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1. Arbeitshypothese und Fragestellung

Schwerwiegende Folgen einer Leberzirrhose sind die Entwicklung einer
Leberinsuffizienz und einer portalen Hypertension (PH) (Ge und Runyon 2016).
Eine effektive und sichere Therapie der PH und ihrer Komplikationen stellt die
Anlage eines transjugularen intrahepatischen portosystemischen Shunts (TIPS) dar
(Grandt et al. 2004). Bei der Diagnostik, Klassifizierung aber auch als
Prognosemarker von akuten und chronischen Lebererkrankungen spielen die
Zelltodmarker M30 und M65 eine entscheidende Rolle (Bissonnette et al. 2017,
Mueller et al. 2017, Macdonald et al. 2018). Aus diesem Grund liegt das Augenmerk
dieser Doktorarbeit auf der Rolle der Apoptose- und Nekrosemarker M30 und M65
bei Patienten mit PH und TIPS-Anlage. Hierbei werden folgende Arbeitshypothesen
formuliert: a) Es besteht ein Circulus vitiosus zwischen der PH, dem hepatischen
Zelluntergang und dem Fortschreiten der Leberfibrose. Der erhohte transhepatische
Druck im Rahmen der PH flhrt zu einer Schadigung der Leber, welche sich durch
eine erhohte Zelltodrate abbildet. Dieser vermehrte Zelltod, aggraviert die
Leberfibrose. Die Verschlechterung der Leberfibrose fordert die PH und das
Auftreten einer Dekompensation, b) Die Korrektur der PH mittels TIPS fuhrt zu
einem Absinken der Zelltodmarker und c) Patienten mit einem fortgeschritteneren
beziehungsweise schwereren Leberschaden weisen ein schlechteres TIPS-
Ansprechen auf. Die Hohe der Zelltodmarker ist mit dem klinischen Ansprechen auf

die TIPS-Implantation assoziiert.

Die serologische Untersuchung von M30 und M65 vor der TIPS-Anlage, in den
leberrelevanten Kompartimenten und im longitudinalen Verlauf soll zur Uberpriifung
der oben genannten Hypothesen und Klarung folgender Fragestellungen dienen:
(1) Wie verhalten sich die Plasmakonzentrationen von M30 und M65 bei Patienten
mit PH, insbesondere im Vergleich zu Patienten mit kompensierter Leberzirrhose?
(2) Liegen Konzentrationsunterschiede von M30 und M65 zwischen den einzelnen
Kompartimenten (peripheres Blut, Lebervene und Pfortader) vor? (3) Inwiefern
beeinflusst die Reduktion der PH im Rahmen der TIPS-Anlage die Konzentration
von M30 und M65? (4) Liegt ein Zusammenhang zwischen dem TIPS-Ansprechen
und der Zelltodmarkerkonzentration vor? (5) Kénnen M30 und M65 als pradiktive

Marker fur das TIPS-Ansprechen dienen?



2. Einleitung
2.1. Leberzirrhose

Die Leberzirrhose, deren Begriff im Jahre 1819 von Rene Laennec aus den
griechischen Woértern Skirros (hart) und Kirrhos (gelb) eingefihrt wurde, ist das
Endstadium vieler verschiedener chronischer Lebererkrankungen. In Deutschland
leiden etwa eine Million Menschen an einer Leberzirrhose (Sauerbruch et al. 2013,
Balducci et al. 2016).

Die Weltgesundheitsorganisation definierte 2017: ,Cirrhosis is a diffuse process
characterized by fibrosis and the conversion of normal liver architecture into
structurally abnormal nodules that lack normal lobular organization.“ (Friedman und
Martin 2017)

Typische Vorgange bei einer Leberzirrhose sind die Degeneration, Apoptose und
Nekrose von Hepatozyten, das Ausbilden von fibrésen Septen, ein knotiger Umbau
des Leberparenchyms, eine erhohte Zellaktivitat sowie Inflammation und
Veranderungen im Gefallbett (Sauerbruch et al. 2013). Die Verdrangung von
Hepatozyten durch fibrotisches Gewebe flhrt zum Funktionsverlust der Leber (Zhou
et al. 2014). Die Entwicklung der Zirrhose kann langsam tber Jahre und Jahrzehnte
erfolgen (Wiegand und Berg 2013). Ein wichtiger Bestandteil in der kurativen
Therapie der Leberzirrhose ist die Lebertransplantation (Schuppan und Afdhal
2008). Trotzdem kodnnen sowohl die Leberfibrose als auch die Leberzirrhose,
insbesondere bei Patienten mit chronischer Hepatitis B Virus (HBV) und Hepatitis C
Virus (HCV)-Infektion, durch eine antivirale Therapie reversibel sein
beziehungsweise reduziert werden (Schuppan und Afdhal 2008, Jung und Yim
2017).

2.1.1. Hintergrund

Die Leberzirrhose und andere chronische Lebererkrankungen zeichnen sich durch
eine zunehmende Inanspruchnahme des Gesundheitssystems mit weltweit Uber 2
Millionen Todesfalle pro Jahr aus (Moon et al. 2020). Aufgrund der hohen Inzidenz,

der Schwere der Erkrankung und der begrenzten Therapiemdglichkeiten gehort die
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Leberzirrhose zu den zwanzig haufigsten Todesursachen in Deutschland (Wiegand
und Berg 2013).

Die Ursachen der Leberzirrhose sind vielfaltig. Zu den haufigsten Ursachen in
Deutschland gehdren die alkoholische Lebererkrankung (engl. alcohol-related liver
disease, ALD), die nichtalkoholische Fettlebererkrankung (engl. non-alcoholic liver
disease, NAFLD) sowie die chronische HBV und HCV Infektion (Wiegand und Berg
2013). Weitere Ursachen einer Leberzirrhose sind: Autoimmunhepatitis (AlH),
Morbus Wilson, Hdmochromatose, primar bilidare Cholangitis, primar sklerosierende
Cholangitis sowie a1-Antitrypsinmangel (Karkmann et al. 2018). Aufgrund der
Zunahme des metabolischen Syndroms und des Alkoholabusus innerhalb der
deutschen Bevdlkerung gewinnt sowohl die ALD als auch die NAFLD bei der
Entstehung der Leberzirrhose und den einhergehenden Komplikationen

zunehmend an Bedeutung (Karkmann et al. 2018).
2.1.2. Diagnostik

In frihen Stadien zeigt sich die Leberzirrhose haufig klinisch asymptomatisch (Peng
et al. 2016). Aus diesem Grund wird sie bei einer Vielzahl der Patienten erst
diagnostiziert, wenn es bereits zum Auftreten von Komplikationen kommt (Gross
2015). Zur Diagnostik dienen zum einen die Anamnese mit den relevanten
Risikofaktoren wie Alkoholkonsum, metabolisches Syndrom, Einnahme von
hepatotoxischen Substanzen oder Infektion mit HCV oder HBV (Wiegand und Berg
2013). Zum anderen koénnen bei der klinischen Untersuchung Allgemeinsymptome
wie Mudigkeit und Muskelschwund (Schuppan und Afdhal 2008) sowie die
typischen Leberhautzeichen wie ein Palmarerythem oder Spider naevi auf eine
Leberzirrhose hinweisen (Friedman und Martin 2017). Hinweise fur eine
verminderte Syntheseleistung der Leber in der klinischen Chemie sind eine
Erhéhung der International Normalized Ratio (INR) sowie eine Abnahme des
Albumins (Wiegand und Berg 2013). Die Leber dient zur Synthese von vielen
verschiedenen pro- und antikoagulatorischen Faktoren. Im Rahmen einer
Leberzirrhose entsteht ein Ungleichgewicht des Gerinnungssystems, welches sich
laborchemisch in einer Erhéhung der INR zeigen kann. Dies lasst zunachst auf eine

erhohte Blutungsneigung schlielen. Dennoch weisen Patienten mit einer



Leberzirrhose paradoxerweise ein erhohtes Risiko flr thromboembolische
Ereignisse auf (Harrison 2018). Eine Erhéhung der Transaminasen Glutamat-
Oxalacetat-Transaminase (GOT) und Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT) ist
ein laborchemisches Zeichen fur eine Leberzellschadigung (Schuppan und Afdhal
2008).

Als gunstiges, schnell verfugbares und nicht-invasives diagnostisches Mittel dient
die Oberbauchsonographie zur bildlichen Darstellung der Leber und deren
Parenchymveranderungen (Karkmann et al. 2018). Des Weiteren kdnnen eine
Splenomegalie, Aszites und sichtbare Kollateralkreislaufe sonographisch auf eine
PH deuten. Zusatzlich dient die Sonographie zur differentialdiagnostischen
Abklarung eines hepatozellularen Karzinoms (HCC) (Schuppan und Afdhal 2008,
Soresi et al. 2014). Der Goldstandard zur Diagnostik der Leberzirrhose ist die
Biopsie, welche in der Regel perkutan, jedoch auch laparoskopisch oder
angiographisch transjugular durchgefihrt werden kann. Aufgrund des erhdhten
Komplikationsrisikos wird die Leberbiopsie hauptsachlich bei unklarer Genese
sowie zur Bestimmung der inflammatorischen Aktivitat und des Fibrosestadiums
angewendet (Karkmann et al. 2018). Zur nicht-invasiven Diagnostik der
Leberfibrose dienen unter anderem die transiente Elastographie (TE) mittels
Fibroscan, der AST/Thrombozyten-Ratio Index (APRI) und der Fibrose-Score 4
(Fib-4). Durch die fibrotische Umwandlung des Lebergewebes steigt die Steifigkeit
der Leber, welche mit Hilfe der TE innerhalb kirzester Zeit und mit geringem
Aufwand elastographisch beurteilt werden kann. Hierbei sendet die
Ultraschallsonde eine Scherwelle aus, deren Ausbreitung und Geschwindigkeit
gemessen wird, wobei Werte zwischen 2,5 und 7,0 kPa fur eine gesunde Leber bis
geringes Fibrosestadium sprechen und Werte ab 12,5 kPa typisch fur eine
Leberzirrhose sind (Castera et al. 2008). Des Weiteren entwickelten Wai et al. 2003
den APRI, welcher durch die Laborbestimmung von GOT und Thrombozytenzahl
eine Fibrose sowie Leberzirrhose beim Patienten vorhersagen kann (Wai et al.
2003). Ein weiterer Score aus Laborparametern ist der Fib-4, welcher aus Alter,
GOT, GPT und Thrombozytenzahl berechnet wird (Bhat et al. 2017).

Der Verlauf der Leberzirrhose ist bei jedem Patienten unterschiedlich und von

verschiedenen Faktoren abhangig. Hierbei spielen die Ursache, das Ausmal} des
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fibrotischen Umbaus, das Auftreten von Komplikationen sowie Komorbiditaten eine
entscheidende Rolle (Romanelli und Stasi 2016). Zur Prognoseabschatzung von
Patienten mit einer Leberzirrhose dienen zum einen der Child-Pugh-Score (CPS)
und der Model for end-stage liver disease (MELD) Score. Aufgrund der erhdhten
Mortalitat von Patienten mit einer dekompensierten Leberzirrhose, welche mit dem
Auftreten von schwerwiegenden Komplikationen assoziiert ist, sind sowohl CPS als
auch MELD-Score wichtig, um Patienten mit einem erhéhten Mortalitatsrisiko zu

identifizieren (Peng et al. 2016).

Child und Turcotte entwickelten zunachst den CPS, um das operative Risiko von
Patienten, die einen portosystemischen Shunt bei Varizenblutungen erhielten,
vorherzusagen (Child und Turcotte 1964). Heute dient der CPS zur klinischen
Einschatzung der Schwere der Leberzirrhose und besteht aus folgenden
Komponenten: INR, Albumin, Bilirubin, Nachweis einer hepatischen
Enzephalopathie (HE) und Aszites im Ultraschall (Gross 2015). Jedes Kriterium wird
mit ein bis drei Punkten klassifiziert, sodass der CPS zwischen funf und finfzehn
Punkten variieren kann. Die Einteilung des CPS erfolgt in drei Stadien: A (funf und
sechs Punkte), B (sieben bis neun Punkte) und C (zehn bis fliinfzehn Punkte) (Gross
2015), wobei Patienten mit einem CPS C eine erhohte Mortalitatsrate aufweisen
(Strunk und Marinova 2018).

Um das Uberleben von Patienten vorherzusagen, die aufgrund einer PH einen TIPS
erhalten, wurde der MELD-Score entwickelt. Dieser berechnet sich aus Bilirubin,
Kreatinin und INR (Peng et al. 2016). Um das erhohte Risiko einer Hyponatriamie
einzubeziehen, kann das Serum-Natrium mit in die Berechnung bertcksichtigt
werden, was als MELD-Na Score bezeichnet wird (Martin und O’Brien 2015). Ein
MELD-Score Uber achtzehn ist mit einer signifikant erhdhten Dreimonatsmortalitat
assoziiert (Rossle 2013). Heute dient der MELD-Score Uberwiegend zur
Priorisierung von Patienten, die flr eine Lebertransplantation gelistet werden (Peng
et al. 2016).

Zur ldentifizierung von weiteren Pradiktoren flir einen schwerwiegenden Verlauf der
Leberzirrhose wurden weitere Scores in den vergangenen Jahren entwickelt und

evaluiert. Der CLIF Consortium Acute Decompensation Score (CLIF-C AD Score)
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wurde zur Berechnung der Prognose von hospitalisierten Patienten mit einer akuten
Dekompensation der Leberzirrhose ohne akut-auf-chronischem Leberversagen
entwickelt und besteht aus folgenden Komponenten: Alter, Leukozytenzahl,
Kreatinin, INR und Serum-Natrium (Jalan et al. 2015). Neben der bereits erwahnten
Assoziation eines hohen MELD-Scores beziehungsweise eines CPS C mit der
Mortalitatsrate, veranschaulichen diese Werte ebenfalls die Schwere einer
Lebererkrankung (Strunk und Marinova 2018). Auch der CLIF-C AD Score ist in der
Prognose der Mortalitat von Patienten mit einer dekompensierten Leberzirrhose von
Bedeutung (Jalan et al. 2015).

2.2. Portale Hypertension

Die gefahrlichsten und lebensbedrohlichsten Komplikationen einer Leberzirrhose
sind haufig durch eine PH bedingt. Bei der zirrhotisch bedingten PH spielen
verschiedene Mechanismen eine Rolle. Zum einen fuhrt die strukturelle
Veranderung der zirrhotischen Leber zu einem Anstieg des vaskularen
Widerstandes. Zum anderen kommt es zu einer hamodynamischen Dysregulation

im Splanchnikusgebiet (Rossle und Gerbes 2010).
2.2.1. Definition

Als eine Folge des zirrhotischen Leberumbaus zeichnet sich die PH durch einen
erhohten portalen Venendruck aus. Durch die Notwendigkeit einer invasiven
aufwendigen direkten Kanulierung der Portalvene stellt sich die direkte Messung
des portalen Venendrucks als schwierig dar (Simonetto et al. 2019). Aus diesem
Grund dient indirekt die Messung des hepatisch-venésen Druckgradienten (engl.
hepatic-venous pressure gradient, HVPG) zur einfacheren Bestimmung des
portalen Venendrucks. Dieser berechnet sich aus dem freien hepatischen
Venendruck (engl. free hepatic venous pressure, FHVP), der in der Lebervene
gemessen wird, subtrahiert mit dem Lebervenenverschlussdruck (engl. wedged
hepatic vein pressure, WHVP), der nach dem Aufblasen eines Ballonkatheters in
der Lebervene bestimmt wird (Leung et al. 2018). Dennoch ist die HVYPG-Messung
eine invasive Methode, welche nur in Krankenhausern mit ausreichender Expertise

durchgefiuihrt werden kann (Lee 2017). Daher ist die Entwicklung von nicht-invasiven
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Methoden und Biomarkern zur Vorhersage und Verlaufskontrolle einer PH ein

wichtiger Gegenstand derzeitiger Forschungen.

Ein HVPG uUber 5 mmHg zeigt eine praklinische PH an. Ein HVPG ab 10 mmHg
definiert die Kklinisch signifikante PH (engl. clinically significant portal
hypertension, CSPH) und korreliert mit dem Auftreten von Komplikationen wie
Aszites, HE, Splenomegalie und Varizenblutungen (Simonetto et al. 2019).
Wahrend bei der praklinischen Form das Augenmerk der Therapie auf der
Ursachenbehebung und Veranderungen des Lifestyles liegt, sind bei der CSPH
haufig Nicht-selektive Betablocker (NSBB) indiziert (Bosch und Iwakiri 2018).

2.2.2. Pathophysiologie der portalen Hypertension

Verschiedene chronische Lebererkrankungen kénnen zu einer PH fihren. Zur
Unterscheidung der Ursachen einer PH unterteilt man diese je nach anatomischer
Lage in pra-, intra- und posthepatische Ursachen. Sowohl die alkoholische als auch
die virusinduzierte Leberzirrhose sind intrahepatische sinusoidale Ursachen der PH.
(Simonetto et al. 2019) Da diese Form der Leberzirrhose am haufigsten auftritt, wird

deren Pathophysiologie im Folgenden betrachtet.

Struktureller Umbau der Leber Veranderung der sinusoidalen Endothelzellen
(Fibrosierung, Verknotung) (vermehrte hepatische Vasokonstriktion)

~— ——

Erhdhter hepatischer Widerstand

!

Portale Hypertension

|

Vasodilatation im Splanchnikusgebiet

/ | Effektive Hypovolamie und systemische Hypotension

)

Aktivierung vasoaktiver Systeme
(RAAS, R-adrenerg)

v

Erhohtes portales Blutvolumen
(vermehrte NO-Freisetzung)

Abbildung 1: Pathophysiologie der portalen Hypertension nach (Bosch und Garcia-Pagan 2000)
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Nach dem Ohm’schen Gesetz lasst sich der Zusammenhang zwischen dem
Blutfluss (Q), dem Strémungswiderstand (R) im GefaRbett und der Anderung des
Pfortaderdrucks (AP) mit folgender Gleichung beschreiben: AP = Q x R (Reiberger
2012). Somit fuhrt eine Erhéhung des Stromungswiderstands oder ein vermehrter
Blutfluss zu einem erhdhten Pfortaderdruck. Die Entstehung und Aufrechterhaltung
der PH wird anhand zwei verschiedener Theorien diskutiert: Die backward flow und
die forward flow Theorie (Okumura et al. 1989). Bei der backward flow Theorie ist
die alleinige Widerstandserhdhung fur die PH verantwortlich. Bei der forward flow
Theorie fuhren ein verminderter GefalRwiderstand im Splanchnikusgebiet und die
Erhéhung des arteriellen splanchnischen Blutflusses durch vermehrten Zustrom zur
Pfortader zur Aufrechterhaltung der PH. Nach derzeitigen Erkenntnissen spielt die
Kombination beider Theorien eine Rolle bei der Pathophysiologie (Okumura et al.
1989). Bei der Leberzirrhose erhdht sich der intrahepatische Gefallwiderstand zum
einen aufgrund des strukturellen Umbaus der Leber durch Fibrosierung und
Verknotung. Zum anderen kommt es beim Fortschreiten der Erkrankung zu einer
Veranderung der sinusoidalen Endothelzellen, welche vermehrt Vasokonstriktoren
(Endothelin) produzieren und weniger Vasodilatatoren (Stickstoffmonoxid NO)
freisetzen. Dies flhrt zu einer vermehrten Aktivierung von hepatischen Sternzellen,
Myofibroblasten und glatten GefaRmuskelzellen (Simonetto et al. 2019), wodurch
es zu einer weiteren Erhohung des hepatischen Widerstandes und des
Pfortaderdruckes  aufgrund von  Fibrosierung und  Freisetzung von
Vasokonstriktoren kommt (backward flow-Komponente). Diese
Widerstandserhohung tritt vor allem zu Beginn der Erkrankung auf und fuhrt zu einer
kompensatorischen Vasodilatation im Splanchnikusgebiet, welche zu einer
Erhdhung des portalen Blutflusses Uber eine vermehrte NO-Freisetzung flihrt

(forward flow-Komponente) (Reiberger 2012).

Durch die PH entstehen portalsystemische Kollateralkreislaufe, die sich in Form von
Varizen und Aszites klinisch auf3ern kénnen. Weiterhin kommt es zu einer
systemischen Hypotension und einer relativen renalen Hypoperfusion, die zu einer
Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) fuhren. Durch die
Aktivierung des RAAS und einer einhergehenden vermehrten Natrium- und

Wasserretention steigt das systemische Volumen an. Des Weiteren flhrt die
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systemische Hypotonie zu einer Aktivierung des B-adrenergen Systems und zu

einer hyperdynamischen Zirkulation (Simonetto et al. 2019).

Neben der Niere kann auch die Milz durch die PH gestort werden. Aufgrund des
erhdhten Drucks und des vermehrten Blutflusses kommt es zu einer Splenomegalie
und somit zu einer Thrombozytopenie und Anamie mit erhohter Blutungsneigung
(Silbernagel 2019).

