I. Einleitung

1. Riickblick

Ein krankes Organ durch ein Gesundes zu ersetzen, war fiir viele Jahre ein Traum der klinischen
Medizin; mit dem Fortschritt der chirurgischen Technik und der Entwicklung der
immunsuppressiven Therapie begann er Realitit zu werden. lhren Anfang fand die
Lebertransplantation in den USA, wo C. Stuart Welch 1955 versuchte, Hunden eine zusitzliche
Leber zu implantieren. Ein Jahr spiter entwickelte Jack Cannon ebenfalls in den USA ein
Konzept zur orthotopen Lebertransplantation. 1963 wurde dort von T. E. Starzl die erste
Lebertransplantation an einem Kind durchgefiihrt, das an einer kongenitalen Gallengangsatresie
erkrankt war. Das Kind verstarb allerdings intraoperativ an einer nicht zu beherrschenden
Blutung. Noch im selben Jahr kam es zur Entwicklung der Kombinationstherapie der
Immunsuppressiva Azathioprin und Prednisolon. Schlieflich wurde im Jahre 1967 die erste
erfolgreiche Lebertransplantation von Starzl vorgenommen - zeitgleich zur ersten
Herztransplantation durch Barnard. Zunichst iiberlebten jedoch nur wenige Patienten die
Lebertransplantation und die postoperative Phase: die 1-Jahres Uberlebensrate lag in den
folgenden 20 Jahren bei 25 bis 30%.

Ein epochaler Schritt war in den 80er Jahren des 20. Jahrhunderts die Einfiihrung von
Cyclosporin A (Calne et al., 1979), gewonnen aus den Extrakten der Pilze Trichoderma
polysporum Rifai und Cyclindrocapron lucidum. Cyclosporin A inhibiert u.a. die
Transkription der mRNA von IL-2 in CD4-+ T-Helferzellen. Durch Cyclosporin A konnte die
Dosis von Methylprednisolon — und damit dessen Nebenwirkungen — deutlich reduziert
werden. Nach der Entdeckung von Cyclosporin A und OKT 3 (Cosimi et al., 1983), einem
monoklonalen Antikorper, konnten die 1-Jahres Uberlebensraten von 40-60% Ende der 70er
Jahre auf 60-80% Ende der 80er Jahre gesteigert werden.

Im Jahr 1994 kam es zur Zulassung des noch potenteren Immunsuppressivums Tacrolismus
(FK506) (US Multicenter FK 506 Liver Study Group 1994, Neuhaus 1995), welches
besonders wirksam in der Therapie von akuten AbstoBungsreaktionen sowie frithen
chronischen AbstoBungen war. In den 90er Jahren kam der Purin-Synthesehemmer
Mycophenolatmofetil (MMF) (Platz et al., 1991; Allison et al., 2000) hinzu, der besonders
wegen seiner antiviralen Wirkung zur postoperativen Therapie bei Patienten mit von Hepatitis

B und C bedingter Leberzirrhose geschitzt wurde (Platz et al., 1998; Wiesner et al., 2001).



AuBlerdem waren in der prophylaktischen Therapie von AbstoBungsreaktionen die
Induktionsimmunsuppressiva wie die Antilymphozytenpridparate Antilymphozytenglobulin
(ALG) und Anti-T-Lymphozytenglobulin (ATG) sowie Interleukin-2-Rezeptorantagonisten
wie BT 563 (Langrehr et al., 2001) dazugekommen.

Die Steigerung der Uberlebensrate ist jedoch nicht auf das Cyclosporin allein zuriickzufiihren,
sondern auch auf Fortschritte in der chirurgischen Technik. Auferdem wurde eine spezielle
Seit-zu-Seit-Gallengangsanastomose entwickelt, die die Gefahr einer Gallengangsleckage
oder -stenose auf 3% verminderte (Neuhaus et al., 1994). Ein weiterer Fortschritt folgte mit
der Entwicklung der University of Wisconsin-Konservierungslosung (Belzer und Southard,
1987). Nach Einfilhrung der Quadruple-Immunsuppressionstherapie mit Cyclosporin A,
Azathioprin, Prednisolon und BT 563 konnte die 1-Jahres Uberlebensrate in einigen Zentren
sogar auf 90% gesteigert werden.

Gegenwirtig ist die Lebertransplantation eine etablierte Therapieform bei akuten und
chronischen lebensbedrohlichen Lebererkrankungen, deren Prognose ansonsten letal wire.
Die Indikationen sind fortgeschrittene chronische Lebererkrankungen wie die Zirrhose bei der
Hepatitis B, C, D und bei der Autoimmunhepatitis, das Budd-Chiari Syndrom, die primére
bilidre Zirrhose (PBC) und die primédr sklerosierende Cholangitis (PSC), die
Gallengangsatresie bei Kindern, das hepatozelluldre Karzinom (HCC) und polyzystische
Erkrankungen. Weitere prdoperative Diagnosen sind, um hier nur einige aufzufiihren,
metabolische Krankheiten wie der alphal-Antitrypsinmangel und der Morbus Wilson.
AuBerdem ist die Lebertransplantation die letzte therapeutische Moglichkeit zur Behandlung
von akutem fulminanten Leberversagen: die fulminante Hepatitis viraler Genese und das,
durch toxische Medikamente (z.B. durch Halothan und Paracetamol) hervorgerufene, akute
Leberversagen. Daneben werden Patienten mit irresektablen, auf die Leber beschrinkten
hepatozelluldirem Karzinom transplantiert.

Die Heilungschance ist von der Grunderkrankung abhingig, die schlechteste Prognose ist
erwartungsgeméill bei Patienten mit einem hepatocellulirem Karzinom zu beobachten; die
beste haben Patienten, die wegen einer PBC transplantiert worden sind. Fiir den Erfolg einer
Lebertransplantation sind die Nebenwirkungen der Immunsuppressiva und postoperative
Komplikationen — wie AbstoBung, Infektion, chirurgisch-technische Probleme und ein
Rezidiv der Grunderkrankung (Hepatitis B- bzw. C-Reinfektion) — ausschlaggebend. Die
bisher verwendeten Laborparameter zum Monitoring sind u.a. die Transaminasen Aspartat-
Aminotransferase (AST) und Alanin-Aminotransferase (ALT) sowie das Serumbilirubin. Die

Hohe der Transaminasen spiegeln zwar das Ausmal} der hepatischen Schidigung wieder,



jedoch differenzieren sie nicht zwischen den unterschiedlichen Ursachen wie Thrombosen,
Blutungen, Viren und medikamententoxischen Wirkungen (z.B. Neurotoxizitit,
Nephrotoxizitdt). Auch das Serumbilirubin kann nicht unterscheiden zwischen
AbstoBungsreaktion, Cholestase bzw. anderen Transplantatdysfunktionen.

Neben der Frage, ob der Patient an einer AbstoBungsreaktion oder einer Infektion leidet, ist es
entscheidend, ob eine schlechte Transplantatfunktion vermehrt zu einer AbstoBungsreaktion
oder einer Infektion fithren kann und ob es Unterschiede zwischen den Uberlebenden und
Nichtiiberlebenden dieser Komplikationen gibt (Sankary HN, 1988). AuBler klinischem
Verlauf und laborchemischen Parametern ist der Goldstandard fiir die Diagnose der
AbstoBungsreaktion derzeit die Leberbiopsie (Colonna et al., 1988), die jedoch als invasive
MaBnahme eine Belastung darstellt und Komplikationen wie eine Blutung nach sich ziehen
kann. Auflerdem ist sie bei Gerinnungsstorungen — die nach der Lebertransplantation hiufig

sind — kontraindiziert.

2. VCAM-1 und sVCAM-1

VCAM-1 ist ein 90-110 kiloDalton schweres Glykoprotein, das von der Oberflidche aktivierter
Endothelzellen und von anderen Zelltypen — wie dendritischen Zellen, Gewebsmakrophagen,
Myeloblasten und Knochenmarksfibroblasten — exprimiert wird. VCAM-1 ist wichtig fiir die
Einwanderung der Leukozyten an die Orte der Entziindungsherde im Gewebe. VCAM-1
vermittelt die Adhédsion von Lymphozyten, Monozyten und eosinophilen Zellen an das
Endothel. Die Bindungen von T-Zellen an VCAM-1 konnen Antigen—Rezeptor-abhiingige
Aktivierungen verursachen. Die VCAM-1 Expression auf den Endothelzellen wird von TNF-
o, IL-1 B, IL-4 und INF-y reguliert (Shimizu et al., 1992). Bei in vitro Stimulation mit
Zytokinen wird 2 Stunden nach der Induktion eine Steigerung der Expression gefunden, die
nach 10 bis 24 Stunden ihren Spitzenwert erreicht und noch nach 72 Stunden nachzuweisen
ist.

Die Liganden von VCAM-1 sind 04B1 (VLA-4) und o4 B7-Integrine. VCAM-1 bindet an das
Leukozytenintegrin o4f1 (VLA-4) — das auf vielen Zellen einschlieBlich der Eosinophilen
exprimiert wird — und an o4B7, das auf aktivierten peripheren T-Zellen exprimiert wird
(Elices et al., 1990). sVCAM-1 und VLA-4 stellen ein Ligand-Rezeptorpaar dar, das eine
Verbindung zwischen den Leukozyten und dem Endothel ermdglicht. VLA-4 kann an Zell-

Zell und an Zell-Extrazellularmatrixbindungen teilnehmen (Osborn et al., 1990).



Es gibt 2 Formen von VCAM-1: eine vorherrschende mit 7 Immunglobulindominen und eine
Form mit 6 Immunglobulindoménen, bei der die 4.Ig-Doméne fehlt. VCAM-1 besteht aus
sechs extrazelluldren C2-Doménen. Die zusitzliche Immunglobulindoméne ist meist homolog
zur Domine 1, die N-terminale Doméne; auf der Gegenseite gibt es die COOH-Gruppe

(Cybulsksy et al., 1991).
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Abb.1: Struktur des VCAM-1 (aus: Fundamental Facts, Cell Adhesion Molecules / R&D
Systems, S. 35)

Pathophysiologisch wurde VCAM-1 besonders bei Autoimmunerkrankungen (Lupus
erythematodes, Multiple Sklerose, rheumatoide Arthritis, Asthma), bei Infektionen (HIV,
SARS, Malaria), der Gallengangsatresie und bei Transplantationen (Herz-, Nieren- und

Lebertransplantationen) in Form von VCAM-1 und sVCAM-1 untersucht.

