression je nach a-SMA-Anreicherung

4.4 Zusammenhang zwischen Biomarker und Rezirrhose

Um den ELF-Wert als potenziell pradiktiven Marker fiir die Fibroseprogression nach LT zu
identifizieren, wurden die Serumproben untersucht, die friihestmoglich nach der Trans-
plantation zur Verfligung standen. Sie wurden je nach Zirrhosegruppe nach drei Monaten bzw.
einem Jahr entnommen (entspricht T; in Abbildung 9 - Untersuchungszeitpunkte der
Fibrosemarker in den Blutproben, S. 31).

® (? ®

6 7 8 9 0 11* 12 13 14 15

1 1 Il 1 1 1 1
T T

@ Hohe Sensitivitat fur Fibroseausschluss, ELF = 7,7
@ Hohe Spezifitat fur Fibrosedetektion, ELF = 9,8

@ Hohe Spezifitat fir Zirrhosediskrimination, ELF = 11,3

Abbildung 18 - ELF-Scores der frithen Serumentnahme je nach Zirrhosegruppe

Die Boxen reprasentieren die 10. — 90. Perzentile, die horizontale Linie in der Mitte der Boxen den Median. Die
Pfeile zeigen die cut-off Werte des ELF flr Fibroseausschluss/-detektion bzw. Zirrhosediskrimination nach
Lichtinghagen et al. (110)
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Die Patienten, die innerhalb des ersten Jahres eine Zirrhose entwickelten, hatten im Median
einen initialen ELF-Wert von 10,59 (9,39 - 11,14). Patienten, die keine fortgeschrittene Fibrose
entwickelten, lagen mit 9,68 (8,98 - 10,86) deutlich unterhalb, erreichten aber nicht den von
Lichtinghagen et al. festgelegten Ausschlusspunkt flr Zirrhose (ELF = 7,7; s. Abbildung 18).
Oberhalb des von Lichtinghagen etal. als mit hoher Spezifitdit festgelegten Wertes zur
sicheren Zirrhosediskrimination (ELF = 11,3) liegen zum friihen Messzeitpunkt nur 8 Patienten.

Hierunter befindet sich ein Drittel der Patienten mit Rezirrhose im ersten Jahr.

Es fiel auf, dass innerhalb der Zirrhosegruppen nicht nur die ELF-Werte, sondern auch die der
TIMP-1, PIIINP und HA unterschiedlich waren. Die Mediane und IQA kénnen der Tabelle 5
entnommen werden.

Tabelle 5 - Fibrosemarker zum Zeitpunkt T;

Fir alle Marker sind je nach Zirrhosegruppe der Median und der Interquartilsabstand angegeben

Fibrosemarker Friih Mittel Keine

ELF 11,13 (10,53 - 12,40) 10,77 (9,91 - 11,14) 9,68 (8,98 - 10,86)
TIMP1 [ng/ml] 397,00 (303,30-687,00) 291,10 (217,20 - 453,60) |229,90 (201,93 - 249,28)
PIIINP [ng/ml] 20,31 (18,88 - 40,10) 21,05 (13,16 - 29,25) 11,12 (8,84 - 13,25)

HA [ng/ml] 117,56 (82,41 - 325,19) 80,26 (58,32 - 151,20) 49,88 (28,50 - 123,84)

Nach Bonferroni-Adjustierung ergaben sich folgende Signifikanzen fiir die Unterscheidung der
Serumwerte zwischen der friihen Rezirrhose- und der Nonprogressor-Gruppe: pecr= 0,024;
prime1 = 0,003 und priine = 0,006. Lediglich fir HA zeigte sich mit pua= 0,162 kein signifikanter

Unterschied zwischen diesen beiden Gruppen.
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Abbildung 19 - Rezirrhose im Zusammenhang mit der friihen Serumentnahme

Vergleich der Seren zum Zeitpunkt T: der jeweiligen Rezirrhosegruppe, *ps<0,03, **p<0,05
ELF: Enhanced Liver Fibrosis-Wert, HA: Hyaluronsdure (ng/ml), TIMP1: Gewebeinhibitor der
Metalloproteinase 1 (ng/ml), PIIINP: N-terminales Propeptid des Prokollagen Typ Ill (ng/ml)

Abbildung 19 stellt graphisch die Unterschiede zwischen den jeweiligen Rezirrhosegruppen
zum Zeitpunkt T1 dar. Mit Ausnahme der Hyaluronsdure zeigten sich auch zwischen der

mittleren und der Nonprogressor-Gruppe deutliche Unterschiede (p < 0,05).

Es bestatigt sich, dass eine friihe Rezirrhose mit einem initial hohen ELF-Wert einhergeht,
wahrend ein niedrigerer ELF ein langsameres oder ausbleibendes Fortschreiten der Fibrose
vermuten lasst. Dies wird durch das korrelierende Verhalten der Einzelparameter TIMP-1 und

PIIINP zusatzlich unterstitzt.
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Abbildung 20 - ROC-Kurve fiir ELF als quantitativen Pradiktor ein Jahr nach LT fiir Rezirrhose innerhalb des
ersten Jahres versus keine fortgeschrittene Fibrose nach 5 Jahren (n = 9)

Berechnung mit ELF-Wert der frithen Serumentnahme (T1). Differenzierungskriterium ist das Wiederauftreten
der Rezirrhose im ersten Jahr nach LT im Vergleich zum Ausbleiben der fortgeschrittenen Fibrose innerhalb der
ersten 5 Jahre nach LT. Diagonale Segmente ergeben sich aus Bindungen.

Die ROC-Kurve in Abbildung 20 zeigt die pradiktiven Wertigkeiten des ELF-Wertes drei Monate
nach LT fir das Wiederauftreten der Zirrhose ein Jahr nach LT. Die AUROC betragt 0,823
(95 % KI 0,653 - 0,993). Bei einem ELF-Wert von 11,02 liegt die Sensitivitdt des ELF-Tests fir
die Pradiktion einer Leberzirrhose innerhalb des ersten Jahres nach LT bei 77,8 % und die
Spezifitat bei 81,2 %. Der positiv pradiktive Wert liegt bei 0,67, der negativ pradiktive Wert bei
0,81.
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Abbildung 21 - ROC-Kurve fiir ELF als quantitativen Pradiktor 5 Jahre nach LT fiir Rezirrhose versus keine
fortgeschrittene Fibrose (n = 28)

Berechnung mit ELF-Wert der frithen Serumentnahme (T1). Differenzierungskriterium ist das Wiederauftreten
der Rezirrhose liberhaupt in einem Zeitraum von 5 Jahren. Diagonale Segmente ergeben sich aus Bindungen.
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In Abbildung 21 wird die ROC-Kurve fiir die pradiktiven Wertigkeiten des ELF-Werts fiir die Zeit
5 Jahre nach der Transplantation dargestellt. Auch hier ergibt sich eine signifikante AUROC
von 0,746 (95 % Kl 0,594 - 0,898). Bei dem initial durchgefiihrten ELF-Test wird ein Cut-Off-
Wert von ELF = 10,40 empfohlen, bei dem sowohl Sensitivitat als auch Spezifitat 75 %

betragen. Der positiv pradiktive Wert liegt bei 0,81, der negativ pradiktive Wert bei 0,57.