Wie zu Beginn des Absatzes beschrieben, fordern der strukturelle Umbau der Leber
im Rahmen der Leberfibrose die Entstehung der PH. Verschiedene Studien konnten
bereits den Zusammenhang zwischen erhohten Zelltodmarker-Konzentrationen im
Serum als auch dem HVPG und dem Auftreten einer akuten Dekompensation der
Leberzirrhose sowie erhéhtem Risiko flr einen letalen Verlauf belegen (Ripoll et al.
2007, Stoffers et al. 2022, Zhang et al. 2024). Inwiefern die PH das Leberparenchym
schadigt und zum Fortschreiten der Fibrosierung und Leberzirrhose fuhrt, welche

im Rahmen eines Circulus vitiosus die PH aggraviert, ist derzeit unklar.
2.2.3. Komplikationen

Die in Kapitel 2.2.2 genannten moglichen Komplikationen einer PH zeigen, dass es
sich bei der PH nicht nur um eine intrahepatische, sondern um eine systemische
Erkrankung handelt. Neben der PH kann sich bei einem komplizierten Verlauf der
Leberzirrhose eine Einschrankung der Leberfunktion oder ein HCC entwickeln
(Schuppan und Afdhal 2008). Pro Jahr erkranken circa ein bis vier Prozent aller
Patienten mit einer Leberzirrhose an einem HCC, wobei die Inzidenz innerhalb
Europas und den USA stetig zunimmt (Moon et al. 2020). Um die Entstehung eines
HCC fruhzeitig zu erkennen, wird bei Patienten mit einer Leberzirrhose alle sechs
Monate eine Sonographie der Leber empfohlen. Zusatzlich kann eine Messung des

Alpha-1-Fetoproteins (AFP) erfolgen (Leitlinienprogramm Onkologie et al. 2022).

Bei einer Dekompensation der Leberzirrhose treten schwere Komplikationen wie
Aszites, Varizenblutungen, spontane bakterielle Peritonitis (SPB) oder eine HE auf
(Schuppan und Afdhal 2008), welche mit einer erhdhten Mortalitat assoziiert sind.
Der Verlauf ist abhangig von der Ursache und der Therapiemdglichkeiten dieser,

wobei je nach Atiologie die Dekompensationsrate pro Jahr zwischen 4 % und tber
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10 % variiert. Nach stattgehabter Dekompensation liegt die 5-Jahres-
Sterblichkeitsrate der Patienten ohne Lebertransplantation bei bis zu 85 %
(Schuppan und Afdhal 2008).

Der Aszites beschreibt eine vermehrte intraperitoneale Flussigkeitsansammlung,
die klinisch durch eine Bauchumfangsvermehrung auffallig wird. Hierbei kann der
Aszites makroskopisch in verschiedene Formen eingeteilt werden, die einen
Ruckschluss auf die Ursache ziehen lasst. Hamorrhagischer Aszites kann auf
maligne Prozesse, ein Trauma oder eine Pankreatitis hinweisen. Chyldser Aszites,
welcher milchig-trib erscheint, ist durch eine erhéhte Anzahl an Chylomikronen und
Triglyceriden gekennzeichnet und tritt vor allem bei malignen Prozessen und bei der
PH auf. (Gerbes et al. 2011)

Neben der Sonographie dient zur weiteren Diagnostik die Aszitespunktion, die
sowohl bei jedem neu aufgetretenen Aszites als auch bei klinischer
Verschlechterung erfolgen sollte. Hierbei werden die Zellzahl, die Zellarten sowie
das Gesamteiweill bestimmt (Gross 2015). Zusatzlich sollte bei jedem
neudiagnostizierten Aszites eine mikrobiologische Kultur angelegt werden (Gerbes
etal. 2011). Die Bestimmung des Serum-Aszites-Albumin-Gradienten (SAAG) kann
zur Klarung der Ursache herangezogen werden. Ein SAAG uber 1,1 g/dl deutet auf
eine PH hin, wobei ein SAAG unter 1,1 g/dl eher fir eine Entzindung oder

Neoplasie spricht (Gross 2015).

Der durch eine Leberzirrhose bedingte Aszites entsteht durch folgende vier
Mechanismen: (a) eine PH, die eine Hypervolamie in den Splanchnikusgefalien
verursacht (siehe 2.2.2), (b) eine vermehrte Lymphproduktion, (c) eine
Verminderung des Albumins und eine damit verbundene Verminderung des
kolloidosmotischen Drucks und (d) eine vermehrte Natriumrickresorption im
proximalen Tubulus durch die gesteigerte Aktivierung des RAAS als Antwort auf die

systemische Hypovolamie (siehe 2.2.2) (Henriksen et al. 1980) (Moller et al. 2008).

Mit einer Pravalenz von 3,5 % im ambulanten und einer Pravalenz von 8 — 36 % im
stationaren Bereich ist die spontan bakterielle Peritonitis (SBP) eine haufige
Infektion bei Patienten mit einer Leberzirrhose. Hierbei kommt es zu einer Infektion

des Aszites unter Ausschluss von anderen infektiosen Ursachen intraabdominell
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(Gerbes et al. 2011). Diese liegt bei einer Zahl von > 500 kernhaltigen Zellen pro pl
oder > 250 segmentkernigen Granulozyten pro ul vor und wird antibiotisch therapiert
(Gross 2015). Die Mortalitat nach einmaliger SBP bei hospitalisierten Patienten liegt
bei circa 20 % (Garcia-Tsao 2001).

Neben der Ansammlung von Flussigkeit im Bauchraum kann es bei der PH auch zu
vermehrten Pleuraergussen kommen, welche als Hydrothorax bezeichnet werden
(Gross 2015).

Die bei der PH vermehrte Freisetzung von Vasodilatatoren (siehe 2.2.2) und die
darauffolgende Aktivierung des Sympathikus fuhrt zu einer Verminderung des
renalen Blutflusses und zur renalen Funktionseinschrankung. Diese Dysfunktion
des Gefallsystems fuhrt zum Auftreten des Hepatorenalen Syndroms (HRS). Das
HRS tritt immer zusammen mit Aszites und haufig mit einer Hyponatriamie auf
(Acevedo und Cramp 2017). Mit einer Mortalitat von 26 % ist das HRS eine
bedeutende Komplikation (Gupta et al. 2021). Nach den neuesten Empfehlungen
erfolgt die Einteilung des HRS anhand der Kriterien der akuten Niereninsuffizienz
(engl. acute kidney injury, AKI) und der chronischen Nierenerkrankung (engl.
chronic kidney disease, CKD). Die CKD ist definiert durch eine Abnahme der
Glomerularen Filtrationsrate (GFR) und dem Nachweis einer
Nierenparenchymschadigung flr mindestens drei Monate. Die AKI zeichnet sich
durch eine Erhéhung des Serumkreatinins von Uber 50 % innerhalb von sieben
Tagen beziehungsweise einem Anstieg von 0,3 mg/dl innerhalb von 48 Stunden aus

(European Association for the Study of the Liver 2018).

Neben den beschriebenen Komplikationen leiden Patienten mit einer Leberzirrhose
haufig an einer HE. Die HE welche eine reversible Funktionseinschrankung des
Gehirns beschreibt (Gairing et al. 2023). Die Klinik der HE ist vielfaltig, da sowohl
neurologische als auch psychologische Symptome auftreten kénnen (Vilstrup et al.
2014). Die Einteilung der HE erfolgt in vier Stadien nach der West-Haven-
Klassifikation. Ein wichtiges diagnostisches Mittel ist die Durchflhrung eines

Zahlenverbindungstests (Gross 2015).

Durch den Anstieg des Pfortaderdruckes kommt es zur Ausbildung von

Kollateralkreislaufen, welches sich in der Bildung von Osophagus- und
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Fundusvarizen zeigen kann. Blutungen aus diesen Varizen stellen eine
lebensbedrohliche Gefahr flir den Patienten dar (Lv et al. 2019). Aus diesem Grund
sind die Diagnostik und Therapie sowie Pravention von Varizen und deren
Blutungen ein wichtiger Bestandteil in der Versorgung von Patienten mit einer
Leberzirrhose. Die Vorgehensweise orientiert sich anhand der aktuellen Baveno VII
Kriterien. Bei allen Patienten, bei denen klinisch der Verdacht einer PH besteht,
sollte eine medikamentése Primarprophylaxe mit NSBB in Betracht gezogen
werden. Die klinische Einschatzung erfolgt mithilfe der Lebersteifigkeit, der
Thrombozytenzahl und des BMI. Betragt die Lebersteifigkeit in der TE weniger als
16 kPa sowie die Thrombozytenzahl Uber 150.000 pro pl, ist das Vorliegen einer PH
unwahrscheinlich. Bei erhdhten Werten in der TE und einer erniedrigten
Thrombozytenzahl sowie bestehenden Kontraindikationen fur eine NSBB-Therapie,

erfolgt eine Gastroskopie zum Screening auf Varizen (De Franchis et al. 2022).

2.2.4. Therapie der portalen Hypertension

Wie bereits beschrieben, fihrt die PH zu schwerwiegenden Komplikationen der
Leberzirrhose. Das Auftreten der Komplikationen ist mit einer erhéhten Mortalitat
assoziiert ist. Aus diesem Grund ist es umso wichtiger, den Pfortaderdruck zu
senken, um das Entstehen und Wiederauftreten von schwerwiegenden
Komplikationen zu verhindern. Eine Senkung des HVPG um 20 % des
Ausgangswertes oder unter 12 mmHg ist mit einer signifikanten Senkung des
Komplikationsrisikos (Simonetto et al. 2019) und der Mortalitat (Leung et al. 2018)

bei Patienten mit Leberzirrhose und PH assoziiert.

Aufgrund der dynamischen Komponenten der PH liegt der Ansatz der
Arzneimitteltherapie bei der Regulierung der Vasodilatation und Vasokonstriktion.
Die Vasokonstriktoren Vasopressin, Somatostatin und NSBB reduzieren den
splanchnischen Blutfluss und flihren somit zu einem verminderten portalen Blutfluss
und zur Senkung des Pfortaderdrucks (Friedman und Martin 2017). NSBB wie
Carvedilol, Propanolol und Nadolol blockieren 2-Rezeptoren und sind die primare
Therapie bei Patienten mit PH. Dabei ist Carvedilol durch die zusatzliche a-
adrenerge Blockade und Senkung des intrahepatischen Widerstandes das
bevorzugte Arzneimittel (Friedman und Martin 2017) (Turco et al. 2023).
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Neuere Studien untersuchen den Nutzen der PH-Therapie vor dem Auftreten von
Komplikationen. Villanueva et al. betrachteten in der PREDESCI Studie den Einfluss
der NSBB-Therapie bei Patienten mit kompensierter Leberzirrhose und CSPH
hinsichtlich des Auftretens einer Dekompensation. Hierbei wurde aufgezeigt, dass
eine Langzeittherapie mit NSBB bei Patienten mit CSPH das dekompensations-
freie Uberleben erhoht. Dies ist durch die reduzierte Entwicklung von Aszites
begriindet. (Villanueva et al. 2019). Die Therapie mit Carvedilol verbessert die
Uberlebenschancen und kann bei friihzeitiger Gabe eine Verschlechterung der
Erkrankung (Dekompensation der Leberzirrhose bei CSPH) verhindern. Die
Autoren folgern, dass Patienten mit einer kompensierten Leberzirrhose frihzeitig
auf eine CSPH untersucht werden sollen, um Komplikationen medikamentés zu

verhindern (Villanueva et al. 2022).

Trotz der Aktivierung des RAAS-Systems bei Patienten mit dekompensierter
Leberzirrhose fuhren AT1-Rezeptorantagonisten kaum zu einer Verringerung der
PH und zusatzlich zu erheblichen Nebenwirkungen wie einer Niereninsuffizienz
(Reiberger 2012). Im Gegensatz dazu zeigt die Veranderung des Lebensstils durch
Diat und regelmaRiger Bewegung bei Patienten mit Ubergewicht oder Fettleibigkeit
unabhangig von der Ursache eine signifikante Reduktion der PH (Berzigotti et al.
2017).

Neben medikamentésen Therapieoptionen sind portosystemische Shunts bei der
Therapie der PH sehr effektiv. Insbesondere der TIPS ist ein wichtiges Verfahren
zur Senkung der PH. Bei Kontraindikationen fur einen TIPS kdnnen portocavale,
mesocavale und splenorenale shunts zur Pfortaderdrucksenkung chirurgisch

angelegt werden (Simonetto et al. 2019).

2.3. Transjugularer intrahepatischer portosystemischer Shunt (TIPS)

Ein effektives und nicht-operatives Verfahren zur Senkung der PH ist die Anlage
eines TIPS. Hierbei erfolgt durch die Verbindung von einem Pfortaderast mit einer
der drei Lebervenen oder der Vena cava inferior ein Seit-zu-Seit Shunt innerhalb

des Leberparenchyms. (Grandt et al. 2004)
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2.3.1. Historie

Am Anfang des 20. Jahrhunderts begannen die ersten Versuche zur Senkung des
portalen Drucks und zur Therapie der assoziierten Komplikationen.
Osophagusvarizenblutungen wurden zundchst mit einem endoskopischen Ballon
(Sengstaken und Blakemore 1950) oder mit einer endoskopischen Injektion von
chininhaltiger Sklerosierungslosung versucht zu stoppen (Abby Philips und Sahney
2016). Diese Therapieformen verringerten jedoch nicht die PH. Mit der Annahme,
dass die Versorgung der Leber Uber die Leberarterie ausreicht, wurden am Ende
des 19. Jahrhunderts die ersten portosystemischen Shunts an Hunden untersucht,
welche jedoch wenig Erfolg zeigten. In der Mitte des 20. Jahrhunderts begann Allan
Whipple verschiedene Gefaldanastomosen zu untersuchen. Hierbei wurde der
portocavale Shunt entwickelt (Whipple 1945). Dennoch zeigten die Patienten nach
den Eingriffen eine erhdhte HE-Rate (Mc und Adams 1954). In den 1980er Jahren
wurde die noch heute zur Therapie von Varizenblutungen genutzte

Gummibandligatur entwickelt (Stiegmann et al. 1989).

Nach der Entwicklung von expandierbaren Metallstents durch Palmaz erfolgte 1988
die erste erfolgreiche Anlage eines TIPS an der Universitat Freiburg. Zwar waren
die ersten TIPS-Implantationen Uberwiegend erfolgreich, dennoch dauerte ein
Eingriff bis zu acht Stunden. Erst mit der Einflihrung und Verbesserung der
Sonographie-gesteuerten Punktionstechnik durch Jean Marc Perarneau konnte die

Dauer des Eingriffes auf ein bis zwei Stunden minimiert werden. (Rossle 2013)
2.3.2. Verfahren

Als Seit-zu-Seit portocavaler Shunt (Colombato 2007) verbindet der TIPS innerhalb
des Leberparenchyms einen Ast der Pfortader mit einer der drei Lebervenen, wobei
meist die rechte Lebervene bevorzugt wird (Siramolpiwat 2014). In einer
Notfallsituation ist die TIPS-Anlage in Intubation und Vollnarkose zum
Aspirationsschutz des Patienten mdglich (Boyer 2003). Das durchschnittlich 40- bis
90-minutige, nicht-chirurgische Verfahren (Grandt et al. 2004) erfolgt in den meisten
Fallen in Analgosedierung und verzeichnet eine sehr niedrige Mortalitat (Colombato
2007). Zu Beginn wird nach lokaler Betaubung die rechte Vena jugularis interna

punktiert und eine Schleuse eingefiihrt. Uber diese Schleuse kénnen nun die
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Arbeitsinstrumente Uber die Vena cava superior und inferior in die Lebervene
eingeschoben werden. Anschlielend erfolgt die HVYPG-Messung. Nach der Gabe
von Kontrastmittel und Identifikation eines zu punktierenden Pfortaderastes wird ein
Fiihrungsdraht eingesetzt. Uber den Fiihrungsdraht, welcher sich in der Lebervene
befindet, wird die Ross-Nadel eingefuhrt und mit dieser ausgehend von der
Lebervene der Pfortaderast punktiert. Nach erfolgreicher Punktion wird der Trakt
zwischen den beiden Gefalken innerhalb des Leberparenchyms mit einem
Ballonkatheter erweitert, sodass der Stent eingesetzt und auf einen optimalen
Durchmesser aufgedehnt werden kann (siehe Abbildung 2). Wahrend des Eingriffs
dienen Ultraschall und die digitale Subtraktionsangiographie zur Orientierung,

Kontrolle und gezielten Punktion. (Boyer 2003)

Vena Cava superior

Lebervene

\< Osophagusvarizen
TIPS /‘\

Pfortader

Vena Cava inferior

Abbildung 2: Schematische Darstellung der TIPS-Anlage nach (Rossle und Gerbes 2010). Der TIPS stellt

eine kunstliche Verbindung zwischen der Pfortader und der Lebervene zur Reduktion des portalen Drucks dar.
2.3.3. Indikationen und Kontraindikationen

Neben der korrekten Anlage des TIPS ist die sorgfaltige Patientenselektion von
besonderer Bedeutung. Kontraindikationen fur eine TIPS-Anlage sind derzeit: eine
HE ab Grad zwei, Serum-Bilirubin > 3 mg/dl, portale Venenthrombose, hochgradige
Stenose der A. hepatica, hohergradige Herzinsuffizienz, mittlere bis schwere

pulmonale Hypertension, multifokales HCC, Zystenleber, Infektionen sowie Sepsis
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(Sauerbruch et al. 2013). Aus diesem Grund mussen vor dem Eingriff zur optimalen
Patientenselektion verschiedene Untersuchungen stattfinden. Zum einen werden
die GefalRe der Leber mit Hilfe der Duplex-Sonographie und gegebenenfalls CT auf
Abnormalitaten untersucht. Zum anderen dient eine Echokardiografie vor dem
Eingriff zum Ausschluss von kardialen Erkrankungen, insbesondere einer
Herzinsuffizienz. Zusatzlich wird die Operationsfahigkeit und das Eingriffsrisiko des
Patienten mithilfe des bereits genannten MELD-Scores sowie CPS bestimmt. Zur
Erleichterung der Sonographie und der Punktion wahrend des Eingriffes sollte bei
Patienten mit einem Hydrothorax beziehungsweise mit therapierefraktarem Aszites,
der weder durch Natriumrestriktion noch durch Gabe von Diuretika kontrollierbar ist

(Membreno et al. 2005), eine Parazentese durchgefihrt werden (Rossle 2013).

Die Hauptindikationen fur einen TIPS sind zum einen die akute Varizenblutung, die
endoskopisch nicht gestillt werden kann beziehungsweise innerhalb von funf Tagen
erneut auftritt. Weiterhin besteht die Moglichkeit der Anlage eines early TIPS. Dieser
wird innerhalb von 24 - 72 Stunden nach Varizenblutung und erhdhtem Risiko flr
ein Therapieversagen nach pharmakologischer oder endoskopischer Intervention
(Strunk und Marinova 2018) implantiert. Zum anderen ist der therapierefraktare
Aszites, bei dem der Aszites nicht punktiert werden kann beziehungsweise nach
erfolgreicher Parazentese innerhalb eines kurzen Zeitraums erneut auftritt und
weder durch Natriumrestriktion noch durch Gabe von Diuretika therapiert werden
kann, eine bedeutende Indikation fur die TIPS-Anlage (Adebayo et al. 2019).

2.3.4. Komplikationen und Pradiktoren

Obwohl die Anlage eines TIPS ein sicheres und schnelles Verfahren zur Senkung
des portalen Drucks mit einer geringen 30-Tagesmortalitat von unter 3 % ist (Strunk
und Marinova 2018), kdnnen verschiedene Komplikationen auftreten. Zu diesen
gehoren unter anderem eine intraperitoneale Blutung, ein Riss der Leberkapsel,
Verletzungen von Gefalten oder Gallenwegen, Ausbildung von Fisteln sowie ein
Verschluss oder eine Infektion des Stents. Eine bedeutende klinische Komplikation
nach einer TIPS-Implantation ist die HE. Risikofaktoren hierfir sind eine
Hypalbuminamie, erhdhtes Alter sowie eine bereits vor dem Eingriff existierende
HE. (Strunk und Marinova 2018)
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Ein wesentlicher Einfluss auf das Uberleben der Patienten und den Therapieerfolg
hat die Patientenselektion. Folgende Faktoren sind mit einer schlechteren Prognose
nach TIPS-Anlage assoziiert: Bilirubin >3 mg/dl, Thrombozytenzahl < 75 000 pro pl
(Bureau et al. 2011), hohes Alter, vorbestehende HE (Rossle 2013) und kardiale
Beeintrachtigung mit einem E/A-Verhaltnis <1 als Zeichen einer diastolischen
Dysfunktion (Rabie et al. 2009).

Die Wahl des Stents ist ein weiteres wichtiges Kriterium fur den Therapieerfolg der
TIPS-Anlage. Die Verwendung von unbeschichteten Stents wies zunachst eine
vermehrte Dysfunktions-Rate von Uber 50 % innerhalb des ersten Jahres nach
Anlage auf. Durch die Entwicklung von Polytetrafluorethylen (PTFE)-beschichteten
Stents konnte die Wahrscheinlichkeit von erneuten Dekompensationen sowie
Interventionen (Bureau et al. 2004) und das Auftreten von Thrombosen innerhalb
des TIPS (Strunk und Marinova 2018) signifikant reduziert werden, ohne dabei das

Risiko fur das Auftreten von einer HE zu erhdhen (Bureau et al. 2004).

Die Frequenz der Parazentesen bei Patienten mit refraktarem Aszites vor der TIPS-
Anlage stellt sich ebenfalls als ein wichtiger prognostischer Faktor dar. Piecha et al.
fanden heraus, dass eine niedrige Frequenz und ein niedriges Kreatinin vor der
TIPS-Implantation mit einer besseren Asziteskontrolle nach der Implantation
assoziiert sind. Patienten, die keine ausreichende Asziteskontrolle nach der TIPS-
Anlage aufwiesen, zeigten ein vermindertes Transplantations-freies Uberleben.
(Piecha et al. 2019) So stellten auch Bureau et al. 2017 in einer kontrolliert-
randomisierten Studie dar, dass eine TIPS-Anlage als Erstlinientherapie bei
Patienten mit rezidivierendem Aszites einen Uberlebensvorteil bietet, so dass nach
aktueller Datenlage eher eine frihe TIPS-Anlage bei aszitischer Dekompensation

empfohlen wird (Bureau et al. 2017).