Die sVCAM-1 Spiegel bei den Patienten mit einem systemischen Lupus erythematodes waren
signifikant erhoht und zeigten deutliche Korrelation mit dem Aktivitéitsstadium (Janssen et al.,
1994). Der therapeutische Effekt von Steroiden auf Adhisionsmolekiile wurde bei Patienten
mit Multipler Sklerose untersucht. Hohe Gaben von Methylprednisolon regulierten die TNF-o
induzierte VCAM-1 Expression auf den Endothelzellen runter (Dufour et al., 1998). Eine
positive Korrelation mit der Hohe der sVCAM-1 Werte bestand auch bei Patienten mit einem
akuten Schub einer Multiple Sklerose-Erkrankung.

VCAM-1 wurde auch in der Synovia bei der rheumatoiden Arthritis bestimmt (Koch et al.,
1991). VCAM-1 ist eher auf den Endothelzellen bei der rheumatoiden Arthritis nachweisbar
als bei Patienten mit Osteoarthritis.

Bei Kindern mit der Exazerbation einer Asthmaerkrankungen waren die sSVCAM-1 Werte

hoher als bei Kindern ohne gehédufte Asthmaantfille. Insgesamt wurde in dieser Studie



festgestellt, dass sSVCAM-1 die allergische Entziindung reflektiert (Koizumi et al., 1995).

Der Zusammenhang von sVCAM-1 und Veridnderungen bei Gallengangsatresie zeigte, dass
mit fortschreitender hepatischer Fibrose ein Ansteigen des sVCAM-1 Spiegels korreliert
(Kobayashi et al., 1994).

Im Rahmen der HIV Erkrankungen wurde sVCAM-1 besonders im Hinblick auf
opportunistische Infektionen nachgewiesen. Dabei kam heraus, dass sVCAM-1 bei HIV
Patienten hoher als bei Nichtinfizierten und auerdem signifikant erhoht bei Patienten, die
zusitzlich eine Mycobacterium avium-Infektion erlitten haben (Nordoy et al., 1996).

1998 wurde sVCAM-1 bei milden und schweren Verldufen einer Malariaerkrankung
gemessen. Die Werte korrelierten mit der Schwere der Malaria (Turner et al., 1998).

In einer aktuellen Studie von 2006 (Chen et al., 2006) wurden bei Patienten, die an SARS
(severe acute respiratory syndrome) erkrankt waren, hohere sVCAM-1 Werte festgestellt als
bei der gesunden Kontrollgruppe. Aulerdem korrelierten die sSVCAM-1 Spiegel negativ mit
der Leukozyten- und Thrombozytenzahl.

Erste Untersuchungen im Rahmen der Transplantation fanden am Herzen statt: bei
AbstoBBungen von Herztransplantaten fand sich eine erhohte Expression von VCAM-1 bei den
endomyokardialen Biospien (Carlos et al., 1994 und Briscoe et al., 1991).

Weigel et al. haben im Jahr 2000 Adhédsionsmolekiile bei Infektionen und
AbstoBungsreaktionen nach Herztransplantation gemessen. Am Tag der AbstoBungsreaktion
war sSVCAM-1 erhoht, genauso wie am Tag der Diagnosestellung einer symptomatischen
Infektion. Die sVCAM-1 Werte konnten jedoch nicht zwischen AbstoBungsreaktion und
Infektion unterscheiden.

Im Rahmen der Nierentransplantation war sVCAM-1 bei akuten AbstoBungsreaktionen und
bei Cyclosporin A Toxizitdt erhoht (Bricio et al., 1996).

2000 fanden Messungen von Fabrega et al. bei Lebertransplantationen und stattgefundener
AbstoBungsreaktion statt. sSVCAM-1 war erst bei bereits offensichtlicher Diagnose einer

AbstoBung erhoht. Nach erfolgreicher Therapie waren die sSVCAM-1 Werte riickldufig.

3. Die Integrine

Die Integrine bestehen aus transmembranen Glykoproteinen, die besonders auf der Oberfldche

von Leukozyten gefunden werden und Zell-Zell- resp. Zell-Substrat-Bindungen vermitteln,

etwa mit Extrazellularmatrix wie Fibronektin. Integrinexprimierung scheint auf fast jeder



Zelle stattzufinden. Integrine tauchen besonders im Rahmen von Entziindungsreaktionen,
Zellwachstum und Zelldifferenzierung auf; sie bestehen aus je einer o- und einer -
Untereinheit. Bisher sind 8 B- und 14 o~ Untereinheiten identifiziert und dementsprechend in
Subfamilien eingeteilt. Die 31 und die 3-8 Integrine sind Rezeptoren fiir die extrazelluldre
Matrix wie z.B. Fibronektin und erfiillen funktionell zwei Aufgaben: Zellmigration und die
Wundheilung. Die B2-Integrine bestehen zum groBten Teil aus LFA-1, dessen Ligand ICAM-
1 ist. Die grofte Familie der B1-Untereinheiten ist die VLA-Unterfamilie, die Very Late
Antigen-Unterfamilie. Der Name Very Late Antigen entstand aus der Beobachtung von VLA-
1 und VLA-2, die erst 2-4 Wochen nach dem Antigenkontakt auf den Lymphozyten
erscheinen.

VLA-4 besitzt eine Region mit 190 Aminosduren, die in Richtung des N-Terminus lokalisiert
ist, wo die Metallionen binden. Die Region ist auf der Integrin o-Untereinheit vorhanden und
wird die I-Domiéne genannt. Es bindet an VCAM-1 und auch an die CSI1-Region von

Fibronektin (extrazelluldres Matrixprotein).
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Abb.2: Struktur des Integrines VLA-4 (aus: Fundamentals Facts, Cell Adhesion
Molecules / R&D Systems, S.52)



Tab.1: Lokales Vorkommen der untersuchten Adhiasionsmolekiile bei
entziindlichen Lebererkrankungen (Tabelle nach Steinhoff)

Adhisionsmolekiile Basal |[Entziindung |Ligand
VLA-4 KC,LALKKC,LAL,L,N.M VCAM-1,FN
VCAM-1 EC(p) |EC(s),EC(p),KC|VLA-4

VCAM-1: vascular cell adhesion molecule, VLA-4: Very-Late-Antigen 4,
EC(p): Endothelzellen der portalen und zentralen Venen, EC(s):
Endothelzellen der SinusoidalgefiBle, KC: Kupfferzellen, LAL:
Leberassoziierte Lymphozyten, L: Lymphozyten, M: Monozyten, N:
Neutrophile, FN: Fibronektin

I1. Fragestellung

1. Das Endothel

Das Endothel stellt eine Schranke zwischen zelluldren und 10slichen Stoffen und dem
intravasalen und interstitiellem Raum dar. Es kleidet das Gefdlumen aus und ist mit dem
Subendothel  verbunden, das aus Fibronectin, Kollagen, Elastin, Laminin,
Glycosaminglykanen und Thrombospondin besteht (Pratt et al., 1985). Nach Pober und
Cotran gibt es verschiedene Phasen der Entziindungsantwort, die sich am Endothel
manifestieren. Das Endothel der Spenderleber stellt fiir den Empfinger Antigeneigenschaften
dar. Der erste Kontakt zwischen dem Transplantat und dem Immunsystem des Empfingers
findet an den Transplantatgefilen zwischen dem Endothel der neuen Leber und den
Leukozyten des Empfingers statt.

Schon wihrend der Konservierungs- und der Reperfusionphase konnen ischimische Schiaden
durch eine Aktivierung der Immunreaktion entstehen. Bei Ischdmien werden
Adhisionsmolekiile, vermittelt tiber das Ansteigen von Zytokinen wie dem TNF-a und dem
IL-1, von der Oberfliche der Leukozyten und von der Oberfliche der Endothelzellen
exprimiert. In der Folge kommt es zu einer stabilen Adhdsion der Leukozyten an das Endothel
und zu einer Transmigration der Leukozyten durch das Endothel in das Leberparenchym

(Heemann et al., 1994).



2. Die Adhisionsmolekiile

Der erste Kontakt des Spenderorganes findet mit dem Immunsystem des Empfiangers in Form
des Zellkontaktes der Empfingerleukozyten mit den Endothelzellen der Gefille der
Spenderleber statt. Damit ist die Leukozyten-Endothel-Interaktion ein zentrales Thema
geworden. Erste tiefergehende Untersuchung an polymorphonucledren Leukozyten fanden
1972 statt; der Nobelpreistriger Edelman, der Entdecker der Immunglobuline, prigte den
Begriff der ,,Zelladhdsionsmolekiile. Weitere Ausfithrungen fanden in den 80er Jahren statt:
es ging um Zytokine, die auf das Endothel der Gefile bzw. die Expression der
Adhisionsmolekiile einwirken. (Pober et al., 1990)

Zehn Jahre spiter sind vier verschiedene Adhédsionsmolekiile bekannt. Das zuerst entdeckte
Adhédsionsmolekiill war ICAM-1 und erwies sich als exzellenter Frithmarker fiir die
immunologische Aktivierung (Seth et al.,, 1991). ICAM-1 wurde auch als erstes
Adhisionsmolekiil in zirkulierender Form im Serum entdeckt (Rothlein et al., 1991). Im
Laufe der Zeit wurde erkannt, dass die Zelladhdsion eine wichtige Rolle auf dem Gebiet der
Transplantationsimmunologie ebenso wie in der Allergologie und der Tumorforschung

einnimmt.

3. Einteilung der Adhisionsmolekiile

Adhisionsmolekiile werden in 3 Hauptgruppen eingeteilt :
1. die Selektinfamilie
2. die Immunglobulinsuperfamilie

3. die Integrinfamilie

Die Zelloberflichenmolekiile werden in der CD (Cluster of Differentiation)-Nomenklatur
zusammengefasst. Die Mitglieder der einzelnen Hauptgruppen zeichnen sich durch
charakteristische Homologien in ihren Aminosduresequenzen aus. Diese genetisch
festgelegten Aminosidurensequenzen bilden innerhalb der EiweiBmolekiile erkennbare
strukturelle FEinheiten, die sogenannten ,Dominen“. An den charakteristischen,
bindungsrelevanten Doménen innerhalb eines Proteins lésst sich die Einteilung in eine Gruppe

vornehmen, z.B. die Lektin-Domiine bei den Selektinen.