Tabelle 6 - Zusammenfassung ROC-Kurven

Rezirrhose < 1 Jahr Rezirrhose < 5 Jahre

AUROC (KI 95 %) 0,823 (0,653 - 0,993) 0,746 (0,594 - 0,898)
Cut-Off ELF 11,02 10,40

Sensitivitat 77,8 % 75,0 %

Spezifitat 81,2 % 75,0%

Positiv pradiktiver Wert 0,67 0,81

Negativ pradiktiver Wert 0,81 0,57
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5 Diskussion

5.1 Diagnostische Funktion des ELF-Tests

Es ist bekannt, dass der ELF-Test als nicht-invasiver diagnostischer Test zur Detektion der
Leberfibrose eingesetzt wird. Allerdings wurde er noch nicht fiir Patienten nach Leber-
transplantation validiert. Deshalb wurde vor Betrachtung der prognostischen Funktion des
Tests Uberpruft, wie genau der ELF-Test das aktuelle Fibrosestadium bei Patienten nach LT

beschreibt.

Bei der Korrelationsberechnung mit dem Fibrosegrad nach Desmet zeigte sich, dass der
Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman fir den ELF-Wert am hochsten ausfiel
(rs=0,639). Aber auch fur die Einzelkomponenten des ELF-Tests konnte eine signifikante
Korrelation mit dem Fibrosegrad nachgewiesen werden. Dass der ELF als kombinierter Test
die beste Korrelation zeigt, hangt mit der geringeren Streuung der ELF-Werte zusammen. Dies
wird durch die logarithmische Berechnung erzielt. Er wird dadurch robuster gegenuber
AusreilRern der drei Einzelkomponenten. Eine zehnfach hohere TIMP-1 Konzentration wiirde

beispielsweise nur zu einem ELF-Wert Anstieg von 0,9 fiihren. (111)

In den meisten Studien wird hervorgehoben, dass der ELF-Test vor allem geeignet ist, eine
schwere Fibrose zu diagnostizieren. (2, 76) Allerdings konnen sich Schwierigkeiten bei der
Differenzierung zwischen leichten und moderaten Fibrosestadien zeigen. (112) Dies konnte
auch im Rahmen der Auswertung unseres Kollektivs bestatigt werden. (s. Abbildung 12) Es
zeigten sich deutliche Signifikanzen fir die Differenzierung des ELF-Wertes zwischen FO/1 und
F3/4. Kein signifikanter Unterschied, weder bei dem ELF-Wert noch bei dessen Einzel-
komponenten, war zwischen der mittleren Fibrosegruppe (F2) und der jeweils hoheren bzw.
niedrigeren Gruppe nachweisbar. Diese Aussage ist allerdings vor dem Hintergrund zu
betrachten, dass die Fallzahlen fur Patienten mit dem Fibrosegrad F2 sehr gering waren (n =4

Patienten mit je 3 Zeitpunkten).

Zudem fiel auf, dass fur PIIINP nach Bonferroni-Adjustierung kein signifikanter Unterschied
zwischen schwerer und keiner Fibrose festgestellt werden konnte. In Abbildung 11 zeigt sich
vorerst eine Korrelation von PIIINP mit dem Fibrosegrad. Bei Betrachtung der Mediane in
Tabelle 3 (Konzentration der Serummarker je nach Fibrosegrad) fallt jedoch auf, dass die
PIIINP-Werte keine deutliche Kontinuitdt mit dem ansteigenden Fibrosegrad zeigen. In den

meisten Studien wird PIINP als geeigneter Serummarker fiir die Fibrosediagnostik
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identifiziert. (2, 75, 113) Die anderen beiden ELF-Einzelparameter HA und TIMP-1 sowie der
ELF-Wert selbst erzielen allerdings sehr gute Ergebnisse. Da die generelle Korrelation von
PIIINP und dem Fibrosegrad besteht, sind die Schwankungen vermutlich auf die im
Literaturteil beschriebenen physiologischen Verdanderungen der PIIINP Freisetzung
zuriickfuhren. So kénnen auch bei der Fibrolyse geringe Mengen an PIIINP freigesetzt werden

und im akut entzlindeten Zustand der Leber ist die Produktion ebenfalls erhoht. (87)

Um die in unserem Kollektiv ermittelten ELF-Werte besser einordnen zu kénnen, lohnt auch
ein Blick auf die Referenzwerte, die der Hersteller Siemens fiir den ELF-Test angibt. Sie sind im
Kapitel 2.2.2.2 Enhanced Liver Fibrosis (ELF) Test aufgefiihrt. (1) Dort wird ein ELF-Wert > 9,8
mit schwerer Fibrose gleichgesetzt. Bei den lebertransplantierten Patienten unseres Kollektivs
wurde dieser Wert jedoch schon bei den histologischen Auswertungen mit Fibrosegrad FO/F1
nach Desmet erreicht. Der ELF lag hier im Median bei 10,47 mit einem IQA von 9,56 - 11,41.
Fir diese Patienten wird vom Hersteller ein Wert < 7,7 beschrieben. Ein ELF-Wert < 7,7 wurde

nur bei einer der insgesamt 138 ausgewerteten Serumproben festgestellt.

Lichtinghagen et al. Gberpriften in ihrer Studie diese Werte an 400 gesunden Kontrollen und
79 Patienten mit Hepatitis C. Im Rahmen der Analyse der gesunden Kontrollen traten Werte
< 7,7 eher selten und vor allem bei jungen Frauen < 60 Jahren auf. Sie empfehlen deshalb an
Alter und Geschlecht angepasste Referenzwerte. Solche Werte liegen zum aktuellen Zeitpunkt
allerdings noch nicht vor, weshalb ein an die Einflussfaktoren angepasster Vergleich der Werte
nicht moglich ist. Zudem ermittelten sie auch einen besser geeigneten Grenzwert fiir die
Unterscheidung fortgeschrittener Fibrose/Zirrhose von beginnender Fibrose. Ein
Test-Ergebnis Uber 11,3 reicht demnach als Staging fiir die Leberzirrhose aus und eine Biopsie
wird nicht benétigt. (2) Der Median der Fibrosegruppe mit einem Desmet 3/4 erfullt mit 11,91
dieses Kriterium. Die Metaanalyse von Xie et al. zeigt allerdings, dass die in den neun von ihnen
betrachteten Studien ermittelten Grenzwerte flr die Fibroseeinstufung um bis zu zwei
Einheiten variieren. So ergab sich eine Spannweite von 8,5 - 10,18 fiir eine signifikante Fibrose,
9,33 -10,51 fiir eine schwere Leberfibrose und 9,35 - 11,3 fiir die Zirrhose. Dem ELF-Test wird
trotzdem eine hohe diagnostische Genauigkeit zugesprochen, was durch die ebenfalls
durchgefiihrten ROC-Analysen bestatigt wird. Die Unterschiede fiihren Xie et al. auf die
Heterogenitat der Teststrukturen der Studien, wie beispielsweise zum Teil leicht

unterschiedliche Algorithmen zuriick. Zudem wurden finf verschiedene histologische Staging
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Systeme verwendet. (47) Die derzeitige Abhadngigkeit von der histologischen Validierung
neuer Tests stellt ein generelles Problem dar. Die Leberbiopsie weist, wie im Literaturteil
ausfuhrlich beschrieben, selbst viele Ungenauigkeiten auf. So kann die Heterogenitat der
diagnostischen Genauigkeit des ELF- und anderer nicht-invasiver Tests sekunddr zu den

intrinsischen Fehlern der Leberbiopsiemessungen sein. (114, 115)

Um den potenziell diagnostischen Fehlern der rein histologischen Auswertung der Leber-
biopsien entgegenzuwirken, untersuchten wir die Proben auch auf molekulargenetischer und

immunhistochemischer Ebene.

