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Streszczenie w jezyku polskim

Chirurgia, jako forma leczenia przyczynowego, znajduje szczegdlne zastosowanie w
przypadkach schytkowej niewydolno$ci narzadowej oraz guzow litych. Wspodtczesna chirurgia
onkologiczna i transplantacyjna dynamicznie si¢ rozwija, obejmujac coraz szersze spektrum
wskazan i1 rosngca liczbg chorych. Zwigkszenie skutecznos$ci leczenia operacyjnego wymaga
jednak roéwnoczesnego podnoszenia poziomu bezpieczenstwa, co osigga Ssi¢ poprzez
identyfikacj¢ czynnikow ryzyka, optymalizacje techniki operacyjnej czy wprowadzanie i oceng
nowych technologii. Szczeg6lne miejsce w ocenie wynikow leczenia chirurgicznego zajmuje
miedzy innymi skala Clavien-Dindo, klasyfikujaca powiktania wedtug ich cigzkosci — od

niewielkich odchylen od standardowej opieki pooperacyjnej po zgon chorego.

Coraz wigksza uwage w kontekscie rozwoju choréb i1 powiktan chirurgicznych zwraca
si¢ takze na jako$¢ kolagenu, ktory odpowiada za wytrzymato$¢ mechaniczng tkanek. Pierwsza
pracg z cyklu stanowi prospektywne badanie, w ktorym wykazano ze zawarto$¢ kolagenu w
powiezi poprzecznej brzucha moze by¢ dodatkowym czynnikiem predykcyjnym ryzyka
powiktan chirurgicznych u chorych operowanych z powodu nowotworéw narzadéw gornego
pigtra jamy brzusznej (lub jego podejrzenia). Cho¢ konieczne sa dalsze badania w celu
potwierdzenia klinicznej uzytecznos$ci tego wskaznika, wyniki sugeruja potencjalne znaczenie

zawarto$ci 1 jako$ci kolagenu jako biomarkera ryzyka operacyjnego.

Redukcja dysproporcji migdzy rosngcym zapotrzebowaniem na narzady do
przeszczepienia a stale poszerzajaca si¢ lista wskazan mozliwa jest dzigki wykorzystaniu
watrob od dawcow o rozszerzonych kryteriach akceptacji. Narzady te cechuje jednak wigksza
podatnos$cig na uszkodzenie niedokrwienno-reperfuzyjne. Jedng ze strategii ograniczajacych to
ryzyko jest zastosowanie perfuzji maszynowej w hipotermii z oksygenacjg. Dotychczasowe
badania z randomizacja wykazaly korzysci z zastosowania perfuzji maszynowej w grupach
dawcow wysokiego ryzyka, cho¢ nie potwierdzono ich w ogdlnej populacji. W drugiej i trzecie;j
z prezentowanych prac wykazano, ze cho¢ wczesne wyniki, czgstos¢ wystgpowania powiktan
z6tciowych 1 ogdlne przezycie biorcoOw nie rdznity si¢ istotnie w zaleznosci od zastosowania
perfuzji mechanicznej w hipotermii, to w podgrupie biorcéw narzadéw wysokiego ryzyka

odnotowano poprawe zarowno w zakresie bezposrednich jak i odlegtych wynikéw leczenia.

Dalsze badania koncentrujagce si¢ na czynnikach ryzyka 1 innowacjach
technologicznych sa niezbedne, by sprosta¢ rosnagcej liczbie wskazan do leczenia
chirurgicznego i poprawi¢ jego wyniki wsrdd coraz bardziej zlozonych przypadkow

klinicznych.



Streszczenie w jezyku angielskim

Surgery, as a form of causal treatment, plays a key role in cases of end-stage organ
failure and solid tumors. Contemporary oncologic and transplant surgery is developing
dynamically, encompassing an increasingly broad spectrum of indications and a growing
number of patients. Improving the effectiveness of surgical treatment, however, requires a
simultaneous enhancement of its safety, which is achieved through the identification of risk
factors, optimization of surgical techniques, and the implementation and evaluation of new
technologies. A particularly important tool in assessing surgical outcomes is the Clavien-Dindo
classification, which categorizes complications according to their severity — ranging from minor

deviations from standard postoperative care to patient death.

In the context of development of surgical diseases and complications and disease,
increasing attention is being paid to the quality of collagen, which determines the mechanical
strength of tissues. The first research is a prospective study in which it has been shown that the
collagen content in the transverse abdominal fascia may serve as an additional predictive factor
for surgical complications in patients undergoing operations for upper abdominal organ tumors
or suspected malignancies. Although further research is needed to confirm the clinical utility of
this marker, the results suggest a potential role for collagen content and quality as a biomarker

of surgical risk.

Reducing the discrepancy between the growing demand for organs and the expanding
list of indications is possible through the use of livers from extended criteria donors. However,
such grafts are more susceptible to ischemia-reperfusion injury. One strategy to mitigate this
risk is the use of hypothermic oxygenated machine perfusion. To date, existing randomized
clinical trials have demonstrated the benefits of this technique in high-risk donor groups,
although these findings have not been confirmed in the general population of liver recipients.
In the second and third studies presented, it was shown that although early outcomes, the
incidence of biliary complications, and overall recipient survival did not differ significantly
with respect to the use of hypothermic machine perfusion, an improvement in both short-term

and long-term outcomes was observed in the subgroup of recipients of high-risk grafts.

Further studies focusing on risk factors and technological innovations are essential to
meet the increasing number of surgical indications and improve outcomes in increasingly

complex clinical cases.



Wstep

Leczenie chirurgiczne, cz¢sto utozsamiane z postgpowaniem radykalnym (lac. radix
— korzen), oferuje ,,wykorzenienie” przyczyny choroby. Przejawia si¢ to szczeg6lnie poprzez
catkowite wyciecie chorego narzadu (chirurgia transplantacyjna) lub jego fragmentu wraz z
guzem (chirurgia onkologiczna). Chociaz istota oddziatywania przyczynowego jest w chirurgii
bardzo bezposrednia, to wlasnie ona zapewnia najlepsze wyniki leczenia w przypadkach
schytkowej niewydolno$ci narzadéw oraz guzéw litych. Dowodem na niestabnaca role
chirurgii jest stale poszerzajacy si¢ zakres wskazan do leczenia operacyjnego, szczegdlnie w
kontek$cie transplantologii i chirurgii onkologicznej'. Identyfikacji nowych grup chorych,
ktérzy moga odnies¢ korzys$¢ z leczenia chirurgicznego, powinno towarzyszy¢ nieustanne
zwigkszanie bezpieczefstwa tych inwazyjnych procedur. Jest to mozliwe dzigki poznawaniu
nowych czynnikow ryzyka oraz wdrazaniu dodatkowych interwencji zwigkszajacych

bezpieczenstwo leczenia operacyjnego.

Czynnikiem ryzyka w chirurgii okreslamy kazdy element, przynalezny danemu
choremu Iub wykonywanej procedurze, ktory zwigksza ryzyko powiktan w okresie
pooperacyjnym. Ze wzgledu na mozliwo$¢ modyfikacji wyrdznia si¢ czynniki modyfikowalne
i niemodyfikowalne?. Do pierwszej grupy zalicza si¢ migdzy innymi choroby przewleke,
wobec ktorych istnieje mozliwo$¢ skutecznego wyrownania farmakologicznego (np. cukrzyca,
nadci$nienie t¢tnicze), stan odzywienia, wydolno$¢ fizyczng oraz nawyki, takie jak palenie
tytoniu. Natomiast do czynnikéw niemodyfikowalnych naleza wiek i pte¢ chorego, przebyte
operacje oraz uwarunkowania genetyczne. Istnieje wiele narzgdzi stuzacych do stratyfikacji
ryzyka u chorych kwalifikowanych do leczenia operacyjnego. Kategoryczna skala
Amerykanskiego Towarzystwa Anestezjologicznego (American Society of Anesthesiologists)
pozwala na oceng stanu ogoélnego chorego na podstawie obecnos$ci choréb przewlektych i
stopnia ich dekompensacji. Stan ogdlny i stopien sprawno$ci chorego moga by¢ ocenione przy
uzyciu skali sprawnos$ci wedlug ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group) badz
ilorazowej skali sprawnosci Karnofsky’ego®. Chociaz te dwa narzedzia zostaty zaprojektowane
dla oceny chorych onkologicznych kwalifikowanych do leczenia systemowego, znalazly
réwniez zastosowanie w praktyce chirurgicznej jako element oceny ryzyka okotooperacyjnego.
Masa ciata standaryzowana wzglgdem wzrostu (BMI; Body Mass Index), ktora oddaje zarowno
stopien niedozywienia jak i otylo$ci chorego, jest szeroko stosowanym i silnym predyktorem
wystgpienia powiklan w okresie pooperacyjnym. Innymi czynnikami shuzagcymi do
przyblizonej oceny stanu odzywienia sg stezenie albumin lub biatka catkowitego w surowicy

krwi*. Do bardziej kompleksowej oceny niedozywienia stuzy skala NRS 2002 (Nutritional Risk
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Screening 2002), bedaca prostym narz¢dziem przesiewowym umozliwiajagcym identyfikacje
chorych, ktorzy moga odnies¢ korzy$¢ z przedoperacyjnego wsparcia zywieniowego
(prehabilitacja zywieniona), co przektada si¢ na mniejsze ryzyko powiklan’. Dziatania
podejmowane w okresie przedoperacyjnym — takie jak wsparcie zywieniowe czy poprawa
wydolnosci fizycznej — oraz optymalizacja opieki $rodoperacyjnej i pooperacyjnej stanowig
podstawe protokolu ERAS (Enhanced Recovery After Surgery), ktoéry w sposob systematyczny
koncentruje si¢ na poprawie wynikow leczenia chirurgicznego i przyspieszeniu powrotu
chorego do pelnej sprawnosci po operacji®. Poprawa wydolnosci fizycznej i zapewnienie
optymalnego odzywienia w okresie pooperacyjnym pozostaja istotnie powigzane ze
zwigkszeniem bezpieczenstwa procedur chirurgicznych. Zaleznos$¢ ta wydaje si¢ szczegdlnie
wazna wsrdd chorych poddawanych rozlegtym operacjom w obrgbie gérnego pigtra jamy
brzusznej, ktore nie tylko cechuja si¢ podwyzszonym profilem ryzyka, lecz takze czgsto
wymagaja przeprowadzenia procedur rekonstrukcyjnych. Odtworzenie drogi odplywu
wydzielin gruczoldw trawiennych, ciaglosci pasazu jelitowego, a niekiedy roéwniez
unaczynienia narzagdow stanowi dodatkowe zrodto powiklan, ktére mogg wymagac dalszych
interwencji inwazyjnych oraz doprowadzi¢ do zgonu chorego. Jest to szczegodlnie wyraznie
widoczne w kontekscie przeszczepienia narzadow unaczynionych, gdzie istota operacji polega
na catkowitym odtworzeniu unaczynienia, a w przypadku watroby — rowniez na rekonstrukcji
drogi zotciowej. Powiktlania ze strony zespolenia zotciowego zostaty okreslone przez pioniera

transplantologii — Sir Roya Calne — mianem ,,pi¢ty Achillesowej” przeszczepienia watroby’.

Niepowodzenie leczenia chirurgicznego niesie ze soba rézne skutki dla chorego.
Zostaly one skategoryzowane w klasyfikacji Clavien-Dindo, ktora porzadkuje mozliwe
powiktania w pigciostopniowa skale (Tabela 1). Kategoria pierwsza i druga obejmuja
odstepstwa od standardowej opieki pooperacyjnej, ktore — przy wiasciwym postgpowaniu —
najczesciej nie pociaggaja za sobg powaznych konsekwencji dla chorego. Zalezno$¢ migdzy
niepowodzeniami a zakresem wykonywanej operacji znajduje najsilniejsze odzwierciedlenie w
powiktaniach nalezacych do kategorii trzeciej. Obejmuja one konieczno$¢ zastosowania
interwencji inwazyjnych — endoskopowych, radiologicznych lub operacyjnych — majacych na
celu leczenie powiktan takich jak krwawienie, przetoki zotciowe lub pokarmowe,
wewnatrzbrzuszne zakazenia miejsca operowanego czy ewentracja. Dekompensacja jedno- lub
wielonarzadowa, kwalifikowana jako kategoria czwarta, ktora wymaga leczenia w warunkach
oddziatu intensywnej terapii, jest najczesciej skutkiem wystapienia powiktan nizszych kategorii
1 zwigzana jest ze znacznym pogorszeniem rokowania i wysokim ryzykiem zgonu (kategoria

piata). Klasyfikacja Clavien-Dindo jest powszechnie stosowanym i wystandaryzowanym
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narzgdziem stuzagcym do oceny bezpieczenstwa oraz wczesnych wynikow leczenia

chirurgicznego, umozliwiajgcym porownywanie czestosci i cigzkosci powiktan®-1°,

Stopien wg Clavien-Dindo Powiklanie opisowo

dowolne powiklanie niewymagajace zmiany standardowego
postgpowania obejmujacego analgezje pooperacyjna,