4. Die Immunglobulin-Superfamilie

Die Immunglobulin-Superfamilie ist die am besten bekannte Familie der
Zelloberflichenproteine. Thre Struktur ist durch sich wiederholende Doménen (B-Ketten),
dhnlich wie sie in den Immunglobulinen gefunden werden, charakterisiert.

Durch Mutation und Selektion erfiillen die Ig-Doménen verschiedene Funktionen: als
Rezeptor fiir die Wachstumsfaktoren, fiir die Fc-Region von Immunglobulinen und als
Adhisionsmolekiile, welches ihre Hauptfunktion zu sein scheint. Im Wesentlichen gibt es
folgende Mitglieder dieser Familie: das vaskuldre Adhédsionsmolekiill VCAM-1 und die
intrazelluldren Adh&sionsmolekiile ICAM-1 bis 3 (Fundamental Facts, cell adhesion

molecules, R&D Systems).

5. Transmigration der Leukozyten durch das Endothel

Die Einwanderung von Leukozyten wird durch die Interaktion von endothelialen und
leukozytdaren Zellidhdsionsmolekiillen gewihrleistet und von den Zytokinen in ihrer

Expression und Aktivitit reguliert. Diese Interaktion besteht aus 4 Phasen:

la. Leukozytenanheftung

1b. Rollen der Leukozyten an der GefaBwand
2. Aktivierung (z.B. durch Zytokingradient)
3. Stop und stabile Bindung

4. transendotheliale Migration

Die Selektine vermitteln das Rollen und Andocken der Leukozyten auf der
Endotheloberfliche. Die Selektine dienen als eine Art Leitstrahl, es kommt zu keiner
Aktivierung der Leukozyten. Erst ab einer bestimmten Anzahl von Selektinkontakten erfolgt
eine Aktivierung der Leukozyten. Die Leukozyten exprimieren VLA-4 und binden iiber
diesen Rezeptor an VCAM-1 auf dem Endothel. Aufgrund des direkten Zell-Zell Kontaktes
weichen die Endothelzellen auseinander und die Transmigration der Leukozyten ins Gewebe
findet statt. Am Ende folgt die Wanderung der Leukozyten zum Entziindungsherd entlang der

extrazelluldaren Matrix. Die Leukozyten erhohen die  Expressionsdichte der
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Extrazellulirmatrix wie Fibronektin. Bei Erreichen der Leukozyten des Entziindungsherdes
werden als letzter Schritt die zytotoxischen T-Zellen aktiviert (Heemann et al., 1994).

Fehler in diesem Ablauf konnen zu den Erkrankungen der Leukozytenadhisionsdefizienz
(LAD) I und II fithren: beim LAD I-Syndrom besteht eine Mutation der beta-2-Kette der
Integrinrezeptoren (LFA-1), wodurch keine Bindung mehr an den Liganden ICAM-1 moglich
ist. Das LAD II-Syndrom wird durch einen genetischen Defekt bei der Biosynthese der
Fucose ausgelost, das ein Bestandteil des Rezeptors der Selektine darstellt. Bei diesem
Syndrom konnen die Leukozyten nicht mehr durch das Endothel transmigrieren und es
kommt in der Folge zu einer Immundefizienz und zu schweren rezidivierenden Infektionen.

(Martin et al., 1995)

6. Das Shedding

Das Ablosen der Rezeptoren von der Oberfliche geschieht durch Hydrolasen, die von den
Zellen lokal freigesetzt werden (Gearing et al., 1992). Die physiologische Bedeutung des
Rezeptoren-Shedding ist noch weitgehend unklar. Das Shedding eines bestimmten Typus von
Oberflachenmolekiilen dient der Verringerung der Expressionsdichte und dndert die Funktion
und Féhigkeiten der betreffenden Zelle. Gesheddete Adhésionsrezeptoren binden an
korrespondierende Adhésionsrezeptoren anderer Zellen und 16sen eine Signaliibermittlung
aus. In der vorliegenden Studie werden die Konzentrationen ,,gesheddeter und damit 16slich
gewordener Adhédsionsmolekiile im Plasma gemessen.

Der erste Kontakt zwischen dem Transplantatorgan und dem Immunsystem des Empféangers
spielt sich am Endothel des Transplantatorganes ab. Hier kann es bereits im Vorfeld der
Transplantation im Rahmen der Konservierung zu Schiadigungen, wihrend der
Transplantation zu  Reperfusionsschiden und nach der Transplantation zu
AbstoBungsreaktionen sowie zu bakteriellen, viralen und mykotischen Infektionen kommen.
Das Ziel der Untersuchung des endothelspezifischen Adhidsionsmolekiils sVCAM-1 war,
Gefahren fiir den Empfanger und das Transplantatorgan frithestméglich zu erkennen, aber
auch einen Zusammenhang zwischen Reperfusionschiden und folgenden Infektionen und

AbstoBungsreaktionen zu untersuchen.
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Es stellten sich folgende Fragen:

Gibt es Unterschiede der sVCAM-1 Spiegel im Vergleich zwischen der Blutentnahme aus

dem Zentralvenenkatheter und dem Lebervenenkatheter?

Gibt es einen Unterschied der sVCAM-1 Spiegel zwischen den prioperativen Diagnosen, die

zur Indikationsstellung fiir die Lebertransplantation fiihrten?

1. Wie verhalten sich die sVCAM-1 Spiegel hinsichtlich der initialen

Lebertransplantatfunktion ?

2. Kann durch die Hohe der sVCAM-1 Spiegel eine AbstoBungsreaktion frithzeitig erkannt

werden?

3. Gibt es eine Korrelation der sVCAM-1 Spiegel mit der Schwere der akuten AbstoBung?
Unterscheiden sich die sVCAM-1 Spiegel, je nachdem welche AbstoBungsform

(steroidsensibel, steroidresistent oder chronisch) vorliegt?

4. Korrelieren die sSVCAM-1 Spiegel mit der Schwere der Infektion bzw. wie war die Hohe
der sVCAM-1 Werte im Vergleich der nichtiiberlebenden Patienten zu den iiberlebenden

Patienten?
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II1. Material und Methoden

1. Patienten

In der Zeit von August 1993 und Juli 1994 wurden in unserer prospektiven Studie 85
orthotope Lebertransplantationen bei 81 Patienten (30 weiblich und 51 minnlich)
durchgefiihrt, bei denen im Rahmen einer Erweiterung des laborchemischen Monitorings u.a.
das Adhisionsmolekiil sSVCAM-1 im Plasma bestimmt wurde. Der jiingste Patient war zum
Zeitpunkt der Lebertransplantation 18 Jahre alt und der dlteste Patient war 62 Jahre alt mit
einer Verteilung von 46 * 10 Jahren (Median 48 Jahre).

Die Indikationen fiir die Lebertransplantationen waren bei 5 Patienten ein akutes
Leberversagen, die auf den fulminanten Verlauf einer Hepatitis B bzw. C Erkrankung bzw. in
einem Fall auf eine akute Intoxikation mit Knollenblitterpilzen zuriickzufiihren waren.

Bei 12 Patienten bestand prioperativ eine Hepatitis B- und bei 11 Patienten eine Hepatitis C-
Zirrhose, bei 16 Patienten eine ethyltoxische Leberzirrhose, bei 11 Patienten eine primér
bilidre Zirrhose (PBC), bei 8 Patienten eine kryptogene Zirrhose (Zirrhose unklarer Genese),
bei 4 Patienten eine Zirrhose aufgrund einer Autoimmunhepatitis, bei 3 Patienten ein Budd-
Chiari Syndrom, bei je 2 Patienten eine Oxalose und ein Morbus Wilson Syndrom, bei je
einem Patienten eine Zystenleber, Carcinoidmetastasen, eine primir sklerosierende
Cholangitis (PSC), ein Carolisyndrom und ein Klatskintumor.

Bei 6 Patienten wurde eine Retransplantation durchgefiihrt; die Indikationen dafiir waren: bei
je einem Patienten eine primidre Nichtfunktion (PNF), eine therapierefraktire akute
AbstoBung, eine chronische Abstoung und ein frithes Transplantatversagen nach rt-PA Lyse
Therapie = und  disseminierter  intravasaler =~ Koagulopathie (aufgrund  einer
Lungenarterienembolie). Zwei Patienten wurden erst im Rahmen der Retransplantation in die
Studie aufgenommen: ein Patient mit chronischer Abstofung und ein Patient mit einer
Hepatitis B Reinfektion. Des weiteren wurden bei vier Patienten aufgrund der

Grunderkrankungen eine kombinierte Leber- und Nierentransplantation durchgefiihrt.
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Tab.2: Indikationen fiir die

Lebertransplantation

Ethyltoxische Zirrhose 16
HBC Infektion 12
Primire bilidre Zirrhose 11
HCV Infektion 11
Kryptogene Zirrhose 8
Akutes Leberversagen S
Autoimmunhepatitis 4
Budd Chiari Syndrom 3
Morbus Wilson 2
Oxalose 2
Klatskintumor 1
Primire sklerosierende Cholangitis 1
Carcinoidmetastasen 1
Polycystische Lebererkrankung 1
Caroli-Syndrom 1
Retransplantationen 6
Lebertransplantationen (gesamt) 85

Die Studie erfolgte mit Genehmigung der Ethikkommission der Humboldt Universitit Berlin
und die Patienten mussten vor Teilnahme an der Studie ihre Einwilligung in schriftlicher

Form niederlegen.