Bei den untersuchten Genen handelt es sich um Schlisselgene der Leberfibroseentstehung.
(116-118) Sie kodieren fiir Marker der Fibrogenese und Fibrolyse und helfen dabei, den

ELF-Wert auch auf molekularer Ebene zu validieren und die Korrelationen zu tberprifen.

Daflr erfolgte in einem ersten Schritt der Vergleich der relativen Expressionsraten je nach
Rezirrhose-Gruppe (s. Abbildung 13). Hier zeigte sich, dass die Patienten mit friiher Rezirrhose
auch deutlich héhere Expressionsraten der Fibrosemarker hatten. Die besten Korrelationen
ergaben sich fiir die Gene, die fiir Kollagen Typ | alpha 1 (rs=0,617), die Metalloproteinase 9

(rs=0,538) und fiir das alpha smooth muscle actin (rs= 0,509) kodieren.

Das a1(l) Kollagen wird, ebenso wie das a-SMA, von aktivierten Sternzellen produziert. Die
Synthese des Kollagen 1 wird von vielen verschiedenen Zytokinen, u. a. TGF-b beeinflusst. Die
Messung der Expressionsrate des COL1A1 ist deshalb ein guter Parameter, um die Fibrose
Atiologie-unspezifisch zu bestimmen. (21, 61) Auch der ELF-Test wird als Diagnostikum fiir die
verschiedenen Ursachen der Leberfibrose eingesetzt. Die positive Korrelation unterstreicht

somit die diagnostische Funktion des Tests.

Die erhohte MMP-9 Expression kann ein Indiz fiir die frihe Leberschadigung sein, noch vor
Beginn der Fibrosierung der Leber. (119) Sie geht einher mit der Entziindungsrate des
Gewebes. Hierbei erfolgt die Synthese der Metalloproteinase vor allem in aktivierten HSC,
Lymphozyten und Neutrophilen. (120, 121) Da bei ihrer Erh6hung meist noch keine Fibrose
vorliegt, ist keine Korrelation mit dem Fibrosegrad beschrieben. (117) Unsere Ergebnisse
zeigten, dass eine erhéhte MMP-9 Expression stark mit der schnellen Rezirrhose im ersten
Jahr zusammenhangt. AulRerdem korrelierte die erhohte Expressionsrate auch sehr gut mit

dem ELF-Wert, was dessen friih-diagnostischen Einsatz zur Fibrosedetektion unterstreicht.
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Wie schon beschrieben, kodiert das Gen ACTA2 fir a-SMA, welches ein fibrosetypischer
Bestandteil des Zytoskeletts der HSC ist. Dementsprechend ist die Genexpression bei
fortschreitender Fibrose erhoht. (65, 122) Wie das COL1A1 ist es eines der Schllsselgene, die
die Fibroseprogression anzeigen. Es Uberrascht also nicht, dass sich eine Korrelation der

Genexpression mit dem ELF-Wert zeigte.

Die fibrosetypischen Vorgdange auf histologisch-molekularbiologischer Ebene werden vom
serumspezifischen ELF-Test gut widergespiegelt. Dies wird durch die Korrelationen mit

weiteren fibrosespezifischen Markern wie dem TGFb1, dem TMP1 und dem PDGFb bestatigt.

Lediglich eine Korrelation des ELF-Wertes mit der Expression der Metalloproteinase 1 konnte
nicht nachgewiesen werden. Auch konnte die erh6hte Expression die Fibroseprogression nicht
vorhersagen. Die Aussagen der Literatur zur MMP-1 Produktion in der Fibrogenese bzw.
Fibrolyse sind unterschiedlich. (21, 110, 117, 123) Zwar findet man ihre mRNA in HSC,
Makrophagen und Hepatozyten, allerdings bleibt die Expression wahrend der Fibrose meist

konstant. (119, 124) Die Korrelation mit dem Fibrosegrad ist deshalb oft insignifikant. (125)

Die zweite studieninterne Validierung der ELF-Werte erfolgte mittels der immunhisto-
chemischen Farbung der Lebergewebeproben zur Darstellung der a-SMA-positiven HSC. Das
bereits im Literaturteil beschriebene Aktin wird, wie das Kollagen |, von aktivierten HSC
produziert. Im Rahmen dieser Arbeit konnte nur eine kleine Anzahl von Proben untersucht
werden. Deshalb erfolgte die Auswertung der a-SMA-Anfarbung in drei Stufen: wenig, mittel
und viel Anfarbung, anders als beispielsweise bei Elzamly et al. wo in fiinf Stufen

unterschieden wurde. (66)

Es konnte nachgewiesen werden, dass die a-SMA-Produktion die Aktivierung der HSC und
damit einen entscheidenden Teil der Fibrogenese widerspiegelt. (62, 126) Somit lieR sich
vermuten, dass eine starkere Anfarbung mit einer gesteigerten Fibrogenese einhergeht.
Abbildung 16 zeigt die Verteilung der Proben je nach Rezirrhosegruppe. Es ist eine schwache
Tendenz zu erkennen, auch wenn nur etwas mehr als die Halfte der IHC-Farbungen mit viel
a-SMA von Patienten stammen, die innerhalb des ersten Jahres eine Rezirrhose entwickelten.
Eine groRere Fallzahl hatte vermutlich zu statistisch eindeutigeren Ergebnissen gefihrt.
Gegebenenfalls hdtte dann auch eine Korrelation mit dem Fibrosegrad nach Desmet

nachgewiesen werden kdnnen.
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Laut Varma et al. kommt es schon zu Beginn der fibrotischen Verdanderungen im
Leberparenchym zur vermehrten a-SMA-Produktion. Es l3sst sich also annehmen, dass auch
das a-SMA als pradiktiver, wenn auch invasiver Marker fur die Fibroseprogression eingesetzt
werden kann. (66, 127) Deshalb untersuchten wir den Zusammenhang des initialen
ELF-Wertes mit der Farbungsintensitdt der zugehorigen Biopsien. Es zeigte sich ein
signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen Farbungsintensitaten. Dies
unterstreicht erneut die diagnostische und prognostische Funktion des ELF-Tests im Rahmen
der Fibrogenese. Ein medianer ELF-Wert von 11,4 korrelierte mit einer hohen o-SMA-
Produktion und -Anfarbung im Biopsat und damit mit einer schnellen Rezirrhose post LT. Auch
der Abgleich der Farbungsintensitat mit der ACTA2-Genexpression bestatigte den positiven
Zusammenhang zwischen der mRNA-Expression in der gPCR und der immunhistochemischen

Protein-Farbung.

Somit spricht nicht nur die klassische histologische Auswertung fir die diagnostische Prazision
des ELF-Tests fiir Fibrose, sondern sie wird auch auf molekulargenetischer und immunbhisto-
chemischer Ebene bestatigt. Zudem lasst die gute Korrelation mit den zu Beginn der Fibrose
vermehrt produzierten Markern bereits die pradiktive Funktion des ELF-Tests vermuten, die

im nachsten Kapitel diskutiert wird.