I wyrownywanie zaburzen jonowych, stosowanie diuretykow,
lekow przeciwwymiotnych itp.; opracowanie rany przy

t6zku chorego (ewakuacja krwiaka, drenaz zakazonej rany)

powiklanie wymagajace wlaczenia leczenia
I farmakologicznego nieujetego w standardowym protokole;
przetoczenie preparatoéw krwiopochodnych; wiaczenie

zywienia pozajelitowego w okresie pooperacyjnym

interwencje inwazyjne niewymagajace znieczulenia

IIla ogoblnego (np. pleurocenteza, przezskdrny drenaz ropnia

wewnatrzbrzusznego)
111

interwencje inwazyjne wymagajace znieczulenia ogdlnego
[Ib (np. gastroskopia, endoskopowa cholangiopankreatografia

wsteczna, relaparotomia)

cigzkie powiktanie powodujace niedomoge jednego narzadu
IVa 1 wymagajace leczenia w ramach oddziatu intensywne;j

terapii (np. niewydolno$¢ nerek wymagajaca dializoterapii)

v cigzkie powiktanie powodujace niedomoge dwodch lub

Vb wiece] narzagdow 1 wymagajace leczenia w ramach oddziatu
intensywnej terapii (np. niewydolno$¢ wielonarzadowa w

przebiegu wstrzasu septycznego)

\Y $mier¢ chorego

Tabela 1 Klasyfikacja powiktan pooperacyjnych wg Clavien-Dindo (zmodyfikowano na
podstawie: Clavien PA et al. Ann Surg 2009; 250(2)%).
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Cigzkie powiktania chirurgiczne, ktére mozna definiowa¢ jako kategori¢ trzeciag i
wyzsze wedlug Clavien-Dindo, s3 w intuicyjny sposob zwigzane z jakosScig oraz
wytrzymato$cia mechaniczng tkanek, za ktéra w najwigkszym stopniu odpowiada gléwne
biatko macierzy zewnatrzkomorkowej — kolagen. Zaburzenia sktadu i przebudowy struktur
powieziowych, szczegolnie bogatych w kolagen, stanowig dobrze udokumentowany czynnik
ryzyka rozwoju i nawrotu przepuklin brzusznych!!14, Zmniejszony stosunek kolagenu typu I
do typu III jest odpowiedzialny za ostabienie wtasciwosci mechanicznych tkanek przedniej
$ciany brzucha, co sprzyja rozwojowi przepuklin'!: % 15, Dodatkowo, wzmozona aktywno$¢
metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomorkowej (MMP; Matrix Metalloproteinases), w
szczeg6lnosci MMP-2, prowadzi do degradacji kolagenu i w konsekwencji ostabienia powi¢zi,
w szczegolnosci w miejscach predysponujacych do rozwoju przepuklin (loci minoris
resistantiae)'®. W badaniu przeprowadzonym przez Peetersa i wsp. wykazano, ze iloSciowe
oznaczenie jakosci kolagenu w powigzi migsnia prostego brzucha, wyrazone jako stosunek
kolagenu typu I do typu III, wykazuje silng korelacj¢ z pomiarami wykonanymi na preparatach
pobranych ze skory's. Sugeruje to, ze rozne tkanki ciala mogg wiarygodnie odzwierciedla¢
0g6lng jakos¢ kolagenu u danego chorego. Znaczenie ilosciowej oceny kolagenu w kontekscie

rozwoju powiktan pooperacyjnych nie byto dotad przedmiotem systematycznego opracowania.

Jak zaznaczono na poczatku, wraz ze wzrostem bezpieczenstwa leczenia chirurgicznego
identyfikuje si¢ nowe grupy chorych z nowotworami w obrgbie watroby, ktdérzy moga odnies¢
korzy$¢ z postgpowania radykalnego. W poczatkowym etapie rozwoju transplantologii watroby
wskazaniem do przeszczepienia byly zaawansowane guzy, co obarczone bylo wysokim
ryzykiem nawrotu choroby!”. Strategia selekcji chorych zaproponowana przez Mazzaferro i
wsp. w1995 roku, pozwolita na wyodregbnienie grupy chorych =z rakiem
watrobowokomodrkowym na podlozu marskosci, u ktorych przezywalno$¢ po przeszczepieniu
watroby nie rézni si¢ istotnie od tej obserwowanej u biorcéw przeszczepu z przyczyn
nieonkologicznych!®. Z czasem identyfikowano kolejne grupy chorych z zaawansowanymi
pierwotnymi 1 wtornymi nowotworami watroby, ktérych wyniki uzasadniaty kwalifikacje do
przeszczepienia watroby, w tym uznawane za przeciwwskazanie raka drog zoélciowych lub
przerzuty raka jelita grubego!®-23. Wobec istniejacej dysproporcji migdzy liczbg dostgpnych
narzadow do przeszczepienia a stale poszerzajacg si¢ lista wskazan, jedng z metod zwigkszenia
ich ilosci jest wykorzystanie przeszczepow pochodzacych od dawcow o rozszerzonych
kryteriach akceptacji (ECD; Extended Criteria Donors). Wiek 1 BMI dawcy, stopien
stluszczenia wielkokropelkowego watroby, dtugotrwaly pobyt dawcy w oddziale intensywne;j

terapii oraz podwyzszone wyktadniki biochemiczne uszkodzenia hepatocytow to czynniki
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identyfikujace narzady szczegolnie podatne na uszkodzenie niedokrwienno-reperfuzyjne (IRI;
Ischaemia-Reperfusion Injury)**. Narzady te obarczone sg zwigkszonym ryzykiem powikfan

pooperacyjnych, utraty graftu oraz zgonu biorcy®.

Moment przywrdcenia przeptywu krwi przez przeszczepiany narzad, cho¢ intuicyjnie
korzystny dla jego tkanek, prowadzi do uszkodzenia komoérek o zmiennym nasileniu, ktdrego
glowna przyczyng sa powstajace w tym czasie reaktywne formy tlenu (ROS; Reactive Oxygen
Species)*®. Stopniowe utlenianie metabolitbw bedacych zrédtem ROS, mozliwe dzieki
zastosowaniu perfuzji mechanicznej z oksygenacja w hipotermii (HOPE; Hypothermic
Oxygenated Machine Perfusion), pozwala na ograniczenie negatywnych skutkow uszkodzenia
zachodzacego podczas reperfuzji. Opublikowane wyniki kilku randomizowanych badan
klinicznych pokazuja, ze zastosowanie HOPE przyczynia si¢ do poprawy wynikow
przeszczepienia watroby u biorcow narzadow podwyzszonego ryzyka. Pierwsze
randomizowane badanie opublikowane przez Czigany’ego i wsp., przeprowadzone w grupie
chorych, ktoérzy otrzymali narzady od dawcéw ECD wykazalo, ze zastosowanie HOPE wigze
si¢ z istotnym zmniejszeniem aktywno$ci aminotransferaz w okresie pooperacyjnym, co
stanowito marker zast¢pczy nasilenia uszkodzenia niedokrwienno reperfuzyjnego®. Kolejne
prace, rowniez przeprowadzone w grupie ECD, przyjmujace istotne klinicznie punkty koncowe
— takie jak wczesna niedomoga przeszczepu (Early Allograft Dysfunction) oraz zwe¢zenie drog
zotciowych powyzej miejsca zespolenia (Nonanastomotic Biliary Stricture) — wykazaty w obu
przypadkach istotng korzy$¢ wynikajaca z zastosowania hipotermicznej perfuzji maszynowej?’
28, Kolejne dowody na to, ze korzysci wynikajace ze stosowania HOPE mogg ogranicza¢ si¢ do
dawcow o rozszerzonych kryteriach akceptacji, zostaty przedstawione przez Schlegel i wsp.?’.
W przeciwienstwie do wczesniejszych badan, zostalo ono zaprojektowane w celu wykrycia
potencjalnych korzys$ci wynikajacych z zastosowania HOPE w ogdlnej populacji biorcow
watroby. W odniesieniu do pierwszorzedowego punktu koncowego badania — powiklan
klasyfikowanych jako Clavien Dindo > III — nie wykazano przewagi HOPE nad statyczng

metodg przechowywania narzadu (Static Cold Storage).

Badania ukierunkowane na poprawe wynikéw leczenia operacyjnego — poprzez
identyfikacj¢ nowych czynnikdéw ryzyka oraz wdrazanie nowych technologii zwigkszajacych
bezpieczenstwo interwencji — wydaja si¢ szczegdlnie istotne w obliczu niestabnacej roli
chirurgii jako metody przyczynowego leczenia coraz liczniejszej grupy chorych. Powiktania
pooperacyjne — od niewielkich odstgpstw od standardowej opieki, a skonczywszy na cigzkich
komplikacjach wymagajacych dodatkowych interwencji — moga przyczynia¢ si¢ do znacznego

wydtuzenia hospitalizacji i powrotu do dalszego leczenia, co przektada si¢ na dalsze miary
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skuteczno$ci leczenia operacyjnego, szczegdlnie w kontekscie pacjentdow onkologicznych

(RIOT; Return to Intended Oncologic Treatment)*.
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Zalozenia i cel pracy

Wspolczesna chirurgia watroby staje przed wyzwaniami zwigzanymi z identyfikacja
nowych czynnikdw wptywajacych na wyniki leczenia oraz stosowaniem nowych rozwigzan

zwigkszajacych bezpieczenstwo interwencji chirurgiczne;.
Celem cyklu trzech prezentowanych prac byta:

1. Analiza zawarto$ci kolagenu w powie¢zi poprzecznej brzucha jako potencjalnego biomarkera

ryzyka powiktan chirurgicznych.

2. Ocena skuteczno$ci perfuzji maszynowej w hipotermii z oksygenacja w poprawie
bezposrednich i odlegltych wynikoéw przeszczepienia watroby od dawcoéw po Smierci mézgowej
(analiza pierwszorzgdowego i1 drugorzedowych punktéw koncowych oraz analiza post hoc

randomizowanego badania klinicznego).

Praca ta ma na celu integracj¢ wiedzy z zakresu biologii tkankowej oraz stosowania

nowych technologii w celu poprawy wynikéw leczenia w chirurgii watroby.
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Abstract

Background Collagen is the major protein of the extracellular matrix that provides mechanical strength to the tissues. The
relationship between the development of complications and the quality and quantity of collagen fibres has not been inves-
tigated in the literature, yet.

Methods This was a prospective study of 392 patients who underwent subcostal laparotomy for confirmed or suspected
gastrointestinal malignancy. Prior to abdominal closure a sample of transversalis fascia was collected. The area covered by
collagen (ACC) was measured as the mean area covered by Picosirius stained fibres in three areas of the fascia. The primary
endpoint of the study was the occurrence of complications, graded according to the Clavien-Dindo over a 90-day follow-up
period.

Results 392 patients were included in the study. A transversalis fascia sample was obtained in 354 patients (90.3%) and
image assessment yielded a group of 259 specimens that were included in the analysis (66.1%). Predicting the development
of complications of at least CD III based on ACC was associated with an AUC of 0.606 (p =0.027) and an optimal threshold
of 0.771. There were significantly fewer complications of at least CD III in the group of patients with ACC >0.771 (6/125)
than in the group below the threshold (25/134) (p <0.01).

Conclusions Collagen content may serve as an adjunct predictor of surgical risk, although its clinical utility requires further
validation. There is a need for further studies on the causal nature of this relationship and modifiable risk factors related to
body collagen quality.

Keywords Surgical complications - Collagen - General surgery

Introduction of the fascial collagen may play an important role in the
development of abdominal wall hernias [2-5]. In addition,
Collagen is the main protein of the extracellular matrix  analysis of samples from tissues rich in the protein such as
(ECM) that provides mechanical strength to the tissues and  fascia or skin can reflect the quality and structure of collagen
accounts for as much as 30% of total body protein [1]. Itis  throughout the body [2, 5].
particularly abundant in the fascial layers of the abdomen, Data on postoperative mortality and morbidity are impor-
forming a dense array of fibrils that support the viscera. It ~ tant measures of the quality of patient care in surger y [6].
has been shown that the quantity, quality, and composition =~ Methods to identify individuals at risk can contribute to
improvements in patient safety and changes in the standard
practice. The Clavien-Dindo (CD) classification of surgical
complications is a validated outcome measure that allows
for assessment of the severity of postoperative failure [7,
Department of General, Transplant, and Liver 8]. Complications classified as CD III or higher (e.g. anasto-
Surgery, Medical University of Warsaw, Banacha 1 A, motic failure, bleeding, biliary leakage requiring endoscopy
02 -097 Warsaw, Poland .. . . . N
or revision surgery) are of particular importance given their
intuitive association with tissue quality and strength. The
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relationship between the development of complications and
the quality and quantity of collagen fibres is not well estab-
lished in the literature. The aim of this study was to inves-
tigate the relationship between major complications after
surgery and overall collagen quality.

Materials and methods

This was a prospective study involving 392 patients who
underwent subcostal laparotomy for confirmed or suspected
gastrointestinal malignancy at the Department of General,
Transplant, and Liver Surgery at the Medical University of
Warsaw between September 2018 and March 2023 (clinical-
trials.gov: NCT03561727). The trial was primarily designed
to compare two abdominal closure techniques (layered and
mass closure) in terms of burst abdomen or incisional hernia
as a primary combined endpoint. Details of sample size cal-
culation are described elsewhere [9]. The primary endpoint
of this study was the occurrence of complications graded
according to the Clavien-Dindo classification over a 90-day
follow-up period [10].