2. Intra- und perioperatives Vorgehen bei der Lebertransplantation

Bei allen Patienten wurde préaoperativ eine korperliche Untersuchung, eine abdominelle

Sonographie, ein abdominelle Computertomographie und eine Angiographie des Truncus

coeliacus vorgenommen. Postoperativ wurde am fiinften Tag zum Ausschluss einer
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Anastomoseninsuffizienz oder -stenose der Gallenginge eine Cholangiographie iiber den T-
Drain durchgefiihrt, der bei regelrechten Verhiltnissen danach abgeklemmt wurde. Die T-
Drainage wurde 42 Tage nach der Transplantation nach einer 2. Cholangiographie entfernt.
Am siebten postoperativen Tag wurde routinemidBig sowie bei Verdacht auf eine
AbstoBungsreaktion eine Leberbiopsie vorgenommen. AuBlerdem wurden tdglich abdominelle
Sonographien mit einem Doppler der Lebergefile zum Ausschluss vaskulédrer
Komplikationen durchgefiihrt. Die orthotopen Lebertransplantationen erfolgten nach einer
standardisierten chirurgischen Methode (Neuhaus et al., 1996). Alle Transplantate wurden in
der University of Wisconsin-Losung konserviert und transportiert. In allen Féllen wurde ein
venovenoser Bypass zwischen der Vena saphena magna und der Vena axillaris gelegt. Die
Kilteischdmiezeiten lagen zwischen 3,5 und 22 Stunden (Durchschnitt 9,5 Stunden). Die
Anastomisierung der Gallenginge wurde als Seit-zu-Seit Choledochocholedochostomie mit
T-Drainage vorgenommen, nur in einem Fall erfolgte die Anastomose als
Choledochojejunostomie. AuBerdem wurde prioperativ neben dem iiblichen zentralen Zugang
ein Katheter unter Rontgenkontrollen iiber die rechte V. jugularis interna in der Lebervene
platziert (Lebervenenkatheter).

Vor der Hepatektomie wurde der Lebervenenkatheter aus der Lebervene in die V. cava
inferior zuriickgezogen. Zum Zeitpunkt der Reperfusion wurde, nach AbflieBen der UW-
Losung, das aus der infrahepatischen Vena cava abgelassene Blut (lebervendser Blutflush)
gewonnen, anschlieBend der Katheter in der Lebervene replaziert und nach Abschluss der
Operation eine erneute rontgenologische Lagekontrolle durchgefiihrt.

Blutentnahmen konnten zum Zeitpunkt des Operationsbeginnes, kurz vor der Hepatektomie,
zur Reperfusion bis zum Entfernen des Lebervenenkatheters sowohl zentralvends als auch
lebervenos durchgefiihrt werden. Alle Patienten erhielten intraoperativ bis 3 Tage nach der
Lebertransplantation Aprotinin in einer Dosierung von 0,1 Millionen LE./kgKG/h zur
Senkung des Bedarfes an Blutkonserven (Bechstein et al., 1990) und bis 48 Stunden
postoperativ. Dopamin in renaler Dosierung (bis 3yg/kgKG/h) zur Gewdhrleistung einer

ausreichenden Diurese.
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3. Score zur Einteilung der initialen Transplantatfunktion

Tab. 3: Score zur Einteilung der Transplantatfunktion

Parameter 1 Punkt 2 Punkte (3 Punkte
Gallenfarbe* dunkelbraun |hellbraun |gelb
Gallenmenge* >250ml/24h |<250ml/24h [keine
AST** <500 500-1000  [>1000
ALT** <500 500-1000  [>1000
Punktzahl 4-6 7-9 10-12
Transplantatfunktion |gut milig schlecht

aus: Miiller et al., Transplantation Vol. 62, 1118-1126, No.8, October 27, 1996

4. Prophylaxe und Management der AbstoBungsreaktionen

Bei den 81 Patienten kamen 3 verschiedene Immunsuppressionsschemata zur Anwendung.
Die immunsuppressive Therapie erfolgte als Vierfach (Quadruple) Therapie mit Cyclosporin
A, Azathioprin, Prednisolon sowie BT 563 oder ATG/ALG fiir die Dauer der ersten 7 Tage.
Danach wurde sie als 3-fach Therapie fortgesetzt (ohne BT 563 bzw. ATG/ALG).

12 Patienten erhielten keine zusitzliche Induktionstherapie (primére Triple Therapie). Zwei
Patienten, die retransplantiert wurden, waren vorher wegen einer steroidresistenten bzw.
chronischen Rejektion auf Tacrolismus umgesetzt worden und erhielten als Dualtherapie
Tacrolismus zusammen mit Methylprednisolon.

Tab. 4: Immunsuppressionsschema

Immunsuppressiva |[Induktionstherapie [Patienten
Quadrupletherapie/CsA,AZT, BT 563/ALGo. |47/24
Prednisolon ATG
Prim. CsA,AZT, keine 12
Tripletherapie Prednisolon
Dualtherapie Tacrolismus, keine 2
Prednisolon

CsA: Cyclosporin A, AZT: Azathioprin, BT563: Interleukin-2-Rezeptor-Antagonist, ALG: Ant-Lymphozyten-
Immunoglobulin, ATG: Anti-T-Lymphozyten-Immunoglobulin
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Mit der Verabreichung von Cyclosporin A wurde am ersten postoperativen Tag mit einer
Dosierung von 1-2 mg/kg Korpergewicht als kontinuierliche intravendse Infusion iiber 8
Stunden 2x am Tag begonnen.

Nach Verschluss der T-Drainage am fiinften postoperativen Tag wurde es oral mit folgender
Dosierung weiterverabreicht: 5-7 mg/kg Korpergewicht (Cyclosporin A Spiegel 600-800
ng/ml). Tacrolismus wurde 0,1 — 0,2 mg/kg KG dosiert und ein Spiegel von 10 — 15 ng/ml
angestrebt. Azathioprin (Imurek®) wurde in einer Dosierung von 25 mg/Tag die ersten sechs
postoperativen Tage lang gegeben und dann auf eine Dosierung von 1-2 mg/kg
Korpergewicht, angepasst an die Leukozytenzahl, umgestellt. Methylprednisolon wurde als
Bolusgabe vor der Reperfusion und 6 Stunden nach der Reperfusion verabreicht. Danach
erfolgte die Methylprednisolongabe mit einer Dosierung von 1 mg/kg Korpergewicht am
ersten bis dritten postoperativen Tag und wurde dann auf 40 mg/Tag am vierten bis siebten
postoperativen Tag gesenkt. Anti-T-Lymphozytenserum (ATG) wurde als kontinuierliche
intravenose Infusion iiber 8 Stunden/Tag in der Dosierung von 5 mg/kg Korpergewicht bei
Beginn der Operation bis POD 6 gegeben. Iml ATG enthélt 20 mg Immunoglobulin gegen
menschliche T-Lymphozyten. Es wird hergestellt von Kaninchen, die vorher durch

menschliche T-Lymphoblasten immunisiert worden waren.
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Tab. 5: Immunsupression pri-, intra- und postoperativ

Dosierungstabelle
. Pré-/intraoperative Dosierung zu spitere
Immunsuppressivum
Gabe Beginn Dosierung
ab POD 5: 2 x 5-
‘ 2 x 1-2 mg/kg KG
Cyclosporin A ) o 7 mg/kg KG p.o.,
i.v. iiber jeweils 8
(CsA) dann nach
stunden
Spiegel
. ) ) ab POD 7: 1-2
Azathioprin (AZA) | 150 mg intraoperativ |1 x 25 mg p.o.
mg/kg KG
ab POD 4:
I x Img/kg KG
Prednisolon stufenweise
p.o. ab POD 1
Reduktion
0,5 ml/kg KG i.v.
ATG bis POD 8
tiber 8 Stunden
POD 6-12: 10
10 mg i.v. liber 24
BT563 mg i.v. iiber 6

Stunden

Stunden

Tacrolimus (FK

0,1 - 0,2 mg/kg KG

nach Spiegel

506) p.o.
500 mg i.v. 500 mg/d i.v. iiber |
Urbason® bei AbstoSungen
intraoperativ drei Tage
) bei
5 mg/di.v. als
OKT 3 steroidresistenten
Bolus fiir 7 Tage
AbstofBungen

POD: postoperativer Tag, p.o.: per os, i.v.: intravends, ATG: Anti- T-Lymphozyten-
Immunoglobulin, BT 563: Interleukin-2-Rezeptor Antagonist,

Antikorper gegen T-Lymphozyten

5. Therapieschema bei AbstoBungsreaktionen

Im Bezug auf die AbstoBungsuntersuchungen wurden in steroidsensible (AR) und

steroidresistente (SR) AbstoBungsreaktionen unterschieden. Die Kontrollgruppe bestand aus

OKT 3: monoklonale
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den Patienten mit komplikationslosem postoperativem Verlauf ohne Infektionen und
AbstoBungsreaktionen (n = 37).

Der Zeitpunkt der Diagnosestellung bzw. des Therapiebeginnes einer akuten
AbstoBungsreaktion wurde als Tag 0 definiert. Der Tag des Beginnes einer akuten
AbstoBungsreaktion lag im Mittel am 7. POD, so dass bei der Kontrollgruppe der 7. POD als
Tag Null bestimmt wurde. Eine AbstoBungsreaktion lag vor, wenn die folgenden
Voraussetzungen erfiillt waren: die klinischen Zeichen einer AbstoBungsreaktion wie Fieber,
Aufhellung der Gallenfarbe und eine Verminderung der Gallenproduktion zusammen mit der
Verschlechterung der Leberfunktionsparameter (AST, ALT, Bilirubin, y-GT und alkalische

Phosphatase) und mit dem histologischen Nachweis in der Leberbiopsie.

Tab. 6: Histologisches Beurteilungsschema von akuten AbstoBungen

0. kein Anhalt fiir eine AbstoBung

1. geringe periportale mononukleire Infiltrate, geringe Endothelitis,

geringe Gallengangsverletzung, keine Leberzellnekrosen

11. moderate periportale mononukledre Infiltrate, die Membran des
Periportalfeldes iiberschreitend, begrenzte Endothlitis, begrenzte

Gallengangsverletzung, Einzelzellnekrosen der Hepatozyten

111 weitergehende Verdnderungen als II. und konfluierende

Leberzellnekrosen

Die Patienten wurden bei einer manifesten AbstoBungsreaktion nach folgendem Schema
behandelt: Methylprednisolon (Urbason®) mit einer Dosierung von 500 mg/Tag intravends
an drei aufeinander folgenden Tagen. Klinisch, laborchemisch und histologisch gesicherte
AbstoBBungsreaktionen wurden bei erfolgloser Steroidtherapie als steroidresistent bezeichnet
und mittels Umsetzung auf Tacrolismus (0,1-0,2 mg/kgKG/die p.o.) und in besonders
schweren Fillen in Kombination mit OKT3 (monoklonale Antikorper) Smg/die als Bolus iiber
7 Tage (Cilag GmbH, Sulzbach) therapiert. — Bei Nichtansprechen auf diese Therapie fand
eine Retransplantation statt.