5.2 Einsatz des ELF-Test zur Fibrosepradiktion nach LT

Patienten nach LT sind nicht vor einer Rezirrhose geschiitzt. Die Geschwindigkeit der
Fibrosierung im ersten Jahr nach LT ist entscheidend fiir die Uberlebenszeit des Transplantats.
Die Identifizierung gefdhrdeter Patienten ist von grofler Bedeutung, da sie den frihzeitigen
Beginn einer Therapie ermoglicht und damit das Transplantat vor der Entwicklung

signifikanter Schaden schitzen kann. (128)

Der Fokus der aktuellen Forschung liegt dabei auf der Untersuchung nicht-invasiver
Methoden, die zum einen den aktuellen Fibrosegrad widerspiegeln kénnen und zum anderen

eine mogliche Fibroseprogression vorhersagen.

Die mediane Uberlebenszeit der Patienten mit Rezirrhose innerhalb des ersten Jahres lag bei
5,94 (KI 95 % 1,44 - 10,44) Jahren und nur 18,2 % dieser Gruppe Uberlebten 10 Jahre. Dies ist
im Vergleich zu den aktuellen 10-Jahreslberlebensraten, die im Falle der meisten LT-

Indikationen sogar die 70 % Ubersteigen, ein erschitterndes Ergebnis. (129)
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Die Untersuchung der Serumwerte im Verlauf der Zeit (T1- T3, s. Abbildung 10 - Verdnderung
der Biomarker nach Transplantation) lasst erkennen, dass die Patienten, die eine friihe
Rezirrhose erlitten, deutlich hohere ELF-Werte beziehungsweise Fibrosemarker-
Konzentrationen zeigen. Bei Betrachtung der Werte der frihen Rezirrhosegruppe, die nach 3,
6 und 12 Monaten verfligbar waren, fallt auf, dass mit Ausnahme des TIMP-1 sowohl der
ELF-Wert als auch die Serumkonzentrationen von HA und PIIINP zum Zeitpunkt T, am
héchsten waren. Dies entspricht in dieser Gruppe einem Zeitpunkt etwa 6 Monate nach LT.
Normalerweise wird fiir lebertransplantierte Patienten erst ein Jahr nach der Operation eine
Biopsie empfohlen. Hierdurch sollen Risikopatienten rechtzeitig detektiert werden. (130) Die
Patienten der schnellen Progressor-Gruppe wiesen allerdings bereits in der Einjahresbiopsie
zirrhotische Veranderungen (F3/4) auf. Auch Zimmermann et al. zeigten in ihrer Studie, dass
fur rezirrhotische HCV-Patienten nach LT oftmals die Einjahresbiopsie zu spat kommt. Deshalb
empfehlen sie eine vollstandige Evaluation nach 6 Monaten einschlieBlich einer Leberbiopsie.

(30)

Auch Crespo et al. empfehlen die friihere Untersuchung der Lebertransplantierten. Ein halbes
Jahr nach LT hat sich die gesundheitliche Situation der meisten Patienten stabilisiert und der
Verletzungsgrad des Transplantats ist in der Regel gering. (128) Die Studie von Crespo et al.
untersuchte nicht-invasive Tests auf die pradiktive Aussagekraft in einem Kollektiv HCV
positiver Patienten mit hohem Rezidivrisiko. Es zeigte sich, dass APRI, FIB-4 und ELF bereits 6

Monate nach LT Risiko-HCV-Patienten identifizieren konnten.

Fir die Abgrenzung der Risiko-Patienten berechneten Crespo et al. Grenzwerte der jeweiligen
Tests. Auch wir berechneten mittels ROC-Analyse einen Grenzwert fir den ELF-Test, der die
Patienten, die bereits im ersten Jahr nach LT eine Rezirrhose entwickeln, von den anderen
Patienten unterscheiden kann. Bei Patienten mit einem ELF-Wert von 11,02 drei Monate nach
LT kann mit 77,8 % Sensitivitat und 81,2 % Spezifitat die Rezirrhose innerhalb des ersten Jahres
nach LT vorhergesagt werden. Zur besseren Vergleichbarkeit mit Ergebnissen anderer Studien
wurde auch die pradiktive Funktion des ELF-Werts bei der Abnahme 6 Monate nach LT
Uberprift. Obwohl sich zu diesem Zeitpunkt die hochsten ELF-Werte messen lieRBen, zeigten
sich hier eine etwas geringere Sensitivitat (66,7 %) und Spezifitat (93,7 %) flir einen ELF-Wert

von 11,32 als Grenzwert.
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Crespo et al. ermittelten einen ELF von > 10,5 als Cut-Off-Wert fiir die Identifikation fir Risiko-
HCV-Patienten nach LT. Dieser ist etwas niedriger als die 11,02 beziehungsweise 11,32, die
sich bei unserer Analyse der ELF-Werte drei/sechs Monate post-LT ergaben. Der Vergleich der
AUROC (Crespo: 0,827; 3 Monate: 0,823; 6 Monate: 0,792) fiihrt ebenfalls zu dem Schluss,
dass in unserem Kollektiv die besten pradiktiven Werte fiir die Rezirrhose innerhalb des ersten
Jahres schon mithilfe der Seren zum Zeitpunkt T; erreicht werden. Pungpapong et al.
untersuchten in ihrer Studie die Serum- und Gewebeproben drei bis acht Monate post-LT. Sie
geben zu bedenken, dass in der unmittelbar postoperativen Periode die Leber noch stark
durch mogliche Infektionen, eine eingeschrankte Durchblutung, die Wiederaufnahme der
Gallenfunktion und immunologische Effekte belastet sein kann. Die frihen Serumwerte
kdnnen deshalb auch Parenchymverletzungen und Wundreaktionen widerspiegeln. (131)
Allerdings zeigten sowohl bei ihnen die friihe HA-Konzentration als auch bei uns die
Serummarker, dass sie eine hohe Vorhersagekraft fiir das Fortschreiten der Fibrose haben.
Dennoch kann dies eine Erklarung fiir den Unterschied zum ELF-Schwellenwert der Studie von

Crespo sein.

Betrachtet man diese Ergebnisse, lasst sich vermuten, dass fiir die Pradiktion der Rezirrhose
nach LT frih entnommene Serumwerte eine sehr gute Aussage Uber die Fibroseprogression
zulassen. Zu welchem Zeitpunkt genau der ELF-Wert die besten pradiktiven Aussagen macht,
musste allerdings in einer prospektiv angelegten Studie mit einer groRRen Patientenzahl
Uberprift werden. Sicher ist jedoch, dass dieser Messzeitpunkt nicht erst ein Jahr nach LT

liegen sollte.