2.4. Zelltodmarker M30 und M65

Wie bereits beschrieben, ist die Messung des HVPG der Goldstandard zur
Berechnung des portalen Venendrucks (Karkmann et al. 2018). Dennoch ist zu
beachten, dass die HVPG-Messung eine invasive Methode darstellt, welche nur in
Krankenhausern mit ausreichender Expertise durchgefihrt werden kann (Lee

2017). Aus diesem Grund ist die Entwicklung von nicht-invasiven Methoden und
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Biomarkern zur Vorhersage und Verlaufskontrolle einer PH ein wichtiger Aspekt

derzeitiger Forschungen.
2.4.1. Apoptose und Nekrose

Die Leberzirrhose ist durch viele verschiedene Umbauvorgange im Lebergewebe
charakterisiert. Eine Schadigung der Hepatozyten kann zum Zelltod fuhren, welcher
in zwei Hauptformen unterteilt wird: Apoptose und Nekrose (Burt et al. 2017). Bei
der Apoptose, die haufig als gerichteter, beziehungsweise programmierter Zelltod
beschrieben wird, werden apoptotische Korperchen aus Zellorganellen und
Chromatinresten (Guicciardi und Gores 2005) gebildet. Diese werden von
Phagozyten eliminiert, sodass das Immunsystem nicht aktiviert und keine
Entzindungsreaktion ausgeldst wird (Canbay et al. 2014). Im Gegensatz dazu wird
bei der Nekrose durch das Aufplatzen der Zellmembran das Zellinnere freigesetzt
und eine Entzindungsreaktion ausgelost (Guicciardi et al. 2013). Die Nekrose wird
daher als unregulierter Zelltod bezeichnet. Durch einen akuten Stressor wie
beispielsweise eine Ischamie kommt es in den Hepatozyten zu einer
mitochondrialen Schadigung, wodurch die ATP-Produktion vermindert wird
beziehungsweise wegfallt. Durch das fehlende ATP konnen ATP-abhangige
lonenpumpen nicht mehr aktiviert werden, was zu einem schnellen Anschwellen der
Zellen und Zellorganellen mit einer Ruptur der Zellmembran fuhrt (Luedde et al.
2014). Bei der Freisetzung der Zellinhalte wird ebenfalls das in der Zelle enthaltene
Zytokeratin-18 (engl. cytokeratin-18, CK-18) freigesetzt, welches im venodsen Blut

als Zelltodmarker gemessen werden kann (Kramer et al. 2004).

In der gesunden Leber halten sich Zelltod und Zellerneuerung von Hepatozyten im
Gleichgewicht (Luedde et al. 2014). Bei verschiedensten Lebererkrankungen
kommt es zu einer vermehrten Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)
(Canbay et al. 2014). ROS werden im gesunden Organismus als Nebenprodukte
des Energiestoffwechsels kontinuierlich produziert und dienen beispielsweise bei
der Immunabwehr und Zelldifferenzierung als Signalmolekule. Als Gegenspieler
dienen antioxidative Signalwege zum Zellschutz und zur Aufrechterhaltung einer
konstanten Konzentration von ROS (Chen et al. 2020). Unabhangig von der

Atiologie flihren Lebererkrankungen zu einem Ungleichgewicht zwischen ROS und
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antioxidativen Faktoren. Die Leber als wichtiges Organ des Stoffwechsels ist stetig
ROS ausgesetzt. Beispielsweise flihren bei der ALD die Alkoholabbauprodukte zu
einer vermehrten Produktion von ROS und hemmen zusatzlich die antioxidativen
Signalwege (Cichoz-Lach und Michalak 2014). Bei der NAFLD wird eine
mitochondriale Dysfunktion als entscheidenden Faktor diskutiert (Masarone et al.
2018).

Die erhohten Konzentrationen von ROS fuhren zu einer gesteigerten Synthese von
Todesrezeptoren und deren Liganden, welche die Apoptose vermehrt induzieren
(Canbay et al. 2014). Aufgrund der gesteigerten Apoptoserate kommt es zu einer
Uberaktivierung von nicht-parenchymatdsen Zellen, wie Kupffer-Zellen, den Leber-
ansassigen Makrophagen (Guicciardi und Gores 2010), hepatische Sternzellen,
Perizyten im Disseraum (Guicciardi und Gores 2010), sowie weiteren Immunzellen
wie Lymphozyten, die zu einer zunehmenden Leberschadigung und Fibrosierung

sowie Entstehung einer Leberzirrhose fuhren (Altinbas et al. 2015).

Ein Apoptosemarker ist das Caspase gespaltene CK-18 (Altinbas et al. 2015). CK-
18 ist ein Intermediarfilamentprotein, das von parenchymalen Zellen in der Niere, in
der Lunge, im Darm und in der Leber exprimiert wird (Macdonald et al. 2018).
Intermediarfilamente sind Bestandteile des Zytoskeletts und tragen zur
mechanischen Stabilitat und Signaltransduktion der Zellen bei (Pegoraro et al.
2017). Um die Hepatozyten vor zellularem Stress zu schitzen, regulieren die CK
verschiedenste Signalwege Uber Phosphorylierung. Deren Hyperphosphorylierung
dient zusatzlich als Verlaufsmarker bei verschiedenen Lebererkrankungen (Strnad
et al. 2012).

In der Leber schutzt das CK-18 Hepatozyten und Cholangiozyten vor Apoptose,
Nekrose sowie anderen Stressoren wie beispielsweise Toxine (Ku et al. 2016). Bei
einer Leberschadigung wird CK-18 durch die Caspasen proteolytisch in CK-18-
Fragmente gespalten, welche dann ins Blut freigesetzt werden (Canbay et al. 2014).
Initiiert wird die Apoptose uber die Bindung von extrazellularen Todesliganden
(Tumornekrosefaktor-alpha (TNFa), Fas-Ligand) an Todesrezeptoren, die zu einer
Aktivierung von Caspasen und den Abbau von verschiedenen Zellproteinen fuhrt

(Ku et al. 2016). Wahrend der Apoptose spalten Caspasen das CK-18 am
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Aspartatrest (Ku et al. 2016). Die entstandenen CK-18-Fragmente kénnen mit Hilfe
eines Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) Uber den M30-Antikérper im
Serum oder Plasma erkannt werden und quantitativ im Labor gemessen werden
(Canbay et al. 2014). Die Expression von TNFa und Transforming growth factor 3
(TGFB) in der Leber, welche eine bedeutende Rolle bei der Apoptose spielen,

korrelieren mit der M30-Konzentration im Serum (Lavallard et al. 2011).

Geschadigtes CK-18 fuhrt zu einer erhohten Fragilitat der Hepatozyten. Eine
Mutation von CK-18 kann mit einer Pradisposition flr verschiedene chronische
Lebererkrankungen mit kryptogener Ursache assoziiert sein (Omary und Ku 1997).
Histologisch Iasst sich eine Dysregulation von CK-8 und CK-18 in den sogenannten
Mallory-Denk-Korper nachweisen, welche ein typisches histologisches Merkmal fur
die alkoholische Steatohepatitis (ASH), den Morbus Wilson als auch die
nichtalkoholische Steatohepatitis (NASH) darstellen (Strnad et al. 2012).

Gespaltenes als auch nicht gespaltenes CK-18 werden von den Antikdrpern M5 und
M6 detektiert (Ku et al. 2016). Daher kann der M65 ELISA eine Aussage sowohl
uber die Aktivitat der Apoptose als auch Nekrose, bei der ungespaltenes CK-18 ins
Blut freigesetzt wird, geben und veranschaulicht somit Erkenntnisse Uber den
Gesamtzelltod (Canbay et al. 2014). Dennoch muss berlcksichtigt werden, dass
CK-18 in verschiedenen Zelltypen exprimiert wird und daher die gemessene Menge
an M30 und M65 nicht Leber-spezifisch ist (Macdonald et al. 2018). So kénnen
erhohte Konzentrationen an nicht-gespaltenem CK-18 auch bei Patienten mit

chronischen Nierenerkrankungen im Serum erhoht sein (Roth et al. 2011).
2.4.2. ELISA (Grundprinzip)

Zur Quantifizierung der Apoptose und Nekrose kann mithilfe eines ELISA die Menge
an gespaltenem und nicht-gespaltenem CK-18 anhand der M30- und M65-
Antikérper im Plasma oder Serum eines Patienten gemessen werden. Im Folgenden

wird das Prinzip des Sandwich-ELISA naher erlautert.

Die Mikrotiterplattenmulden, in denen die Patientenproben pipettiert werden, sind
mit einem spezifischen (primaren) Antikorper beschichtet, der gegen das zu

bestimmende Antigen gerichtet ist. Nach der Inkubation von Antigen und Antikorper,
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werden nicht gebundene Antigene durch einen Waschschritt entfernt. Es wird ein
zweiter (sekundarer) Antikorper hinzugegeben. Dieser sekundare Antikorper,
welcher mit einem Indikatorenzym behaftet ist, ist gegen das Antigen gerichtet und
bindet an dieses. Durch einen weiteren Waschschritt werden ungebundene
Antikorper entfernt. Anschlieend erfolgt die Inkubation mit dem Enzym-Substrat.
AbschlieRend wird die Stop-Lésung in die Mulden pipettiert, um die Reaktion zu
beenden. Das Substrat wird durch das Indikatorenzym gespalten, was zu einer
Farbanderung fuhrt, welche photometrisch gemessen werden kann. Die
gemessene gebundene Enzymmenge ist proportional zu der in den Proben

vorhandenen Antigenmenge (Rassow et al. 2016).
2.4.3. Assoziation von M30 und M65 mit verschiedenen Lebererkrankungen

Sowohl M30 als auch M65 kénnen bei Krebserkrankungen als auch bei vielen
anderen Lebererkrankungen wie einer Infektion mit HBV oder HCV erhoht sein
(Mueller et al. 2017). Daher kann die Messung der Zelltodmarker im Blut als
zusatzlicher diagnostischer Schritt vor einer invasiven Leberbiopsie dienen. So
untersuchten Bantel et al. gespaltenes CK-18 bei Patienten mit chronischer HCV-
Infektion. Insbesondere bei fortgeschrittenen Stadien wiesen die Studienpatienten
bei laborchemisch normwertigen Transaminasen erhohte Konzentrationen von CK-
18-Fragmenten auf, welche mit einem hoheren Fibrosestadium assoziiert waren
(Bantel et al. 2004). Bei Patienten mit einer Leberzirrhose konnten Oweira et al.
zeigen, dass die Serumwerte von M30 und M65 signifikant hoher waren als bei
gesunden Patienten. M65 korrelierte mit dem MELD-Score und dem Serumbilirubin.
Fur M30 konnte zusatzlich eine Korrelation mit dem INR nachgewiesen werden
(Oweira et al. 2018).

Es existieren bereits zahlreiche Publikationen, die die Korrelation von M30 und M65
mit dem Schweregrad der NAFLD beschreiben (Canbay et al. 2014). Die NAFLD
imponiert durch eine ansteigende Pravalenz von aktuell 25% weltweit, begrindet
durch die ansteigende Inzidenz des metabolischen Syndroms, und wird anhand
einer Leberverfettung von mindestens 5 % der Hepatozyten definiert (Maurice und
Manousou 2018). Zusatzlich darf keine weitere Atiologie des Leberschadens, wie

Alkoholkonsum oder Virushepatitiden, vorliegen (Younossi et al. 2016). Zur NAFLD
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gehoren die reine Fettleber (NAFL), die NASH sowie in schweren Formen die
Leberfibrose und Leberzirrhose (Maurice und Manousou 2018). Die NAFL zeichnet
sich histologisch durch eine makrovesikulare Verfettung von Uber 5 % ohne eine
Schadigung oder Entzindung der Hepatozyten aus. Die NASH ist durch eine
Verfettung des Leberparenchyms von mehr als 5 % zusammen mit histologischen
Zeichen einer Leberzellschadigung wie Entzindung oder Ballonierung
charakterisiert (Chen et al. 2020). Fir die Unterscheidung zwischen NAFL und
NASH sowie zur definitiven Diagnose der NAFLD dient als Goldstandard die
Leberbiopsie (Chen et al. 2020). Aufgrund der Invasivitat, Kosten und Fehlerrate
der Leberbiopsie ist die Evaluation von nicht-invasiven Markern von entscheidender
Bedeutung. Die Messung von M30 und M65 im Serum kann signifikant zwischen
Patienten mit NAFL, NASH und gesunden Personen unterscheiden (Joka et al.
2012), wobei Patienten mit einer NASH deutlich héhere Werte von M30 und M65 im
Vergleich zu gesunden Personen oder Patienten mit NAFL aufweisen (Wieckowska
et al. 2006). Dies ist von Bedeutung, da Patienten mit einer NASH eine Leberfibrose
rascher entwickeln als Patienten mit einer NAFL(Maurice und Manousou 2018),
wobei die Leberfibrose als ausschlaggebender Pradiktionsmarker fir den Verlauf
der NAFLD angesehen wird (Dulai et al. 2017). Zusatzlich korreliert M30 mit dem
NAFLD activity Score (NAS), der anhand histologischer Charakteristika mithilfe
einer Biopsie berechnet wird (Lavallard et al. 2011). Die Entwicklung einer
Alternative zur Biopsie-basierten Diagnostik ist vor allem hinsichtlich der Zunahme
der Adipositas und NAFLD bei Kindern und Jugendlichen von besonderer
Bedeutung. Bei der padiatrischen NAFLD ist M30 ein zuverlassiger Biomarker zur
Erkennung einer NASH (Feldstein et al. 2013).

Analog zur NAFLD dient ebenfalls die ALD als Oberbegriff flr alkohol-bedingte
Lebererkrankungen (Torruellas et al. 2014). Eine schwere Form der ALD, die ASH,
wird anhand histologischer Charakteristika definiert. Die Diagnose erfolgt Uber den
Nachweis von Mallory-Denk-Korper sowie einer Ballonierung der Hepatozyten und

zentrilobularen Steatose (Torruellas et al. 2014).

Mueller et al. konnte zeigen, dass M30 als Apoptosemarker neben der NAFLD auch
bei der ALD eine wichtige Rolle spielt und dass sowohl M30 als auch MG65 in

Patienten mit alkoholisch bedingter Leberzirrhose bedeutende Prognosemarker

27



sind. Die Patienten, die zu Beginn der Studie ein hohen M30- (> 255 U/l) und M65-
(> 650 U/l) Serumspiegel aufwiesen, zeigten eine deutliche Risikoerhéhung an
einem HCC-unabhangigen Tod zu versterben. Zusatzlich sind sowohl M30 als auch
M65 mit histologischen Zeichen der ASH und Apoptose assoziiert. Dennoch konnte
durch die Serumspiegel von M30 und M65 keine Unterscheidung zwischen ALD und
NAFLD gezeigt werden (Mueller et al. 2017).

Als Form des akut-auf-chronischen Leberversagens (engl. acute-on-chronic liver
failure, ACLF) wird die alkoholische Hepatitis (AH) klinisch definiert (Casanova und
Bataller 2014). Woolbright et al. fanden heraus, dass die Zelltodmarker M30 und
M65 dazu geeignet sind, zwischen Patienten mit einer AH und einer Alkohol-
bedingten Leberzirrhose zu unterscheiden, da die Konzentrationen bei einer akuten
Entzindung im Rahmen der AH deutlich hoher sind. Zusatzlich kann durch M65 und
dem Verhaltnis aus M30 und M65 (M30/M65-Ratio) die Sterblichkeit von Patienten
mit einer AH im Fruhstadium vorhergesagt werden (Woolbright et al. 2017).
Bissonette et al. zeigten, dass M30 als nicht-invasiver Prognosemarker sowie als

diagnostischer Marker fur Patienten mit AH dienen kann (Bissonnette et al. 2017).

In einer prospektiven Studie analysierten Bechmann et al. 2010 die serologischen
Spiegel von M30 und M65 als pradiktive Marker bei Patienten mit einem akuten
Leberversagen (ALF). Hierbei zeigte sich, dass die Sensitivitat von M65 der vom
MELD-Score gleicht und im Gegensatz dazu, dass Bilirubin keinen prognostischen
Wert hat. Aus diesem Grund entwickelten die Autoren durch das Austauschen von
Bilirubin mit M65 den M65-basierten MELD-Score, der sowohl durch eine hohe
Sensitivitat als auch Spezifitdt insbesondere die Notwendigkeit einer
Lebertransplantation bei Patienten mit ALF vorhersagen kann (Bechmann et al.
2010).

Macdonald et al. untersuchten M30 und M65 bei Patienten mit einer akuten
Dekompensation der Leberzirrhose und Patienten mit einem ACLF. Beim ACLF
kommt es bei Patienten mit einer vorbestehenden Lebererkrankung durch akute
Trigger zu einer Verschlechterung der Leberfunktion und hepatischen oder
multiplem Organversagen (Hubener et al. 2018). Hierbei zeigte sich, dass die Hohe

der Zelltodmarker im Serum mit der Schwere der Erkrankung ansteigt. Zudem
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weisen Patienten mit einem ACLF ein erniedrigtes M30/M65-Ratio mit deutlich
erhdhten Werten von M65 im Verhaltnis zu der Menge an M30 auf. Bei einer akuten
Dekompensation sind die Werte von M30 im Vergleich zur M65-Konzentration
hoher, was auf eine vermehrte Apoptose deutet. Weiterhin waren erhohte Werte
von M30 und M65 mit Alkoholabusus, einer ALD und dem Fehlen einer
Dekompensation in der Vorgeschichte des Patienten assoziiert (Macdonald et al.
2018). Letzteres begriinden die Autoren damit, dass vorherige Dekompensationen
zu einer Organtoleranz sowie zu seneszenten Hepatozyten fuhren, welche sich
resistent gegenuber der Apotose verhalten. M30 und M65 korrelieren mit
Laborparametern wie Bilirubin und GPT. Hieraus folgern Macdonald et al., dass die
Erhéhung der Zelltodmarker Gberwiegend hepatischem Ursprung ist (Macdonald et
al. 2018).

Zusammenfassend existiert publizierte Evidenz, dass die serologischen Spiegel der
Zelltodmarker M30 und M65 mit einem hdheren histologischen Schweregrad, einem
schlechteren klinischen Verlauf und mit einer schlechteren Prognose bei

Lebererkrankungen assoziiert sind.

Dennoch existieren derzeit keine Daten, ob M30 und M65 als Marker der
Leberschadigung mit portal-hypertensiver Dekompensation, beziehungsweise mit
der PH selbst, korrelieren und ob durch die Senkung der PH im Rahmen einer TIPS-

Implantation die Spiegel der Zelltodmarker abfallen.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Probenverarbeitung und Probensammlung

Tabelle 1: Verbrauchsmaterialien fiir Sammlung und Verarbeitung der Patientenproben (Studienblut)

Bezeichnung

Hersteller

S-Monovette® Kalium-EDTA 7,5 ml

Sarstedt AG & Co.

Deutschland

KG, Nirmbrecht,

Prazisionspipetten research

(1000 ul)

Eppendorf

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen (1250 pl extra long) Sarstedt AG & Co. KG, Nirmbrecht,
Deutschland
CryoPure Gefal3 1,6 ml rot Sarstedt AG & Co. KG, Nirmbrecht,

Deutschland

Eppendorf Zentrifuge 5810 R

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Thermo Scientific™ MSC-Advantage™ | Fisher  Scientific ~ GmbH, Schwerte,
biologische Sicherheitswerkbanke der Klasse Il | Deutschland
Antifect N Liquid Schilke & Mayr GmbH, Norderstedt,

Deutschland

3.1.2. ELISA

Tabelle 2: Materialien fir den M30 und M65 ELISA

Bezeichnung

Hersteller

M30 Apoptosense® ELISA (Produktnummer:
10011)

VLVbio, Nacka, Schweden

M65® ELISA (Produktnummer: 10020)

VLVbio, Nacka, Schweden

F50
Mikrotiterplatten (Wellenlange 450 nm)

Infinite Absorptionsmessgerat  fir

TECAN Group Ltd., Mannedorf, Schweiz

Kombischiittler KL2 (600 U/min)

Edmund Buhler

Deutschland

GmbH, Bodelshausen,

Mehrkanalpipette Eppendorf research plus

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Prazisionspipetten Eppendorf research: 25, 50,
75, 200 pl

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Multipipette E3/E3x

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Combitips

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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Duran pressure plus Laborflasche 500 mi DWK Life Sciences GmbH, Mainz, Deutschland

Aqua 11 B. Braun Melsungen AGm Melsungen,

Deutschland

3.1.3. Software

Tabelle 3: Verwendete Software

Bezeichnung Hersteller

Microsoft Office Professional Plus 2016 Microsoft Corporation, Redmond, Vereinigte

Staaten von Amerika

GraphPad Prism 6.01 GraphPad Software Inc., San Diego, Vereinigte
Staaten von Amerika

SPSS Statistics 26 IBM, North Castle, Vereinigte Staaten von
Amerika

EndNote X9.3.3 Clarivate Analytics, Philadelphia, Vereinigte

Staaten von Amerika

3.2. Methoden

3.2.1. Studiendesign und Patientenkollektiv

Von September 2018 bis Januar 2020 wurden in dieser prospektiv-translationalen
Kohortenstudie Blut von Patienten mit einer PH, die einen TIPS am
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf (UKE) erhielten, gesammelt. Der
Ethikantrag wurde vor dem Beginn der Studie im September 2018 von der
Arztekammer Hamburg genehmigt (Referenznummer PV5727). Vor dem
Einschluss der Patienten in die Studie haben alle Teilnehmer mindestens 24
Stunden vor der TIPS-Anlage eine Aufklarung und Einwilligungserklarung
unterschrieben. Die Verarbeitung, Dokumentation und Archivierung erfolgten

pseudonymisiert.