Des weiteren traten auch chronische AbstoBungsreaktionen auf. Histologisch zeigte sich eine
obliterative Vaskulopathie mit Verlust der Gallenginge (Vanishing-Bile-duct-Syndrome,
VBDS). — Bei Nichtansprechen der Therapieumstellung auf die AbstoBungsreaktion wurde

eine Retransplantation durchgefiihrt.
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6. Prophylaxe und Management der Infektionen

Die Patienten erhielten vor der ersten Cyclosporin- und ATG-Gabe 50 mg Ranitidin i.v. und 4
mg Tavegil i.v.. Zur Infektionsprophylaxe wurde systemisch intraoperativ und fiir zwei Tage
postoperativ 3 x 1 g/die Cefotaxim i.v., 3 x 40-80 mg/die Tobramycin i.v. und 2 x 500 mg/die
Metronidazol i.v. verabreicht.

Zum Schutz vor den Erregern von opportunistischen Infektionen wie Legionella pneumophila
und Pneumocystis carinii erhielten die Patienten ab POD 1 bis zwei Wochen nach der
Entlassung aus dem Krankenhaus Ciprofloxacin bzw. Cotrimoxazol p.o.

Es fand eine selektive Darmdekontamination mit 100 mg Polymyxin B, 80 mg Gernebcin und
0,5 Millionen Einheiten Nystatin 4x/Tag 5 Tage vor der LTX (soweit moglich) und bis drei
Wochen nach der LTX statt. Die gleiche Therapie wurde als Oralpaste 4x/Tag appliziert. Zur
Prophylaxe von Herpesinfektionen wurde allen Patienten ab POD 1 sechs Wochen lang
Aciclovir verabreicht.

Patienten mit positiven HbsAg-Titer bekamen 10.000 LE. anti-HBs Hyperimmunoglobulin
(Hepatect®) i.v. intraoperativ als auch 2000 L.E./die die ersten sieben Tage postoperativ und
nachfolgend angepasst an den gemessenen anti-HBs Titer.

Alle Patienten bekamen 10 g Ig 7S und CMV-Hyperimmunglobulin an Tag 1 und Tag 14, zur
Anregung der Gallensédurebildung wurden 500 mg Ursodesoxycholsidure verabreicht.
CMV-negative Empfinger eines CMV positiven Spenderorganes erhielten an POD 1 und 14
vorbeugend Cytotect®.
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Tab. 7: Infektionsprophylaxe und Dosierungsschema

Antibiotikum/ Tagesdosis Zeitraum
Virostatikum
Cefotaxim 3x1giv. intraoperativ bis 48 h postoperativ
Tobramycin 3 x40 - 80 mg i.v. intraoperativ bis 48 h postoperativ
Metronidazol 2 x 500 mg i.v. intraoperativ bis 48 h postoperativ
Ciprofloxacin 250 mg per os bis 2 Wochen nach Entlassung
Cotrimoxazol 480 mg per os 3 x wochentlichjbis 2 Wochen nach Entlassung
Aciclovir Smg/kg KG i.v., dann 3 x 200 |bis zur 6. Woche postoperativ

Img per os
CMV-Hyperimmunglobulin (I mg/kg KG i.v. am 1. und 14. POD
(Cytotect®)
Anti-HBs- 2000 IE i.v.( intraoperativ intraoperativ bis POD 7,
Hyperimmunglobulin 10 000 IE i.v. bei HBV anschlieBend nach anti-HBs Titer
(Hepatect®) positiven Patienten)

HBV: Hepatitis-B-Infektion, CMV: Cytomegalievirus, i.v.: intravends, POD: postoperativer
Tag

7. Therapieschema bei Infektionen

Es wurden im Rahmen des postoperativen bakteriologische Monitorings Abstriche aus
Rachen und Rektum (bei Frauen auch vaginal) sowie der Urin, die Galle und Sputum
(gegebenenfalls Bronchoalveolidre Lavage, BAL) abgenommen und Erregerbestimmungen an
den ZVK-Spitzen 2x / Woche durchgefiihrt und nach Resistogramm behandelt (besonders mit
Vancomycin und Imipenem bei positiver Selektion von Enterokokken und gram-positiven
Bakterien nach der selektiven Darmkontamination). Bei klinischem Untersuchungsbefund
oder rontgenologischem Verdacht auf eine Pneumonie wurde eine diagnostische
Bronchoskopie mit der Gewinnung von mikrobiologischem Material durchgefiihrt, um die
Diagnose zu sichern und entsprechend Resistogramm mit antibiotischen, antiviralen oder
antifungalen Medikamenten zu behandeln.

CMV-Infektionen wurden mittels APAAP (pp65, early antigen) sowie mit der
Polymerasekettenreaktion (PCR) diagnostiziert und mit Ganciclovir behandelt.

Schwere Infektionen waren definitionsgemdf3, wenn ein Versagen von mehr als 2 Organen
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auftrat, einschlieBlich Nierenversagen, akute respiratorische Insuffizienz, Leberversagen,
disseminierte intravasale Koagulopathie oder SIRS (systemic inflammatory response
syndrom). Katecholaminpflichtigkeit und neurologische Erkrankungen, akute oder chronische
AbstoBungen wurden ebenfalls mitbetrachtet.

Als Kontrollgruppen wurden Patienten mit schweren Infektionen, asymptomatischen
Cholangitiden (definiert wie folgt: Erregernachweis in der Gallenfliissigkeit, erhohte
Cholestaseparameter, keine Temperaturerhohung) und unauffilligem Verlauf verglichen.
Wiederum wurde, wie bei den AbstoBungsreaktionen, bei den Patienten mit unauffélligem

Verlauf der POD 7 als Tag 0O festgelegt.

8. Material und Messmethoden

Die Blutentnahmen fanden perioperativ aus dem zentralvendsen Katheter sowie aus dem
lebervendsen Katheter statt. Begonnen wurde bei Operationsbeginn bis zur Entfernung des
lebervenosen Katheters 48 h postoperativ. Die Blutentnahmen wurden zu genau definierten
Zeitpunkten durchgefiihrt: zum Op-Beginn, zur Hepatektomie, zur Reperfusion und 15
Minuten, 2, 6, 12, 18, 24, 36 und 48 Stunden nach Reperfusion statt.

Nach 48 Stunden fanden die Blutentnahmen nur noch 1x/die zentralvends statt und gingen
nach Entfernung des ZVK’s in periphere Blutentnahmen iiber. Nach etwa 14 Tage
intensivstationidrer Uberwachung konnten die meisten Patienten auf die Normalstation verlegt
werden.

Die heparinisierten Blutproben wurden innerhalb von 30 Minuten nach Entnahme fiir 10
Minuten bei 10°C zentrifugiert. Danach wurde das Plasma zu je 250 pl in Aliquots pipettiert
und bei 70° C aufbewahrt. Die sVCAM-1 Spiegel wurden mit der ELISA Methode gemessen
(Enzyme linked sorbent assay; von DPC Biermann, Bad Nauheim, FRG). Die Messung von
sVCAM-1 wurde folgendermaBlen durchgefiihrt: Die Proben wurden bei Raumtemperatur
verarbeitet. Zur Bestimmung von sVCAM-1 wurde das Plasma 1:50 mit dem
Probenverdiinner verdiinnt. Das Gleiche geschah mit dem Kontrollplasma. Danach wurde auf
die Mikrotiterplatten 100 pl des jeweiligen Anti-Adhédsionsmolekiile Konjugatverdiinner
gegeben. AnschlieBend wurden die Standardproben, die Patientenproben und die
Parameterkontrollproben dazu pipettiert. Dann erfolgte eine Inkubation von 90 Minuten bei
Raumtemperatur. Als ndchster Schritt wurde die Mikrotiterplatte sechs mal mit Waschpuffer

gewaschen. Nach Entfernung der Waschpufferreste wurde 100 ul Substratlosung eingebracht.



22

Nach einer 30-miniitigen Inkubationszeit, unter vorherigem Folienverschluss der Platte,
wurde Stoplosung dazugegeben. Es folgte eine photometrische Messung der Farbintensitit bei
450 nm. Anhand der unterschiedlichen Konzentrationen der Standardproben wurde ein Kurve
aufgezeichnet, an der die sSVCAM-1 Konzentrationen unserer Proben (ng/ml) mittels PC
errechnet wurden. Bei der Kontrollgruppe der gesunden Probanden (n = 45) bei einem Alter

zwischen 21 und 55 Jahren lagen die Durchschnittsspiegel fiir sVCAM-1 bei 843+33,2 ng/ml.

9. Datenerhebung und statistische Auswertung

Die Patientendaten und die Messergebnisse wurden in das Computer Programm Microsoft
Access (Microsoft, Redmond, USA) eingegeben. Die Methoden wurden mit dem Programm
Statistica (Statsoft, Tulsa, USA) mit den Methoden der deskriptiven Statistik (Lage- und
Streuungsmalle) sowie der analytischen Statistik (Parameterschédtzungrn und statistische Tests
zur Uberpriifung von Hypothesen) ausgewertet. Zur Beschreibung der Daten xi eines

quantitativen Merkmals wurde als erwartungstreuer Schitzer des unbekannten

Xj

VB

- 1
X=—"
n

i=1

Populationsmittelwertes der Stichprobenmittelwert (Stichprobenumfang n)

angegeben.

R R D)
S_\/n-—l igi(xl X)

Die empirische Stichprobenstreuung wurde zur Schitzung des

S

Sx = —=

Standardfehlers des Mittelwertes ‘/H verwendet.

Neben der deskriptiven Statistik wurde auch die schlieBende Statistik in Form statistischer
Testverfahren verwendet.

Ein statistischer Test liefert innerhalb bestimmter Regeln eine Entscheidung, ob eine
vorgegebene Hypothese iiber eine zu untersuchende Grundgesamtheit anhand bestimmter
Daten aus einer Stichprobe verworfen werden muss oder nicht verworfen werden kann.