Eine weitere wichtige Erkenntnis konnten wir durch die lange Beobachtungszeit der Patienten
gewinnen. Fir Patienten, die im ersten Jahr noch keine Auffdlligkeiten bezlglich einer
Rezirrhose aufwiesen, zeigte sich in der Serumentnahme ein Jahr nach LT bereits ein
deutlicher Unterschied zwischen den Patienten, die nach 3-5 Jahren eine Rezirrhose
entwickelten und zwischen denen, die auch nach 5 Jahren noch ohne fortgeschrittene Fibrose
waren. Betrachtet man hier den Verlauf der Werte innerhalb der ersten drei Jahre, fallt auf,
dass die Serumwerte der Fibrosemarker fiir die Nonprogressor deutlich sanken, wahrend sie
in der mittleren Rezirrhosegruppe kontinuierlich stiegen, beziehungsweise im Falle von PIIINP
konstant erhoht blieben (Abbildung 10). Auch die ROC-Analyse zur Schwellenwert Ermittlung

des ELF zeigte, dass bei einem ELF von 10,40 das Wiederauftreten einer Zirrhose innerhalb
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von 5 Jahren nach LT mit 75 % Sensitivitat und Spezifitat vorhergesagt werden kann (AUROC:
0,746 (95 % K1 0,594 - 0,898)).

Parkes et al. zeigten, dass der ELF-Test als pradiktiver Marker zur Langzeitprognose fiir
Patienten mit CLD eingesetzt werden kann. (81) lhre Analyse ergab fiir einen ELF-Wert von
9,49, dass das Auftreten eines Leber-assoziierten Ereignisses innerhalb eines 6-Jahre langen
Zeitraums mit einer Sensitivitat von 84 % und einer Spezifitat von 81 % vorhergesagt werden
kann (AUROC: 0,87). Im Gegensatz zu Crespo et al. wurden hier deutlich mehr Atiologien mit
einbezogen (u. a. HCV, ALD, NASH, PBC, AlH), wodurch sich eine groRere Relevanz im Vergleich

mit unseren Ergebnissen ergibt.

Ein Nachteil der Studie von Parkes war, dass die Patienten zum Zeitpunkt der Aufnahme nicht
dasselbe Ausmal’ der chronischen Lebererkrankung zeigten. Es bleibt auch unklar, welche
Therapien vor Aufnahme in die Studie eingesetzt wurden und eventuell zu einer temporaren
Verbesserung der CLD und damit auch einer Senkung der ELF-Werte gefiihrt haben kdnnten.
Die Spenderlebern, die unsere Patienten erhielten, waren durch unterschiedliche
Spenderkriterien (unterschiedliches Alter etc.) ebenfalls nicht auf dem exakt gleichen
gesundheitlichen Ausgangsniveau. Sie erfiillten jedoch die Spenderkriterien und stellen damit
ein homogeneres Ausgangskollektiv dar als das von Parkes et al. Dies kann ein Grund dafir
sein, warum der Schwellenwert bei Parkes etwas weniger als eine Einheit unter unserem liegt.
Auch die unterschiedlichen Zeitraume, die betrachtet wurden, kénnen ausschlaggebend sein.
In unserem Kollektiv war dieser ein Jahr kiirzer. Zudem setzt sich unsere Rezirrhosegruppe aus
zwei selektierten Untergruppen zusammen. Hier werden nur die Patienten betrachtet, die
innerhalb von einem Jahr oder nach 3 - 5 Jahren eine Rezirrhose entwickelten. Patienten, die

dazwischen rezirrhotisch wurden, bleiben unbeachtet.

Eine weitere Moglichkeit, die Vorhersagekraft des ELF zu beurteilen, ergab sich durch den
Vergleich der Mediane der friihestmdoglich verfligbaren Fibrosemarker. Die Abbildung 19 -
Rezirrhose im Zusammenhang mit der friihen Serumentnahme - zeigt die Unterschiede
zwischen den drei Gruppen. Fir die Differenzierung zwischen mittlerer und keiner
Rezirrhosegruppe zeigt sich ein deutlicher Unterschied bei den ELF, PIIINP und TIMP-1 Werten
(p<0,05). Noch eindriicklicher zeigt sich hier, dass die Fibrosemarker der friihen
Serumentnahme sehr genau zwischen den Patienten differenzieren kdnnen, die innerhalb

eines Jahres rezirrhotisch werden und denen, die keine Rezirrhose entwickeln (p < 0,03). Zu
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beachten ist allerdings, dass die friilhe Serumentnahme je nach Rezirrhosegruppe zu
unterschiedlichen Zeitpunkten stattfand. Bei den Patienten mit Rezirrhose innerhalb des
ersten Jahres fand sie nach drei Monaten und nicht nach 12 Monaten statt, wie bei den
anderen beiden Gruppen. Fir die vorerst unauffalligen Patienten waren die Kontrollseren zu
diesem Zeitpunkt nicht verfiigbar. Durch diese zeitliche Differenz wird die Vergleichbarkeit der
Werte in Frage gestellt. Innerhalb eines Jahres kann es zu einer deutlichen Beeinflussung des
ELF-Wertes durch Therapieanpassungen, Lebensstilveranderungen etc. gekommen sein. Wie
vorangehend erwdhnt, nimmt der Heilungsprozess nach Transplantation einen gewissen
Zeitraum in Anspruch. Dieser war vermutlich bei den 3-Monatsproben noch nicht vollstandig
abgeschlossen. Die Ergebnisse sind dementsprechend mit Vorsicht zu betrachten. Zur
Validierung wadre eine prospektiv angelegte Studie wiinschenswert, da so einerseits der
bestmogliche Zeitpunkt zur Serumentnahme mit pradiktivem Vorhersagewert ermittelt und
andererseits noch bessere Ergebnisse zur Langzeitprognosefunktion des ELF bei Patienten

nach LT gemacht werden kénnten.

Wie oben beschrieben, zeigt die Hyaluronsdure als einzige keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Zirrhosegruppen an. Auch bei Betrachtung der Veranderung der Biomarker tiber
die Zeit (Abbildung 10) fallt ein etwas unregelmaRiger Verlauf der HA mit einem deutlichen
Anstieg nach 6 Monaten in der frihen Rezirrhosegruppe auf. Dies hangt vermutlich damit
zusammen, dass die Hyaluronsaure Spiegel auch in gesunden Individuen die groRte Varianz
der drei Serummarker zeigen. Dennoch werden diese Varianzen durch den zur Berechnung
des ELF-Wertes verwendeten natirlichen Logarithmus ausgeglichen, sodass der ELF-Wert
selbst ausreichend genau zu analytischen Zwecken verwendet werden kann. (111)
Schwankungen des HA-Spiegels zwischen Mannern und Frauen, Jungen und Alten, je nach
Abnahmezeit, vorheriger Mahlzeit und Entziindung bzw. Infektion sind bekannt. (2, 132, 133)
Deshalb ist die HA zur Unterscheidung von friihen fibrotischen Veranderungen zu nicht-
fibrotischen Lebererkrankungen oder normalen Kontrollen etwas unterlegen im Vergleich zu

den anderen Serummarkern des ELF und des ELF-Scores selbst.