Neben den Patienten, die aufgrund einer aszitischen, portal-hypertensiven
Dekompensation einen TIPS erhalten haben (TIPS-Kohorte), wurden Patienten, die
eine kompensierte Leberzirrhose aufweisen, zusatzlich als Kontrollkohorte

rekrutiert.
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3.2.1.1. Einschluss- und Ausschlusskriterien

Eingeschlossen fur die TIPS-Kohorte wurden alle Patienten mit refraktarem Aszites
im Rahmen einer PH und einer zugrunde liegenden Leberzirrhose, die einen TIPS
am UKE erhalten haben. Hierbei wurden vor allem uber die zentrale
Aufnahmekoordination geplante TIPS-Anlagen als auch stationare Patienten
berucksichtigt. Patienten, die einen Notfall-TIPS erhielten, konnten aufgrund der

Dringlichkeit nicht eingeschlossen werden.

FUr die Kontrollkohorte wurden Patienten mit einer kompensierten Leberzirrhose ab

18 Jahren eingeschlossen.

Zu den Ausschlusskriterien gehorten eine aktive Infektion mit HCV oder HBV und
einer erhdhten Viruslast oder einer fehlenden antiviralen Therapie, TIPS-Anlage in
der Vorgeschichte, eine PH ohne zugrunde liegende Leberzirrhose, Alter unter 18
Jahren sowie Patienten, die nicht einwilligungsfahig waren (zum Beispiel aufgrund

einer Intubation oder einem verminderten Sprachverstandnis).
3.2.1.2. Patientenrekrutierung und Datenakquise

Nach der Aufklarung und Einwilligung der Studienpatienten wurde vor der TIPS-
Anlage peripheres vendses Blut abgenommen (Pra TIPS). Zu allen
Messzeitpunkten wurden neben der regularen peripheren Blutentnahme, bei der die
klinischen Parameter gemessen wurden, jeweils drei 7,5 ml EDTA-ROhrchen
zusatzlich abgenommen. Des Weiteren erfolgte bei jedem Patienten vor dem
Eingriff eine Sonografie der Leber, eine Herzechografie, ein Zahlenverbindungstest
zur HE-Diagnostik sowie bei punktionswirdigem Aszites eine Aszitespunktion. Die
Aszitespunktion diente vor allem zum Ausschluss einer SBP sowie zur
Verbesserung der Ultraschallbedingungen wahrend des Eingriffes. Zur Sammlung
der klinischen Daten diente zum einen ein Fragebogen, welcher mit jedem Patienten
vor dem Eingriff durchgefuhrt wurde. Dieser beinhaltet Patientendaten wie Grolie,
Gewicht, Alter und Geschlecht, sowie Daten zur Krankheitsgeschichte, wie
Atiologie, Menge des Alkoholkonsums, Zustand nach Komplikationen und

Begleiterkrankungen. Zum anderen wurden wichtige Daten aus der
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Patientenhistorie in der elektronischen Patientenakte (Programm Soarian Siemens

AG) entnommen.

Wahrend des Eingriffes wurden ebenfalls drei 7,5 ml EDTA-R6hrchen aus der
Lebervene als auch aus der Pfortader enthommen, um M30 und M65 nicht nur
peripher, sondern auch lokal zu bestimmen. Nach der Sondierung der Lebervene
uber einen Katheter wurde vor, beziehungsweise nach der Wedgedruckmessung
direkt Blut aus der Lebervene steril enthommen. Nach der Punktion der Pfortader
und vor der Erstellung und Weitung des TIPS-Traktes wurde das Blut aus der

Pfortader enthommen.

Zwei bis funf Tage nach dem Eingriff erfolgte eine erneute peripher-vendse
Blutentnahme (short Follow-up (FU)) und ein Ultraschall vor der Entlassung des
Patienten sowie die Terminierung zur Wiedervorstellung in der hepatologischen
Ambulanz des UKE. Innerhalb von 90 Tagen nach der TIPS-Anlage wurde erneut
peripher-vendses Blut entnommen und als ,early FU" asserviert. Alle dem early FU
nachfolgenden Wiedervorstellungen und Blutentnahmen wurden als ,late FU®
definiert. Keine Blutentnahme erfolgte bei eingeschlossenen Studienpatienten mit

schwerer systemischer Infektion.

Zur Quantifizierung des Verlaufs und des TIPS-Ansprechens wurden bei der
ambulanten Wiedervorstellung zum FU folgende Punkte eruiert: Stattgehabte
Parazentesen, HE, Alkoholkonsum, Blutung, SPB, Infektion, periphere Odeme,

Gewichtsverlauf, Krankenhausaufenthalten und Exitus letalis.
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Zusatzlich zur ambulanten Einbestellung der Patienten wurde bei allen
Studienteilnehmern, die wahrend des Beobachtungszeitraumes am UKE stationar
aufgenommen wurden, klinische Daten gesammelt und Blut abgenommen. Das FU
endete mit dem Exitus letalis, einer Lebertransplantation oder dem Nicht-
Erscheinen zum FU sowie mit dem Ende des Beobachtungszeitraums im Januar
2020 (siehe Abbildung 3).

TIPS-Anlage
n=44
Exitus letalis (n=4)
Lebertransplantation (n=1)
—_—

Nicht erschienen (n=5)

Nicht zum early aber zum late FU erschienen (n=2)

Early Follow-up
n= 32

Nicht zum early aber zum late FU Exitus letalis (n=3)

erschienen (n=2) Nicht erschienen (n=8)

Zum Analysezeitpunkt kein late FU vorliegend (n=4)

Late Follow-up
n=19

Abbildung 3: Flowchart zur Darstellung des Follow-up

Die Patienten fur die Kontrollkohorte wurden in der hepatologischen Ambulanz am
UKE rekrutiert. Nach Aufklarung und Einwilligung der Patienten wurde das
Studienblut zusatzlich zur Routine-Blutentnahme abgenommen. Dies erfolgte
einmalig ohne weiteren zeitlichen Verlauf. Die klinischen Daten wurden Uber das

Programm Soarian gesammelt.

Im Hinblick auf die klinischen Daten und die Erfolgsrate der TIPS-Anlage erfolgte
zusatzlich die Einteilung der TIPS-Patienten in Responder und Non-Responder. Die
Non-Responder wurden anhand von zwei Kriterien charakterisiert: a) frihes
Versterben und/oder b) anhaltende Notwendigkeit von Aszitespunktionen Uber drei
Monate nach der TIPS-Anlage. Fruhes Versterben wurde anhand einer Zeitspanne
von unter 3 Monaten nach TIPS-Anlage und zusatzlich relevanten Mengen von

Aszites zum Todeszeitpunkt definiert.
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3.2.2. Labortechnische Analyse

Die gesammelten Blutproben der Patienten wurden einheitlich verarbeitet und nach
Abschluss der Rekrutierung die M30- und M65-Konzentration im Plasma

gemessen.
3.2.2.1. Probenverarbeitung

Nach der Abnahme des Studienblutes wurde das Blut bis zum Transport in das
Labor im Kuhlschrank bei vier Grad gelagert. Die Blutproben wurden am Tag der
Blutentnahme im S1 Labor bei Raumtemperatur und unter allen
Sicherheitsvorkehrungen verarbeitet. Die Arbeit erfolgte zudem unter einer
biologischen Sicherheitswerkbank Klasse Il. Zunachst wurden die EDTA-R&hrchen
bei 400 g fur 5 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Anschlieliend wurden
0,5 ml bis 1 ml Plasma in maximal 3 Aliquots pipettiert und bei -80 °C bis zur

Messung gelagert.
3.2.2.2. ELISA

Der Apoptosemarker M30 wurde mithilfe des M30-Apoptosense® (PEVIVA®)
ELISA der Firma VLVbio analysiert. Dieser ELISA bestimmt quantitativ die durch
Caspase-gespaltenen |8slichen humanen CK-18-Intermediarfilamente (ccK18,
K18Asp396 oder M30-Neoepitop).

Das gesamte l0sliche CK-18, das sowohl bei apoptotischem als auch bei
nekrotischem Zelltod freigesetzt wird, wurde mithilfe des M65 ELISA (Peviva)
VLVbio quantitativ gemessen. Hierbei erkennen die monoklonalen Antikorper M5
und M6 sowohl die Epitope des Caspase-gespaltenen als auch die des

ungespaltenen CK-18.
Die Durchfuhrung beider ELISA erfolgte nach Herstellerangaben.
3.2.3. Statistische Auswertung

Die Datensammlung erfolgte mit Microsoft Excel. Die statistischen Analysen wurden

mit den Programmen GraphPad und SPSS durchgeflhrt.
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FUr kategoriale Daten wurden Zahlungen und Prozentsatze berechnet. Fur
kontinuierliche Daten sind Mittel- und Medianwerte mit der entsprechenden
Standardabweichung (SD) oder dem Interquartilsabstand (engl. interquartile range,
IQR) angegeben. Ausreiler wurden anhand der ROUT Methode (mit Q=1 %)
identifiziert und eliminiert. Bei allen statistischen Analysen wurde das Ergebnis als

signifikant bewertet, wenn galt:
P-Wert < 0,05: * (p < 0,01: **, p < 0,001: ***, p < 0,0001: ****).

Die Daten wurden nach dem D’Agostino und Pearson Test auf Normalverteilung
untersucht. Daraufhin wurde abhangig von der Normalverteilung und Anzahl der zu
vergleichenden Gruppen ein t-test, Mann-Whitney-U-Test, Kruskal-Wallis- oder

Friedman-Test angewendet.

Aufgrund der Nicht-Normalverteilung bei den auf Korrelation untersuchten
Messergebnissen von M30 und M65 erfolgten die Korrelationsanalysen mit der
Spearman-Rho-Korrelation. Der Korrelationskoeffizient p wurde nach Tabelle 4
interpretiert. (Mukaka 2012).

Tabelle 4: Interpretation des Korrelationskoeffizienten nach Mukaka et al.

Korrelationskoeffizient Interpretation
0,9 bis 1,0 (-0,9 bis -1,0

Sehr starke positive (negative) Korrelation

)
0,7 bis 0,9 (-0,7 bis -0,9) Starke positive (negative) Korrelation
0,5 bis 0,7 (-0,5 bis -0,7) Moderate positive (negative) Korrelation
0,3 bis 0,5 (-0,3 bis -0,5) Geringe positive (negative) Korrelation
0,0 bis 0,3 (0,0 bis -0,3) Korrelation, die zu vernachlassigen ist

Zur Erstellung eines Pradiktionsmodells fur M30 und M65 hinsichtlich des TIPS-
Ansprechens erfolgte die Analyse Uber eine logistische Regression mit dem
Programm SPSS. Die Berechnungen erfolgten Uber ein logistisches
Regressionsmodell, da die zu erklarend Variabel (TIPS-Ansprechen) binar ist:

Responder beziehungsweise Non-Responder.
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4. Ergebnisse

4.1.

Patientencharakteristika

Damit die spateren Ergebnisse der M30- und M65-Konzentrationen valide

eingeordnet werden konnen, ist die Berucksichtigung der Patientencharakteristika

bei Studieneintritt von groRer Bedeutung. Bisherige Studien haben vor allem M30

und M65 anhand einer spezifischen Atiologie, wie ALD oder NAFLD untersucht. Die

Patientencharakteristika sollen einen Uberblick Uber

den klinischen und

laborchemischen Ausgangsstatus innerhalb der beiden Kohorten geben. Diese sind

in Tabelle 5 abgebildet.

Tabelle 5: Patientencharakteristika unterteilt in TIPS-Kohorte und Kontrollkohorte

Variablen Kontrollkohorte, n=24 TIPS-Kohorte, n=44
Geschlecht
Mannlich (n, %) 18 (75) 24 (54,5)
Weiblich (n, %) 6 (25) 20 (45,5)
Alter Mittelwert £ SD [Jahre] 59 + 11 608
Ursache der Leberzirrhose (n, %)
ALD 16 (66,7) 31 (70,5)
NASH 2(83) 5(11,4)
AlH 0 2 (4,5)
ALD und viral 0 2(4,5)
kryptogen 2 (8,3) 4 (9,1)
Hamochromatose 2(8,3) 0
andere 2(8,3) 0
Median CLIF-C AD Score (IQR) 46 (8) 49,5 (6)
Median MELD-Score (IQR) 8 (6) 13 (4)
Median MELDNa (IQR) 9(9) 15 (8)
Median Child-Pugh-Score (IQR) 5(1) 9(1)
CPS A (n, %) 18 (75) 0
CPS B (n, %) 4 (16,7) 34 (77,3)
CPS C (n, %) 0 10 (22,7)
Laborwerte (Median, IQR)
HbA1c [%] / 4,7 (0,8)

37




Bilirubin [mg/dl] 0,9 (0,6) 1,5 (1,3)
GOT [u/] 37 (23) 36 (20)
GPT [U/1] 32 (45) 21 (12)
yGT [U/] 98 (129) 88 (67)
Alkalische Phosphatase [U/I] 113 (56) 118 (75)
Albumin [g/l] 37,7 (6,9) 25,9 (6,3)
Thrombozyten [10%/ul] 127 (99) 102 (62)
INR 1,1 (0,3) 3(0,2)
Fibrinogen [umol/l] / 3,45 (1,49)
Kalium [mmol/I] / 1(0,8)
Natrium [mmol/I] 138 (5) 137 (7)
Kreatinin [mg/dl] 0,9 (0,2) 1,15 (0,78)
CRP [mg/l] / 6 (22)
Leukozyten [x 10%1] 52 (1,9) 5 (4,0)

Angabe der Daten in n (%), Mittelwert + SD oder Median (IQR)

AlH, Autoimmunhepatitis; ALD, Alkoholische Lebererkrankung; CLIF-C AD Score, CLIF Consortium Acute
Decompensation Score; CRP, C-reaktives Protein; GOT, Glutamat-Oxalacetat-Transaminase; GPT, Glutamat-
Pyruvat-Transaminasen; INR, International Normalized Ratio; MELD, Model for end-stage liver disease; NASH,
Nicht-alkoholische Steatohepatitis; yGT, Gamma-GT

Vierundvierzig Patienten mit dekompensierter Leberzirrhose und geplanter TIPS-
Anlage sind in dieser prospektiven Kohortenstudie eingeschlossen worden, wobei
24 Patienten (54,5 %) mannlich und 20 Patienten (45,5 %) weiblich sind. Das
Durchschnittsalter betragt 60 Jahre. 18 mannliche (75 %) und 6 weibliche (25 %)
Patienten mit einer kompensierten Leberzirrhose sind als Kontrollkohorte rekrutiert
worden. Von den insgesamt 24 kompensierten Patienten liegt das mittlere Alter bei
59 Jahren.

Hauptursache der Leberzirrhose ist mit circa 70 % sowohl bei der TIPS-Kohorte als
auch bei der Kontrollkohorte die ALD. Danach folgt in beiden Gruppen die NASH
mit jeweils circa 10 %. Somit sind beide Kohorten hinsichtlich der Atiologie zu einem

grolden Prozentsatz vergleichbar.

Da es sich bei der Kontrollkohorte um Patienten mit einer kompensierten
Leberzirrhose handelt, unterscheiden sich die Kohorten insbesondere in
Merkmalen, die sich auf das Stadium der Leberzirrhose beziehen. Anhand der
klinischen Scores zeigt sich, dass die Patienten der TIPS-Kohorte im Gegensatz zu

den Patienten in der Kontrollkohorte ein fortgeschrittenes Stadium der
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Leberzirrhose aufweisen. Der Median (IQR) vom MELD-Score betragt in der TIPS-
Kohorte 13 (4) und in der Kontrollkohorte 8 (6). Des Weiteren sind 75 % der
Kontrollkohorte als CPS A klassifiziert worden, wohingegen in der TIPS-Kohorte bei
77,3 % der Patienten ein CPS B vorliegt. Der Median (IQR) CLIF-C AD Score
betragt in der TIPS-Kohorte 49,5 (6) und in der Kontrollkohorte 46 (8).

Hinsichtlich der Laborparameter bestehen keine eindeutigen Unterschiede
zwischen beiden Patientenkohorten. Die Werte von GPT, Albumin und die
Thrombozytenzahl liegen in einem hoheren Bereich bei der Kontrollkohorte, wobei

in der TIPS-Kohorte die Werte von Bilirubin und Kreatinin hohere Werte annehmen.

Zusatzlich zu den klinischen und laborchemischen Parametern sind fur die TIPS-
Kohorte Daten erhoben worden, welche mit der Dekompensation und dem TIPS-

Eingriff in Verbindung stehen. Diese sind in Tabelle 6 aufgefuhrt.

Tabelle 6: Daten zur TIPS-Anlage. Anamnestische Daten der Patienten vor TIPS-Anlage sowie der Parameter
wahrend des Eingriffes.

TIPS-Kohorte, n=44
Bisherige Ereignisse (n, %)
SBP 16 (36,4)
HRS 16 (36,4)
Hydrothorax 5(11,4)
HE 10 (22,7)
Varizenblutung 16 (36,4)
Varizengrofe (n, %)
Keine Varizen 11 (25)
I 23 (52,3)
=1l 3(6,8)
Il 5(11,4)
11 2 (4,5)
\Y 0 (0)
Aszites (n, %) 44 (100)
Median Anzahl Parazentesen vor der TIPS- 2,0 (2,0)
Anlage/Monat (IQR)
Median HVPG pra TIPS [mmHg] (IQR) 25 (10)
Median HVPG post TIPS [mmHg] (IQR) 9 (6)
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Median HVPG-Differenz [mmHg] (IQR) 15 (8)

Stentlange [mm] (n, %)

40+20 1(2,3)
50+20 1(2,3)
60+20 9 (20,5)
70+20 25 (56,8)
80+20 6 (13,6)
Nicht bekannt 2 (4,5)
Maximale StentgréRe [mm] (n, %)
10 42 (95,5)
Nicht bekannt 2 (4,5)
Dilatationsgrofie des Stents [mm] (n, %)
8 42 (95,5)
Nicht bekannt 2 (4,5)

Angabe der Daten in Median (IQR) oder n (%).
HE, Hepatische Enzephalopathie; HRS, Hepatorenales Syndrom; HVPG, Hepatisch-vendser Druckgradient

SBP, Spontan bakterielle Peritonitis

Alle 44 Patienten innerhalb der TIPS-Kohorte wiesen vor dem Eingriff Aszites auf,
welcher im Median mit einer Frequenz von 2 Mal pro Monat punktiert wurde. Die mit
der PH assoziierten Komplikationen traten in folgender Haufigkeit vor der TIPS-
Anlage auf: Bei 16 Patienten (36,4 %) jeweils eine SBP, ein HRS oder eine
Varizenblutung, bei 10 Patienten (22,7 %) eine HE und bei 5 Patienten (11,4 %) ein
hepatischer Hydrothorax.

Wie in der Einleitung bereits beschrieben, konnte durch die Entwicklung von PTFE-
beschichten Stents die Komplikationsrate signifikant gesenkt werden.
Flnfundzwanzig (56,8 %) der 44 Patienten, die einen TIPS erhielten, bekamen
einen 70+20 mm TIPS implantiert. Dies bedeutet, dass 70 mm des Stents mit PTFE
beschichtet (intrahepatischer Anteil) und 20 mm ohne Beschichtung (portaler Anteil)
sind (Radeleff 2021). Bei allen Patienten lag der maximale Durchmesser des Stents
bei 10 mm und wurde bei allen Patienten auf 8 mm dilatiert. Der Median des HVPG
betrug vor dem Eingriff 25 mmHg (10), was eine Indikation zur TIPS-Anlage
darstellt. Nach der TIPS-Implantation sinkt der HVPG auf einen Median von
9 mmHg (6). Hieraus ergibt sich eine Differenz des HVPG vor und nach der TIPS-

Anlage von 15 mmHg (8).
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4.2. Vergleich Zelltodmarker bei Patienten mit kompensierter und

dekompensierter Leberzirrhose

Macdonald et al. konnten zeigen, dass die Zelltodrate bei Patienten mit
dekompensierter Leberzirrhose insbesondere auch im Vergleich zu Patienten mit
einer kompensierten Leberzirrhose signifikant héher ist. Dennoch fehlen derzeit
Untersuchungen, inwiefern sich die PH auf den epithelialen Zelltod im Rahmen von
Apoptose und Nekrose auswirkt. In dieser Arbeit soll der Zusammenhang zwischen
PH, hepatischem Zelltod und der Leberfibrose als Circulus vitiosus untersucht
werden. Zunachst wird die Hypothese, dass die PH den hepatischen Zelltod
bedingt, naher betrachtet. Aus diesem Grund wurde die Konzentration von M30 als
Apoptosemarker im Plasma von Patienten mit einer dekompensierten Leberzirrhose
im Rahmen einer CSPH und geplanter TIPS-Anlage sowie in stabilen Patienten mit

kompensierter Leberzirrhose (Kontrollkohorte) gemessen.
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Abbildung 4: Plasmalevel von M30 bei Patienten mit kompensierter und dekompensierter Leberzirrhose.
Die Plasmakonzentration des Apoptosemarkers M30 im peripheren Plasma von Patienten mit einer
kompensierten Leberzirrhose (Kontrollkohorte, n=24) und dekompensierten Leberzirrhose vor TIPS-Anlage
(Pra TIPS, n=44). Die Analyse erfolgte mit einem Mann-Whitney-U-Test. Darstellung der Daten in Median mit
IQR.