Die Ausgangshypothese H Null (der in der Stichprobe gefundene Effekt ist zufallsabhingig
gestreut und nicht in der Grundgesamtheit vorhanden) wird der Gegenhypothese, in diesem

Fall der Arbeitshypothese H1, gegeniibergestellt.
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Bei einem Signifikanzniveau «, in der vorliegenden Arbeit a= 5%, wurde gefordert, dass die
Wahrscheinlichkeit des Verwerfens der Hypothese nicht groBer als o, also 5% zu sein habe.
Aufgrund dieser Priifgrofle wiirde H Null beibehalten oder H1 verworfen.

Die statistischen Testverfahren sind gebunden an bestimmte Verteilungen und zwar fast
immer an Normalverteilungen. Dementsprechend differenziert man in parametrische
Testverfahren (t-Test bzw. bei mehr als 2 Stichproben die Varianzanalyse) und in nicht
parametrische Tests (Wilcoxon-Test und Mann-Whitney-Wilcoxon-Test).

Der Wilcoxon-Test vergleicht dabei verbundene Stichproben quantitativer Merkmale,
wihrend der Mann-Whitney-Wilcoxon-Test unverbundene Stichproben quantitativer
Merkmale vergleicht. Zur Uberpriifung der Unabhiingigkeit zweier qualitativer Merkmale
dient der Chi-Quadrat-Test.

In der vorliegenden Arbeit wurden diese statistischen Testverfahren verwendet; auflerdem

wurde zusétzlich das nominelle Signifikanzniveau (p-Wert) angegeben.
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IV. Ergebnisse

1. Uberlebensraten

Nach einem Monat waren 79 der 81 Patienten am Leben (97,5%); nach Ablauf eines Jahres

lebten noch 72 (88,9%). Von den 85 Transplantatorganen waren nach Ablauf eines Monates

noch 80 (94,1%) erhalten und nach einem Jahr noch 72 Organe (84,7%) funktionsféhig.

Abb. 3: Uberlebensraten Patienten / Transplantate
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Wihrend des ersten Jahres nach der Lebertransplantation waren 9 Patienten (11,1 %)

verstorben: Fiinf verstarben an schweren Infektionen; zwei an einer Hepatitis B Reinfektion,

je ein Patient an einer fulminanten Hepatitis C Reinfektion und einem erneuten Ausbruch

einer Tumorerkrankung (Gallengangskarzinom).
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Tab. 8: Todesursachen (Tod innerhalb des 1. postoperativen Jahres)

Indikation zur LTX Zeit nach LTX  [Todesursache
HCV 7,0 Monate HCV-Reinfektion
HBV 4,0 Monate HBV-Reinfektion
Gallengangskarzinom 2,5 Monate Tumorrezidiv
HCV 2,5 Monate extrapontine Myelinolyse
HBV 2,5 Monate HBV-Reinfektion
PNF 2,0 Monate MOEFS
Gallengangskarzinom 1,5 Monate nekrot.Pankreatitis,
MOEFS
CR 3 Wochen CMV, ARI
HCV 3 Wochen MOFS

HCV: Hepatitis-C-Infektion, HBV: Hepatitis-B-Infektion, MOFS: Multiorganversagen, ARI:
akute respiratorische Insuffizienz, CMV: Cytomegalievirus, CR: chronische Rejektion, PNF:
primir non-function)

2. Retransplantationen

Von den 81 Patienten musste bei vier Patienten (4,9%) eine Retransplantation durchgefiihrt
werden. Bei zwei Patienten war eine primére Nichtfunktion des Transplantates der Grund, bei
den anderen beiden Patientinnen war je eine hyperakute therapierefraktire AbstoBung und je

eine chronische AbstoBung die Ursache fiir die Retransplantation (siehe Tabelle 9).

Tab. 9: Retransplantationen

Indikation zur LTX |Zeit nach 1. LTX |Grund fiir Re - LTX
Alkoholzirrhose 72 Tage chronische AbstoBung
Intoxikation 13 Tage Hyperakute AbstoBung
akutes Leberversagen | 8 Tage Primére-Nicht-Funktion
Autoimmunhepatitis |3 Tage Primére-Nicht-Funktion

3. sVCAM-1 der gesunden Kontrollgruppe und der lebertransplantierten Patienten
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Die gemessenen mittleren sVCAM-1 Spiegel waren bei den transplantierten Patienten hoher
als bei der gesunden Kontrollgruppe (sVCAM-1: 834 £33,2 ng/ml). Die sVCAM-1 Spiegel
bei der Gesamtzahl der Patienten nach Lebertransplantation lagen zwischen 1000 und 1800

ng/ml, deutlich erhoht waren sie bei >2500 ng/ml.

Tab. 10: Routinelaborparameter und sVCAM-1 bei den verschiedenen Operations-

indikationen (Plasmakonzentration bei Operationsbeginn gemessen)

Zirrhose n= 70 ALV n=5 Re-LTX n=6
Bilirubin
56+14 11,3+1,7 15,4+ 2,2*

(mg/dl)
AST(U/) 123 +44.9 165 +£49,7 92,1+ 33,7
ALT(U/N) 187 £51,2 230 + 50,8 162 +49.4
sVCAM-

2391 £ 87,3 2544 +117.8 3053 +128,3
1(ng/ml)

* p<0,01 vs chronischen Lebererkrankungen, ALV: akutes Leberversagen, Re-LTX: Retransplantation

4. Routinelaborparameter und sVCAM-1 im leber- und zentralvenosen Blut

Zum Zeitpunkt der Reperfusion wurden grole Mengen der Transaminasen AST (Lebervene:
2037t 167 U/l und Zentralvene: 182+71,6 U/l) und ALT (Lebervene: 2285 199 U/l und
Zentralvene: 162 £54,2 U/1) in das lebervendse Blut freigesetzt (p<0,01 versus zentralvendses
Blut), die sich 15 Minuten bis 2 Stunden nach der Reperfusion angeglichen.

Die sVCAM-1 Werte waren initial bis 2h nach der Reperfusion erhoht, glichen sich danach

lebervends und zentralvends an, so dass kein signifikanter Unterschied bestand.
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sVCAM-1(ng/ml) leber- und zentralvenés
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Abb. 4: sVCAM-1(ng/ml) leber- und zentralvenos

5. InitialeTransplantatfunktion

Die initiale Transplantatfunktion der lebertransplantierten Patienten wurde entsprechend dem
bereits besprochenen Transplantatscoresystem in drei Gruppen eingeteilt: bei 47 Patienten
(55,3%) funktionierte das Organ gut, bei 24 Patienten (28,2%) funktionierte es méafig und 14
Patienten (16,8%) hatten eine schlechte Transplantatfunktion. Von den 14 Patienten mit einer
schlechten Transplantatfunktion musste nur ein Patient (1,2%) retransplantiert werden. Von
den 9 Patienten, die nach Ablauf eines Jahres verstorben waren, hatte nur ein Patient eine
schlechte Transplantatfunktion. Es liegt also kein signifikanter Zusammenhang zwischen

einer schlechten Transplantatfunktion und der 1-Jahres Mortalitit vor.

5.1 Initiale Transplantatfunktion und postoperative Komplikationen

Schlechte initiale Transplantatfunktion und AbstoBungen

In der Gruppe der 14 Patienten mit der schlechten Transplantatfunktion traten 5 akute
steroidresistente AbstoBungen, eine akute steroidsensible AbstoBung und eine chronische
AbstoBung auf. Die Inzidenz an einer AbstoBung zu erkranken war geringfiigig erhoht
gegeniiber Patienten mit guter oder méfBiger Transplantatfunktion (42,8% versus 34,7%). Die

Inzidenz an einer steroidresistenten AbstoBung zu erkranken war dagegen bei Patienten mit
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einer initial schlechten Transplantatfunktion deutlich erhoht (35,7% versus 17,4% bei allen 81
Patienten; p < 0,05). Es erwiesen sich fiinf von den insgesamt sechs Abstoungsreaktionen bei
Patienten mit schlechter Transplantatfunktion als steroidresistent, wihrend bei den méfigen
Transplantatfunktionen von zwei AbstoBungsreaktionen eine steroidresistent war (8,3%); bei
den guten Transplantatfunktionen waren sieben von insgesamt 18 AbstoBungen (14,9%)

steroidresistent.

Schlechte initiale Transplantatfunktion und Infektionen

Innerhalb der 14 Patienten mit schlechter Transplantatfunktion traten bei 3 Patienten (21,4%)
eine asymptomatische bis milde Cholangitis auf. Bei den 10 Patienten mit schweren
Infektionen war in sechs Fillen die Transplantatfunktion gut, bei drei Patienten miBig und bei

einem Patienten schlecht (siche Tabelle).

Tab.11: Verteilung der postoperativen Komplikationen

Komplikation oute/mdfige |schlechte TX
TX

Immunologische 23/71(32,4%) |7/14(50 %)

Komplikation

AbstoBungsreaktionen 22/71(30,9%) |6/14(42,8%)

gesamt

steroidresistente Abstoung |9/71(12,6%) |5/14(35,7%)

Retransplantation 3/71(4,2%) 1/14(7,1%)

schwere Infektion 9/71(12,6%) |1/14(7,1%)

Tod (nach 1 Jahr) 9/71(12,6%) |1/14(7,1%)

5.2 Initiale Transplantatfunktion und Routinelaborparameter

Als Bestandteil des Transplantatscoresystems korrelierten die Spiegel der Transaminasen
AST und ALT als auch die Gallenfarbe und Gallenmenge mit der initialen
Transplantatfunktion. Bei initial schlechten Transplantatfunktionen zeigte sich ein deutlicher
Anstieg fiir die Spiegel von AST auf 1164£76,9 U/l und von ALT auf 1206+69,8 U/l. Bei den
miBigen Transplantatfunktionen lag AST bei 471+43,1 U/l und ALT bei 531133,7 U/l bzw.
bei den guten Transplantatfunktionen betrugen die Spiegel fiir AST 158+9,8 U/l und fiir ALT
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201£10,7 U/l. Die mittleren Bilirubinspiegel waren bei den schlechten und miBigen
Transplantatfunktion (8,912,3 mg/dl und 9,8%2,7 mg/dl) hoher als bei den Patienten mit guten

Transplantatfunktionen (4,610,8 mg/dl).