Weitere Einflussfaktoren, die speziell auf unser Kollektiv zutreffen, kénnen in der
angewandten Therapie zu finden sein. 27 % der frih rezirrhotischen Patienten (75% der HCV-

Positiven dieser Gruppe) erhielten post-LT eine Interferon-Therapie. Diese blieb allerdings
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ohne dauerhaften Therapieerfolg und kénnte fir den Anstieg der HA 6 Monate nach LT

mitverantwortlich sein (Abbildung 10). (132, 134)

Die Vorteile der nicht-invasiven Tests sind jedoch nach wie vor eindeutig. Sie sind fast immer
anwendbar (> 95 %), gut reproduzierbar und weit verbreitet. (135) Mogliche Stérfaktoren, wie
sie zum Beispiel bei der Hyaluronsdure vorhanden sind, gibt es bei fast jedem Test. Deshalb
ist es sinnvoll, neben der Untersuchung der Serummarker auch auf eine andere Form der
nicht-invasiven Tests zuriickzugreifen. Hierbei handelt es sich um bildgebende Verfahren, wie
beispielsweise die Transient Elastography (TE, FibroScan®). Sie messen sonographisch die
Lebersteifigkeit (136, 137). Im klinischen Alltag wird diese Methode ergidnzend bis Biopsie-
ersetzend zur Diagnostik der Fibrose bei Patienten mit chronischen Lebererkrankungen
angewandt. (137, 138) An seine Grenzen kommt die TE vor allem bei Ubergewichtigen
Patienten, Aszites und mangelnder Erfahrung des Untersuchers. (139) In der EASL-ALEH-
Leitlinie (European Association for the Study of the Liver, Asociacion Latinoamericana para el
Estudio del Higado) wird deshalb eine Kombination von Serummarkern und TE zur
Fibrosedetektion bei HCV Patienten empfohlen. Je nach Grundatiologie werden
unterschiedliche Reihenfolgen und Kombinationen der nicht-invasiven Tests empfohlen. Denn
dadurch verbessert sich nicht nur die diagnostische Genauigkeit, sondern auch die pradiktive

Vorhersagekraft.

Mit Blick auf unser Kollektiv wire deshalb die Uberpriifung der diagnostischen und
prognostischen Funktion des ELF mithilfe der TE und der Messung der Lebersteifigkeit
interessant gewesen. Aufgrund des retrospektiven Studiendesigns war dies allerdings nicht
moglich. Ahnliches gilt mit Blick auf weitere bekannte Pradiktoren fiir die Fibroseprogression
nach LT. Hierzu gehdren, wie im Kapitel 2.1.3 Risikofaktoren beschrieben, auch genetische

Eigenschaften wie PNPLA3 oder der CRS.

Auch die Kombination verschiedener Serummarker, wie beispielsweise die gemeinsame
Betrachtung von ELF und APRI, hat in der Vergangenheit gute pradiktive Ergebnisse erzielt.
(140) Fir manche Kombinationen von Serummarkern scheint die prognostische Funktion zum
Teil sogar der diagnostischen (iberlegen. (18) Sicher ist, dass der ELF-Test ein validierter
diagnostischer Test ist - sowohl einzeln als auch in Kombination mit anderen nicht-invasiven
Tests. Zukiinftige Studien sollten deshalb zusatzlich untersuchen, welche optimalen Test-

Kombinationen die beste Vorhersage der Fibroseprogression erzielen. (139)
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5.3 Kritische Betrachtung des Studiendesigns und der Untersuchungsmethoden

Dank der langen Beobachtungszeiten der Patienten, die in Mainz seit 1997 lebertransplantiert
wurden, konnte retrospektiv untersucht werden, wann eine Vorhersage des Fortschreitens
der Fibrose nach Transplantation moglich gewesen ware. Daraus lassen sich Riickschliisse
ziehen, welches Vorgehen in Zukunft fiir die friihzeitige Erkennung einer Fibroseprogression

hilfreich sein konnte.

Die geringe Anzahl der Patienten mildert die statistische Aussagekraft der Ergebnisse. Obwohl
insgesamt 644 Lebertransplantationen im Zeitraum von 1997 bis 2010 in Mainz durchgefiihrt
wurden, umfasst das im Rahmen dieser Promotion ausgewertete Kollektiv nur 47 Patienten.
Dass nicht mehr der Patienten fiir die durchgefiihrten Untersuchungen in Frage kamen, hat
verschiedene Griinde. Wie unter 3.1 im Kapitel Methodik erwahnt, wurde die KollektivgréRe
vor allem durch die Patientenzahl der schnellen Rezirrhosegruppe limitiert. Bei den Patienten
mit Rezirrhose im ersten Jahr nach LT handelt es sich um eine kleine und zum Gliick auch
immer kleiner werdende Gruppe. Einen groBen Anteil machen hier die Patienten mit HCV
Infektion und cholestatischem Verlauf aus. Dank neuer Therapiemdglichkeiten, die auch nach
der Transplantation friihzeitig eingesetzt werden kdnnen, ist es moglich HCV Rezidive und die
damit einhergehende Fibrosierung der Leber zu vermeiden. Dies gelingt aber nur, wenn es
rechtzeitig Hinweise auf ein Wiederauftreten der Grunderkrankung gibt. Kontrollbiopsien, die

in der Regel erst ein Jahr post-LT durchgefihrt werden, sind manchmal schon zu spat.

Ein weiterer Grund fir die beschrankte GroRe des Kollektivs ist durch technische Grenzen
bedingt. Die Konzentrationen der Biomarker wurden aus eingefrorenen Proben bestimmt.

Nicht fur alle Patienten waren diese zu den festgelegten Zeitpunkten T1 - T3 verfiigbar.

Bei den Blutentnahmezeitpunkten T1- T3z werden enge Zeitrdume beschrieben, in denen die
Blutentnahmen erfolgten. Aus logistischen Griinden ist es nicht moglich, die Patienten immer
genau zu einem gewissen Stichtag einzubestellen. Viele der Blutentnahmen wurden zudem je
nach individuellen Symptomen angeordnet. Es wurde versucht, die Schwankungen um die

Zeitpunkte moglichst gering zu halten.

Der ELF-Test ist fiir verschiedene Atiologien validiert worden. Zu ihnen gehéren die NAFLD,
Hepatitis B und C, PBC, PSC und ALD (72, 76-79, 141). Fast alle dieser Studien konzentrieren
sich dabei auf die Validation einer Atiologie, wihrend im Rahmen dieser Arbeit viele

verschiedene Atiologien zusammen ausgewertet wurden. Die Referenzwerte, die der
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Hersteller des ELF-Tests (Siemens Healthcare) angibt, wurden von Lichtinghagen et al.
Uberprift, die neben gesunden Blutspendern nur Patienten mit chronischer Hepatitis C (2)
betrachteten. Parkes et al. untersuchten den ELF-Wert bei 457 Patienten mit CLD Uber einen
Zeitraum von im Median 7 Jahren (81). Ob die ELF-Wert-Grenzen fir die Detektion der Fibrose
fiir alle Atiologien der CLD immer gleich sind, ist jedoch nicht final geklart. (142) Dies mag auch
der Grund dafiir sein, weshalb der ELF-Test zwar fiir viele Atiologien validiert ist, auBerhalb
der Hepatologie aber nicht weit verbreitet eingesetzt wird. (139) Die Anwendung des ELF-
Tests zur Kontrolle einer moglichen Rezirrhose nach LT, wie in unserem Fall, fand bisher kaum
Anwendung. Nur Crespo et al. untersuchten an HCV positiven Patienten diverse nicht-invasive
Methoden zur Detektion der friihen Fibroseprogression nach LT. (128) Darunter fanden sich
neben dem FIB-4 und APRI auch der ELF-Test. Zur Diagnose der Fibroseprogression nach LT
bei Patienten mit CLD anderer Atiologien wurde er noch nicht eingesetzt. Wie im vorherigen
Abschnitt beschrieben, ist jedoch gerade die Detektion der friihen Fibroseprogression sehr
wichtig. Deshalb wird auch dringend empfohlen, eine prospektive Untersuchung bei Patienten

nach LT durchzufiihren.