Prior to abdominal closure, a sample of 5X 5 mm was
taken from the transversialis fascia and fixed in 4% buffered
formalin. Tissue fragments were then rinsed in water and
processed automatically through 70%, 96% and absolute
alcohol solutions, alcohol and xylene solutions, and xylene
series. Dehydrated tissues were embedded in paraffin at
60°C, formed into tissue blocks and cut into 3—4 um thick
pieces using a microtome. After transfer to the slides, the
specimens were stained with haematoxylin and eosin (H&E)
and with Picosirius Red (PSR) stain (ab150681, abcam,
Cambridge, UK) according to the manufacturer’s instruc-
tions. Digital images of H&E and PSR-stained specimens
were obtained using NanoZoomer C9600 - 12 device (Hama-
matsu Photonics K. K., Hamamatsu, Japan). Both H&E and

Fig. 1 Calculation of Area Cov-
ered by Collagen on Picosirius
Red-stained fascia specimens
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PSR specimens were first assessed in brightfield microscopy
for adequacy of procurement and to identify areas of fascial
collagen. Subsequently,.ndpi images of PSR-stained tissues
were obtained under fluorescence microscopy using the
Texas Red filter. The images were analyzed using QuPath
software (version 0.5.1) [11] to determine the area covered
by collagen fibres and their morphology.

The collagen fiber morphology and organization were
classified according to the modified Movin and Bonar score
proposed by Peeters et al. [2]. Grade 0 is defined as sepa-
rated fibres lacking orientation and the formation of bundles.
Grade 1 is characterized by a dense lattice of thick fibres,
which occasionally form bundles. In grade 2, the collagen
fibres are well-aligned and densely packed, although irregu-
lar waving may be observed. Grade 3 was defined as a dense
array of tightly packed and homogenous collagen fibres.

To estimate the area covered by collagen (ACC), a thres-
holder was defined based on the colour histogram analy-
sis (full resolution of 0.23 pm/px, red channel, threshold
of 30.0, sigma =1). After applying a 250 X250 um grid
overlay to the images, three areas of transversialis fascia
were identified (62,500 um? each) and the mean proportion
of collagen was calculated for each image (Fig. 1). Sample
assessment was blinded to patient outcomes.

Receiver operating characteristic (ROC) analyses were
performed to assess the predictive value of ACC with
respect to the complications of at least CD III. Optimal cut-
offs were selected based on the highest Youden index. Areas
under the curve (AUC) was presented with 95% confidence
intervals (95% CI). Logistic regression was used to esti-
mate odds ratios (OR) with 95% CI. Potential confounding
was examined in a series of two-factor analyses, including
fascial collagen content and each of the associated covari-
ates. Multivariate analyses were performed by stepwise
regression using the MASS package in R (stepAIC() func-
tion). The Akaike Information Criterion (AIC) was used to

70.1687
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guide model selection. The final multivariable model was
constructed by backward selection of the initial set of con-
comitant factors significant in bivariable analyses and other
factors selected on the basis of between-group differences
and clinical relevance. Potential confounding of the remain-
ing known predictors of postoperative complications was
assessed in a second step, based on forward selection of vari-
ables. The Fisher test, Mann—Whitney U test and Kruskall-
Wallis test were used for subgroup comparisons. The level
of significance was set at 0.05. Statistical analyses were
performed using RStudio version 2024.4.1.748 software
(RStudio, Boston, MA, USA).

Results

A total of 392 patients were included in the study. A trans-
versialis fascia sample was obtained in 354 patients (90.3%)
and image assessment yielded a group of 259 specimens
that were included in the analysis (66.1%) (Supplementary
Digital Content 1). Baseline characteristics of the study
group are summarized in the Table 1. Patients excluded from
the analysis did not differ from the study group in terms of
baseline characteristics. Reasons for specimen loss included
insufficient fascial area for quantitative analysis or damage
to the sample during processing. An example of a specimen
excluded from the analysis is shown in the Fig. 2. Thirty-
one patients developed one or more complications graded
by Clavien-Dindo classification of at least CD III (12.0%).
In the general population, predicting the development
of complications of at least CD III based on ACC was
associated with an AUC of 0.606 (95% CI: 0.516—0.696;
p=0.027), 80.6% sensitivity, 52.2% specificity, 18.7%
positive predictive value, and 95.2% negative predictive
value, and an optimal threshold of 0.771 (Fig. 3A). There
were significantly fewer complications of at least CD3 in
the group of patients with ACC >0.771 (6/125) than in the
group below the threshold (25/134) (p <0.01). Mean ACC
differed significantly between the Collagen Score groups—
Score 0: 0.56 +£0.11, Score 1: 0.72 +£0.9, Score 2: 0.88
+0.06, Score 3: 0.96 +0.03 (p <0.01) (Fig. 4). Baseline
characteristic of patients with ACC >0.771 and ACC
<0.771 are presented in Table 1. The two groups differed
significantly with respect to serum albumin, C-reactive
protein (CRP), coronary artery disease, and haemoglo-
bin concentrations as well as Comprehensive Compli-
cation Index (CCI) [10]. One hundred and eighty-three
patients underwent liver resection (70.7%). Prediction of
complications of at least CD3 based on ACC was associ-
ated with an AUC of 0.528 (95% CI: 0.410—0.646; p =
0.355), 75.0% sensitivity, 52.1% specificity, 13.0% posi-
tive predictive value, and 95.6% negative predictive value,
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and an optimal threshold of 0.770 (Fig. 3B). Similarly to
the general study population, there were significantly less
complications of at least CD3 in the group of patients with
ACC >0.770 (4/87) than in the group below the threshold
(12/80) (p =0.038). We then evaluated the predictive value
of ACC in relation to development of biliary fistula in the
liver resection subgroup. It was associated with AUC of
0.521 (95% CI: 0.284—0.758; p = 0.420), 50.0% sensitiv-
ity, 67.4% specificity, 6.6% positive predictive value, and
96.7% negative predictive value, and an optimal threshold
of 0.682. There was no significant difference in occur-
rence of biliary complications between high (4/118) and
low ACC (4/57) groups (p =0.307).

The crude OR for ACC >0.771 for complication of at
least CD III was 0.22 (95% CI: 0.09-0.56; p= 0.001). The
effect of high collagen content on the primary endpoint was
tested against the potential effects of covariates in bivariate
analyses, all of which confirmed that ACC >0.771 was a
significant protective factor (Table 2). Preoperative serum
albumin (p =0.040) and C-reactive protein (p =0.002)
concentrations were significantly associated with the occur-
rence of at least CD III complications, independent of the
fascial collagen content. Patient’s age, sex, body mass
index, preoperative chemotherapy, diabetes, hypertension,
smoking history, malignancy, serum albumin and C-reactive
protein concentrations were initially included in the multi-
variate analysis. The final model, consisting of independent
predictors, showed that high collagen content was a signifi-
cant protective factor with respect to postoperative compli-
cations of CD IIT or higher (OR 0.15 [95% CI: 0.05-0.46];
p<0.001), adding preoperative C-reactive protein concen-
tration (p =0.003), platelets (p =0.07), and patient’s age (p
=0.11) to the model. The remaining variables were tested
for extension of the final model using forward selection and
none entered the model. ACC, analyzed as a continuous
variable, was a significant non-linear predictor of complica-
tions >CD III (OR 0.18 [95% CI 0.03—0.87]; p= 0.039)
(Fig. 5). In addition, ACC did not correlate with patient age.
(R =—0.049; p=0.43) (Fig. 6).

In post-hoc analysis, ACC was also a significant pre-
dictor of surgical complications of any grade in the gen-
eral study population, comprising surgical site infections
(SSI), blood transfusions, need for endoscopic or surgical
revision due to bleeding, intestinal or biliary fistulas, or
intraabdominal collections. Prediction was associated with
an AUC of 0.630 (95% CI: 0.546—0.715; p< 0.01), 79.5%
sensitivity, 54.0% specificity, 26.1% positive predictive
value, and 92.8% negative predictive value, and an opti-
mal threshold of 0.771 (Fig. 7). There were significantly
fewer surgical complications of any grade in the group of
patients with ACC >0.771 (9/116) than in the group below
the threshold (35/99) (p <0.01).
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Table 1 Baseline characteristics of the general study group and patients excluded from analyses and comparison of two groups of patients with
area covered by collagen of greater than or equal to 0.771 and less than 0.771

Variables Study population Excluded popula-  p ACC>0.771 ACC <0.771 p
(n=259) tion (n=133) (n=125) (n=134)
Sex 0.89 0.49
male 129 (49.8%) 68 (51.1%) 59 (47.2%) 70 (52.2%)
female 130 (50.2%) 65 (48.9%) 66 (52.8%) 64 (47.8%)
Age (years) 60 (49—66) 62 (53-66) 0.21 59 (47—65) 61 (50—67) 0.13
Body mass index (kg/m?) 26.3(23.4—29.4) 25.6 (23.0-26.6) 0.63 26.0 (23.8—29.4) 26.6 (23.1—29.5) 0.95
Primary diagnosis 0.79 0.14
Malignant disease
Colorectal liver metastases 91 (35.1%) 44 (33.1%) 0.74 44 (35.2%) 47 (35.1%) >0.99
Cholangiocarcinoma 43 (16.6%) 17 (12.8%) 0.38 20 (16.0%) 23 (17.2%) 0.87
Hepatocellular carcinoma 25(9.7%) 10 (7.5%) 0.58 9 (7.2%) 16 (11.9%) 0.21
Gallbladder carcinoma 20 (7.7%) 14 (10.5%) 0.35 14 (11.2%) 6 (4.5%) 0.06
Pancreatic carcinoma 6(2.3%) 4 (3%) 0.74 2 (1.6%) 4(3.0%) 0.69
Neuroendocrine tumors 4 (1.5%) 53.5%) 0.17 1(0.8%) 3(2.2%) 0.62
Other malignant 32 (12.4%) 19 (14.3%) 0.64 19 (15.2%) 13 (9.7%) 0.19
Benign disease
Echinococcosis 5(1.9%) 1 (0.8%) 0.67 4 (3.2%) 1 (0.7%) 0.20
Focal nodular hyperplasia 3(1.2%) 2 (1.5%) >0.99 2 (1.6%) 1(0.7%) 0.61
Other non-malignant 30 (11.6%) 17 (12.8%) 0.74 10 (8.0%) 20 (14.9%) 0.12
Comorbidities
Diabetes 36 (13.9%) 23 (17.3%) 0.37 18 (14.4%) 18 (13.4%) 0.86
Hypertension 83 (32.0%) 54 (40.6%) 0.11 35 (28%) 48 (35.8%) 0.14
COPD 2(0.8%) 4(3.0%) 0.19 1(0.8%) 1(0.7%) >0.99
Thyroid disease 25(9.7%) 10 (7.5%) 0.58 11 (8.8%) 14 (10.4%) 0.67
Coronary artery disease 17 (6.6%) 5(3.8%) 0.35 4(3.2%) 13 (9.7%) 0.042
Preoperative laboratory tests
white blood cells (103/mm3) 6.4 (5.4—8.2) 6.9 (5.5-8.1) 0.16 6.5 (5.4—8.1) 6.3 (5.2—8.2) 0.40
haemoglobin (g/dL) 13.3 (12.2—14.3) 13.5(12.4-14.2) 0.54 13.5 (12.5—14.5) 13.1 (12.0—14.0) 0.022
platelets (103/mm3) 230 (189—272) 239 (179-287) 0.78 238 (200—278) 224 (180—270) 0.09
creatinine (mg/dL) 0.8 (0.7—1.0) 0.8 (0.7-0.9) 0.49 0.8 (0.7—0.9) 0.8 (0.7—1.0) 0.05
bilirubin (mg/dL) 0.5 (0.4—0.8) 0.5 (0.4-0.7) 0.59 0.5 (0.3—0.7) 0.6 (0.4—0.9) 0.26
albumin (g/dL) 4.3 (4.0—4.6) 4.3 (4.0-4.6) 0.89 4.4 (4.0—4.7) 4.2 (3.9—4.5) < 0.001
INR 1.0 (1.0—1.1) 1.0 (1.0-1.1) 0.23 1.0 (1.0—1.1) 1.0 (1.0—1.1) 0.77
CRP (mg/L) 3.1(1.3—7.6) 3.7 (1.2-8.6) 0.86 2.6 (1.1—6.0) 3.5(1.4—10.1) 0.049
CCI 0.0 (0.0—8.7) 0.0 (0.0-8.7) > 0.99 0.0 (0.0—8.7) 0.0 (0.0—8.7) 0.011
Area covered by collagen 0.8 (0.6—0.9) - 0.9 (0.8—0.9) 0.6 (0.6—0.7) < 0.001

Discussion

Collagen structure and density are responsible for the
strength and resilience of ECM. It seems intuitive that the
mechanical properties of tissues throughout the viscera may
be related to the development of some surgical complica-
tions. This notion is supported by the existing studies of
hernia development in the context of collagen quality [3,
12-14]. There is a paucity of data on the importance of col-
lagen with regard to the outcomes of the surgical treatment.
In our study, we demonstrated the predictive value of the
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collagen content in the transversialis fascia in relation to sur-
gical complications. It appears that low collagen density and
structural disorganisation may play a role in the development
of surgical complications. This has been shown by a higher
risk of occurrence of complications of at least CD III, incor-
porating adverse events most likely related to mechanical
tissue strength, in patients with lower collagen content. This
effect persisted after controlling for study group heterogene-
ity in the subgroup analysis of patients who underwent liver
resection—this group that was the most numerous in the
cohort. The clinical significance of the ACC beyond 0.771
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Fig.2 An example of a speci-
men excluded from analysis due
to insufficient fascial area. The
sample contains predominantly
skeletal muscle and adipose tis-
sue with little fascial area

e e
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Fig.3 Receiver operating characteristic curves for prediction of complications of more than Clavien-Dindo III in A the general study cohort and
in B the subgroup of patients undergoing liver resection

in the general group and in the liver resection group seems  In addition, the results suggest that fascial collagen content
limited as the AUC is 0.606 and 0.528, respectively. This ~ may be a valuable marker of collagen quantity and quality
cut-off point may be overfitting to this particular dataset, but  throughout the body [15]. Nutritional status, expressed as
it provides a reasonable cut-off point for the analyses per- serum albumin concentration, was also a significant predic-
formed and for further external validation. Post-hoc analysis  tor of postoperative complications irrespective of the col-
showed that purely surgical complications were significantly ~ lagen content that is consistent with the existing knowledge
more common in the patients with lower collagen content. [16, 17].