5.3 Initiale Transplantatfunktion und sVCAM-1

Die mittleren sVCAM-1 Spiegel lagen bei Patienten mit schlechter Transplantatfunktion
signifikant hoher (2101187 ng/ml) als bei Patienten mit miBiger (1844+139 ng/ml) und
guter Transplantatfunktion (16411103 ng/ml).

Tab. 12: Transplantatfunktion

Transplantat- gut miBig schlecht
funktion

AST (UN) 158 +£9,8 471 £43,1 1164 +76,9
ALT (UNM) 201 £ 10,7 531 +33,7 1206 + 69,8
Bilirubin(mg/dl) 4,6 £0,8 9,8 +2,7 89+23
sVCAM-1(ng/ml) |1641 £103 1844 +139 2101 £ 187

Abb. 5: sVCAM-1-Spiegel bei guten, méiBigen und schlechten Transplantatfunktionen
aus: Miiller et al., Transplantation, Vol 62,1118-1126, No. 8, October 27,1996
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6. AbstoBungsreaktionen

Es traten bei 28 Patienten (34,7%) AbstoBungsreaktionen auf, wobei sich davon 14 (17,4%)
als steroidresistent erwiesen und mit Tacrolismus (n=8) bzw. einer Kombination von
Tacrolismus und OKT3 (n=6) behandelt werden mussten. Die iibrigen 14
AbstoBungsreaktionen waren steroidsensibel. Vier Patienten entwickelten eine chronische
AbstoBungsreaktion (4,7%). Bei drei Patienten entstand die chronische AbstoBung auf dem
Boden einer nicht vollstindig geheilten steroidresistenten Abstoungsreaktion, bei der vierten

Patientin war es vorher zu keiner akuten AbstoBungsreaktion gekommen.

Tab. 13: Therapien bei AbstoBungsreaktionen

Behandlung Anzahl der Prozentuale
Patienten Verteilung

Akute AbstoBung

Methylprednisolon 14/81 17,4%

Tacrolismus 8/81 9,9%

Tacrolismus und OKT3 6/81 7.4%

Chronische Abstoflung

Tacrolismus 4/81 4,9%

6.1 Routinelaborparameter bei akuten AbstoBungsreaktionen

Mit Beginn der akuten Abstofung stieg das Bilirubin bei allen Patienten deutlich an. Ein
frither Anstieg war bei Patienten mit akuten steroidresistenten AbstoBungen (12,3+1,9 mg/dl)
zu beobachten. Bei den Patienten mit steroidsensiblen AbstoBungen (5,6+0,9 mg/dl) und mit
unauffilligen Verldaufen (3,410,4 mg/dl) waren die Bilirubinspiegel niedriger. Die mittleren
AST Spiegel stiegen zu Beginn der akuten Abstofung an und blieben bis zum Ende der
Beobachtungsepisode bei den Patienten mit steroidresistenten AbstoBungen erhoht (65,3£19,1
U/l) im Vergleich zu den mittleren AST Spiegeln bei Patienten mit unauffilligem Verlauf.
Die AST Spiegel bei Patienten mit steroidsensiblen Abstoungen normalisierten sich bereits
innerhalb der ersten Woche nach der Lebertransplantation (33,219,6 U/l). Bei den ALT
Spiegel zeigte sich ein dhnlicher Verlauf; jedoch stieg der ALT Spiegel langsamer an und



sank bei Patienten mit steroidsensiblen Abstoflungsreaktionen langsamer wieder ab. Die
mittleren ALT Spiegel waren bei Patienten mit steroidresistenten AbstoBungen hoher

(167£45,3 U/1) im Vergleich zu Patienten mit steroidsensiblen AbstoBungen (109,4128,5 U/1)
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und unauffilligen Verlaufen (60,4£16,5 U/).

Zusammenfassend betrachtet waren die mittleren Spiegel der genannten Laborparameter
(Bilirubin, AST, ALT) bei den Patienten mit steroidresistenten Abstoungsreaktionen hoher

als bei den Patienten mit steroidsensiblen AbstoBungsreaktionen (p < 0,01).

Tab. 14: Routinelaborparameter bei AbstoBungsreaktionen
(POD 1-14 nach der Diagnosestellung)

SR AR unauffillig
Bilirubin (mg/dl) | 12,3£1,9* 5,610,9 3,410,4
AST (UN) 65,5+19,1* 33,249,6 17,5437
ALT (UN) 167 +45,3* 109,4£28,5 60,416,5
v-GT 163 16,1 145 +4.9 108,516,1
AP (U/) 169 £5,3 156,313,2 153153
Quick (%) 68,210,8%* 75,520,9 83,510,8

*p<0,01,SR: steroidresistente Abstoung, AR: steroidsensible AbstoSung

6.2 sVCAM-1 bei akuten AbstoBungsreaktionen

In Bezug auf sVCAM-1 gab es keine signifikanten Unterschiede in den Spiegeln bei den

Patienten mit

steroidresistenten

unauffilligen Verldufen.

bzw.

steroidsensiblen

AbstoBBungsreaktionen
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sVCAM-1(ng/ml) bei steroidresistenten und
steroidsensiblen AbstoBungsreaktionen
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Abb.6: sVCAM-1 (ng/ml) bei steroidresistenten und steroidsensiblen AR

6.3 sVCAM-1 bei chronischen AbstoBungsreaktionen (n=4)

Zwischen den sVCAM-1 Werten bei Patienten mit chronische AbstoBung und mit

steroidresistenter AbstoBung gab es keine signifikanten Unterschiede.

Abb.7: sVCAM-1 bei chronischer und steroidresistenten AbstoBungsreaktionen
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7. Infektionen

Es traten bei 10 Patienten schwere Infektionen auf (12,3%), die bei fiinf Patienten (6,2%) zum
Tode fiihrten. Die iibrigen fiinf wurden erfolgreich therapiert. Bei 11 Patienten war eine milde
bis asymptomatische Cholangitis zu finden (13,5%), aber kein Anhalt fiir eine begleitende
akute TransplantatabstoBung oder mehr als zwei sekundédre Organversagen. Alle Patienten aus
der Gruppe der schweren Infektionen erlitten ein akutes Nierenversagen (ANV) und erhielten
eine Hamodialyse bzw. -filtration. AuBerdem wurden sie aufgrund einer akuten
respiratorischen Insuffizienz beatmungpflichtig. Acht Patienten wurden kreislaufinsuffizient
und katecholaminpflichtig. Bei drei Patienten trat eine akute AbstoBungsreaktion auf, die sich
bei einem Patienten als steroidresistent und bei zwei als steroidsensibel erwies. Bei zwei
Patientinnen trat eine chronische AbstoBung auf: Eine Patientin verstarb an den

postoperativen Komplikationen, die andere Patientin wurde retransplantiert und iiberlebte.



Tab. 15: Schwere Infektionen (n = 10) aus: Miiller et al., Transpl Int (1996) 9, Suppl 1:S126-131
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Tx-Indikation Infektion Organversagen
Patient Tod
ARI, ANV,
ALV, fulminante Pneumonie (atyp.), )
1 - o ] Katecholamine, ja
Hepatitis A Aspergilleninfektion
Leberversagen, Koma
. Lungenarterienembolie, |
1.ALV (unbekannt) Enterokokkensepsis ja
DIC
2 ARI, ANV,
2. Leberversagen: Re- ) )
Aspergillensepsis Katecholamine, Guillan-
LTX
Barre-Syndrom, Koma
CR, ANV, ARI,
1. HCV-Zirrhose Pseudomonas Sepsis ja
3 Katecholamine
2. CR: Re-LTX Koma, GI-Blutung
A ALV, fulminante NANB-|Aspergillenpneumonie  [SR, ARI, ANV, Koma, |
ja
Hepatitis staph. aureus Sepsis extrapontine Myelinolyse
nekrotisierende )
. septisches
Klatskin-Tumor, Pankreatitis,
5 ) Leberversagen, ARI, ja
LTX+Whippleop. Peritonitis, CMV-
ANV, Katecholamine
Pneumonie
] Aspergillenpneunomie, |CR, ANV, ARI, )
6 |Alkoholzirrhose nein
Sepsis (unbekannt) Katecholamine, Koma
. 1.Autoimmun Zirrh. Enterokokkenpneumonie/|ARI, ANV, Somnolenz, )
nein
2.PNF:Re-LTX - sepsis AR
. . ARI, ANV, .
kryptogene Zirrhose Pneumonie (atyp.) nein
8 Katecholamine
Pneumoncystis carinii ARI, ANV,
9 |Alkoholzirrhose nein
Pneumonie Katecholamine, AR
ARI, ANV,
Oxalose, LTX+NTX Legionellenpneumonie nein
10 Katecholamine

ALV: akutes Leberversagen, ARI: akute respiratorische Insuffizienz, ANV: akutes Nierenversagen, DIC:
disseminierte intravasale Koagulopathie, CR: chronische Rejektion, AR: steroidsensible AbstoBung, SR:
steroidresistente Abstoung, PNF: primidre Nichtfunktion des Transplantates, LTX: Lebertransplantation, NTX:
Nierentransplantation, HCV-Zirrhose: Hepatitis-C-Zirrhose
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Der Hauptfokus der Infektionen war bei 9 von 10 Patienten mit schweren Infektionen die
Lunge. Insgesamt traten bei den 81 Patienten 11 Pneumonien auf (13,6%), bei 10 Patienten
bestand dadurch eine respiratorische Insuffizienz. Sechs Patienten erkrankten an einer Sepsis.
Insgesamt fiinf Organe versagten bei sechs Patienten mit schweren Infektionen, nur eine
Patientin aus dieser Gruppe iiberlebte. Bei vier Patienten waren drei Organe betroffen, alle
Patienten aus dieser Gruppe iiberlebten. Die héufigsten Erreger waren Staphylokokken,
Enterokokken, Aspergillen und Zytomegalieviren.

Bei den 14 Patienten mit einer schlechten Transplantatfunktion trat nur in einem Fall und

zwar im Rahmen einer Retransplantation, eine schwere Infektion auf (7,4%).