Die CLD, die bei unseren Patienten zur LT flhrten, finden sich in der Liste der elf haufigsten
Indikationen zur LT (s. Abbildung 6). In allen drei Zirrhosegruppen waren die haufigsten zur LT
fihrenden Ursachen alkoholinduzierte Schaden und virale Infektionen (s. Abbildung 7). Die
drei Gruppen stehen also reprasentativ, wenn auch in kleiner Fallzahl, fiir die Patienten nach

Lebertransplantation.

Unsere Transplantatempfanger waren vor allem mannlich und im Median 54 (47,5 - 60,4)
Jahre alt. Im Vergleich mit den Auswertungen des OPTN (Organ Procurement and
Transplantation) und dem SRTR (U.S. Scientific Registry of Transplant Recipients) fallt auf, dass
die Mainzer Transplantatempfanger etwas jinger waren. In den USA waren die Patienten auf
der Warteliste im Jahr 2017 tGberwiegend zwischen 50 - 64 Jahre alt, mannlich und weiR. (99)
Unterschiede ergeben sich durch die unterschiedlichen Transplantationszeitraume. Der Anteil
der Uber 65-Jahrigen ist in den letzten 10 Jahren kontinuierlich angestiegen und macht nun

22,9 % aus, wahrend der Anteil der 50 — 64-Jahrigen iber die letzten 5 Jahre gesunken ist. (99)

Nicht nur das Empfangeralter hat sich in den vergangenen Jahren verandert. Im Zeitraum von

1997 bis 2010 — dem Zeitraum der betrachteten Transplantationen — haben sich auch
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OP-Techniken, die immunsuppressive Therapie, die Infektionspravention und die Pravention

nicht-infektioser Komplikationen sowie die Kriterien der Organverteilung verandert. (129)

Bis 1999 wurde in Deutschland zur Einschatzung der Patienten auf der Warteliste der Child-
Torcette-Pugh Score verwendet, welcher die Patienten mithilfe von drei objektiven
(Serumalbumin, Serumbilirubin und Prothrombinzeit) sowie zwei subjektiven Parametern
(Aszites und Enzephalopathie) beurteilt. (143) Im Anschluss galt das ELAS (Eurotransplant Liver
Allocation System), welches die Dringlichkeit, die Wartezeit und einen Regionalfaktor
beriicksichtigte. Ab 2006 (ibernahm man auch in Deutschland den in den USA bereits seit 2002
angewandten MELD-Score (Model for End-stage Liver Disease), der das Uberleben innerhalb
der nachsten 3 Monate ohne LT schatzt. Es zeigt sich eine Verschiebung von einer
individuellen zu einer dringlichkeitsbasierten Organzuteilung, welche mit einem
kontinuierlichen Anstieg der Einjahresmortalitdt einhergeht. Diese ist laut Seehofer et al. zum
einen der Allokationsdanderung geschuldet, zum anderen aber auch dem zunehmenden
Spenderalter und anderen negativen Spenderfaktoren. (98) Die Verdnderungen sind bei
Betrachtung des Kollektivs dieser Arbeit zu beachten. Eine zusatzliche Unterteilung der
Patienten in die drei verschiedenen Allokationsabschnitte, wie sie auch in anderen Studien
erfolgte (144), ware gegebenenfalls sinnvoll gewesen. Die Operationsdaten der schnellen
Progressor-Gruppe beispielsweise erstrecken sich von Marz 1998 bis Dezember 2010. Eine
Alternative ware auch die Beschrankung des Beobachtungszeitraums auf einen der Abschnitte
gewesen. Allerdings hatte ein komprimierterer Zeitraum, ebenso wie eine Unterteilung in
weitere Subgruppen, zu noch kleineren Patientenkollektiven gefiihrt, welche die Aussagekraft

der Daten deutlich gemindert hatten.

Wie im Literaturteil beschrieben, ist die Leberbiopsie immer noch der Goldstandard zur
Evaluation des aktuellen Fibrosestadiums. Die Auswertung erfolgte auch in Mainz durch zwei
voneinander unabhdngig arbeitende Pathologen. Aufgrund des langen Zeitraums konnten die
Auswertungen nicht konsequent durch dieselben Pathologen gemacht werden, sodass dies zu
unterschiedlichen Einschdtzungen der Fibrosestadien gefiihrt haben kann. (47) Auch ein
sampling Error kann im Rahmen der Leberblindpunktion des rechten Leberlappens post LT
auftreten. (145-148) Die histologische Auswertung bildet jedoch die Basis fiir die
anschlielende Zuordnung der Patienten zu den Rezirrhosegruppen und wird als Referenz fiir

die Ergebnisse des ELF-Tests verwendet. Dabei erfolgte die Zuordnung zu den
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Rezirrhosegruppen nach dem erstmaligen Auftreten einer Rezirrhose in der Biopsie. Die
Schwankungen der Fibrosegrade kdnnen zum einen durch die Wechsel zwischen den
Pathologen, zum anderen aber auch durch eine positive Reaktion auf die Therapie, den

Wechsel des Lebensstils, etc. bedingt sein.

Obwohl 138 Serumproben ausgewertet wurden, korrelierten nur 54 Biopsien zeitlich direkt
mit den Serumproben. Nicht bei jeder Blutentnahme erfolgte eine Kontrollbiopsie. Nur wenn
die Blutwerte tatsachlich Auffalligkeiten zeigten und ausreichend Abstand zur vorherigen
Biopsie eine weitere Kontrolle rechtfertigte, bestand die Indikation fiir eine zusatzliche Biopsie
zur weiteren Abklarung und zum Ausschluss einer akuten AbstolRung. Ansonsten sind

zusatzliche Biopsien ethisch nicht vertretbar.

Der von uns verwendete ELF-Test gehort zu den am besten validierten nicht-invasiven Tests
der Leberfibrosediagnostik. Er zeichnet sich aus durch sein breites Einsatzspektrum und die
Reproduzierbarkeit. (139) Dabei ist er sehr robust: Verfdlschungen der Werte durch Einfrieren
und Auftauen konnten nicht nachgewiesen werden. Auch zeigen sich keine nennenswerten
Unterschiede zwischen frischen und eingefrorenen Seren. (149) Eine Limitation ist allerdings,
dass nicht bei allen Patienten der ELF-Wert mithilfe der Fibrosemarkerkonzentrationen
berechnet werden konnte. Fiir Konzentrationen der Fibrosemarker aullerhalb der von
Siemens definierten Testbereiche kann der ELF-Wert nicht berechnet werden. Diese liegen bei
3,5 - 1300 ng/ml fur TIMP1, 0,5 - 150 ng/ml fir PIIINP und 1,6 - 1000 ng/ml fiir HA. (1) Zudem
ist der ELF nicht unabhangig von Einflussfaktoren. Zu ihnen zahlt zunachst das Geschlecht. Die
Auswertung der Blutproben von Blutspendern zeigte, dass Manner signifikant hohere Werte
als Frauen zeigen. (2, 149) Auch das Alter spielt eine Rolle. Ein hoheres Alter gilt als leichter
Entziindungsstand und ist mit Fibroseprogression assoziiert, vermutlich aufgrund der
erhohten Vulnerabilitdat durch Umweltbedingungen, wie beispielsweise oxidativen Stress.
(150-152) Lichtinghagen et al. sehen einen deutlichen Unterschied zwischen unter und tber
30-jahrigen. Auch Dellavance et al. wiesen nach, dass es zu einem Anstieg des ELF-Werts mit
steigendem Alter kommt. In ihrem Kollektiv stellte sich auerdem heraus, dass Patienten mit
einem hdheren BMI auch einen héheren Wert im ELF-Test erzielten. Dabei wiesen sie darauf
hin, dass die oftmals mit fortschreitendem Alter beobachtete Gewichtszunahme beachtet
wurde, sich aber keine Korrelationen zwischen Alter und BMI zeigten. Beide Parameter