However, this effect was not observed with regard to biliary As has been shown by Chen et al., the collagen score
fistulas in the patients who underwent liver resection. This  assessed in the submucosal region of the gastric wall was a
may be due to both the aggressive chemical nature of the significant predictor of the anastomotic leakage in patients
bile and the small number of events observed in the study. undergoing surgery for oesophageal cancer [18]. There is
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Fig.4 The scatter plot display-
ing the distribution of area
covered by collagen against the
collagen scores; each point rep-
resenting an individual observa-
tion, with its size indicating the
complication severity defined
as CD III or more (bigger dot)
and CD II or less (smaller dot).
Points are further colored by
thresholds of area covered by
collagen: red for ACC <0.771
and blue for ACC >0.771

Area Covered by Collagen

also data to support the idea that anastomosis reinforce-
ment with collagen patches may prevent leakage and failure
[19, 20]. The effectiveness of vessel sealing with electrical
devices also appeared to depend on the collagen and elastin
content of the wall of the vessels [21-23]. All these results
establish a link between the collagen quality and the devel-
opment of surgical complications such as bleeding, anasto-
motic failure or fistulas.

In our group, collagen quantity did not correlate with
patient age, suggesting that factors other than ageing may
be involved in the variability of collagen quality between
patients. It has been suggested that impaired collagen turno-
ver may be responsible for hernia development [12, 24]. This
may be due to genetic polymorphism of proteins involved
in collagen remodelling such as metalloproteinases involved
in collagen degradation [15, 25, 26]. As has been shown by
Henriksen, impaired local and systemic collagen turnover
may be responsible for hernia formation [27]. Numerous
mechanisms may be responsible for the systemic degra-
dation of collagen, weakening its structure and leading to
reduced mechanical properties. Increased systemic activity
of matrix metalloproteinase 2 (MMP- 2) has been shown in
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younger patients with inguinal hernias [28-30]. The activ-
ity of MMPs and tissue inhibitor of MMPs (TIMP- 1) can
be measured in patient serum, that provides a less invasive
marker of collagen quality and turnover and may be helpful
in identifying patients at risk in relation to surgical mor-
bidity and mortality. In addition, neo-epitopes for collagen
formation (e.g. N-terminal pro-peptide of collagen I [P1 NP]
or C-terminal pro-peptide of collagen III [Pro-C3]) and deg-
radation (e.g. MMP- 2, MMP- 9, and MMP- 13 generated
fragments of collagen I [C1M]) can be measured in patient
serum and may be used as markers of impaired collagen
turnover [31]. Identification of individuals at risk may also
be based on a less invasive approach of collagen quanti-
fication based on skin biopsies, that have been shown to
represent overall body collagen [2]. The influence of the
collagen mechanical properties has also been widely studied
in orthopaedic research. Collagen quality can be affected
by systemic diseases (e.g. diabetes mellitus), smoking, and
physical inactivity [32-34]. Nutritional interventions such
as hydrolyzed collagen or vitamin C supplementation and
exercise have been shown to be effective in increasing col-
lagen synthesis [35-38]. This is in line with what is known
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Table 2 Effect of high collagen content on the primary endpoint (postoperative complications classified as Clavien-Dindo III or more) adjusted
for covariates of interest in a series of bivariate and multivariate analyses

ACC >0.771 versus Bivariate analysis

Multivariate analysis

ACC <0.771 -
Covariate OR (95% CI) p OR (95% CI) p
OR (95% CI) p
0.23 (0.09-0.59) 0.002 Age 1.31 (0.93 - 1.85) 0.13 1.39 (0.93 - 2.06) 0.11
0.22 (0.09-0.56) 0.001 Male sex 1.18 (0.55-2.57) 0.66
0.22 (0.09-0.56) 0.001 BMI 1.07 (0.73 — 1.56) 0.74
0.21 (0.08-0.53) 0.001 NRS >3 points 0.61 (0.13-2.82) 0.53
0.21 (0.08-0.54) 0.001 Malignancy 1.90 (0.54 - 6.73) 0.32
0.21 (0.08-0.54) 0.001 Liver cirrhosis 1.58 (0.29-8.43) 0.59
0.21 (0.08-0.52) < 0.001 Preoperative chemotherapy 0.77 (0.34-1.75) 0.54
0.21 (0.08-0.53) 0.001 Smoking 0.78 (0.35-1.76) 0.55
0.22 (0.09-0.55) 0.001 Diabetes 1.67 (0.61-4.56) 0.31
0.21 (0.08-0.55) 0.001 Hypertension 1.36 (0.62-2.99) 0.44
0.25 (0.08-0.52) < 0.001 COPD -4 0.99
0.21 (0.08-0.53) < 0.001 Thyroid disease 1.81 (0.61-5.46) 0.28
0.20 (0.08-0.51) < 0.001 Coronary artery disease 0.65 (0.14-3.08) 0.59
0.21 (0.08-0.54) 0.001 White Blood Cell count 1.21 (0.83 - 1.75) 0.32
0.22 (0.09-0.56) 0.002 Haemoglobin 0.99 (0.68 — 1.46) 0.98
0.23 (0.09-0.58) 0.002 Platelets 0.81(0.53 - 1.24) 0.34 0.65 (0.41 - 1.04) 0.07
0.25 (0.10-0.63) 0.004 Albumin 0.70 (0.50 — 0.98) 0.040
0.22 (0.09-0.56) 0.001 Bilirubin 1.28 (0.97 - 1.70) 0.09
0.23 (0.09-0.59) 0.002 Creatinine 1.34 (0.97 - 1.85) 0.08
0.15 (0.05-0.44) < 0.001 C-reactive protein 1.62 (1.20 - 2.19) 0.002 1.60 (1.17 - 2.19) 0.003

a — the estimate of coefficients were not presented due to the overestimation resulting from the small number of events

To identify the most parsimonious model for predicting incisional hernia or burst abdomen, we employed stepwise regression using the Akaike
Information Criterion (AIC) as the selection criterion. Backward elimination was used for elimination of the following arbirtary set of variables:
age, sex, body mass index, preoperative chemotherapy, diabetes, hypertension, smoking history, malignancy, serum albumin and C-reactive pro-
tein concentrations. All the remaining factors listed in Table 2 were tested for inclusion in the model using forward selection and none entered

the model

BMI Body Mass Index, NRS Nutritional Risk Score, COPD Chronic obstructive pulmonary disease
OR 0Odds ratio, 95% CI 95% confidence interval. Odds ratios were calculated per 10 years increase for patient age; and 1 standard deviation
increase for BMI (4.02 kg/m?); white blood cell count (2.27 x 10° cells/mm?); hemoglobin (1.71 g/dL); platelets (87.51 x 10° cells/mm?); albu-
mins (0.61 g/dL); bilirubin (1.70 mg/dL); creatinine (0.26 mg/dL); C-reactive protein (27.22 mg/L)

Analyses included patients with complete data

about the effects of the Enhanced Recovery After Surgery
(ERAS) protocol and prehabilitation [39].

It can also be hypothesised that gut microflora may influ-
ence the collagen quality and further increase the risk of
developing surgical complications. Some strains of bacte-
ria are able to produce collagenases, which can affect the
risk of anastomotic leakage [40, 41]. Gut dysbiosis may be
addressed by preoperative probiotics administration, espe-
cially in patients at risk [42]. Preoperative probiotics were
shown to be effective in prevention of surgical site infec-
tion and anastomotic leaks [42-44]. Changes in the gut
microbiome may also alter bone metabolism, as recently
demonstrated in patients undergoing sleeve gastrectomy
[45]. Patients undergoing bariatric surgery were charac-
terized by increased P1 NP and Pro-C3 concentrations,

25

that was associated with a greater change in gut microbial
composition.

To address the limitations of this study, although the
determination of random areas for collagen measurement
can be considered subjective, the assessment was blinded
to the occurrence of complications. Sirius staining may
over-stain non-collagenous tissue, resulting in a higher
estimate of collagen content. We attempted to avoid this
systematic bias by first examining the tissue under bright
field microscopy to confirm that the assessed areas stained
by Sirius Red corresponded to the fascial areas. Although
the visualisation of collagen fibres stained with PSR is
dependent on their orientation, we have used a method of
fluorescent imaging that is both sensitive and specific for
collagen fibers and is unaffected by sample orientation

@ Springer
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Fig.5 Odds ratio of developing complication graded as CD III or
more as a function of Area Covered by Collagen in the general study
population

SiriusCollagenContent

.
R=-0.049,p=0.43

20
Age

Fig.6 Scatter plot illustrating the relationship between age and Sirius
collagen content. Each dot represents an individual observation. The
fitted blue line represents the linear regression trend, with the shaded
region depicting the 95% confidence interval

[46-48]. Thus, this method reduces concerns regarding
sample processing and evaluation. Although the Bonar
score was originally designed to assess the patellar tendon,
it has also been used for other tendons and fascia [2, 49].
In addition, the heterogeneity of the general population
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Fig.7 Receiver operating characteristic curves for prediction of sur-
gical complications of any grade in the general study cohort

with respect to the extent of surgery leads to different indi-
vidual risks of developing complications. However, a sub-
group analysis of patients who underwent liver resection
showed a similar result to the general group. The study is
also susceptible to bias as some patients were not included
in the analyses due to a lack of fascial samples or insuf-
ficient facial area for measurements to be taken. However,
we showed that the two groups did not differ in terms
of baseline characteristics. The study also lacks external
validity, that constitutes a drawback for the results may be
overfitted to these data. Further studies are warranted to
clarify on the relationship between body collagen content
and surgical complications, including external multicenter
validation. Despite limitations of the study, we have shown
that high fascial collagen content was a significant protec-
tive factor independent of the known risk factors for post-
operative morbidity and mortality in a series of bivariate
and multivariate analyses.

Conclusion

In conclusion, collagen content may serve as an adjunct pre-
dictor of surgical risk, although its clinical utility requires
further validation. There is a need for further studies on the
causal nature of this relationship and specific modifiable
risk factors related to body collagen quality with particular
emphasis on interventional trials in high-risk groups.
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Routine end-ischemic hypothermic machine
perfusion in liver transplantation from donors after
brain death: results of 2-year follow-up of a

randomized controlled trial
Marcin Morawski, MD**, Andriy Zhylko, MD?, Pawet Rykowski, MD?, Macigj Krasnodebski, MD, PhD?,

Wactaw Hotéwko, MD, PhD?, Zbigniew Lewandowski, PhDP, Magdalena Mielczarek-Puta, PhD®,

Marta Struga, PhD°, Benedykt Szczepankiewicz, MD?, Barbara Gérnicka, MD, PhD?, Marek Krawczyk, MD, PhD?,
Michat Grat, MD, PhD®

Background: Data on routine hypothermic machine perfusion of livers procured from donors after brain death (DBD) are scarc},
and the benefits of the method have only been demonstrated in extended criteria grafts. This study aimed to assess if end-ischemic
dual hypothermic oxygenated machine perfusion (dHOPE) is superior to static cold storage (SCS) in preservation of livers procured
from DBD donors with respect to long-term outcomes. Existing data on short-term outcomes favours dHOPE in patients receiving
high-risk grafts.

Methods: This prospective randomized controlled trial included 104 recipients of DBD livers randomly assigned to SCS arm (78
patients) and the dHOPE arm (26 patients). Endpoints of interest were the occurrence of biliary complications (biliary fistula,
anastomotic, and nonanastomotic strictures) and overall patient and graft survival (GS) during the 2-year follow-up.

Results: A total of 36 patients developed biliary complications (at least one event) — six events in dHOPE arm and 30 in SCS arm.
There was no significant difference in biliary complications between groups (23.7 vs. 43.4%, P=0.11). No differences were found
significant with respect to anastomotic (19.9 vs. 33.7%, P=0.20) and nonanastomotic strictures (0 vs. 11.1%, P=0.10) as well as
biliary fistulas (11.7 vs. 12.2%, P=0.93). Survival analysis did not show significantly different results in the study population — overall
survival: 92.3% in dHOPE and 83.9% in SCS (P=0.35), and GS: 92.3 and 81.4% (P =0.23), respectively. However, a significant

preservation

difference in GS was noted in recipients of high-risk grafts — 100% in dHOPE and 73.1% in SCS, respectively (P=0.038).
Conclusions: The long-term outcome data suggest that the routine use of dHOPE may be beneficial for recipients of high-risk
grafts from DBD donors. The present study does not provide any evidence for the benefits of dHOPE in low-risk grafts.