In Abbildung 4 zeigt sich, dass Patienten mit einer dekompensierten Leberzirrhose
mit einem Median (IQR) von 192,9 (84,8) U/l eine signifikant hdhere Konzentration
an M30 im peripheren Plasma als Patienten mit einer kompensierten Leberzirrhose
(Median 141,8 (81,8) U/l) aufweisen (p = 0,0021).
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Nachdem bei der Messung von M30 ein signifikanter Unterschied zwischen den
untersuchten Patientenkohorten zu erkennen ist, wird im Folgenden der
Gesamtzelltod anhand der M65-Plasmakonzentration naher betrachtet. Wie bei der
Messung von M30 wurde die TIPS-Kohorte mit der Kontrollkohorte verglichen (siehe
Abbildung 5).
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Abbildung 5: Plasmalevel von M65 bei Patienten mit kompensierter und dekompensierter Leberzirrhose.
Die Plasmakonzentration des Zelltodmarkers M65 im peripheren Plasma von Patienten mit kompensierter
Leberzirrhose (Kontrollkohorte, n=24) und Patienten mit einer dekompensierten Leberzirrhose vor TIPS-Anlage
(Pra TIPS, n=44). Die Analyse erfolgte mit einem Mann-Whitney-U-Test. Darstellung der Daten in Median mit
IQR.

In Abbildung 5 lasst sich ebenfalls ein signifikanter Unterschied der M65-
Plasmakonzentration zwischen der Kontrollkohorte mit einem Median (IQR) von
284,8 (141,5) U/l und der TIPS-Kohorte mit einem Median (IQR) von
602,0 (388,5) U/l (p < 0,0001) messen.

So zeigen die Ergebnisse, dass eine dekompensierte Leberzirrhose im Rahmen
einer CSPH mit erhdhten Plasmakonzentrationen von M30 sowie M65 im Vergleich

zu Patienten mit einer kompensierten Leberzirrhose assoziiert ist.

4.3. Nachweis von M30 und M65 in den verschiedenen Kompartimenten

Die Gewinnung von Blut aus der Lebervene und Pfortader wahrend des TIPS-

Eingriffes stellt eine einmalige Gelegenheit der Studie dar. Neben der Messung von
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M30 und M65 im peripheren Blut, konnte so auch die Analyse der Zelltodmarker in
der Pfortader und Lebervene erfolgen. Nachdem eine signifikant erhohte
Konzentration der Zelltodmarker M30 und M65 im peripheren Blut von Patienten mit
einer Dekompensation bei CSPH nachgewiesen werden konnte (Absatz 4.2), wurde
im Folgenden untersucht, inwiefern sich M30 und M65 vor der Leber (Pfortader)
beziehungsweise nach der Leber (Lebervene) in Patienten mit PH und TIPS-Anlage

verhalten.

Die Konzentrationen von M30 im peripheren Plasma (vor der TIPS-Anlage), der
Lebervene und der Pfortader unterscheiden sich geringfligig und nicht signifikant
voneinander. Mit einem Median (IQR) von 204.8 (121,6) U/l ist die Konzentration
von M30 in der Lebervene am hochsten, gefolgt von 197,8 (107,1) U/l in der
Pfortader und 195,1 (151,3) U/l im peripheren Blut (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Plasmalevel von M30 in allen drei Kompartimenten bei Patienten mit PH. Die
Plasmakonzentration von M30 in Patienten mit PH vor der TIPS-Anlage (peripher-venés) (n=44) und wahrend
des Eingriffes in der Lebervene und Pfortader. Die Analyse erfolgte mit einem Friedman Test. Darstellung der
Daten in Median mit IQR.

In Abbildung 7 zeigt M65-
Plasmakonzentration zwischen dem peripheren Plasma (623,4 (424,9) U/l) und der
Lebervene (871,1(713,5) U/l) (p =0,0120) als auch zwischen dem peripheren
Pfortader (953,0 (540,9) U/l) (p <0,0001). Bei

Plasmakonzentrationen von M65 zwischen der Lebervene und der Pfortader ist kein

sich ein signifikanter Unterschied in der

Plasma und der den

43



signifikanter Unterschied (p = 0,6027) messbar. Somit ist die Konzentration des

Gesamtzelltodmarker M65 vor und nach der Leber héher als im peripheren Blut.
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Abbildung 7: Plasmalevel von M65 in allen drei Kompartimenten bei Patienten mit PH. Die
Plasmakonzentration von M65 in Patienten mit PH vor der TIPS-Anlage (peripher-venés) (n=44) und wahrend
des Eingriffes in der Lebervene und Pfortader. Die Analyse erfolgte mit einem Friedman Test. Darstellung der
Daten in Median mit IQR.

Es zeigt sich, dass sowohl M30 als auch M65 nicht nur peripher, sondern auch in
der Lebervene und Pfortader nachgewiesen worden sind. Die hdchsten
Konzentrationen von M65 sind in der Pfortader sowie von M30 in der Lebervene
messbar. Zusatzlich liegt fir M65 in der Lebervene und in der Pfortader ein hoher

IQR vor, welcher eine weite Verteilung der Messwerte veranschaulicht.

4.4. Einfluss der TIPS-Anlage auf den Zelltod bei Patienten mit

dekompensierter Leberzirrhose

Durch die Anlage des TIPS soll der erhdhte Pfortaderdruck reduziert werden und
eine Rekompensation mit Verbesserung der Uberlebensrate der Patienten erzielt
werden. Die bisherigen Ergebnisse der Arbeit veranschaulichen, dass Patienten mit
einer dekompensierten Leberzirrhose im Rahmen einer CSPH eine erhohte
Plasmakonzentration der Zelltodmarker M30 und M65 im Gegensatz zu Patienten
mit einer kompensierten Zirrhose aufweisen. Inwiefern die TIPS-Anlage einen

Einfluss auf die Zelltodmarker-Konzentrationen hat, ist unklar.
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Um die Hypothese zu prifen, dass die Senkung der PH durch eine TIPS-Anlage zu
einer Reduktion der Leberschadigung, gemessen anhand der Zelltodmarker M30
und M65, fuhrt, erfolgte die Analyse des peripheren Plasmas wahrend des
Beobachtungszeitraumes zusatzlich zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Das short
FU mit Blutentnahme erfolgte zwei bis funf Tage nach der TIPS-Anlage.
Anschlie®end erhielten die Patienten innerhalb von 90 Tagen nach der Anlage
(early FU) sowie mehr als 90 Tage nach der Anlage (late FU) eine Blutentnahme.
Abbildung 8 und Abbildung 9 zeigen die Konzentrationsveranderungen von M30
und M65 im peripheren Plasma der TIPS-Kohorte uUber den angegebenen
Beobachtungszeitraum. Um eine Verzerrung der Ergebnisse zu vermeiden, wurden
in dieser Analyse nur die Werte der Patienten inkludiert, von denen die Proben bis

zum late FU vorhanden waren (n = 17).

Die Konzentration von M30 ist zum Zeitpunkt des short FU am hochsten mit einem
Median (IQR) von 335,8 (378,6) U/. Wahrend des weiteren
Beobachtungszeitraumes nach der TIPS-Anlage sinkt M30 auf einen Median (IQR)
von 208,2 (103,6) U/l zum early FU. Ein signifikanter Unterschied in der M30
Konzentration besteht zwischen dem short FU und dem late FU (167,6 (108,6) U/I)
(p = 0,002). Vor der TIPS-Anlage lag die Konzentration von M30 im Plasma bei
186,6 (74,6) U/l. Weder zwischen den Zeitpunkten Pra TIPS und early FU
(p>0,999) noch zwischen Pra TIPS und late FU (p =0,666) besteht ein
signifikanter Unterschied. So zeigt sich, dass kurz nach der TIPS-Anlage eine
deutlich erhohte Konzentration von M30 im peripheren Blut nachgewiesen wird. Die
M30-Konzentration normalisiert sich und sinkt unterhalb des Ausgangsniveaus (Pra

TIPS) zum Endpunkt des Beobachtungszeitraums (late FU), jedoch nicht signifikant.
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Abbildung 8: M30-Plasmakonzentration von Patienten mit einem late FU zu allen Messzeitpunkten. Die
Plasmakonzentration von M30 im peripheren Plasma von Patienten mit PH vor der TIPS-Anlage (Pra TIPS),
zum short, early und late FU (n = 17). Die Analyse erfolgte mit einem Friedman Test. Darstellung der Daten in
Median mit IQR.

Das Verhalten der M65-Konzentration zu den Messzeitpunkten ist in Abbildung 9
dargestellt. Hierbei wird M65 mit einem Median (IQR) von 996,9 (947,1) U/l zum
Zeitpunkt des short FU am hdchsten gemessen, wobei ein signifikanter Unterschied
zwischen den Zeitpunkten short FU und Pra TIPS (602,0 (341,8) U/l) (p = 0,047)
gemessen wird. Bereits zum early FU sinkt die Konzentration an M65 im Plasma
auf einen Median (IQR) von 651,4 (253,9) U/l signifikant zum short FU (p = 0,013).
Zwischen den Zeitpunkten Pra TIPS und early FU besteht ein nicht-signifikanter
Unterschied mit p>0,999. Zum Zeitpunkt des late FU sinkt die MG65-
Plasmakonzentration unterhalb des Ausgangsniveaus vor der TIPS-Anlage auf
468,7 (199,2) U/1, jedoch nicht signifikant (p = 0,067).

46



ns

ns

3500' Kdkkk

ns
3000- =
]
25004
= 2000 ¢
3 Em
w [ ]
= 15001
u
[ ] e vy
10001
u ol v
[ W T
[T - Skt r&*
A v
0 T T T T
Pra TIPS short FU early Fu late FU

Abbildung 9: M65-Plasmakonzentration von Patienten mit einem late FU zu allen Messzeitpunkten. Die
Plasmakonzentration von M65 im peripheren Plasma von Patienten mit PH vor der TIPS-Anlage (Pra TIPS), zum
short, early und late FU (n = 17). Die Analyse erfolgte mit einem Friedman Test. Darstellung der Daten in Median
mit IQR.

Somit fuhrt die TIPS-Anlage initial zu einem deutlichen Anstieg der M65- und M30-
Plasmakonzentration, am ehesten bedingt durch einen direkten Schaden durch die
Punktion als auch anschlieRender Perfusionséanderung. Uber den
Beobachtungszeitraum  sinken  die  Konzentrationen unterhalb  des
Ausgangsniveaus (Pra TIPS), jedoch nur bei Betrachtung der absoluten Werte. Ein
signifikanter Unterschied der M30- und MG65-Konzentration zwischen den
Zeitpunkten Pra TIPS und early sowie late FU besteht nicht. Zudem ist zu beachten,
dass in die Berechnung nur Patienten mit vorhandenen Blutproben zu allen FU-

Zeitpunkten inklusive late FU einbezogen wurden (n = 17).

4.5. Zelltodmarker M30 und M65 bei Patienten mit kompensierter

Leberzirrhose und Patienten nach TIPS-Anlage

In Abschnitt 4.4 wird deutlich, dass die Anlage des TIPS zunachst zu einem
deutlichen Anstieg der M30- und M65-Konzentration flhrt. Im Verlauf sinken die
Zelltodmarker im peripheren Blut unterhalb des Ausgangsniveaus, jedoch nicht
signifikant. Um die Hypothese, dass die TIPS-Anlage zu einer Senkung der
Zelltodmarker-Konzentration fuhrt, ndher zu untersuchen, wurden die einzelnen

Messzeitpunkte mit der Konzentration der Kontrollkohorte verglichen. Da die FU in
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dieser Analyse nicht untereinander betrachtet wurden, erfolgte die Berechnung mit

allen vorliegenden Patientenproben zu den jeweiligen Zeitpunkten.
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Abbildung 10: M30-Plasmakonzentration von Patienten mit kompensierter Leberzirrhose und Patienten
mit PH vor sowie nach der TIPS-Anlage. Die Plasmakonzentration des Apoptosemarkers M30 im peripheren
Plasma von Patienten mit einer kompensierten Leberzirrhose (Kontrollkohorte, n=24) und dekompensierten
Leberzirrhose vor TIPS-Anlage (Pré TIPS, n=44), zum early FU (n=32) und zum late FU (n=19). Die Analyse

erfolgte mit einem Kruskal-Wallis-Test. Darstellung der Daten in Median mit IQR.

Der Vergleich vom Median (IQR) des Apoptosemarkers M30 zwischen den
Patienten mit einer kompensierten Leberzirrhose und den Patienten mit einer TIPS-
Anlage zu den jeweiligen Beobachtungszeitpunkten ist in Abbildung 10 dargestelit.
Innerhalb der Kontrollkohorte betragt der Median 141,8 (81,8) U/l. Wie bereits in
Abschnitt 4.2 ist die Konzentration von M30 bei Patienten mit CSPH (Pra TIPS)
signifikant hoher mit einem Median (IQR) von 192,9 (84,8) U/l (p = 0,0058). Nach
der TIPS-Anlage sinkt die M30-Konzentration auf 174,5 (103,6) U/l zum early FU
und 163,9 (61,5) U/l zum late FU, sodass kein signifikanter Unterschied zwischen
der Kontrollkohorte und der TIPS-Kohorte zum early und late FU mehr besteht.
Somit sinkt M30 im peripheren Plasma nach der TIPS-Anlage auf das Niveau der

kompensierten Leberzirrhosen ab.
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Abbildung 11: M65-Plasmakonzentration von Patienten mit kompensierter Leberzirrhose und Patienten
mit PH vor sowie nach der TIPS-Anlage. Die Plasmakonzentration des Zelltodmarkers M65 im peripheren
Plasma von Patienten mit einer kompensierten Leberzirrhose (Kontrollkohorte, n=24) und dekompensierten
Leberzirrhose vor TIPS-Anlage (Pra TIPS, n=44), zum early FU (n=32) und zum late FU (n=19). Die Analyse

erfolgte mit einem Kruskal-Wallis-Test. Darstellung der Daten in Median mit IQR.

Auch die Plasmakonzentration von M65 vor der TIPS-Anlage (602,0 (388,5) U/l)
unterscheidet sich signifikant zur M65-Konzentration bei Patienten mit
kompensierter Leberzirrhose (284,8 (141,5) U/l) (p <0,0001). Im Gegensatz zu
M30 bleibt dieser signifikante Unterschied zum Zeitpunkt des early FU mit einem
Median (IQR) von 612,1 (304,1) U/l bestehen (p < 0,0001). Erst zum late FU sinkt
die M65-Konzentration auf ein nicht-signifikantes Niveau zu den kompensierten
Leberzirrhosen ab. Dennoch liegt der Median (IQR) mit 433,4 (144,8) U/l deutlich
uber dem Median der Kontrollkohorte (siehe Abbildung 11).

Somit zeigt sich, dass im Vergleich zur Kontrollkohorte die M30- als auch M65-
Konzentration im peripheren Plasma nach erfolgter TIPS-Anlage absinkt, sodass
kein signifikanter Unterschied zwischen der Kontrollkohorte und der TIPS-Kohorte
zum Zeitpunkt des late FU besteht. Im Gegensatz zu M30 sinkt die Konzentration

von M65 jedoch nicht auf das Niveau der Kontrollkohorte.
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4.6. Responder und Non-Responder

Obwonhl der TIPS eine gute Erfolgsrate aufweist, profitieren in dieser Untersuchung
nur 29 der 44 rekrutierten Patienten von diesem Eingriff (Responder), charakterisiert
anhand erfolgreicher Asziteskontrolle durch die TIPS-Anlage. Die Ubrigen fiinfzehn
der 44 Patienten wurden aufgrund des Nicht-Ansprechens nach TIPS-Anlage
gekennzeichnet durch therapierefraktaren Aszites und/oder fruhem Versterben als

Non-Responder definiert.

In den Abschnitten 4.2, 4.3 und 4.4 konnte gezeigt werden, dass die
Plasmakonzentrationen der Zelltodmarker bei Patienten mit PH erhoht sind und
durch die Anlage des TIPS gesenkt werden. Es ist unklar, inwieweit die M30- und
M65-Plasmakonzentrationen zwischen Respondern und Non-Respondern variieren

und eine Aussage Uber das TIPS-Ansprechen treffen kdnnen.

Abbildung 12 veranschaulicht die Plasmaspiegel von M30 unterteilt in Responder
und Non-Responder in den einzelnen Kompartimenten: der Lebervene, der
Pfortader und im peripheren Plasma vor der TIPS-Anlage (peripher-vends). Die
hdchste Konzentration von M30 fur die Non-Responder wurde in der Lebervene mit
230,8 (117,4) U/l gemessen, wobei die Konzentration der Respondern bei
169,6 (72,5) U/l lag. Die hochste Konzentration von M30 fur die Responder wurde
im Kompartiment Pfortader mit 189,8 (109,1) U/l gemessen, wobei sich die
Konzentration bei den Non-Respondern auch hier nicht signifikant mit
222,4 (96,6) U/l unterscheidet. Die Tendenz zeigt sich ebenfalls im peripheren
Plasma vor der TIPS-Anlage mit einem Median (IQR) fir die Responder von
186,6 (129,5) U/l und Non-Responder 219,0 (153,7) U/l. Es wird deutlich, dass bei
Patienten mit fehlendem TIPS-Ansprechen die Konzentration von M30 in allen
Kompartimenten hoher ist, als bei Patienten mit erfolgreicher Asziteskontrolle nach

TIPS-Anlage, jedoch nicht-signifikant.
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Abbildung 12: Plasmalevel von M30 unterteilt nach TIPS-Ansprechen in Lebervene, Pfortader und
peripherem Plasma vor der TIPS-Anlage (peripher vends). Patienten mit erfolgreichem TIPS-Ansprechen
wurden als Responder eingestuft (n=29). Patienten mit fehlendem TIPS-Ansprechen wurden anhand friihen
Versterbens und therapierefraktdren Aszites trotz TIPS-Anlage als Non-Responder (n=15) definiert. Die

Datenanalyse erfolgte mit einem Mann-Whitney-U-Test.

Far M65 stellt sich ein ahnliches Bild flr die Konzentration in der Pfortader und im
peripheren Plasma zwischen Respondern und Non-Respondern dar (Abbildung 13).
Mit einem Median (IQR) von 799,0 (568,4) U/l bei den Respondern und
1127,0 (523,3) U/l bei den Non-Respondern in der Pfortader, sowie einer
Konzentration von M65 mit einem Median (IQR) von 582,9 (351,6) U/l bei den
Respondern und 813,6 (580,9) U/l bei den Non-Respondern im peripheren Plasma
wird deutlich, dass ahnlich zu M30 auch die Konzentration von M65 bei den Non-
Respondern im Vergleich zu den Respondern hdher ist, jedoch nicht-signifikant.
Hervorzuheben ist, dass ein signifikanter Unterschied in der M65 Konzentration
zwischen Responder 706,8 (530,4) U/l) und Non-Responder 1264,0 (1506,7) U/l)
im Kompartiment Lebervene besteht (p = 0,0104).
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Abbildung 13: Plasmalevel von M65 unterteilt nach TIPS-Ansprechen in Lebervene, Pfortader und
peripherem Plasma vor der TIPS-Anlage (peripher venos). Patienten mit erfolgreichem TIPS-Ansprechen
wurden als Responder eingestuft (n=29). Patienten mit fehlendem TIPS-Ansprechen wurden anhand friihen
Versterbens und therapierefraktaren Aszites trotz TIPS-Anlage als Non-Responder (n=15) definiert. Die

Datenanalyse erfolgte mit einem Mann-Whitney-U-Test.

Die Analyse der M30- und M65-Konzentrationen vor der TIPS-Anlage unterteilt nach
Responder und Non-Responder zeigt, dass, unabhangig vom Kompartiment, die
Plasmalevel von M30 und M65 bei Patienten mit fehlendem TIPS-Ansprechen
héhere Werte aufweisen. Ein signifikanter Unterschied zeigt sich dabei lediglich in

der Lebervene fiir die Konzentration von M65.

Die Hypothese, dass bei den Respondern eine signifikante Senkung von M30 und
M65 wahrend des Beobachtungszeitraumes jedoch nicht bei den Non-Respondern
eintritt, soll im Folgenden untersucht werden. Hierbei ist zu beachten, dass dies
jedoch nur eingeschrankt beurteilbar ist, da die Non-Responder anhand frihen
Versterbens definiert sind und daher nicht fur alle Non-Responder Werte flr das

early FU vorliegen.
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Bei der Betrachtung der Plasmakonzentration von M30 und M65 bei den
Respondern zeigen sich fir M30 identische Ergebnisse zu denen im Kapitel 4.4,
begrindet durch die ahnliche Patientenauswahl (n=16) und statistische
Auswertung. Auf eine detaillierte Darstellung im Fliel3text wird daher verzichtet.
Abbildung 14 und Abbildung 15 dienen zur Veranschaulichung der Vergleiche der

einzelnen Zeitpunkte von den M30 und M65-Werten der Responder.

Flr M65 imponiert ein signifikanter Unterschied mit p = 0,0372 zwischen den
Zeitpunkten Pra TIPS und dem late FU. Dies unterstitzt die Hypothese, dass die
TIPS-Anlage zur Reduktion der Zelltodmarkerkonzentration bei den Respondern
fuhrt.
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Abbildung 14: M30-Plasmakonzentration von Patienten mit erfolgreichem TIPS-Ansprechen zu den
Messzeitpunkten Pra TIPS, short, early und late FU. Die Plasmakonzentration von M30 im peripheren
Plasma der Responder mit Werten zu allen Messzeitpunkten vor der TIPS-Anlage, zum short, early und late FU

(n = 16). Die Analyse erfolgte mit einem Friedman Test. Darstellung der Daten in Median mit IQR.
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Abbildung 15: M65-Plasmakonzentration von Patienten mit erfolgreichem TIPS-Ansprechen zu den
Messzeitpunkten Pra TIPS, short, early und late FU. Die Plasmakonzentration von M30 im peripheren
Plasma der Responder mit Werten zu allen Messzeitpunkten vor der TIPS-Anlage, zum short, early und late FU

(n = 16). Die Analyse erfolgte mit einem Friedman Test. Darstellung der Daten in Median mit IQR.