konnten als eigenstandige Einflussfaktoren identifiziert werden. (149) Auch der Zeitpunkt der
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Blutentnahme beeinflusst den ELF-Wert. Dieser war bei Entnahmen am Nachmittag bei
Lichtinghagen et al. deutlich héher als der am Morgen ermittelte ELF-Wert. Es wurde ein
Zusammenhang mit der Essensaufnahme vermutet. (2) Diese wirkt sich vor allem auf die
Hyaluronsaurespiegel aus. (133) Deshalb erfolgte die Blutentnahme bei unseren Patienten

morgens im niichternen Zustand.

Wir nutzten die qPCR zur Bestimmung der relativen Gen-Expression. Diese ist aktuell die
genaueste Methode zur Darstellung kleinster Veranderungen der Genexpression und deutlich
effizienter, sensitiver und weniger arbeitsaufwandig als beispielsweise der Northern Blot.
Allerdings ist bei der gPCR die Wahl der Referenzgene (RG) zur Normalisierung der Werte zu
beachten. Die Auswertung der Gewebeproben unserer Patienten erfolgte mithilfe des
Referenzgens GAPDH, welches zu den meist verwendeten RGs gehort. Es ist, wie viele der
anderen RGs auch, anfillig fir den Einfluss verschiedener biologischer Faktoren. (153) Je nach
Studiendesign konnen die verwendeten Gene zu unterschiedlichen Ergebnissen fiihren. (154)
Chapman et al. empfehlen deshalb mindestens zwei Referenzgene zur Normalisierung zu
verwenden. Allerdings wird dies in der aktuellen Forschung selten umgesetzt. Da das am
besten validierte Gen die GAPDH ist, wurde es auch in unserem Kollektiv als Referenzgen
verwendet. (153) Eine Alternative stellte die Messung der absoluten Gen-Expression dar.
Diese ist zwar unabhangig von der Variation der RGs, es kann aber zu Fehlern bei der Erstellung

einer Standardkurve kommen.

Um die Fibrose auf einer weiteren Ebene zu sichern, erfolgte eine immunhistochemische
Farbung der Lebergewebeproben zur Darstellung der a-SMA-positiven HSC. Aufgrund der
beschrankten Probenanzahl konnte bei der Auswertung nur in drei unterschiedliche
Anfarbungsstufen unterteilt werden. Grund dafiir war die Verhinderung einer zu kleinen
Gruppengrole, die eine statistische Auswertung unmaglich gemacht hatte. Es lieR sich zudem
keine Korrelation zum Fibrosegrad nachweisen, wie es bei Elzamly et al. der Fall war. Dort
wurde zum einen eine grofRere Stichprobe untersucht, zum anderen erfolgte die

Diskriminierung mithilfe der Anzahl der gefarbten mesenchymalen Zellen in 5 Stufen. (66)
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6 Zusammenfassung

Bei Patienten, die eine Lebertransplantation (LT) erhalten haben, sind regelmaRige Kontrollen
notwendig, um das Wiederauftreten einer Fibrose friihzeitig zu erkennen. Bis dato ist der
Goldstandard zur Diagnostik der Fibrose bei Patienten mit chronischen Lebererkrankungen
die Leberbiopsie. Dieses Verfahren ist invasiv und kann mit Komplikationen wie beispielsweise
Blutungen einhergehen. Deshalb ist es wichtig, nicht-invasive pradiktive Serum-Marker zu

finden, die eine Progression der Fibrose bis zur Zirrhose vorhersagen kénnen.

Der Serum-basierte Enhanced Liver Fibrosis (ELF) Wert berechnet sich aus den Fibrose-
markern PIIINP, TIMP-1 und Hyaluronsdure. Ziel dieser Arbeit war es, die Fibroseprogression
nach LT mithilfe des nicht-invasiven ELF-Tests vorherzusagen, um friihzeitig eine Therapie

einleiten zu kdonnen.

Von den 569 Patienten, die im Zeitraum von 1997 bis 2010 an der Universitatsmedizin Mainz
eine LT erhielten, erfiillten 47 Patienten die erforderlichen Kriterien und konnten je nach
Fibroseprogression in der Histologie retrospektiv einer von drei Gruppen zugeordnet werden
(Rezirrhose nach einem Jahr, nach drei bis fiinf Jahren, keine Fibrose nach fiinf Jahren). Neben
der Auswertung von Leberbiopsien wurden zu drei Zeitpunkten ELF-Werte bestimmt und die
MRNA-Expression sowie immunhistochemische Farbungen weiterer Fibrosemarker

untersucht.

Patienten mit schneller Fibroseprogression und friiher Rezirrhose zeigten im Vergleich zu
Patienten ohne Fibrose finf Jahre nach LT deutlich héhere Werte der Serum-Marker und des
ELF in der friihen Serumentnahme (pewr=0,024). Zur Abgrenzung der Patienten mit friher
Rezirrhose ermittelten wir per ROC-Analyse einen Grenzwert. Ein ELF-Wert von 11,02
3 Monate nach LT deutet mit 78 % Sensitivitat und 81 % Spezifitdt auf eine Rezirrhose
innerhalb des ersten Jahres nach LT hin. Mithilfe einer einfachen Serumentnahme kénnen so

Hochrisikopatienten friihzeitig erkannt werden.

Zur Validierung der diagnostischen Funktion des ELF-Testes innerhalb unserer Kohorte
erfolgte zudem der Nachweis der Korrelationen des ELF-Wertes mit den fibrotischen
Veranderungen auf histologischer und Genexpressions-Ebene. Die bereits bestehenden
Forschungsergebnisse bezliglich der hochprazisen, nicht-invasiven Messung der Fibrose durch

den ELF-Algorithmus wurden bestdtigt. Aus unseren Ergebnissen geht hervor, dass der ELF-
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Wert zudem genaue prognostische Informationen zur Rekurrenz der Leberfibrose

und -zirrhose nach LT liefert.

Um den ELF-Test langfristig in der Hepatologie als Prognosefaktor nach Lebertransplantation
zu validieren, sollte eine prospektiv angelegte, multizentrische Kohorte betrachtet werden.
Zukinftig  konnte  auBerdem die  Kombination  verschiedener  nicht-invasiver
Untersuchungsmethoden zu noch besseren Ergebnissen im Vergleich zum ,0ld-Standard”, der

Leberbiopsie, fiihren.
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