Keywords: biliary complications, graft survival, ischemia-reperfusion injury, liver transplantation, machine perfusion, organ
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Introduction

The sequelae of ischemia-reperfusion injury (IRI) are not limited
to short-term postoperative outcomes and may affect graft per-
formance long after the primary surgery'!. Restoration of blood
flow, although intuitively beneficial to the organ, provides
numerous stimuli for hepatocyte and cholangiocyte injury that
may affect the long-term status of the graft and biliary tree!>?!,
SCS at 4°C - a staple technique in organ preservation — is
responsible for progressive succinate accumulation, ATP deple-
tion, and cell necrosis!*l. These events are exacerbated by a cas-
cade of reactive oxygen species generation and exaggerated
activation of the inflammatory response following reperfusion.
Organs procured from extended criteria donors (ECD) — grafts
with significant macrosteatosis or from donors after cardiac
death — are particularly susceptible to the adverse effects of IRI'),

Reducing IRI is of paramount importance, given the need to
safely expand the donor pool. With the growing list of indications
for liver transplantation and the increasing discrepancy between
supply and demand, the use of ECD grafts seems inevitable,
especially in the era of rapid development of liver transplant
oncology!®!. Numerous methods have been developed to alleviate
IRI, which may involve oxygenated perfusion, including
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hypothermic machine perfusion, normothermic organ main-
tenance allowing assessment of organ viability, or even ischemia-
free transplantation!’~"!, These methods appear to be important
in safely expanding the donor pool.

Dual hypothermic machine perfusion (lHOPE) allows short-
term organ maintenance at 12°C mainly to facilitate the gradual
elimination of succinate and to induce mitochondrial repro-
gramming, leading to ATP replenishment and downstream inhi-
bition of the inflammatory response!®. Existing data and
experimental studies support the notion that hypothermic oxy-
genation may have a beneficial effect on immediate post-
transplant outcomes!>'®!, However, this effect has been
observed predominantly in the high-risk donor group, so routine
use of dHOPE does not seem justified to date!*%!%3 It has been
suggested that the reduction of IRI not only affects the short-term
posttransplant period but may also influence the graft and biliary
tree status in the longer term!>'"). Data on long-term outcomes,
including patient and graft survival (GS) and biliary tree status,
are scarce. Here, 2-year follow-up of patients enrolled in the
randomized controlled trial comparing dHOPE and SCS is
reported.

Methods

This randomized, parallel controlled trial was designed to com-
pare dHOPE and SCS with respect to the model of early allograft
function (MEAF) as the primary endpoint of interest. All patients
who underwent liver transplantation from DBD at the
Department of General, Transplant, and Liver Surgery between
April 2021 and May 2022 were screened for eligibility. Inclusion
criteria were age greater than 18 years, deceased donor liver
transplantation, and provision of informed consent. Liver
transplantation from donors after cardiac death or either reduced
or split grafts were excluded. The study was conducted in
accordance with the ethical standards of the Declaration of
Helsinki of 1975, and the study protocol was approved by the
Institutional Review Board (KB/6/2020). All patients gave
informed consent prior to enrolment. The work has been reported
in line with Consolidated Standards of Reporting Trials
(CONSORT) Guidelines'"*!, Supplemental Digital Content 5,
http://links.lww.com/JS9/D95.

The detailed study protocol and power analysis for sample size
calculation have been described elsewhere!'®!. Briefly, immedi-
ately after organ acceptance, the patient was randomly assigned
to either the dHOPE or SCS arm by one of the investigators in the
department (allocation ratio 1:3). During back table dissection,
the livers were flushed with 1 1 of cold perfusate (StoreProtect
Plus; Carnamedica, Poland). Grafts allocated to the dHOPE
group were perfused for at least 2 h at 12°C via both the portal
vein (continuous flow; pressure of 3-5 mmHg) and the hepatic
artery (pulsatile flow; mean pressure of 25 mmHg). The perfusate
was supplemented with 100% oxygen at a flow rate of 500 ml/
min to maintain an oxygen partial pressure of at least 450 mmHg.
Graft perfusion was performed using the Liver Assist device
(Organ Assist, now XVIVO) and PumpProtect solution
(Carnamedica, Poland). Perfusion was extended beyond 2 h in
the case of ongoing hepatectomy. Grafts in the SCS arm were
refrigerated at 4°C in StoreProtect Plus solution (Carnamedica,
Poland) until completion of hepatectomy. Patients were unaware

International Journal of Surgery

HIGHLIGHTS

e This is a randomized controlled trial on the comparison of
hypothermic oxygenated machine perfusion with static
cold storage (SCS) in liver transplantation from donors
after brain death (DBD).

e We report on long-term clinical outcomes with respect to
survival analysis and biliary complications.

e The benefits of hypothermic oxygenated perfusion were
limited to transplantations from high-risk donors.

of the group allocation, although the surgical team was not
blinded due to the nature of the procedure.

Data on both the primary outcome measure, namely MEAF,
and short-term secondary outcomes are reported elsewhere!*°!,
Secondary outcomes reported here included 2-year patient and
GS and biliary complications, further subdivided into anasto-
motic and nonanastomotic strictures and biliary fistulas. Biliary
complications were diagnosed on the basis of clinical observa-
tions (biliary drainage or leakage found at relaparotomy), the
need for endoscopic retrograde cholangiopancreatography, or
magnetic resonance cholangiopancreatography findings. High-
risk donors were defined as having a donor risk index
(DRI) > 1.7110:151,

Baseline recipient-related, donor-related, and transplant pro-
cedure-related factors were compared between the groups. Graft
steatosis was assessed by routine wedge biopsies by an experi-
enced pathologist.

Qualitative and quantitative data are presented as 7n (%),
median (interquartile range) or mean (+ standard error). Fisher’s
exact test and Mann—-Whitney U test were used for comparisons
where appropriate. Kaplan-Meier estimates were used to esti-
mate the proportions of patients who developed biliary compli-
cations and the proportions of surviving patients and grafts over
time. Observations were censored at 2 years. The mean time of
patient survival and mean time to graft loss were compared using
restricted mean survival time analysis. The inverse probability
weighting was used to balance the groups with respect to the
common confounders. Statistical significance was set at P value
<0.05. SAS/STAT, version 15.2 (SAS Institute Inc., 2020, Cary,
North Carolina, USA) was used for statistical analysis.

Results

One hundred and four patients were included in the study.
Twenty-six liver grafts underwent dHOPE, while 78 organs were
allocated to the SCS arm (Supplemental Digital Content 1, http:/
links.lww.com/JS9/D91). Baseline characteristics of the study
group are reported elsewhere!'?!. Considering the population of
high-risk graft recipients (DRI> 1.7), there were 14 patients in
the dHOPE arm and 26 patients in the SCS arm, as well as 12
patients and 52 patients who received low-risk grafts (DRI<1.7),
respectively. Table 1 summarizes the baseline characteristics of
the groups. Patients in both groups did not differ significantly in
the etiology of liver disease. There were no significant differences
in the donor characteristics except for significantly higher donor
BMI in the high-risk grafts undergoing dHOPE. The vast
majority of procurements in both groups took place outside of the
regional area. Cold ischemia times were significantly longer in the
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Baseline characteristics of patients who received low-risk (donor risk index < 1.7) and high-risk grafts (donor risk index > 1.7) after dual
hypothermic oxygenated machine perfusion or static cold storage.

DRI<1.7 DRI>1.7
dHOPE group Static cold storage group dHOPE group Static cold storage group

Variables (n=12) (n=52) P (n=14) (n=26) P
Recipient sex >0.99 0.50

Male 8 (66.7%) 35 (67.3%) 10 (71.4%) 15 (67.7%)

Female 4 (33.3%) 17 (32.7%) 4 (28.6%) 11 (42.3%)
Recipient age (years) 42.5 (37.5-58) 50.5 (39-61) 0.38 50 (41-67) 50.5 (43-59) 0.94
Mode! for End-stage Liver Disease 13 (10-22) 13 (9-20) 0.76 11 (7-15) 14.5 (10-21) 0.21
Child-Turcotte—Pugh class 0.44 0.07

A 6 (50.0%) 17 (32.7%) 9 (64.3%) 7 (26.9%)

B 5 (41.7%) 24 (46.2%) 4 (28.6%) 15 (57.7%)

C 1(8.3%) 11 (21.2%) 1(7.1%) 4 (15.4%)
Hepatitis C virus infection 2 (16.7%) 5 (9.6%) 0.61 3 (21.4%) 7 (26.9%) >0.99
Hepatitis B virus infection 0 9 (17.3%) 0.19 1(7.1%) 5 (19.23%) 0.40
Alcoholic liver disease 3 (25.0%) 14 (26.9%) >0.99 3 (21.4%) 4 (15.4%) 0.68
Autoimmune hepatitis 2 (16.7%) 6 (11.5%) 0.64 1(7.1%) 5 (19.23%) 0.40
Primary sclerosing cholangitis 2 (16.7%) 9 (17.3%) >0.99 4 (28.6%) 4 (15.4%) 0.42
Primary biliary cirrhosis 1(8.3%) 1(1.9%) 0.34 0 3(11.5%) 0.54
Nonalcoholic steatohepatitis 0 2 (3.9%) >0.99 1(7.1%) 1(3.9%) >0.99
Hepatocellular carcinoma 2 (16.7%) 7 (13.5%) 0.67 3 (21.4%) 4 (15.4%) 0.68
Recipient BMI (kg/m?) 24.2 (22.2-27.1) 25.2 (21.5-27.5) 0.76 26.9 (23.9-28.4) 239 (21.2-26.2) 0.05
Liver transplantation technique >0.99 >0.99

Piggyback 8 (66.7%) 35 (67.3%) 8 (57.1%) 16 (61.5%)

Conventional 4 (33.3%) 17 (32.7%) 6 (42.9%) 10 (38.5%)
Veno-venous bypass 3 (25.0%) 17 32.7%) 0.29 7 (50%) 10 (38.5%) 0.52
Temporary porto-caval shunt 1(8.3%) 0 >0.99 0 1 (3.9%) >0.99
Biliary anastomosis 0.45 >0.99

Duct to duct 8 (66.7%) 41 (78.8%) 11 (78.6%) 19 (73.1%)

Hepaticojejunostomy 4 (33.3%) 11 (21.2%) 3 (21.4%) 7 (26.9%)
Intraoperative RBC transfusions 3(0-7) 4 (2-7) 0.32 4 (2-6) 45 (2-8) 0.25

(units)
Intraoperative FFP transfusions 3.5 (1-9) 4 (2-6) 0.82 25(1-6) 4.5 (2-8) 0.13

(units)
Donor age (years) 375 (23.5-44.5) 36.5 (30.5-45.5) 0.61 58.5 (55-64) 57 (50-65) 0.54
Donor BMI (kg/m?) 25 (23-26) 25 (22-27.5) 0.74 29 (26-31) 25 (22-27) 0.001
Donor height (cm) 180 (178.5-186.5) 176 (170-181.5) 0.13 170 (162-178) 170 (163-178) 0.94
Donor risk index 1.41 (1.26-1.58) 1.35 (1.23-1.52) 0.54 1.92 (1.81-2.17) 1.96 (1.79-2.26) 0.87
Extended criteria donor® 8 (66.7%) 26 (50.0%) 0.35 9 (64.3%) 13 (60%) 0.51
Donor laboratory tests

Serum bilirubin (mg/dl) 0.51 (0.39-0.85) 0.50 (0.32-0.80) 0.75  0.43(0.30-0.64) 0.4 (0.26-0.64) 0.96

Serum aspartate transaminase 63 (35.5-102.5) 77.5(39.5-110) 0.65 68.5 (40-80) 40.5 (30-70) 0.12

un

Serum alanine transaminase (U/1) 46 (37-87) 55 (30-100) 0.94 64.3 (33-105) 38.5 (23-100) 0.29

Serum sodium (mmol/l) 155 (150.5-167) 151.5 (146-160) 0.14 153 (146-160) 151 (143-160) 0.85

International normalized ratio 1.31 (1.20-1.50) 1.2 (1.11-1.40) 0.15 1.16 (1.07-1.3) 1.22 (1.11-1.36) 0.33
Graft steatosis > 30% 1(8.3%) 1(1.9%) 0.34 0 1 (3.6%) >0.99
Cold ischemic time (min) 450.0 (352.5-507.5) 561.5 (467.5-630) 0.008  474.0 (420-567) 587.5 (480-675) 0.014
Total hypothermic time (min) 570.0 (5632.5-650) 561.5 (467.5-630) 0.43 622.5 (570-690) 587.5 (480-675) 0.16
Donor service area >0.99

Local 0 6 (11.5%) 0.58 0 0

Regional 2 (16.7%) 12 (23.1%) >0.99 1(7.1%) 1(3.8%)

National 10 (83.3%) 34 (65.4%) 0.31 13 (92.95) 25 (96.2%)

Data are presented as 1 (%) and median (interquartile range)
Defined according to Czigany et all'?.

dHOPE, dual hypothermic oxygenated machine perfusion; DRI, donor risk index; FFP, fresh frozen plasma; PRBC, packed red blood cells.

dHOPE groups for both high-risk and low-risk grafts. No other
significant differences were found between the groups.