Der Vergleich der Konzentrationen fur M30 und M65 zu den verschiedenen
Zeitpunkten fur die Non-Responder ist in den Abbildung 16 und Abbildung 17
abgebildet (n = 8). Sowohl fur M30 als auch M65 lassen sich keine signifikanten
Unterschiede darstellen. Insgesamt konnten die Daten von acht Non-Respondern
zum Zeitpunkt des early FU erhoben werden. Fur M30 lag der Median (IQR) zum
Zeitpunkt des short FU bei 208,6 (193,2) U/l, zum early FU bei 189,9 (146,1) U/l und
vor der TIPS-Anlage bei 205,2 (266,4) U/l, jeweils nicht signifikant (siehe Abbildung
16). Fur die Konzentration von M65 lag der Median (IQR) zum Zeitpunkt des short
FU bei 886,9 (951,3) U/l, zum early FU bei 680,6 (827,2) U/l und vor der TIPS-
Anlage bei 713,4 (637,3) U/l, jeweils nicht signifikant (siehe Abbildung 17).
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Abbildung 16: M30-Plasmakonzentration von Patienten mit fehlendem TIPS-Ansprechen und early FU
zu den Messzeitpunkten Pra TIPS, short und early FU. Die Plasmakonzentration von M30 im peripheren
Plasma der Non-Responder vor der TIPS-Anlage, zum short und early FU (n = 8). Die Analyse erfolgte mit
einem Friedman Test. Darstellung der Daten in Median mit IQR.
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Abbildung 17: M65-Plasmakonzentration von Patienten mit fehlendem TIPS-Ansprechen und early FU
zu den Messzeitpunkten Pra TIPS, short und early FU. Die Plasmakonzentration von M65 im peripheren
Plasma der Non-Responder vor der TIPS-Anlage, zum short und early FU (n = 8). Die Analyse erfolgte mit

einem Friedman Test. Darstellung der Daten in Median mit IQR.
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In Abbildung 18 sind die Konzentrationen fur M30 zum short und early FU unterteilt
nach Responder (n = 28 zum short FU; n = 24 zum early FU) und Non-Responder
(n =14 zum short FU; n = 8 zum early FU) dargestellt. Zu beiden Zeitpunkten liegt
die M30-Plasmakonzentration von den Responder in einem hdheren Bereich im
Vergleich zu den Non-Respondern. Mit p = 0,7309 zum short FU und p = 0,8243
zum early FU besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden

Patientengruppen zu beiden Zeitpunkten fur M30.
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Abbildung 18: Plasmalevel von M30 unterteilt nach TIPS-Ansprechen zum short und early FU. Patienten
mit erfolgreichem TIPS-Ansprechen wurden als Responder (n =28 zum short FU; n =24 zum early FU)
eingestuft. Patienten mit fehlendem TIPS-Ansprechen wurden anhand frihen Versterbens und
therapierefraktaren Aszites trotz TIPS-Anlage als Non-Responder (n = 14 zum short FU; n = 8 zum early FU)

definiert. Die Datenanalyse erfolgte mit einem Mann-Whitney-U-Test.

Im Gegensatz dazu lasst sich fur die Konzentration von M65 eine hdhere
Konzentration fur die Non-Responder darstellen (siehe Abbildung 19), jedoch auch
mit nicht signifikantem Unterschied zwischen den beiden Gruppen (p = 0,4401 short
FU; p = 0,5633 early FU).
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Abbildung 19: Plasmalevel von M65 unterteilt nach TIPS-Ansprechen zum short und early FU.
Patienten mit erfolgreichem TIPS-Ansprechen wurden als Responder (n = 28 zum short FU; n = 24 zum early
FU) eingestuft. Patienten mit fehlendem TIPS-Ansprechen wurden anhand friihen Versterbens und
therapierefraktaren Aszites trotz TIPS-Anlage als Non-Responder (n = 14 zum short FU; n = 8 zum early FU)

definiert. Die Datenanalyse erfolgte mit einem Mann-Whitney-U-Test.

Somit lasst sich zeigen, dass eine Analyse unterteilt nach Responder und Non-
Respondern zu den unterschiedlichen Zeitpunkten nur eingeschrankt beurteilbar ist.
Zum einen liegt dies an der Definition der Non-Responder. Zum anderen hat die
geringe Fallzahl einen grof3en Einfluss. Fir M30 als auch M65 zeigt sich eine eher
konstante Konzentration zu den unterschiedlichen Messzeitpunkten fir die Non-
Responder. Zudem imponiert bei Betrachtung der absoluten Werte eine hohere
Konzentration von M30 fur die Responder. Dies zeigt sich gegensatzlich fur M65.
Zusatzlich stellt sich bei Patienten mit erfolgreichem TIPS-Ansprechen fir M65 eine

signifikante Senkung der Konzentration nach TIPS-Anlage zum late FU dar.
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4.7. Korrelationsanalysen

4.7.1. TIPS-Kohorte

Wie in Kapitel 2.4.3 beschrieben, konnten verschiedene Studien Korrelationen
zwischen den Konzentrationen von M30 als auch M65 im peripheren Plasma und
verschiedenen klinischen Scores sowie serologischen Parametern feststellen. Dies
soll nun im Folgenden bei Patienten mit CSPH und dekompensierter Leberzirrhose
analysiert werden. Tabelle 7 und Tabelle 8 fassen die Korrelationskoeffizienten von
M30 beziehungsweise M65 mit den verschiedenen Scores, Druckparametern und
Laborparametern der Patienten, die einen TIPS am UKE innerhalb des

Beobachtungszeitraums erhalten haben, zusammen.

Tabelle 7: Korrelationskoeffizienten der Analyse von M30 mit klinischen Scores, Druckparametern sowie

Laborparametern.
Parameter Korrelationskoeffizient p
M30 mit

CLIF-C AD Score 0,199
MELD-Score 0,206
MELDNa 0,265
CP points 0,269
HVPG pra TIPS 0,155
Pfortaderdruck pra TIPS 0,170
Lebervenendruck pra TIPS 0,182
HbA1c 0,129
Bilirubin 0,111

GOT 0,291

GPT 0,231

yGT 0,162
Albumin -0,305*
Alkalische Phosphatase 0,73

CRP -0,152
Leukozyten -0,019
Kreatinin 0,300*
Kalium 0,235
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Natrium -0,220
Fibrinogen -0,132
INR -0,126
Thrombozyten -0,019

*: Die Korrelation ist auf dem 0,05 Niveau signifikant (zweiseitig)
CLIF-C AD Score, CLIF Consortium Acute Decompensation Score; CP, Child-Pugh; CRP, C-reaktives
Protein; GOT, Glutamat-Oxalacetat-Transaminase; GPT, Glutamat-Pyruvat-Transaminasen; HVPG,

Hepatisch-vendser Druckgradient; INR, International Normalized Ratio; MELD, Model for end-stage liver

disease; yGT, Gamma-GT

Eine klinisch relevante Korrelation mit einem Korrelationskoeffizienten p > 0,5 sind
weder flr die periphere Plasmakonzentration von M30 noch von M65 fur die
gesamte TIPS-Kohorte aufzuzeigen. Dennoch Ilasst sich eine signifikante
Korrelation von M30 mit Kreatinin und Albumin darstellen. Die Konzentration von
M30 und Albumin korrelieren negativ zueinander. Steigt M30 an, so sinkt die
Albumin-Konzentration. Des Weiteren korreliert M30 mit einer erhéhten Kreatinin-

Konzentration.

Tabelle 8: Korrelationskoeffizienten der Analyse von M65 mit klinischen Scores, Druckparametern sowie

Laborparametern.
Parameter Korrelationskoeffizient p
M65 mit
CLIF-C AD Score 0,339
MELD-Score 0,270
MELDNa 0,310*
CP points 0,098
HVPG pra TIPS 0,000
Pfortaderdruck pra TIPS 0,058
Lebervenendruck pra TIPS 0,149
HbA1c 0,171
Bilirubin 0,017
GOT 0,373*
GPT 0,346*
yGT 0,386**
Albumin -0,185
Alkalische Phosphatase 0,134
CRP -0,030
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Leukozyten 0,000
Kreatinin 0,415*
Kalium 0,271
Natrium -0,255
Fibrinogen -0,041
INR -0,144
Thrombozyten -0,130

*: Die Korrelation ist auf dem 0,05 Niveau signifikant (zweiseitig). **: Die Korrelation ist auf dem 0,01 Niveau
signifikant (zweiseitig)

CLIF-C AD Score, CLIF Consortium Acute Decompensation Score; CP, Child-Pugh; CRP, C-reaktives
Protein; GOT, Glutamat-Oxalacetat-Transaminase; GPT, Glutamat-Pyruvat-Transaminasen; HVPG,
Hepatisch-vendser Druckgradient; INR, International Normalized Ratio; MELD, Model for end-stage liver
disease; yGT, Gamma-GT

Eine signifikante Korrelation zeigt sich ebenfalls zwischen M65 und den
Laborparametern GOT, GPT, yGT und Kreatinin sowie M65 und den Scores CLIF-
C AD und MELDNa. Als Indikatoren fur eine Leberzellschadigung dienen GOT, GPT
und yGT. Eine positive Korrelation zwischen diesen Parametern und dem
Gesamtzelltod lasst sich hierbei nur in geringem Male aufzeigen. Der

Korrelationskoeffizient von M65 und Kreatinin ist jedoch mit p = 0,415 etwas hoher.

4.7.2. Responder und Non-Responder

Nachdem fur die TIPS-Kohorte Korrelationen mit geringer klinischer Relevanz
zwischen der peripheren Konzentration der Zelltodmarker und klinischen
Parametern berechnet werden konnte, soll die Unterteilung der Kohorte nach dem
TIPS-Ansprechen Erkenntnisse dartber zeigen, ob die Korrelationen je nach
Outcome der Patienten variieren. Tabelle 9 zeigt die Korrelationskoeffizienten von
M30 und verschiedenen prognostischen Scores, Druckparametern sowie

Laborparametern unterteilt nach Responder und Non-Responder.

Tabelle 9: Korrelationskoeffizienten zur Analyse von M30 unterteilt nach Respondern und Non-

Respondern.
Parameter Korrelationskoeffizient p
Responder (n=29) Non-Responder (n=15)
M30 mit
CLIF-C AD Score 0,069 0,435
MELD-Score 0,072 0,433
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MELDNa 0,249 0,218
CP points 0,300 0,153
HVPG pra TIPS 0,203 -0,088
Pfortaderdruck pra TIPS 0,318 -0,172
Lebervenendruck pra TIPS 0,301 -0,091
HbA1c 0,105 0,183
Bilirubin 0,079 0,202
GOT 0,319 0,223
GPT 0,244 0,164
YGT 0,023 0,343
Albumin -0,270 -0,325
Alkalische Phosphatase -0,058 0,289
CRP -0,303 0,244
Leukozyten -0,224 0,633*
Kreatinin 0,195 0,438
Kalium 0,364 -0,217
Natrium -0,282 -0,054
Fibrinogen -0,119 -0,139
INR -0,176 -0,025
Thrombozyten -0,172 0,439
*: Die Korrelation ist auf dem 0,05 Niveau signifikant (zweiseitig)
CLIF-C AD Score, CLIF Consortium Acute Decompensation Score; CP, Child-Pugh; CRP, C-reaktives
Protein; GOT, Glutamat-Oxalacetat-Transaminase; GPT, Glutamat-Pyruvat-Transaminasen; HVPG,
Hepatisch-vendser Druckgradient; INR, International Normalized Ratio; MELD, Model for end-stage liver
disease; yGT, Gamma-GT

Durch die Unterteilung der Patienten nach ihrem TIPS-Ansprechen in Responder
und Non-Responder zeigen sich bei der Korrelation mit der M30-
Plasmakonzentration deutliche Unterschiede. Hierbei korreliert die periphere
Konzentration von M30 bei den Respondern mafig mit dem Punktewert des CPS,
Pfortaderdruck und Lebervenendruck vor TIPS-Anlage sowie GOT, CRP und

Kalium.

Im Gegensatz dazu lassen sich weitere Korrelationen von M30 bei den Non-
Respondern darstellen. Sowohl CLIF-C AD Score und MELD-Score als auch yGT,

Albumin, Kreatinin und die Thrombozytenzahl korrelieren maRig mit M30. Weiterhin
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stellt sich die zwar zu vernachlassigbare aber auffallig negative Korrelation von M30

und den Druckparametern dar. Eine relevante positive Korrelation zeigt sich bei den

Non-Respondern zwischen der M30-Konzentration und der Leukozytenzahl.

Wie Dbei

M30 wurde flr

die Konzentration von

M65 ebenfalls eine

Korrelationsanalyse unterteilt nach Responder und Non-Responder durchgeflihrt

und in Tabelle 10 visualisiert.

Tabelle 10: Korrelationskoeffizienten von der Analyse mit M65 fiir Responder und Non-Responder.

Parameter

Korrelationskoeffizient p

Responder (n=29)

Non-Responder (n=15)

M65 mit
CLIF-C AD Score 0,266 0,343
MELD-Score 0,209 0,284
MELDNa 0,310 0,100
CP points 0,205 -0,234
HVPG pra TIPS 0,032 -0,314
Pfortaderdruck pra TIPS 0,213 -0,386
Lebervenendruck pra TIPS 0,417* -0,292
HbA1c 0,012 0,375
Bilirubin 0,071 -0,081
GOT 0,443* 0,256
GPT 0,413* 0,150
yGT 0,306 0,507
Albumin -0,242 -0,146
Alkalische Phosphatase 0,092 0,232
CRP -0,256 0,412
Leukozyten -0,048 0,249
Kreatinin 0,299 0,577*
Kalium 0,429* -0,244
Natrium -0,310 -0,040
Fibrinogen -0,172 0,295
INR -0,100 -0,173
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Thrombozyten -0,101 0,089
*: Die Korrelation ist auf dem 0,05 Niveau signifikant (zweiseitig)
CLIF-C AD Score, CLIF Consortium Acute Decompensation Score; CP, Child-Pugh; CRP, C-reaktives

Protein; GOT, Glutamat-Oxalacetat-Transaminase; GPT, Glutamat-Pyruvat-Transaminasen; HVPG,

Hepatisch-vendser Druckgradient; INR, International Normalized Ratio; MELD, Model for end-stage liver

disease; yGT, Gamma-GT

Die Korrelationsanalysen veranschaulicht bei den Respondern zwischen M65 und
MELDNa, Lebervenendruck vor TIPS-Anlage, GOT, GPT sowie Kalium eine
geringe Korrelation (0,30 < p < 0,50).

Bei den Non-Respondern lasst sich eine moderate Korrelation von M65 mit yGT
(p = 0,507) und Kreatinin (p = 0,577) darstellen. MaRig korreliert M65 bei den Non-
Respondern mit dem CLIF-C AD Score, HbA1c und CRP (0,30 < p < 0,50). Wie fur
die Konzentration von M30 zeigt sich auch bei M65 eine dezent negative Korrelation

mit dem invasiv gemessenen vasalen Drucken.
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4.8. Pradiktionsmodell TIPS-Ansprechen

Inwiefern die Zelltodmarker M30 und M65 vorhersagen konnen, ob ein Patient von
der TIPS-Anlage profitieren kann oder nicht, ist derzeit unbekannt. Aus diesem
Grund wurden die peripher-vendsen Plasmalevel von M30 und M65 vor der TIPS-
Anlage im Hinblick auf deren Eignung als Pradiktionsmarker untersucht. Die
Hypothese lautet, dass eine Erhdhung von M30 und beziehungsweise oder M65

Uber einen bestimmten Wert mit einem fehlenden TIPS-Ansprechen assoziiert ist.

Aufgrund der geringen Fallzahl bei den Non-Respondern (n = 15) ist die Analyse
von mehr als zwei unabhangigen Variablen nicht moglich. Aus diesem Grund
wurden weitere Parameter wie Alter, Geschlecht und MELD-Score nicht in die

Berechnung miteinbezogen.

Zunachst zeigt die Klassifizierungstabelle (siehe Tabelle 11), dass 27 der 29
Responder (93,1 %) und drei der 15 Non-Responder (20 %) durch das
Pradiktionsmodell korrekt vorhergesagt werden kdénnen. Somit liegt der Anteil der
korrekten Zuordnungen der Patienten zu ihren Gruppen insgesamt bei 68,2 %. Zwar
wird das TIPS-Ansprechen bei den Respondern relativ gut vorhergesagt, dennoch
liegt die Rate bei den Non-Respondern deutlich niedriger. Ein grol3er Teil der Non-
Responder werden durch dieses Pradiktionsmodell nicht erkannt und

falschlicherweise den Respondern zugeteilt.

Tabelle 11: Klassifizierungstabelle (peripheres Plasma)

Responder Non-Responder Prozentsatz der Richtigen [%]
Responder 27 2 93,1
Non-Responder 12 3 20,0
Gesamtprozentsatz 68,2

Zur Beurteilung der Aussagekraft des Modells dient die Analyse des Nagelkerke R-
Quadrats. Dieses gibt an, inwiefern das Regressionsmodell die Variable
(Responder/ Non-Responder) erklart. Das Nagelkerke R-Quadrat variiert zwischen
den Werten 0 und 1, wobei ab einem Wert von Uber 0,6 eine deutliche Aussagekraft
des Pradiktionsmodell vorliegt. In dieser Studie verdeutlicht das Nagelkerke R-

Quadrat mit 0,065 die sehr geringe Aussagekraft des Pradiktionsmodells.
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Zur Beurteilung, inwiefern eine Erhéhung von M30 beziehungsweise M65 zu einer
Erhéhung der Wahrscheinlichkeit fihrt, dass die Patienten nicht auf den TIPS
ansprechen, dienen der Regressionskoeffizient B und Exp(B) als Odds Ratio. Ist B
gleich 0, so kdnnen weder M30 noch M65 eine Aussage zur Berechnung des TIPS-
Ansprechens treffen. Fir M30 betrug B -0,003 und die Odds Ratio 0,997. Dies
bedeutet, dass bei einem Anstieg von M30 um 1 U/l die Wahrscheinlichkeit um
0,3 % geringer ist, dass der Patient nicht auf den TIPS ansprechen wird (siehe
Tabelle 12).

Fir M65 lag B bei 0,002 und die Odds Ratio bei 1,002. Somit zeigt sich, dass die
Wabhrscheinlichkeit ein Non-Responder zu sein, um 0,2 % ansteigt, wenn M65 um

einen Punkt steigt (siehe Tabelle 12).

Tabelle 12: Pradiktionsmodell anhand logistischer Regression (peripheres Plasma)

Regressionskoeffizient B | Standardfehler Wald Df Signifikanz Exp(B)

M30 -0,003 0,003 1,097 1 0,295 0,997

M65 0,002 0,001 1,919 1 0,166 1,002

Konstante -1,182 0,686 2,963 1 0,085 0,307
Df, Anzahl der Freiheitsgrade

Da ein Anstieg von M65 und M30 einen geringen Effekt auf die
Wabhrscheinlichkeitsberechnung zeigt, wurden die Werte Uber den Logarithmus von
zehn umgewandelt. Hierbei ergaben die Berechnungen jedoch nicht verwertbare
Werte.

Aufgrund der geringen Patientenanzahl und der erhdhten Rate an falschen
Zuordnungen von Non-Respondern zu den Respondern wird deutlich, dass ein
Pradiktionsmodell anhand der peripheren Konzentration von M30 und M65 in dieser

Studienpopulation nicht moglich ist.

Da in Kapitel 4.6 gezeigt werden konnte, dass der Konzentrationsunterschied von
von M65 zwischen Responder und Non-Responder in der Lebervene am hochsten
ist, erfolgt im zweiten Schritt die Erstellung eines Pradiktionsmodells fur das TIPS-
Versagen anhand der invasiv gemessenen Konzentrationen von M30 und MG5 in

der Lebervene. Anhand der in Tabellen Tabelle 13 und
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Tabelle 14 wird deutlich, dass sich die Konzentration von M30 und M65 in der

Lebervene ebenfalls nicht fir die Entwicklung eines Pradiktionsmodells eignet.

Tabelle 13: Klassifizierungstabelle (Lebervene)

Responder Non-Responder Prozentsatz der Richtigen [%]
Responder 27 2 93,1
Non-Responder 11 4 26,7
Gesamtprozentsatz 70,5

Tabelle 14: Pradiktionsmodell anhand logistischer Regression (Lebervene)

Lebervene | Regressionskoeffizient B | Standardfehler Wald Df Signifikanz Exp(B)
M30 -0,001 0,002 0,493 1 0,483 0,999
M65 0,001 0,000 4,323 1 0,038 1,001

Konstante -1,522 0,671 5,146 1 0,023 0,218

Df, Anzahl der Freiheitsgrade
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5. Diskussion

In der vorliegenden Doktorarbeit wurden die Zelltodmarker M30 und M65 bei
Patienten mit CSPH und TIPS-Anlage untersucht. Das Ziel dieser Arbeit war es, zu
analysieren, ob (1) ein Circulus vitiosus aus PH, hepatischem Zelltod und
Fortschreiten der Leberfibrose besteht, (2) die Korrektur der PH durch die TIPS-
Anlage zu einer Abnahme des Zelltods fuhrt, (3) Patienten mit einem schwereren
Leberschaden ein schlechteres TIPS-Ansprechen aufweisen und (4) die
Konzentration der Zelltodmarker M30 und M65 mit dem TIPS-Ansprechen assoziiert

ist.