There were 36 overall biliary complications (at least one event)
found in the group - six were recorded in the dHOPE arm and 30

in the SCS arm. There were no significant differences in overall
biliary complications between the groups (23.7 vs. 43.4%,
P=0.11). Differences in the incidence of anastomotic and non-
anastomotic strictures were also not significant — 19.9 versus
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33.7% (P=0.20) and 0 versus 11.1% (P=0.10), respectively.
Similarly, the difference in the percentages of biliary fistulas was
not significant— 11.7 versus 12.2% (P =0.93). Subgroup analysis
in both high-risk and low-risk donors also showed no significant
differences. There were no differences in overall biliary compli-
cations between the two arms (dHOPE and SCS) - high-risk
grafts: 21.4 versus 34.9% (P=0.34) and low-risk grafts: 26.7
versus 46.9% (P=0.37). The differences in the proportions of
anastomotic and nonanastomotic strictures were as follows —
high-risk grafts: 21.4 versus 27.4% (P=0.61) and low-risk
grafts: 17.5 versus 36.4% (P=0.34); high-risk grafts: 0 versus
2.8% and low-risk grafts: 0 versus 13.6% (P=0.29). Biliary
fistulas were observed in 7.1 versus 12.7% (P=0.58) and 17.5
versus 12.0% (P=0.65). Structured data on biliary complica-
tions with distinction between the groups are presented in
Supplemental Digital Content 2, http:/links.lww.com/JS9/D92.
After excluding biliary fistulas from the analysis, we also found
no differences in the incidence of biliary strictures (anastomotic
and nonanastomotic) in the general population (19.9 vs. 39%,

International Journal of Surgery

P=0.10), high-risk donors (21.4 vs. 27.4%, P=0.61), and low-
risk donors (17.5 vs. 43.7%, P=0.21).

In the general study population, 2-year overall survival (OS) in
the dHOPE and SCS arms were 92.3 and 83.9%, respectively
(P=0.35). Similarly, the difference in 2-year GS was found not
significant, with rates of 92.3% in the dHOPE arm and 81.4% in
the SCS arm (P=0.23). Considering only high-risk grafts with a
DRI > 1.7, the respective survival measures were as follows — OS
of 100% (dHOPE) and 76.9% (SCS) (P =0.06) and GS of 100%
(dHOPE) and 73.1% (SCS) (P=0.038) (Fig. 1). In addition,
restricted mean survival time analysis showed significant differ-
ences in both mean time of patient survival and mean time to graft
loss over 2 vyears for high-risk grafts — 24.0+£0.0 months
(dHOPE) versus 19.2+1.7 months (SCS) (P=0.006) and
24.0+0.0 months (dHOPE) and 18.2+1.9 months (SCS)
(P=0.002), respectively (Table 2) (Fig. 2). In the low-risk group
(DRI < 1.7), no differences were seen between the groups — OS of
83.3and 87.6% (P=0.57) and GS of 83.3 and 85.8% (P=0.70).
Patient and GS data with distinction between the groups are
summarized in Table 3.

Patient survival — general study population
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Figure 1. Proportions of patients and grafts surviving across 24 months. The orange line represents patients assigned to the dHOPE group, and the green line
represents patients assigned to the SCS group. Colored areas represent a 95% confidence interval. SCS, static cold storage.
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Mean® time to death or graft loss at 24 months in hypothermic
oxygenated machine perfusion and static cold storage groups®.

Variables (months) HOPE SCS P
All recipients
Time to death 222+12 21.2+0.8 0.47
Time to graft loss 222+12 205+09 0.26
DRI>1.7
Time to death 240+00 19.2+17 0.006
Time to graft loss 24.0+0.0 18.2+1.9 0.002

“The time is presented as a mean value + SEM

“The mean time to death or graft loss from liver transplantation across 24 months is presented in
Figure 1A-D.

DRI, donor risk index; HOPE, hypothermic oxygenated machine perfusion; SCS, static cold storage.

There were 16 cases of both liver-related and recipient-related
graft loss. Four recipients underwent retransplantation due to
hepatic artery thrombosis (two cases) and primary nonfunction
(two cases). Of these, two died in the late postoperative period
due to opportunistic infections. All patients requiring retrans-
plantation had been allocated to the SCS group. Among liver-
related causes of graft-loss, there were three patients diagnosed
with primary nonfunction (SCS group), two patients with hepatic
artery thrombosis (SCS group), and three with cholangiosepsis
(one in dHOPE group and two in SCS group). Structured data on
both liver-related and recipient-related graft loss with distinction
between the groups are presented in Supplemental Digital
Content 3, http://links.lww.com/JS9/D93.
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Figure 2. Mean time to death or graft loss across 24 months after liver transplantation. The orange line represents patients assigned to the dHOPE group. The green
line represents patients assigned to the SCS group. (A) Mean time to death in the general study population. (B) Mean time to graft loss in the general study
population. (C) Mean time to death in high-risk donors. (D) Mean time to graft loss in high-risk donors. SCS, static cold storage.
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Overall and graft survival® across 24 months from liver transplantation both in the group of all recipients and recipients of high-risk and

low-risk grafts.

Time from liver transplantation

Outcomes 3 6 9 12 15 18 21 24 P
All recipients
Overall survival
HOPE 92.3 92.3 92.3 92.3 92.3 92.3 92.3 92.3 0.35
SCS 93.6 88.5 87.2 87.2 87.2 87.2 83.9 83.9
Graft survival
HOPE 92.3 92.3 92.3 92.3 92.3 92.3 92.3 92.3 0.23
SCS 91.0 85.9 84.6 84.6 84.6 85.6 81.4 81.4
High-risk graft recipients
Overall survival
HOPE 100 100 100 100 100 100 100 100 0.06
SCS 88.5 76.9 76.9 76.9 76.9 76.9 76.9 76.9
Graft survival
HOPE 100 100 100 100 100 100 100 100 0.038
SCS 84.6 73.1 73.1 731 73.1 73.1 73.1 73.1
Low-risk graft recipients
Overall survival
HOPE 83.3 83.3 83.3 83.3 83.3 83.3 83.3 83.3 057
SCS 96.2 94.2 92.3 92.3 92.3 92.3 87.6 87.6
Graft survival
HOPE 83.3 83.3 83.3 83.3 83.3 83.3 83.3 83.3 0.70
SCS 94.2 92.3 90.4 90.4 90.4 90.4 85.8 85.8

“Overall and graft survival are presented as percentages (%) of surviving patients and grafts.
HOPE, hypothermic oxygenated machine perfusion; SCS, static cold storage.

In addition, the inverse probability weighting was used to
balance the group of high-risk donors with respect to the com-
mon confounders. The data are presented in Supplemental Digital
Content 4, http:/links.lww.com/]S9/D94.

Discussion

The results of this randomized controlled trial support the notion
that the routine use of hypothermic oxygenated perfusion of DBD
liver grafts does not affect long-term posttransplant outcomes.
Patient mortality and GS, as well as the rates of biliary compli-
cations (anastomotic, nonanastomotic strictures, and biliary fis-
tulas), were similar between the two study arms in the general
study population.

There are four randomized controlled trials comparing dHOPE
with SCS in DBD donor liver transplantation. Three of the trials
were designed to detect a difference in short-term outcome mea-
sures, namely peak ALT!'?), early allograft dysfunction!'®!, and
MEAF score!'?, Studies by Czigany et al.'? and Ravaioli et al.*!
showed significant differences in both surrogates for adverse
posttransplant outcomes. These analyses were restricted to the
group of ECDs and are consistent with our previous findings
that pointed towards significant differences in MEAF and
Comprehensive Complication Index, but only in post-hoc analysis
of high-risk donors (DRI > 1.7)"%, Similar to our group, Schlegel
et al'® failed to demonstrate a difference with respect to the
primary outcome measure (complications graded by Clavien—
Dindo of >III within 1 year) in the general study population,
whereas in a post-hoc analysis, the difference was detected in the
general population for liver-related complications graded by
Clavien-Dindo of >1IIb. Our recent findings of significant

differences in both mean time of patient survival and mean time to
graft loss in high-risk donors support our previous statement and
existing data from ECDs. Here, the benefit of approximately 5-
and 6-month longer mean patient and GSs in high-risk livers in
the dHOPE arm as compared to the SCS arm is shown.

Survival analysis showed no significant differences in patient
or GS in either the general study population or in low-risk grafts,
which is consistent with published data. In addition, the meta-
analysis of randomized clinical trials published by Xie et al.'”!
showed that both 1-year recipient and GS did not differ sig-
nificantly between dHOPE and SCS. Based on the presented
results, dHOPE may have a positive effect on both patient and GS
in high-risk donors. Similar conclusions were drawn by Ravaioli
et al."3), who showed significantly higher 1-year GS in their ECD
study. Such survival benefits in the general population of DBD
livers have not been reported either in our study or in the pre-
viously published papers.

Similarly, the data on biliary complications were not found to be
significant in any of the study groups. It can be noted that the
reported proportions of biliary complications were unanimously in
favor of dHOPE over SCS in all groups. However, as the study was
underpowered with regard to biliary complications, statistical sig-
nificance was not reached. Notably, no nonanastomotic biliary
strictures were found in any of the grafts that underwent dHOPE.
This may confirm the protective effect of the oxygenated perfusion
on the biliary tree of the graft. Due to the lack of significance, these
observations should not be taken for granted until more data are
available. In addition, the patients were not routinely screened for
biliary strictures, so some asymptomatic individuals may have been
missed. Diagnostic modalities were employed only in symptomatic
patients, and thus, the results are aimed at clinically relevant biliary
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complications. However, as reported by Xie et al'”), dHOPE
significantly reduced the odds of nonanastomotic biliary strictures
(OR=0.28). In addition, the meta-analysis included the study by
van Rijn et al.”’), who performed the trial only on livers obtained
from donors after cardiac death, which are particularly prone to
ischemic damage of the biliary tree. Our published observations
seem to be important because nonanastomotic biliary strictures are
considered to be par excellence the sequelae of ischemic biliary tree
damage!®!®!. Therefore, there is a need for randomized trials on the
routine use of dHOPE in DBD donors, powered with respect to
biliary complications as a primary endpoint.

The presented randomized clinical trial is underpowered with
respect to the clinical endpoints, which constitutes a major
drawback when it comes to inferring long-term data. However,
despite the limited number of cases in the high-risk graft group,
significant differences in survival outcomes have been detected. A
larger number of patients and an adequate power analysis for the
long-term clinical outcome would increase the likelihood of
reaching significance. As noted elsewhere, despite randomized
design, patients in the dHOPE group fell into the lower Child—
Pugh-Turcotte class. However, this would improve rather than
worsen the effect of the procedure!'®l.

Conclusion

In conclusion, the long-term outcome data presented here suggest
that the routine use of dHOPE may be beneficial for recipients of
grafts from high-risk DBD. The present study does not provide
any evidence for the benefits of dHOPE in low-risk DBD grafts.
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Podsumowanie i wnioski

Prezentowana rozprawa obejmuje trzy publikacje stanowigce podsumowanie dwoch
badan klinicznych. Dotyczyly one techniki zamykania powlok brzucha po laparotomii
poprzecznej u chorych z potwierdzeniem lub podejrzeniem choroby nowotworowej w obrebie
narzadow gornego pigtra jamy brzusznej oraz zastosowania perfuzji maszynowej z oksygenacja
w hipotermii u chorych leczonych przeszczepieniem watroby. Dodatkowo, w pierwszym
badaniu najliczniejsza grupe stanowili chorzy u ktorych wykonano operacje w obrgbie watroby
1 drog zotciowych. Tematyka rozprawy koncentruje si¢ na kompleksowym uj¢ciu zagadnien
zwigzanych z bezpieczenstwem leczenia chirurgicznego poprzez identyfikacje nowego
czynnika zwigzanego z ryzykiem pooperacyjnym oraz weryfikacj¢ skutecznosci nowej metody

przechowywania narzadéw do przeszczepienia w populacji ogolnej biorcow watroby.

Przestanke dla pierwszej pracy stanowi intuicja, ze rozwdj cig¢zkich powiktan
chirurgicznych, bezposrednio zwigzanych z interwencja w obrebie jamy brzusznej (takich jak
krwawienie czy przetoki jelitowe) moze wynika¢é z niedostatecznej wytrzymatosci
mechanicznej tkanek. Kluczowym czynnikiem warunkujacym t¢ wytrzymatos¢ jest zawarto$é
kolagenu. W badaniu zaprezentowano, ze chorzy charakteryzujacy si¢ wyzsza zawartoscig
kolagenu w powigzi poprzecznej brzucha rzadziej rozwijaja cigzkie powiktania chirurgiczne.
Ilosciowy pomiar kolagenu w tkankach powlok brzucha moze odpowiada¢ ogdlnoustrojowe;
zawartosci 1 jakos$ci kolagenu oraz stanowi¢ istotny biomarker w kontekscie ryzyka powiktan

pooperacyjnych.

Whioski z drugiej i trzeciej pracy pozostaja spdjne z aktualnym stanem wiedzy
dotyczacym zastosowania perfuzji mechanicznej z oksygenacja w hipotermii, co uzasadnia
stosowanie tej metody w przypadku narzadéw pobieranych od dawcow o rozszerzonych
kryteriach akceptacji. Wykazano, ze poprawa wynikow leczenia wynikajaca z zastosowania
HOPE w perspektywie krotkoterminowe;j jest zauwazalna wytacznie u chorych otrzymujacych
narzady podwyzszonego ryzyka. Podobnie, w dwuletnim okresie obserwacji korzysci w
zakresie przezycia ogolnego oraz przezycia przeszczepu ograniczajg si¢ do biorcéw narzadow
o rozszerzonych kryteriach akceptacji. Znamienne jest, mimo braku istotno$ci statystycznej, ze
u chorych otrzymujacy narzady po HOPE rzadziej obserwowano wystepowanie powiktan
z6tciowych — zar6wno w populacji ogdlnej, jak 1 w podgrupach biorcéw narzadow niskiego i
wysokiego ryzyka. Cho¢ dane jednoznacznie wskazuja na korzy$¢ wynikajaca z zastosowania
perfuzji mechanicznej w hipotermii w przypadku narzadéw wysokiego ryzyka, konieczne sg

dalsze badania okreslajace znaczenie tej interwencji w populacji ogdlnej biorcow watroby.
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lek. Marcina Morawskiego
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Warszawa, 24/04/2025

Mikotaj Staszewski

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. .Transversalis fascia collagen content and the risk of surgical
complications: results of a prospective study” o$wiadczam, iz méj wlasny wkiad merytoryczny w

przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie

publikacji stanowi:

gromadzenie danych
Wktad lek. Marcina Morawskiego w powstawanie publikacji obejmowat:
gromadzenie, analiz¢ i interpretacje danych; wykonanie analiz statystycznych;

przygotowanie i edycja manuskryptu

Jednoczesnie wyrazam zgodg¢ na wykorzystanie w/w pracy jako cze$¢ rozprawy doktorskiej

lek. Marcina Morawskiego

(podpis o$wiadczajacego)
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Warszawa, 24/04/2025

Mikotaj Kuncewicz

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. . Transversalis fascia collagen content and the risk of surgical
complications: results of a prospective study” o$wiadczam, iz méj whasny wktad merytoryczny w
przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie
publikacji stanowi:

gromadzenie danych

Wkiad lek. Marcina Morawskiego w powstawanie publikacji obejmowat:
gromadzenie, analiz¢ i interpretacj¢ danych; wykonanie analiz statystycznych;

przygotowanie i edycja manuskryptu

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako cze$¢ rozprawy doktorskiej

lek. Marcina Morawskiego

Swladczajacego
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Warszawa, 24/04/2025

lek. Piotr Krawczyk

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,,Transversalis fascia collagen content and the risk of surgical
complications: results of a prospective study” o$wiadczam, iz méj wlasny wkiad merytoryczny w
przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie
publikacji stanowi:

gromadzenie danych

Wktad lek. Marcina Morawskiego w powstawanie publikacji obejmowat:
gromadzenie, analiz¢ i interpretacjc danych; wykonanie analiz statystycznych;

przygotowanie i edycja manuskryptu

Jednoczesnie wyrazam zgode¢ na wykorzystanie w/w pracy jako cze$¢ rozprawy doktorskiej

lek. Marcina Morawskiego
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Warszawa, 24/04/2025

lek. Pawel Rykowski

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,,Transversalis fascia collagen content and the risk of surgical
complications: results of a prospective study” o$wiadczam, iz méj whasny wktad merytoryczny w
przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie
publikacji stanowi:

gromadzenie danych
Wkiad lek. Marcina Morawskiego w powstawanie publikacji obejmowat:

gromadzenie, analiz¢ i interpretacje danych; wykonanie analiz statystycznych;

przygotowanie i edycja manuskryptu

lek. Marcina Morawskiego
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Warszawa, 24/04/2025

Ick. Adam Bottu¢

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,.Transversalis fascia collagen content and the risk of surgical
complications: results of a prospective study” oswiadczam, iz méj whasny wktad merytoryczny w
przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badaf oraz przedstawienie pracy w formie
publikacji stanowi:

gromadzenie danych
Wklad lek. Marcina Morawskiego w powstawanie publikacji obejmowat:
gromadzenie, analiz¢ i interpretacj¢ danych; wykonanie analiz statystycznych;

przygotowanie i edycja manuskryptu

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czg$¢ rozprawy doktorskiej

lek. Marcina Morawskiego

(podpis os$wiadczajacego)
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Warszawa, 24/04/2025

dr Zbigniew Lewandowski

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,.Transversalis fascia collagen content and the risk of surgical
complications: results of a prospective study” o$wiadczam, iz moj whasny wktad merytoryczny w
przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie

publikacji stanowi:

analiza i interpretacja danych
Wktad lek. Marcina Morawskiego w powstawanie publikacji obejmowat:
gromadzenie, analiz¢ i interpretacjc danych; wykonanie analiz statystycznych;

przygotowanie i edycja manuskryptu

Jednocze$nie wyrazam zgod¢ na wykorzystanie w/w pracy jako czg$¢ rozprawy doktorskiej

lek. Marcina Morawskiego

(podpis os$wiadczajacego)
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Warszawa, 24/04/2025

dr hab. n. med. Wojciech Figiel

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,.Transversalis fascia collagen content and the risk of surgical
complications: results of a prospective study” o$wiadczam, iz méj whasny wktad merytoryczny w
przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie
publikacji stanowi:

gromadzenie danych

Wklad lek. Marcina Morawskiego w powstawanie publikacji obejmowat:

gromadzenie, analiz¢g i interpretacj¢ danych; wykonanie analiz statystycznych;

przygotowanie i edycja manuskryptu

Jednoczesnie wyrazam zgod¢ na wykorzystanie w/w pracy jako czgs¢ rozprawy doktorskiej

lek. Marcina Morawskiego

(podpis o$wiadczajacego)
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Warszawa, 24/04/2025

prof. dr hab. n. med. Marek Krawczyk

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ., Transversalis fascia collagen content and the risk of surgical
complications: results of a prospective study” o$wiadczam, iz moj wlasny wklad merytoryczny w
przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie
publikacji stanowi:

interpretacja wynikow; edycja manuskryptu
Wklad lek. Marcina Morawskiego w powstawanie publikacji obejmowat:
gromadzenie, analiz¢ i interpretacj¢ danych; wykonanie analiz statystycznych;

przygotowanie i edycja manuskryptu

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czeg$¢ rozprawy doktorskiej

S

lek. Marcina Morawskiego

(podpis oswiadczajacego)
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Warszawa, 24/04/2025

prof. dr hab. n. med. Michat Grat

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. .. Transversalis fascia collagen content and the risk of surgical
complications: results of a prospective study” o$wiadczam, iz moj whasny wkiad merytoryczny w
przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie
publikacji stanowi:

interpretacja wynikow; edycja manuskryptu; superwizja

Wkiad lek. Marcina Morawskiego w powstawanie publikacji obejmowat:
gromadzenie, analiz¢ 1 interpretacjc danych; wykonanie analiz statystycznych;

przygotowanie i edycja manuskryptu

Jednoczesnie wyrazam zgode¢ na wykorzystanie w/w pracy jako czg$¢ rozpr doktorskiej

lek. Marcina Morawskiego

KiE
Kliniki Chirurgii Tr,
Centralny.Szpj
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Warszawa, 24/04/2025

prof. dr hab. n. med. Michat Grat

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy pt. ,.Routine end-ischemic hypothermic machine perfusion in liver
transplantation from donors afier brain death: a randomized controlled trial” o$wiadczam, iz moj
wlasny wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

konceptualizacja; gromadzenie, analize¢ i interpretacj¢ danych; wykonanie analiz

statystycznych; przygotowanie i edycja manuskryptu

Wkiad lek. Marcina Morawskiego w powstawanie publikacji obejmowat:

gromadzenie, analizg i interpretacj¢ danych; przygotowanie i edycja manuskryptu

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czg$¢ rozpra ktorskiej

e

lek. Marcina Morawskiego P
KIER Ni
Kliniki Chirurgii Tpzhsplantecyjnej i Watroby

Centralny Syén iczny UCK WUM

.................... S
A

B O iRes oot

prof,
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Warszawa, 24/04/2025

lek. Andriy Zhylko

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy pt. Routine end-ischemic hypothermic machine perfusion in liver
transplantation from donors afier brain death: a randomized controlled trial” o§wiadczam, iz moj
wilasny wkiad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

gromadzenie danych

Wkilad lek. Marcina Morawskiego w powstawanie publikacji obejmowat:

gromadzenie, analiz¢ i interpretacj¢ danych; przygotowanie i edycja manuskryptu

Jednocze$nie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czg$¢ rozprawy doktorskiej

7 = -‘AL\O]

(podpis o$wiadczajacego)

lek. Marcina Morawskiego
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Warszawa, 24/04/2025

lek. Pawel Rykowski

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy pt. .Routine end-ischemic hypothermic machine perfusion in liver
transplantation from donors afier brain death: a randomized controlled trial” oswiadczam, iz mdj
wlasny wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

gromadzenie danych

Wkiad lek. Marcina Morawskiego w powstawanie publikacji obejmowat:

gromadzenie, analize i interpretacj¢ danych; przygotowanie i edycja manuskryptu

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czgs¢ rozprawy doktorskiej

lek. Marcina Morawskiego

59



Warszawa, 24/04/2025

dr hab. n. med. Maciej Krasnodg¢bski

OSWIADCZENIE

Jako wspdlautor pracy pt. .Routine end-ischemic hypothermic machine perfusion in liver
transplantation from donors after brain death: a randomized controlled trial” o$wiadczam, iz moj
wlasny wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

gromadzenie danych

Wktad lek. Marcina Morawskiego w powstawanie publikacji obejmowat:

gromadzenie, analizg¢ i interpretacj¢ danych; przygotowanie i edycja manuskryptu

Jednoczesnie wyrazam zgod¢ na wykorzystanie w/w pracy jako czgsé

lek. Marcina Morawskiego dr hab. n. med.

(podpis gSwiadczajacego)
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Warszawa, 24/04/2025

lek. Anya Wyporski

OSWIADCZENIE

Jako wspdtautor pracy pt. ,,Routine end-ischemic hypothermic machine perfusion in liver
transplantation from donors after brain death: a randomized controlled trial’ o§wiadczam, iz m6j
wiasny wkilad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badah oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

gromadzenie danych

Wkiad lek. Marcina Morawskiego w powstawanie publikacji obejmowat:

gromadzenie, analizg i interpretacj¢ danych; przygotowanie i edycja manuskryptu

Jednoczesnie wyrazam zgod¢ na wykorzystaniec w/w pracy jako cz¢$¢ rozprawy doktorskiej

lek. Marcina Morawskiego

# %éwiadcquoego)
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Warszawa, 24/04/2025

Iek. Jan Borkowski

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy pt. ,.Routine end-ischemic hypothermic machine perfusion in liver
transplantation from donors after brain death: a randomized controlled trial” o§wiadczam, iz moj
wlasny wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badaf oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

gromadzenie danych

Wkiad lek. Marcina Morawskiego w powstawanie publikacji obejmowat:

gromadzenie, analiz¢ i interpretacj¢ danych; przygotowanie i edycja manuskryptu

Jednocze$nie wyrazam zgod¢ na wykorzystanie w/w pracy jako czg$¢ rozprawy doktorskiej

lek. Marcina Morawskiego )

dpis oswiadczajacego)
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Warszawa, 24/04/2025

dr Zbigniew Lewandowski

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,,Routine end-ischemic hypothermic machine perfusion in liver
transplantation from donors afier brain death: a randomized controlled trial” o$wiadczam, iz moj
wilasny wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

wykonanie analiz statystycznych; interpretacja danych

Wkiad lek. Marcina Morawskiego w powstawanie publikacji obejmowat:

gromadzenie, analiz¢ i interpretacj¢ danych; przygotowanie i edycja manuskryptu

Jednoczesnie wyrazam zgod¢ na wykorzystanie w/w pracy jako cze$¢ rozprawy doktorskiej

lek. Marcina Morawskiego

(podpis oswiadczajacego)
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Warszawa, 24/04/2025

dr n. med. Konrad Kobryn

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,,Routine end-ischemic hypothermic machine perfusion in liver
transplantation from donors after brain death: a randomized controlled trial” oswiadezam, iz moj
whasny wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

gromadzenie danych

Wktad lek. Marcina Morawskiego w powstawanie publikacji obejmowat:

gromadzenie, analize 1 interpretacje danych; przygotowanie i edycja manuskryptu

Jednocze$nie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako cze$¢ rozprawy doktorskiej

lek. Marcina Morawskiego

(podpis oswiadczajacego)
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Warszawa, 24/04/2025

dr n. med. Rafal Stankiewicz

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy pt. ..Routine end-ischemic hypothermic machine perfusion in liver
transplantation from donors afier brain death: a randomized controlled trial” o$wiadczam, iz moj
wlasny wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