Die PH ist durch eine Erhdhung des Pfortaderdruckes charakterisiert. Eine
bedeutende intrahepatische Ursache der PH ist die Leberzirrhose, welche bei
Vorhandensein von Komplikationen wie Aszites und Osophagusvarizenblutungen
als dekompensiert bezeichnet wird. Patienten mit einer dekompensierten
Leberzirrhose weisen eine deutlich hohere Mortalitatsrate auf, sodass eine effektive
Therapie entscheidend fiir das Uberleben der Patienten ist. Hierbei ist die TIPS-
Anlage, bei der eine kinstliche Verbindung zwischen der Pfortader und einer
Lebervene hergestellt wird, eine wichtige Therapiemoglichkeit zur Reduktion der
PH. Die Zelltodmarker M30 und M65 spiegeln den hepatischen Zelltod wider und
sind bei verschiedensten Lebererkrankungen von prognostischer Bedeutung.
Inwiefern die portale Hypertension einen Einfluss auf den (hepatischen) Zelltod bei

Patienten mit hydropisch dekompensierter Leberzirrhose aufweist, ist unklar.

In dieser Arbeit wurden Patienten mit einer hydropisch dekompensierten
Leberzirrhose im Rahmen einer CSPH und geplanter TIPS-Anlage sowie Patienten
mit einer kompensierten Leberzirrhose als Kontrollkohorte eingeschlossen.
Innerhalb der TIPS-Kohorte ist die haufigste Ursache der Leberzirrhose die ALD,
gefolgt von der NASH (siehe Tabelle 5), welche die Hauptursachen der
Leberzirrhose neben der viralen Hepatitis sind (Zhou et al. 2014). In dieser Studie
wurden Patienten mit hydropischer Dekompensation im Rahmen einer PH bei
zugrundeliegender Leberzirrhose unabhdngig von der Atiologie eingeschlossen.
Dies stellt ein besonderes Merkmal dar. Bisherige Studien haben M30 und M65

anhand einer speziellen Atiologie, beispielsweise NAFLD, untersucht. Im
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Gegensatz dazu werden in dieser Arbeit die Zelltodmarker bei Patienten mit
unterschiedlichster Atiologie betrachtet. Dennoch liegt bei 70 % der Studienkohorte

der PH eine ALD zugrunde.

Im Vergleich zur Kontrollkohorte kann bei der TIPS-Kohorte anhand der
Laborparameter als auch der Klinik das typische Bild einer hydropisch
dekompensierten Leberzirrhose dargestellt werden. Dies lasst sich anhand eines
erhohten MELD-Scores und CPS sowie der veranderten Laborparameter wie
vermindertem Albumin und Thrombozytenzahl charakterisieren. Des Weiteren
zeigen die gesammelten klinischen Daten, dass der HVPG durch die TIPS-Anlage

deutlich gesenkt wird (siehe Tabelle 6).
5.1. Assoziation der Zelltodmarker M30 und M65 mit portaler Hypertension

Die gefahrlichsten und lebensbedrohlichsten Komplikationen der Leberzirrhose
beruhen auf der PH. Obwohl die TE zum Screening der PH dienen kann (De
Franchis et al. 2022), werden Patienten mit einer PH haufig erst identifiziert, wenn
schwerwiegende Komplikationen klinisch in Erscheinung treten. Diese sind mit einer
erhohten Morbiditat und Mortalitat assoziiert (Karkmann et al. 2018). Zusatzlich ist
die quantitative Messung des Pfortaderdrucks mittels HVPG eine invasive Methode,
welche nur in spezialisierten Zentren durchgefihrt wird (Lee 2017). Aus diesem
Grund ist die Entwicklung von einfach bestimmbaren serologischen Markern zur

Diagnostik der PH ein wichtiger Aspekt derzeitiger Forschungen.

Bei akuten und chronischen Schadigungen der Leber kommt es zum vermehrten
Zelltod und zur Fibrogenese, die im schlimmsten Fall zur Zirrhose flhren. Es ist
denkbar, dass die PH zu weiterem Leberzelltod fuhrt und einen Kreislauf aus
Zelltod, Fibrogenese und weiterer Zunahme der PH beglnstigt. Wenn diese
Annahme stimmt, mussten die Zelltodmarker M30 und M65 bei Patienten mit portal-
hypertensiver Dekompensation hoher sein, als bei Patienten mit einer
kompensierten Leberzirrhose. Zusatzlich misste die Korrektur der PH mittels TIPS
eine Senkung der Zelltodmarker M30 und M65 erzielen. Daher ist im ersten Teil der

Arbeit untersucht worden, ob Unterschiede in der Konzentration der serologischen
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Zelltodmarker M30 und M65 zwischen Patienten mit PH und Patienten mit

kompensierter Leberzirrhose bestehen.

Portale Hypertension

e

Struktureller Umbau der Leber «—— Gesteigerter Zelltod

Abbildung 20: Kreislauf aus PH, Zelltod und Fibrose

Zunachst zeigen die Ergebnisse einen signifikanten Unterschied der
Plasmakonzentrationen von M30 und M65 zwischen der TIPS-Kohorte zum
Zeitpunkt vor dem Eingriff und der Kontrollkohorte (siehe Absatz 4.2). Dies lasst
einen Zusammenhang zwischen der Menge der Apoptose sowie Nekrose und der
Schwere der Leberzirrhose beziehungsweise dem Vorhandensein einer PH
vermuten. Patienten mit einer kompensierten Leberzirrhose ohne klinische
Komplikationen zeigen eine signifikant geringere Plasmakonzentration von M30 und
M65 im Gegensatz zu Patienten mit einer CSPH. Dies deckt sich mit den
Ergebnissen von Macdonald et al. und Stoffers et al. (Macdonald et al. 2018,
Stoffers et al. 2022), wobei Stoffers et al. eine Assoziation von CK-18 und Caspase
gespaltenem CK-18 mit der Entwicklung einer dekompensierten Leberzirrhose bei
Patienten mit chronischen Lebererkrankungen darstellen konnten. Weiterhin
konnten Stoffers et al. einen signifikanten Unterschied der Plasmakonzentrationen
von M30 als auch M65 zwischen Patienten mit kompensierter und dekompensierter
Leberzirrhose zeigen, was auch anhand der vorliegenden Studienkohorte bestatigt
werden kann. So lasst sich schliel3en, dass die PH zu vermehrtem (hepatischen)

Zelltod bei Patienten mit hydropisch dekompensierter Leberzirrhose flhrt.

Nach dem Nachweis eines signifikanten Unterschiedes der Plasmakonzentrationen
von M30 und M65 zwischen Patienten mit kompensierter und dekompensierter
Leberzirrhose, liegt das Augenmerk im nachsten Schritt auf den
Plasmakonzentrationen von M65 und M30 in den einzelnen Kompartimenten:

Lebervene, Pfortader und peripheres vendses Blut. Hierbei stellt sich die Frage, ob
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es einen Konzentrationsunterschied zwischen den Kompartimenten gibt, welcher
auf einen moglichen Ursprung von M30 und M65 schlie3en lasst. Da die PH bei
dem bereits beschriebenen Circulus vitiosus den hepatischen Zelltod bedingt,
besteht die Hypothese, dass M30 und M65 in der Lebervene eine deutlich hdhere
Konzentration im Gegensatz zur Pfortader und dem peripheren vendsen Blut

aufweisen.

In dieser Studie zeigt sich, dass im Blutsystem vor der Leber (Pfortader) héhere
Plasmaspiegel von M65 als im nachgeschalteten Segment (Lebervene) vorliegen,
jedoch ohne signifikanten Unterschied (siehe Kapitel 4.3). Im Gegensatz dazu
wurden hdéhere Plasmaspiegel von M30 in der Lebervene als in der Pfortader
gemessen, nicht-signifikant. Bei der Betrachtung von allen drei Kompartimenten
wird deutlich, dass die Plasmakonzentration von M30 und M65 in den zentralen
Kompartimenten (Lebervene und Pfortader) hoher ist, als im peripheren Blut. Dies
|l&sst erahnen, dass bereits vor der Leber eine gewisse Menge an Zelltod stattfindet
und zusatzlich intrahepatisch insbesondere M30 freigesetzt wird. Dies bestatigt
dennoch nicht die Annahme, dass der Uberwiegende Anteil des Zelltods
intrahepatisch stattfindet, da ein Konzentrationsunterschied von M30 zwischen der
Lebervene und der Pfortader minimal und nicht-signifikant nachgewiesen wurde,
wobei M65 bereits prahepatisch in der Pfortader eine erhdhte Konzentration
aufweist. Dies lasst nur vermuten, dass intrahepatisch bei Patienten mit CSPH eine
vermehrte Apoptose vorliegt. Es ist zu beachten, dass die PH eine systemische
Erkrankung ist, sodass neben der Leber auch andere Organe wie beispielsweise
die Milz betroffen sein kdnnen. Weiterhin wird CK-18 nicht nur im Rahmen der PH
nachgewiesen, sondern wird in den unterschiedlichsten Organen exprimiert und
kann als Tumormarker bei verschiedenen Primartumoren nachgewiesen werden
(Strnad et al. 2012). Hier ware es sinnvoll, einen leberspezifischen Zelltod-
Parameter zu evaluieren, um die biochemischen Ablaufe der PH naher zu
charakterisieren und einfach bestimmbare Marker mit deutlicher Aussagekraft zu

evaluieren.

Somit ist eine Limitation dieser Arbeit, dass M30 und M65 nicht leberspezifisch sind
und daher nicht uneingeschrankt als Leberzelltodmarker anwendbar sind. Dennoch

ist zu beachten, dass es bei einer CSPH haufig zu einer Entwicklung von
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Umgehungskreislaufen kommt und eine Durchmischung zwischen den einzelnen
Kompartimenten fuhrt. Zudem ist fraglich, ob eine Verdliinnung oder ein zeitlicher
Abbau von CK-18 und CK-18-Fragmenten zu dem Konzentrationsunterschied

zwischen den zentralen Kompartimenten und dem peripheren Blut fuhrt.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Konzentration von M30 und M65 in
Patienten mit CSPH erhoht ist, lag im nachsten Schritt der Arbeit das Augenmerk
auf dem Einfluss der TIPS-Anlage auf die M30- und M65-Plasmakonzentration.
Hierbei wurde die These aufgestellt, dass eine Korrektur der PH mittels TIPS-
Anlage zu einer Reduktion der Zelltodmarker-Konzentration fuhrt. Bei der
Betrachtung der einzelnen Zeitpunkte wird deutlich, dass direkt nach dem Eingriff
(short FU) die Menge an Apoptose und Nekrose deutlich ansteigt (siehe Abbildung
8 und Abbildung 9). Dieser transiente Anstieg der Zelltodmarker nach TIPS-
Implantation ist zum einen durch die mechanische Schadigung der Leber im
Rahmen der Punktion erklarbar. Zum anderen durch eine Stérung der
Leberperfusion bedingt, bis die hepatic arterial buffer response (HABR) greift. Durch
die Anlage des TIPS kommt es zu einer Reduktion der Perfusion der Leber Gber die
Pfortader. Im Rahmen des HABR, welches bei Patienten mit fortgeschrittener
Leberzirrhose eingeschrankt ist, erfolgt eine vermehrte Perfusion Uber die
Leberarterien (Gulberg et al. 2002).

Obwonhl die Anlage des TIPS zu einer Schadigung des Lebergewebes und somit
einem kurzzeitigen deutlichen Anstieg der serologischen Zelltodmarker fuhrt,
konnte langfristig ein positiver Effekt der TIPS-Implantation hinsichtlich der
Reduktion der M30- und M65-Plasmakonzentration nachgewiesen werden. Uber
den Beobachtungszeitraum sinkt die Konzentration der Zelltodmarker unterhalb des
Niveaus des Ausgangswertes vor der TIPS-Anlage. Dies bestatigt die Annahme,
dass zum einen ein erhdhter Pfortaderdruck mit erhdhten Konzentrationen von M30
und M65 im Plasma assoziiert ist und eine Drucksenkung durch die TIPS-Anlage
mit einer Verbesserung der PH und einer Abnahme der Zelltodmarker-
Konzentrationen assoziiert ist. Dies wird umso deutlicher, bei der Betrachtung der
einzelnen Messzeitpunkten im Vergleich zu der Kontrollkohorte. Wahrend die
Patienten vor dem Eingriff signifikant hohere Werte als die Kontrollkohorte

aufweisen, ist ein signifikanter Unterschied zum Zeitpunkt des late FU nicht mehr
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messbar (siehe Kapitel 4.4 und 4.5). Dies unterstreicht die Annahme, dass die TIPS-
Anlage neben der Reduktion der Zelltodmarker-Konzentration zu einer
Verbesserung der Leberzirrhose fuhrt. In dieser Studie fuhrt die TIPS-Anlage zu
einer Reduktion von M30 auf das Niveau von Patienten mit einer kompensierten
Leberzirrhose. Die Konzentration von M65 sinkt zwar auf ein nicht-signifikantes
Niveau zu der Kontrollkohorte, jedoch liegt der Median um circa 150 U/l Gber dem

der Kontrollkohorte.

Aus diesem Grund Iasst sich schlie3en, dass die PH mit den Zelltodmarker M30 und
M65 assoziiert ist und so auch eine Assoziation mit dem hepatischen Zelltod
besteht. Sinkt der Pfortaderdruck nach der TIPS-Anlage, sinkt auch die
Plasmakonzentration der Zelltodmarker. Flhrt man sich nun den zu Anfang des
Kapitels beschriebenen Kreislauf aus PH, Zelltod und strukturellem Umbau der
Leber vor (siehe Abbildung 20), bestatigt sich die Hypothese, dass ein
Zusammenhang zwischen diesen drei Komponenten besteht und eine Reduktion
der PH durch die TIPS-Anlage einen Einfluss auf den Zelltod sowie der klinischen
Asziteskontrolle hat (Piecha et al. 2024). Die PH zeichnet sich als treibende Kraft
der Leberzellschadigung bei Patienten mit hydropisch dekompensierter
Leberzirrhnose ab. Patienten mit CSPH weisen einen vermehrten Zelltod auf,
welcher sich in erhohten Konzentrationen von M30 und M65 widerspiegelt. Die
Reduktion der PH durch die TIPS-Anlage fuhrt zur Reduktion des Zelltods,
abgebildet anhand sinkender Konzentrationen von M30 und M65, sowie klinischer
Asziteskontrolle. Im Umkehrschluss bedeutet dies, dass frihzeitig nach
asymptomatischen Patienten mit PH gescreent werden sollte, um einen
fortgeschrittenen zellularen und funktionellen Leberschaden zu verhindern und eine
frhzeitige Therapie einzuleiten. Die klinische Umwandlung der Leberzirrhose von
kompensiert zu dekompensiert ist mit einer deutlich reduzierten Lebenserwartung
assoziiert. Ein frihzeitiges Erkennen und Therapie der PH, welche klinisch noch
nicht in Erscheinung tritt, verhindert die Entwicklung einer hydropischen
Dekompensation und fuhrt zu einem verbesserten Outcome der Patienten. Dies
zeigt auch die PREDESCI Studie. Eine frihzeitige Erkennung und langfristige
Therapie der PH fuhrt zu einer deutlichen Senkung des Dekompensationsrisikos bei

Patienten mit CSPH und kompensierter Leberzirrhose (Villanueva et al. 2022).
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Hierbei ist die Entwicklung von nicht-invasiven Screening-Methoden von

besonderer Relevanz.

Dennoch wurde ein Teilaspekt des Circulus vitiosus in dieser Studie nicht
untersucht: Das Ausmal der strukturellen Veranderungen der Leber. Hierbei ware
es sinnvoll, zum einen die bisher gesammelten Daten mit histologischen Daten zu
vergleichen. Leberbiopsien, die fir eine solche Analyse - dem Vergleich der
Zelltodmarker mit der Leberbeschaffenheit - nétig waren, werden in diesem Stadium
nicht routinemaflig entnommen und liegen fur eine histologischen Untersuchung
somit nicht vor. Da dies eine deutliche Invasivitat aufzeigt, ist es fraglich inwiefern
dies als Studie umsetzbar ist. Dennoch kdnnte mit diesem Model evaluiert werden,
inwiefern die Reduktion der PH durch die TIPS-Anlage einen Einfluss auf die
Mikroanatomie der Leber hat. Hierbei ist jedoch zu beachten, dass der zirrhotische
Umbau der Leber insbesondere bei Dekompensation in der Regel nicht reversibel

ist.
5.2. Assoziation der Zelltodmarker M30 und M65 mit dem TIPS-Ansprechen

Der TIPS ist ein nicht-invasives Verfahren, welches sich in den letzten 40 Jahren
durch technischen Fortschritt und Optimierung der Patientenselektion zu einer
guten Therapiemdoglichkeit der PH entwickelt hat. Dennoch liegt die Erfolgsrate,
gekennzeichnet durch eine Reduktion des HVPG und dem Fehlen von
Komplikationen sowie die Uberlebenswahrscheinlichkeit nicht bei 100% (Kirchhoff
et al. 2002). Dies lasst sich auch in dieser Arbeit darstellen. Bei der Untersuchung
des TIPS-Ansprechens wird deutlich, dass von 44 eingeschlossenen Patienten 15
Patienten und somit circa ein Drittel als Non-Responder aufgrund eines friihzeitigen
Versterbens oder eines therapierefraktaren Aszites nach TIPS-Anlage definiert

wurden (siehe Absatz 4.6).

Inwiefern M30 und M65 bei Patienten mit fehlendem TIPS-Ansprechen einen
schwereren Leberschaden widerspiegeln und als prognostische Marker fur das
TIPS-Ansprechen dienen, soll im Folgenden untersucht werden. Zu Beginn der
Arbeit wurde die Hypothese aufgestellt, dass Patienten mit einem schwereren
Leberschaden ein schlechteres TIPS-Ansprechen aufweisen. Die Hohe der

Serumzelltodmarker ist mit dem klinischen Ansprechen auf die TIPS-Implantation
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assoziiert. Zhang et al. konnten bereits darstellen, dass eine erhéhte Konzentration
von CK-18 mit einem schlechteren Outcome, charakterisiert anhand eines letalen
Verlaufs oder der Notwendigkeit einer Lebertransplantation, assoziiert ist (Zhang et
al. 2024).

Sowohl fir M30 als auch M65 zeigen sich bei Patienten, welche als Non-Responder
definiert wurden, hdhere Konzentrationen in allen drei Kompartimenten mit
signifikantem Unterschied fir M65 in der Lebervene. Dennoch lassen sich flur die
anderen Kompartimente keine signifikanten Unterschiede darstellen. Statistisch
gesehen zeigt sich somit eher eine geringe Aussagekraft. Dennoch stellt sich in
dieser Studie eine klinische Relevanz dar, da Patienten mit absoluten niedrigeren
Werten von M30 und M65 keinen persistierenden Aszites entwickeln
beziehungsweise ein langeres Uberleben im Vergleich zu den Non-Respondern
nach TIPS-Anlage aufweisen. Die Patienten, welche als Non-Responder eingestuft
wurden, weisen in allen drei Kompartimenten eine hohere Konzentration von M30
und M65 auf. Dies unterstreicht die Hypothese, dass Patienten mit einem
schwereren Leberschaden, charakterisiert anhand erhohter Zelltodmarker-

Konzentrationen, ein schlechteres TIPS-Ansprechen aufweisen.

Es ist zu beachten, dass durch erhohte Konzentrationen von M30 und M65 allein
keine Aussage hinsichtlich des TIPS-Ansprechens getroffen werden kann. Die in
Kapitel 4.6. beschriebenen Ergebnisse weisen eine deutliche Varianz der
Standardabweichung innerhalb der Kohorten auf. Inwiefern Patienten von einem
TIPS profitieren ist zudem abhangig von vielen weiteren Faktoren, beispielsweise
den Patientencharakteristika, Laborparametern, Schwere der Leberzirrhose,

Begleiterkrankungen und Schweregrad der PH.

Hinsichtlich der Hypothese, dass die Konzentration von M30 als auch M65 bei den
Respondern nach TIPS-Anlage signifikant sinkt im Gegensatz zu den Non-
Respondern, imponierte bei der Betrachtung der Responder flir M65, jedoch nicht
fur M30, die signifikante Senkung der Konzentration von Pra-TIPS zum late FU,
vergleichbar mit den Ergebnissen von Piecha et al. (Piecha et al. 2024). Zusatzlich
zeigte sich bei der Analyse der Non-Responder eine konstante Konzentration zu
den Zeitpunkten Pra TIPS, short und early FU. Dies lasst vermuten, dass bei

Patienten mit fehlendem TIPS-Ansprechen M30 und M65 nicht, wenn Uberhaupt
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geringflugig, durch die TIPS-Anlage beeinflusst werden. Bei Patienten mit
erfolgreichem TIPS-Ansprechen sinkt M65 signifikant durch die TIPS-Anlage ab.
Daraus lasst sich schlielen, dass eine fehlende Anderung von M30 und M65 nach
TIPS-Anlage mit einem schlechteren Outcome assoziiert ist. Dennoch ist zu
beachten, dass Messungen zum Zeitpunkt des late FU flr die Non-Responder
aufgrund der Definition der Kohorte nicht moglich waren. Weiterhin ist die

statistische Aussagekraft bei einer Anzahl von 8 Patienten relativ gering.

Zusatzlich sollte untersucht werden, ob M30 und M®65, vergleichbar mit den
Transaminasen, den Leberschaden beziehungsweise auch den klinischen Zustand
abbilden konnen oder miteinander korrelieren. Um ein ganzheitliches Bild
darzustellen wurden die Plasmakonzentrationen der Zelltodmarker mit den
klinischen Scores, Laborparametern und den vaskularen Druckparametern
korreliert. Als klinisch relevante Korrelation wurde ein Korrelationskoeffizient von
p > 0,5 angesehen. Dies lie® sich nur bei wenigen Parametern nachweisen.
Insbesondere bei der Einteilung zwischen Respondern und Non-Respondern wird

deutlich, dass sich M30 als auch M65 unterschiedlich verhalten.