gromadzenie danych

Wktad lek. Marcina Morawskiego w powstawanie publikacji obejmowat:

gromadzenie, analiz¢ i interpretacj¢ danych; przygotowanie i edycja manuskryptu

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako cze$¢ rozprawy doktorskiej

lek. Marcina Morawskiego

(podpis o$wiadczajacego)
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Warszawa, 24/04/2025

lek. Jan Styputkowski

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ..Routine end-ischemic hypothermic machine perfusion in liver
transplantation from donors afier brain death: a randomized controlled trial” o$wiadczam, iz mdj
wilasny wkiad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

gromadzenie danych

Wkiad lek. Marcina Morawskiego w powstawanie obejmowat:

gromadzenie, analiz¢ i interpretacj¢ danych; przygotowanie i edycja manuskryptu

Jednoczesnie wyrazam zgodg¢ na wykorzystanie w/w pracy jako czgs¢ rozprawy doktorskiej

lek. Marcina Morawskiego JAN STYPULKOWSKI
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Warszawa, 24/04/2025

dr hab. n. med. Wactaw Hotowko

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy pt. ,,Routine end-ischemic hypothermic machine perfusion in liver
transplantation from donors after brain death: a randomized controlled trial” oswiadczam, iz moj
whasny wkiad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

gromadzenie danych

Wklad lek. Marcina Morawskiego w powstawanie publikacji obejmowat:

gromadzenie, analiz¢ i interpretacj¢ danych; przygotowanie i edycja manuskryptu

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako cze$¢ rozprawy doktorskiej

lek. Marcina Morawskiego

67



Warszawa, 24/04/2025

prof. dr hab. n. med. Waldemar Patkowski

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,,Routine end-ischemic hypothermic machine perfusion in liver
transplantation from donors after brain death: a randomized controlled trial” o§wiadczam, iz mdj
wlasny wktad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

gromadzenie danych

Wktad lek. Marcina Morawskiego w powstawanie publikacji obejmowat:

gromadzenie, analiz¢ i interpretacj¢ danych; przygotowanie i edycja manuskryptu

Jednocze$nie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czg$é rozprawy doktorskiej

lek. Marcina Morawskiego

(podpis osyiadczajacego)
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Warszawa, 24/04/2025

dr n. med. Magdalena Mielczarek-Puta

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy pt. .,Routine end-ischemic hypothermic machine perfusion in liver
transplantation from donors afier brain death: a randomized controlled trial” o$wiadczam, iz moj
wiasny wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

gromadzenie danych

Wkiad lek. Marcina Morawskiego w powstawanie publikacji obejmowat:

gromadzenie, analizg¢ i interpretacj¢ danych; przygotowanie i edycja manuskryptu
Jednocze$nie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako cze$¢ rozprawy doktorskiej

lek. Marcina Morawskiego

(podpis o$wiadczajacego)
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Warszawa, 24/04/2025

prof. dr hab. Marta Struga

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,,Routine end-ischemic hypothermic machine perfusion in liver
transplantation from donors after brain death: a randomized controlled trial” o§wiadczam, iz moj
wihasny wkiad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanic badan oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

gromadzenie danych

Wkiad lek. Marcina Morawskiego w powstawanie publikacji obejmowat:

gromadzenie, analizg i interpretacj¢ danych; przygotowanie i edycja manuskryptu

Jednocze$nie wyrazam zgodg na wykorzystanie w/w pracy jako cze$¢ rozprawy doktorskiej
lek. Marcina Morawskiego

KIEROWNIK

(podpis oswiadczajacego)
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Warszawa, 24/04/2025

lek. Benedykt Szczepankiewicz

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,.,Routine end-ischemic hypothermic machine perfusion in liver
transplantation from donors after brain death: a randomized controlled trial” o§wiadczam, iz mdj
wlasny wktad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

gromadzenie danych

Wktad lek. Marcina Morawskiego w powstawanie publikacji obejmowat:

gromadzenie, analiz¢ i interpretacj¢ danych; przygotowanie i edycja manuskryptu
Jednocze$nie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czg$é rozprawy doktorskiej

lek. Marcina Morawskiego

([;odpis oswiadczajacego)
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Warszawa, 24/04/2025

prof. dr hab. n. med. Barbara Gornicka

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy pt. ,.Routine end-ischemic hypothermic machine perfusion in liver
transplantation from donors after brain death: a randomized controlled trial” o$wiadczam, iz mdj
whasny wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

gromadzenie danych

Wkiad lek. Marcina Morawskiego w powstawanie publikacji obejmowat:

gromadzenie, analiz¢ i interpretacj¢ danych; przygotowanie i edycja manuskryptu

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czg$¢ rozprawy doktorskiej

lek. Marcina Morawskiego

(podpis oswiadczajacego)
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Warszawa, 24/04/2025

prof. dr hab. n. med. Marek Krawczyk

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,,Routine end-ischemic hypothermic machine perfusion in liver
transplantation from donors after brain death: a randomized controlled trial” oswiadczam, iz moj
wiasny wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

interpretacja wynikow; edycja manuskryptu

Wkiad lek. Marcina Morawskiego w powstawanie publikacji obejmowat:

gromadzenie, analizg i interpretacje danych; przygotowanie i edycja manuskryptu
Jednocze$nie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako cze$¢ rozprawy doktorskiej

lek. Marcina Morawskiego

(podpis o$wiadczajacego)
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Warszawa, 24/04/2025

lek. Andriy Zhylko

OSWIADCZENIE

Jako wspdtautor pracy pt. .Routine end-ischemic hypothermic machine perfusion in liver
transplantation from donors afier brain death: results of 2-year follow-up of a randomized
controlled trial” oswiadczam, iz mdj wlasny wklad merytoryczny w  przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

gromadzenie danych
Wkiad lek. Marcina Morawskiego w powstawanie publikacji obejmowat:
gromadzenie, analizg¢ i interpretacj¢ danych; wykonanie analiz statystycznych;

przygotowanie i edycja manuskryptu

Jednoczesnie wyrazam zgod¢ na wykorzystanie w/w pracy jako cz¢$¢ rozprawy doktorskiej

lek. Marcina Morawskiego

podpis oswiadczajacego)
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Warszawa, 24/04/2025

lek. Pawel Rykowski

OSWIADCZENIE

Jako wspdlautor pracy pt. ..Routine end-ischemic hypothermic machine perfusion in liver
transplantation from donors after brain death: results of 2-year follow-up of a randomized
controlled trial” o$wiadczam, iz moj wilasny wklad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

gromadzenie danych
Wkiad lek. Marcina Morawskiego w powstawanie publikacji obejmowat:
gromadzenie, analiz¢ i interpretacj¢ danych; wykonanie analiz statystycznych;

przygotowanie i edycja manuskryptu

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czgs¢ rozprawy doktorskiej

lek. Marcina Morawskiego

(podpis oswiadczajgcego)
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Warszawa, 24/04/2025

dr hab. n. med. Maciej Krasnodgbski

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy pt. Routine end-ischemic hypothermic machine perfusion in liver
transplantation from donors after brain death: results of 2-year follow-up of a randomized
controlled trial” o$wiadczam, iz mdj wilasny wkiad merytoryczny w  przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

gromadzenie danych; interpretacja wynikow

Wklad lek. Marcina Morawskiego w powstawanie publikacji obejmowat:
gromadzenie, analiz¢ i interpretacj¢ danych; wykonanie analiz statystycznych:
przygotowanie i edycja manuskryptu

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czg$¢//rozprawy doktorskiej

lek. Marcina Morawskiego

(podpis oswiadczajacego)
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Warszawa, 24/04/2025

dr hab. n. med. Wactaw Hotowko

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,,Routine end-ischemic hypothermic machine perfusion in liver
transplantation from donors after brain death: results of 2-year follow-up of a randomized
controlled trial” ofwiadczam, iz modj wlasny wklad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

gromadzenie danych; interpretacja wynikow

Wkiad lek. Marcina Morawskiego w powstawanie publikacji obejmowat:
gromadzenie, analize 1 interpretacj¢ danych; wykonanie analiz statystycznych;

przygotowanie i edycja manuskryptu

Jednocze$nie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czes¢ rozprawy doktorskiej

lek. Marcina Morawskiego
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Warszawa, 24/04/2025

dr Zbigniew Lewandowski

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy pt. ..Routine end-ischemic hypothermic machine perfusion in liver
transplantation from donors afier brain death: results of 2-year follow-up of a randomized
controlled trial” o$wiadczam, iz moj wilasny wklad merytoryczny w  przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

analiza statystyczna; interpretacja wynikow

Wkiad lek. Marcina Morawskiego w powstawanie publikacji obejmowat:
gromadzenie, analiz¢ i interpretacj¢ danych; wykonanie analiz statystycznych:

przygotowanie i edycja manuskryptu

Jednoczesnie wyrazam zgodg¢ na wykorzystanie w/w pracy jako czgs¢ rozprawy doktorskiej

lek. Marcina Morawskiego

(podpis oswiadczajacego)
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Warszawa, 24/04/2025

dr Magdalena Mielczarek-Puta

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy pt. Routine end-ischemic hypothermic machine perfusion in liver
transplantation from donors afier brain death: results of 2-year follow-up of a randomized
controlled irial” o$wiadczam, iz mdj wlasny wkiad merytoryczny w  przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

gromadzenie danych

Wkiad lek. Marcina Morawskiego w powstawanie publikacji obejmowat:
gromadzenie, analiz¢ i interpretacj¢ danych; wykonanie analiz statystycznych;

przygotowanie i edycja manuskryptu

Jednoczesnie wyrazam zgod¢ na wykorzystanic w/w pracy jako czg$¢ rozprawy doktorskiej

lek. Marcina Morawskiego
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Warszawa, 24/04/2025

prof. dr hab. Marta Struga

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,,Routine end-ischemic hypothermic machine perfusion in liver
transplantation from donors after brain death: results of 2-vear follow-up of a randomized
controlled trial” o$wiadczam, iz mdj wilasny wklad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

gromadzenie danych; interpretacja wynikow
Wkiad lek. Marcina Morawskiego w powstawanie publikacji obejmowal:
gromadzenie, analiz¢ 1 interpretacje danych; wykonanie analiz statystycznych;

przygotowanie i edycja manuskryptu

Jednocze$nie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako cze$¢ rozprawy doktorskiej

lek. Marcina Morawskiego
KIEROWNIK

(podpis o$wiadczajacego)
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Warszawa, 24/04/2025

lek. Benedykt Szczepankiewicz

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,,Routine end-ischemic hypothermic machine perfusion in liver
transplantation from donors after brain death: results of 2-year follow-up of a randomized
controlled trial” ofwiadczam, iz modj wlasny wkiad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

gromadzenie danych

Wkiad lek. Marcina Morawskiego w powstawanie publikacji obejmowat:
gromadzenie, analize 1 interpretacj¢ danych; wykonanie analiz statystycznych;

przygotowanie i edycja manuskryptu

Jednocze$nie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako cze$¢ rozprawy doktorskiej

lek. Marcina Morawskiego

Ity v-" - S92 G autin L}\\.
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(50dpis o$wiadczajacego)
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Warszawa, 24/04/2025

prof. dr hab. n. med. Barbara Gornicka

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy pt. Routine end-ischemic hypothermic machine perfusion in liver
fransplantation from donors after brain death: results of 2-year follow-up of a randomized
conirolled irial” oswiadczam, iz mdj wlasny wklad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

gromadzenie danych; interpretacja wynikow

Wkiad lek. Marcina Morawskiego w powstawanie publikacji obejmowat:
gromadzenie, analiz¢ i interpretacj¢ danych; wykonanie analiz statystycznych;

przygotowanie i edycja manuskryptu

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czgs¢ rozprawy doktorskiej

lek. Marcina Morawskiego

(podpis oswiadczajacego)
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Warszawa, 24/04/2025

prof. dr hab. n. med. Marck Krawczyk

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy pt. ..Routine end-ischemic hypothermic machine perfusion in liver
transplantation from donors after brain death: results of 2-year follow-up of a randomized
controlled trial” o$wiadczam, iz mdj wlasny wklad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

interpretacja wynikow; edycja manuskryptu; superwizja

Wklad lek. Marcina Morawskiego w powstawanie publikacji obejmowat:
gromadzenie, analiz¢ i interpretacj¢ danych; wykonanie analiz statystycznych;

przygotowanie i edycja manuskryptu

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czg$¢ rozprawy doktorskiej

lek. Marcina Morawskiego

&3



Warszawa, 24/04/2025

prof. dr hab. n. med. Michal Grat

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy pt. Routine end-ischemic hypothermic machine perfusion in liver
transplantation from donors after brain death: results of 2-year follow-up of a randomized
controlled trial” o$wiadczam, iz moj wlasny wklad merytoryczny w  przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

interpretacja wynikow; edycja manuskryptu; superwizja

Wkiad lek. Marcina Morawskiego w powstawanie publikacji obejmowat:
gromadzenie, analiz¢ i interpretacj¢ danych; wykonanie analiz statystycznych;

przygotowanie i edycja manuskryptu

Jednoczesnie wyrazam zgod¢ na wykorzystanie w/w pracy jako czgsé rozprawy/ioktorskiej
lek. Marcina Morawskiego /
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