Die negative Korrelation von M30 und Albumin sowie die positive Korrelation von
M30 und Kreatinin spiegeln das typische Verhalten der Laborparameter im Rahmen
einer schweren Leberschadigung wider. Die Korrelationsanalyse zeigt an, je hoher
die Apoptoserate und der Leberschaden bei Patienten mit einer PH, desto weniger

Albumin wird aufgrund der verminderten Leberfunktion gebildet.

Auch die Konzentration von M65 und Kreatinin korrelieren signifikant. Hier ist zum
einen zu betrachten, dass CK-18 nicht nur in der Leber, sondern auch in anderen
Organen Teil des Zytoskeletts ist. Zum anderen fuhrt die mit der PH einhergehende
effektive Hypovolamie und Hypotension zu einer vermehrten Aktivierung des RAAS
sowie vasoaktiver Substanzen. Diese fuhren zu einer Zunahme der renalen
Vasokonstriktion, die Uber einen langeren Zeitraum zu einer Belastung der Niere
mit Kreatinin-Erhohung und Entwicklung eines HRS fuhren kann (Gunter und
Schrenck 2000).

Die Plasmakonzentration von M65 innerhalb der TIPS-Kohorte korreliert zusatzlich
signifikant mit dem MELD-Na Score sowie dem CLIF-C AD Score und den
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Laborparametern yGT, GOT und GPT. Sowohl die Scores als auch die drei
Laborparameter spiegeln die Schwere von Lebererkrankungen und der
Leberzirrhose wider. Dies bestatigen die Ergebnisse von Mueller et al. (Mueller et
al. 2017).

Nach der Unterteilung in Responder und Non-Responder zeigen sich weitere
Korrelationsverhaltnisse (siehe Kapitel 4.7.2). Bei den Non-Respondern korreliert
M65 signifikant mit dem Kreatinin (p = 0,577). So lasst sich erneut bestatigen, dass
ein erhohtes Kreatinin vor dem Eingriff mit einem erhdhten Zelltod im Rahmen einer
PH assoziiert ist und die Wahrscheinlichkeit fur das TIPS-Ansprechen bei diesen
Patienten geringer ist. Dies kann durch Ergebnisse von Membreno et al. aus dem
Jahre 2005 unterstrichen werden. Hierbei war ein erhdhtes Kreatinin Uber 2 mg/dl
vor der TIPS-Anlage mit einer schlechteren Uberlebenswahrscheinlichkeit

assoziiert (Membreno et al. 2005).

Dem ist entgegenzusetzen, dass laut der aktuellen S3 Leitlinie bei Patienten mit
einem HRS, die definitionsgemald ein erhdhtes Kreatinin aufweisen, eine TIPS-
Anlage in Erwagung gezogen werden sollte (Gerbes et al. 2011). Des Weiteren
sollte nicht auler Acht gelassen werden, dass Kreatinin ein instabiler
Laborparameter ist, der durch verschiedenste Faktoren beeinflusst wird,
beispielsweise erniedrigt bei Sarkopenie. Zudem werden Kreatinin-Erhéhungen
aufgrund nicht hepatologisch bedingter Ursachen in diese Betrachtung nicht

miteinbezogen.

Eine weitere signifikante Korrelation zeigt sich zwischen M30 und der
Leukozytenzahl bei den Non-Respondern. Serologisch ist eine Leukozytose haufig
ein Hinweis fur eine Infektion des Korpers, wobei die systemische Inflammation ein
wichtiger Faktor bei der Dekompensation von Lebererkrankungen spielt (Costa et
al. 2021). Die dargestellte Korrelation in dieser Studienpopulation stellt daher einen
weiteren Beweis flr die These dar, dass eine systemische Entziindung mal3geblich
fur den Progress und fur das Outcome des Patienten mit fortgeschrittener
Leberzirrhose von entscheidender Bedeutung ist (Bernardi et al. 2015). Doch nicht
nur bei Patienten mit Leberzirrhosen verschiedenster Atiologien, sondern auch bei
Patienten nach TIPS-Anlage stellt die Leukozytenzahl im Blut einen wichtigen

prognostischen Marker dar (Bucsics und Reiberger 2018). Die durch Macdonald et
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al. beschriebene signifikante Assoziation von M30 und M65 mit der Leukozytenzahl,
konnte in dieser Studie immerhin fur M30 veranschaulicht werden (Macdonald et al.
2018).

Aus diesem Grund lasst sich aus den Ergebnissen schlieRen, dass Laborparameter,
wie beispielsweise ein erhdhtes Kreatinin oder ein erniedrigtes Albumin, die auf
Funktionseinschrankungen der Leber und Niere hinweisen, mit einem geringeren
Erfolg des Eingriffes als auch mit erhéhten Zelltodmarkern im peripheren Plasma
assoziiert sind, wenn auch nur in geringem Ausmall. Dies unterstreicht die
Ergebnisse von Piecha et al., dass ein niedriges Kreatinin vor der TIPS-Anlage mit
einer besseren Asziteskontrolle assoziiert ist (Piecha et al. 2019). Die Hypothese,
dass Patienten mit einem schwereren Leberschaden ein schlechteres TIPS-
Ansprechen aufweisen, lasst sich mit der Aussage von Kirchoff et al., dass ,[d]as
langfristige Uberleben nach TIPS-Anlage [...] durch die initiale Leberfunktion
beeinflusst [wird]“ (Kirchhoff et al. 2002), unterstreichen.

5.2.1. Pradiktionsmodell M30/M65

Die Zelltodmarker M30 und M65 wurden in verschiedensten Studien als Biomarker
flr unterschiedliche Lebererkrankungen untersucht (Luedde et al. 2014). Bisherige
Ergebnisse dieser Doktorarbeit zeigen eine Assoziation zwischen gesteigertem
Zelltod, durch M30 und M65 quantifiziert, und PH sowie eine signifikante Senkung
vom M65 zum Zeitpunkt des late FU durch die TIPS-Anlage. Dennoch ist unklar,
inwieweit die Menge an M65 und M30 mit dem TIPS-Ansprechen zusammenhangt
und, ob die Plasmakonzentration von M30 und M65 als prognostischen Marker fur

das Outcome von Patienten mit TIPS-Anlage dienen kann.

Das Pradiktionsmodell erfolgt tGber eine logistische Regression. Da das Modell nur
20 % der Non-Responder als diese erkennt, wird deutlich, dass die vorhergesagte
Zahl an Non-Respondern durch die Werte von M30 und M65 nicht mit dem der
beobachteten Zahlen Ubereinstimmen. Dadurch werden falschlicherweise 12 von
15 Non-Responder als Responder eingestuft. Zusatzlich wird durch den
Regressionskoeffizienten B und der Odds Ratio deutlich, dass bei einem Anstieg
von M30 um eins die Wahrscheinlichkeit um 0,3 % sinkt, dass der Patient ein Non-

Responder sein wird. Fur M65 steigt die Wahrscheinlichkeit hierbei um 0,4 %. Zum
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einen sind dies sehr geringe Prozentzahlen. Auch durch die Berechnungen anhand

logarithmierter Werte konnte keine signifikante Aussage getroffen werden.

Weiterhin zeigt die Berechnung des Nagelkerke R-Quadrats, dass das Modell
anhand der vorliegenden Daten fur die Vorhersage des TIPS-Ansprechens nicht
geeignet ist. Das Nagelkerke R-Quadrat kann zwischen eins und null variieren.
Desto naher der Wert an eins liegt, desto besser ist das Modell beziehungsweise
die Regression. Fur M30 und M65 lag dieses bei 0,065, was deutlich zeigt, dass
das hypothetische Modell keine gute Aussagekraft aufweist (siehe Kapitel 4.8).

Da die Konzentration von M30 und M65 in der Lebervene am hochsten ist, erfolgt
zusatzlich die Untersuchung eines Pradiktionsmodell anhand dieser invasiv
gewonnenen Werte. Doch auch hier konnte kein verlassliches Modell evaluiert
werden. Des Weiteren ist die Entwicklung eines Pradiktionsmodells anhand invasiv

gewonnener Werte im klinischen Alltag nicht praktikabel.

Zusammenfassend wird deutlich, dass bei dieser Studienpopulation weder die
Messung von M30 und M65 im Plasma vor dem TIPS-Eingriff noch in der Lebervene
eine signifikante Aussage darUber treffen kann, ob die TIPS-Anlage erfolgreich sein

wird oder nicht.

Auch Piecha et al. konnten in zu dieser Doktorarbeit zugehorigem Paper keine
statistisch klare Aussage uber die Entwicklung von M30 und M65 als prognostische
Marker formulieren. Dies begrindet sich zum einen durch die Homogenitat der
Patienten innerhalb der TIPS-Kohorte. Zum anderen aufgrund der
Patientenselektion anhand gangiger Kriterien, welche mit einem verbesserten TIPS-
Ansprechen assoziiert sind. Hierbei ist jedoch hervorzuheben, dass flr das Paper
eine grolRere  Studienpopulation und ein um ein Jahr langerer
Beobachtungszeitraum als fur diese Doktorarbeit verwendet wurde, sodass sich

vereinzelt auch Unterschiede in den Ergebnissen darstellen (Piecha et al. 2024).
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6. Fazit und Ausblick

Diese Dissertation dient zur Evaluierung von nicht-invasiven Markern als Screening-
Methode fur Patienten mit CSPH und TIPS-Anlage sowie der Betrachtung des
Einflusses der PH auf den hepatischen Zelltod. Es erfolgte die Untersuchung der
Zelltodmarker M30 und M65 im Plasma bei Patienten mit CSPH und hydrop
dekompensierter Leberzirrhose sowie TIPS-Anlage zur Klarung folgender
Hypothesen: (1) Es besteht ein Circulus vitiosus zwischen der PH, dem hepatischen
Zelluntergang und dem Fortschreiten der Leberfibrose, (2) eine Korrektur der PH
mithilfe des TIPS fihrt zu einer Abnahme der Zelltodmarker-Konzentration, (3)
Patienten mit einem schwereren Leberschaden weisen ein schlechteres TIPS-
Ansprechen auf und (4) die Konzentration der Zelltodmarker M30 und M65 ist mit

dem TIPS-Ansprechen assoziiert.

Zunachst werden die Vor- und Nachteile dieser Dissertation betrachtet. Ein
wichtiger limitierender Faktor der Studie ist die Anzahl der rekrutierten Patienten
innerhalb der TIPS-Kohorte. Dies stellt insbesondere bei der Entwicklung des
Pradiktionsmodells ein Problem dar. Zusatzlich besteht eine geringe
Patientenanzahl zum Zeitpunkt des late FU, insbesondere bei den Non-
Respondern. Dies ist zum einen bedingt durch die selbst-formulierte Definition der
Non-Responder: Der Exitus letalis. Zum anderen ist dies durch das Nicht-
Erscheinen der Patienten, aufgrund fehlender Compliance oder logistischen
Problemen, begrindet. Bei Patienten, die aus 6értlichen Grinden nicht zum late FU

erscheinen konnten, erfolgte das FU telefonisch ohne Blutentnahme.

Zusatzlich sollte bei der Analyse der M30- und M65-Konzentrationen der Ursprung
der Marker nicht aul3er Acht gelassen werden. Sowohl M30 als auch M65 sind nicht
leberspezifisch und kénnen durch andere Organe freigesetzt werden. Dem ist
entgegenzusetzen, dass McDonald et al zeigen konnten., dass M30 und M65 bei
einem Multiorganversagen Uberwiegend hepatischen Ursprungs sind (Macdonald
et al. 2018).

Ein weiterer Kritikpunkt ist, dass histologische Verlaufsbefunde in dieser Studie
nicht erhoben wurden beziehungsweise nicht zur Verfiugung standen. Um die
Hypothese des Circulus vitiosus aus PH, hepatischem Zelluntergang und
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Fortschreiten der Leberfibrose genauer zu untersuchen, ware der Abgleich von M30
und M65 mit histologischen Schnitten sehr interessant. Dies kdnnte die Frage, ob
die Zelltodmarker im Rahmen der PH spezifisch mit dem Leberzelltod

zusammenhangen, besser veranschaulichen und untersuchen.

Ein Vorteil der Arbeit ist das prospektive Studiendesign. Die wissenschaftliche
Aussagekraft von prospektiven Kohortenstudien mit Kontrollkohorte ist relativ hoch,
da bereits vor dem Start der Studie die Ziel- und EinflussgroRen sowie Ein- und
Ausschlusskriterien definiert wurden. Aufgrund der homogenen Patientenkohorte ist
der Einfluss von Storgrofen (Confounders) vermindert. Weiterhin bildet die
Studienkohorte ein weites Spektrum der Ursachen der Leberzirrhose ab. Viele
Studien beziehen sich meist nur auf eine Atiologie, was zu einer einseitigen
Betrachtung der Ergebnisse fuhrt. Dennoch ist zu kritisieren, dass die
Patientenanzahl der Kontrollkohorte in dieser Studie gering ist und bei diesen
Patienten keine Messungen des Pfortaderdrucks stattgefunden haben. Dadurch
sind Patienten mit einer klinisch kompensierten Leberzirrhose, die dennoch eine PH

(coverte PH) aufweisen kdnnen, klinisch der Kontrollkohorte zugewiesen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Zelltodmarker M30 und M65 bei
Patienten mit portal-hypertensiv dekompensierter Leberzirrhose im peripheren
Plasma deutlich erhoht sind, insbesondere beim Vergleich zu Patienten mit einer
kompensierten Leberzirrhose. Blutentnahmen bei der TIPS-Anlage ermdglichten
eine zusatzliche Untersuchung der Zelltodmarker in der Lebervene und in der
Pfortader. Diese ergaben zum Teil signifikante Unterschiede zwischen den
einzelnen Kompartimenten. Die TIPS-Anlage und somit die Behandlung der PH
fuhrte zu einer Reduktion des Zelltods — gemessen an sinkenden M30- und M65-
Konzentration innerhalb des Beobachtungszeitraumes. Dies bestatigt die
Hypothese, dass die PH zu einem vermehrten hepatischen Zelluntergang flhrt,
welcher das Fortschreiten der Leberfibrose verstarkt, was wiederrum die PH
aggraviert. Eine Senkung der PH fuhrt zu einer Abnahme des hepatischen Zelltods.
Um diesen Zusammenhang zu verdeutlichen und zu bestatigen, sollte in weiteren
Studien anhand histologischer Untersuchungen der hepatische Zelluntergang und

die Leberfibrose naher betrachtet werden.
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Bei der Betrachtung der Korrelationen wurde untersucht, inwiefern M30 und M65
den klinischen Zustand anhand von Laborparametern abbilden konnen. In dieser
Studie zeigten sich Korrelationen von M30 und M65 mit Albumin und Kreatinin, was
die Korrelation zwischen den Zelltodmarkern und den Auswirkungen der PH
abbildet. Zusatzlich imponierte bei den Non-Respondern eine Korrelation von M30
mit der Leukozytenzahl, was die Relevanz der Menge des Zelltods und der

Entziindungsreaktion fir die Prognose des Uberlebens unterstreicht.

In unserer Studienpopulation war die Hohe der M30- und M65-Konzentration im Blut
nicht pradiktiv fur das TIPS-Ansprechen. Dennoch zeigt der Vergleich von M30 und
M65 zwischen Respondern und Non-Respondern, dass Patienten mit
Asziteskontrolle und erfolgreichem klinischen Verlauf nach TIPS-Anlage geringere
Konzentrationen der Zelltodmarker in allen drei Kompartimenten — Lebervene,
Pfortader und peripher-vendses Blut- aufweisen (Piecha et al. 2024). Zusatzlich
imponierte die signifikante Senkung der MG65-Konzentration Uber den

Beobachtungszeitraum bei den Respondern.

Die bisher gesammelten Ergebnisse zeigen zwar Limitierungen aber auch
Entwicklungsmaoglichkeiten auf. Eine spannende Betrachtung kdnnte die Messung
des HVPG bei Patienten mit kompensierter Leberzirrhose darstellen, sodass HVPG
und M30- sowie M65-Konzentration von Patienten mit CSPH und kompensierter
Leberzirrhose naher betrachtet werden. Dies kdonnte den Kritikpunkt der Studie,
dass bei den Patienten der Kontrollkohorte keine Messung des Pfortaderdrucks
stattgefunden hat, naher untersuchen. Es kénnte betrachtet werden, ob M30 und
M65 geeignete Blutwerte sind, um Patienten mit einer kompensierten Leberzirrhose
und einer Klinisch unsichtbaren aber prognostisch relevanten CSPH zu
diagnostizieren und fruhzeitig die Indikation fur die Carvedilol-Gabe nach den neuen
Erkenntnissen von Villanueva et al. zu stellen. Denn eine frihzeitige Erkennung
einer CSPH vor Dekompensation durch Screening-MalRnahme ist von relevanter
prognostischer Bedeutung fur das Outcome der Patienten (Villanueva et al. 2022).
Des Weiteren konnte die Untersuchung von weiteren biochemischen Parametern
wie anderen Zytokeratinen oder immunologischen Markern aufschlussreiche
Ergebnisse liefern. Sollte die CK-Messung mit ausreichender Prazision die PH

abbilden, konnte die Indikationsstellung fur eine primarprophylaktische Therapie der
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PH anhand eines Bluttests erfolgen, ohne dass eine invasive Druckmessung nétig

ware.
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7. Zusammenfassung

Die Portale Hypertension (PH) als Folge einer Leberzirrhose ist aufgrund
verschiedenster Komplikationen durch eine schlechte Prognose charakterisiert. Ein
minimal-invasives Verfahren zur Reduktion des Pfortaderdruckes ist der
Transjugulare intrahepatische portosystemische Shunt (TIPS). Die Zelltodmarker
M30 und M65 sind fur verschiedenste Lebererkrankungen von prognostischer
Bedeutung. Inwiefern M30 und M65 eine Rolle bei Patienten mit klinisch-
signifikanter PH (CSPH) und TIPS-Anlage spielt und ob die Zelltodmarker als

Prognosemarker dienen konnen, wurde in dieser Arbeit untersucht.

Insgesamt 44 Patienten mit CSPH und geplanter TIPS-Anlage in der TIPS-Kohorte
und 24 Patienten mit kompensierter Leberzirrhose als Kontrollkohorte wurden Uber
einen Zeitraum von 16 Monaten in dieser prospektiv-translationalen Kohortenstudie
untersucht. Patienten mit einer CSPH und dekompensierten Leberzirrhose weisen
einen deutlich hdhere M30- und M65-Konzentration als Patienten mit kompensierter
Leberzirrhose auf. Im Vergleich zu den Werten im peripher-vendsen Blut liegen in
den Kompartimenten Lebervene und Pfortader hohere Konzentrationen von M30
und M65 vor. Initial nach der TIPS-Anlage steigen im peripher-vendsen Blut die
Konzentrationen der Zelltodmarker an, am ehesten bedingt durch das Prozedere
der TIPS-Anlage. Wahrend des Beobachtungszeitraums sinken die
Plasmakonzentration von M30 und M65 im zeitlichen Verlauf bis auf das
Ausgangsniveau und nahezu auf das Niveau von Patienten mit einer kompensierten
Leberzirrhose. Dies lasst folgern, dass die Zelltodmarker mit dem Vorliegen einer
PH assoziiert sind. Es besteht ein Circulus vitiosus zwischen der PH und dem
hepatischen Zelltod bei Patienten mit hydrop dekompensierter Leberzirrhose. Die
Therapie der PH mittels TIPS fuhrt zur Reduktion des Leberzelluntergangs. Die
Erfolgsrate des TIPS innerhalb dieser Studienkohorte liegt bei 70 %. Hinsichtlich
der Konzentration von M30 und M65 unterscheiden sich diese zwischen den
Respondern und Non-Respondern nicht signifikant, ausgenommen vom
Kompartiment Lebervene. Die Etablierung von M30 als auch M65 als
Prognosemarker fur das TIPS-Ansprechen, ist mit dieser Arbeit nicht gelungen.
Hierbei sind weitere Untersuchungen anhand einer groReren Studienpopulation

notwendig.
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Abstract

Portal Hypertension (PH) as a result of liver cirrhosis is characterized by a poor
prognosis due to various complications. The implantation of a transjugular
intraheptic portosystemic shunt (TIPS) is a minimally invasive procedure for
reducing portal pressure. The epithelial cell death markers M30 and M65 are of
prognostic significance for various liver diseases. The role of M30 and MG65 in
patients with clinically significant PH (CSPH) and TIPS as well as the prognostic
significance of M30 and M65 in patients receiving a TIPS because of hydrop

decompensation was investigated in this study.

A total of 44 patients with CSPH and planned TIPS in the TIPS cohort and 24
patients with compensated liver cirrhosis as a control cohort were examined over a
period of 16 months in this prospective translational cohort study. M30 and M65
show a significantly higher level in patients with CSPH and decompensated liver
cirrhosis in contrast to patients with compensated liver cirrhosis. Compared to the
concentration in the cubital vein, higher concentrations of M30 and M65 are present
in the hepatic vein and portal vein compartments. Initially after the TIPS procedure,
the concentrations of cell death markers in the cubital vein increase, most likely due
to the TIPS procedure itself. During the observation period, the plasma
concentrations of M30 and M65 decrease over time to the initial level and almost to
the level of patients with compensated liver cirrhosis. This leads to the conclusion
that the cell death markers are associated with the presence of PH. This leads to a
correlation between PH and hepatic cell death in patients with hydropic
decompensated cirrhosis. Treatment of PH with TIPS evolves to a reduction in liver

cell death.

The success rate of TIPS within this study cohort is 70 %. With regard to the
concentration of M30 and M65, there is no significant difference between
responders and non-responders, with the exception of the hepatic vein
compartment. The establishment of M30 and M65 as prognostic markers for TIPS
response was not successful with this study. Further investigations based on a

larger study population are necessary.
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