Tab. 16: Uberlebende und Nichtiiberlebende Patienten mit schweren Infektionen (n=10)

Organversagen Uberlebende Nichtiiberlebende
Patienten (n=5) Patienten (n=5)

Sepsis 2/5 (40%) 3/5 (60%)

Pneumonie 5/5 (100%) 4/5 (80%)

Akutes 5/5 (100%) 5/5 (100%)

Nierenversagen

Koma 0/5 (0%) 5/5 (100%)

Katecholamine 4/5 (80%) 4/5 (80%)

Akute AbstoBung 3/5 (60%) 2/5 (40%)

7.1 Routinelaborparameter bei Infektionen

Ein wichtiger Leitparameter fiir die Schwere einer Infektion ist der CRP-Spiegel. Ein
signifikanter Anstieg war fiir das C-reaktive Protein mit Spiegeln von 6,2+1,2 mg/dl (p <0,01)
bei Patienten mit schweren Infektionen verglichen mit Patienten mit asymptomatischen
Cholangitiden (2,6£0,6 mg/dl) und den unauffilligen Verlaufen (1,5£0,2 mg/dl) zu
beobachten.

Die mittleren Bilirubin- und AST-Spiegel sind ein Zeichen fiir die eingeschrinkte
Leberfunktion im Rahmen der schweren Infektion. Die mittleren Bilirubinspiegel waren bei
den Patienten mit schweren Infektionen deutlicher hoher (14,312,3 mg/dl; p< 0,01) verglichen
mit der asymptomatischen Cholangitis (8,1%1,7 mg/dl) und den unauffilligen Verldufen

(3,410,4 mg/dl). Ein geringer Anstieg bei den mittleren Bilirubinspiegel trat bei den Patienten
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auf, die in der Folge verstarben (15,5%£1,7 mg/dl versus 11,612,2 mg/dl bei den iiberlebenden
Patienten). Die mittleren AST Spiegel stiegen bei den schweren Infektionen zum Ende hin an

(81,4 £18,3 U/l versus den normalen Spiegeln bei asymptomatischen Cholangitiden und

unauffilligen Verlaufen).

7.2 sVCAM-1 bei Infektionen

Die mittleren sVCAM-1 Spiegel waren bei Patienten mit asymptomatischen bis milden
Cholangitiden hoher (2018+301 ng/ml), im Vergleich zu den schweren Infektionen und
unauffilligen Verldufen (18651292 ng/ml und 1404149,6 ng/ml; p<0,01) jedoch nicht

signifikant erhoht.
sVCAM-1 bei Infektionen frithpostoperativ
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Abb.8: sVCAM-1 bei Infektionen (frithpostoperativ)
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7.3 Routinelaborparameter bei den nichtiiberlebenden / iiberlebenden Patienten
schwerer Infektionen

Die mittleren ALT Spiegel waren zwischen den nichtiiberlebenden Patienten und den
iberlebenden Patienten (97+42,3 U/l und 63,4£16,5 U/]) in der spéteren Phase der Infektion
unterschiedlich. Kein Unterschied war in den verschiedenen Gruppen aufler in der Abnahme
der Prothrombinzeit, dem Serumcholesterin und einem Anstieg des Serumkreatinins zu
beobachten, da alle Patienten mit schweren Infektion auch ein akutes Nierenversagen erlitten.
Bei den Patienten, die an den schweren Infektionen verstarben, traten eine Thrombozytopenie
und eine Verringerung der Prothrombinzeit auf (p < 0,01 versus den iiberlebenden Patienten

schwerer Infektionen).

Tab. 17: Routinelaborparameter bei den nicht-iiberlebenden/ iiberlebenden Patienten
schwerer Infektionen

Parameter Nichtiiberlebende [Uberlebende
Bilirubin(mg/dl) | 15,9 + 1,7 11,6 £2,2
AST (U/T) 98,7 £21,7* 43,6 £ 8,6
ALT (U/M) 97,0423 63,4 +16,5
Thrombozyten- |91,1 +4,9%* 147,329 £ 5,2
zahl (x1000)

Quick(%) 52,9 £0,1%* 64,7 +0,1

*p=0,05, **=0,01
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7.4. sVCAM-1 bei den nichtiiberlebenden / iiberlebenden Patienten schwerer
Infektionen

Zusammengefasst waren die sSVCAM-1 Werte bei den iiberlebenden Patienten ( 2215,656
ng/ml) hoher als bei den nichtiiberlebenden Patienten (1585,155 ng/ml).

Bei den nicht iiberlebenden Patienten schwerer Infektionen (n=5) waren unterschiedliche
sVCAM-1 Spiegel zu messen. Bei zwei der Patienten traten hohe sVCAM-1 Spiegel auf. Im
Gegensatz dazu kam es bei zwei weiteren Patienten trotz massiver Komplikationen zu keinem
Anstieg der sVCAM-1 Spiegel.

Bei den iiberlebenden Patienten schwerer Infektionen (n=5) traten bei einem Patienten (Nr.
11) nach einer Retransplantation wegen einer primdren Nichtfunktion die initial hochsten
sVCAM-1 Spiegel auf. Auch bei der Patientin Nr. 74 traten hohe Spiegel auf, die bis zum Tag
der Retransplantation aufgrund einer chronischen AbstoBung hoch blieben.

Die sVCAM-1 Spiegel des Patienten Nr. 12 waren erhoht. Seine grofiten Probleme waren die
dialysepflichtige Niereninsuffizienz und atypische Pneumonie. Bei dem vierten und dem

fiinften iiberlebenden Patienten trat eine schwere Infektion ohne sSVCAM-1 Anstieg auf.

Nichtiiberlebende und Uberlebende bei schweren
Infektionen (n=10)
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Abb.9: sVCAM-1 bei nichtiiberlebenden und iiberlebenden Patienten schwerer

Infektionen
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8. Beantwortung der Fragen:

1. Es gibt keine Unterschiede zwischen den leber- bzw. zentralvenosen sVCAM-1 im Blut.

2. Bei akuten Ereignissen wie z.B. dem Budd-Chiari-Syndrom sind die sVCAM-1 Spiegel

niedriger als bei chronischen Lebererkrankungen wie z.B. Leberzirrhosen viraler Genese.

3. Die sVCAM-1 Spiegel sind bei schlechten Transplantatfunktion hoher als bei den miaBigen

bzw. guten Transplantatfunktionen.

4. Aufgrund der sVCAM-1 Spiegel kann eine Abstoungsreaktion nicht frithzeitig erkannt

werden.

5. Die sVCAM-1 Spiegel korrelieren nicht mit der Schwere der AbstoBungsreaktion. Jedoch
sind die Werte bei chronischen AbstoBungsreaktionen hoher als bei akuten
AbstoBungsreaktionen. Auflerdem spricht der Riickgang der sVCAM-1 Werte fiir eine
erfolgreiche Therapie der AbstoBungsreaktion.

6. Die sVCAM-1 Spiegel korrelieren nicht mit der Schwere einer Infektion. Aulerdem sind
die sVCAM-1 bei den iiberlebenden Patienten schwerer Infektionen hoher als bei den

Nichtiiberlebenden.
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V. Diskussion

1. Studienziele

In der vorliegenden prospektiven Studie wurden die sVCAM-1 Spiegel mittels ELISA im
zentral- und lebervendsen Blut bei 81 Patienten mit 85 orthotopen Lebertransplantationen
gemessen.

Die haufigsten Ursachen der postoperativen Morbiditidt und Mortalitédt sind Infektionen und
therapierefraktire Abstoungsreaktionen (Neuhaus et al., 1991).

Ein Konservierungs-, Ischdmie- oder Reperfusionsschaden kann die Ursache fiir ein initiales
Transplantatversagen bzw. fiir eine Transplantatdysfunktion sein und zu einem erhohten
Anteil an AbstoBungsreaktionen fithren (Howard et al., 1990, Katz et al., 1993, Bilbao et al.,
1997).

Wihrend der Konservierungs- und Reperfusionsphase kommt es zur Schidigung des

sinusoidalen Endothels. Das Adhésionsmolekiil VCAM-1 ist endothelspezifisch.

2. sVCAM-1 und die priaoperativen Diagnosen zur Lebertransplantation

Untersuchungen von VCAM-1 fanden bisher unter anderem bei chronischen
Lebererkrankungen wie der primédren bilidren Zirrhose, der Leberzirrhose ethyltoxischer und
viraler Genese (HCV bzw. HBV) und der Autoimmunhepatitis statt.

VCAM-1 (membranstindig) war bei den chronischen Lebererkrankungen erhoht und
korrelierte bei der PBC (Lim et al., 1995) und der chronischen Hepatitiden viraler bzw.
ethyltoxischer Genese (Volpes et al., 1992, Adams et al., 1995, Kaplanski et al., 1997) mit
dem Stadium der Krankheit.

Zirkulierendes, 16sliches VCAM-1 (sVCAM-1) wurde bei Kindern mit einer chronischen
Hepatitis B bestimmt, dabei ist sVCAM-1 bei den chronischen HbsAG-Trigern erhoht (Wirth
et al., 1997).

Dies bestitigte sich auch in unserer Studie: sVCAM-1 war bei den chronischen
Lebererkrankungen im Vergleich zur Kontrollgruppe gesunder Probanden erhoht. An erster

Stelle standen die sVCAM-1 Spiegel bei Patienten mit Hepatitis C und die Hepatitis B, fast
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genauso hoch waren die Spiegel bei Patienten mit Leberzirrhose ethyltoxischer Genese. Die

niedrigsten Spiegel traten beim Budd Chiari Syndrom auf.

3. sVCAM-1 lebervenos und zentralvenos

In vergangenen Studien zum Monitoring von sVCAM-1 im Rahmen der Lebertransplantation
wurde bisher noch kein Vergleich zwischen diesem Parameter von lebervendsem zu
zentralvenosem Blut vorgenommen. Laut unserer Studie ist eine parallele Messung von
sVCAM-1 in der Leber- und Zentralvene nicht sinnvoll, da 2h nach Reperfusion die Werte
nahezu identisch sind, so dass davon auszugehen ist, das durch das chirurgische Trauma
wihrend der Operation kein sVCAM-1 freigesetzt wird. — Ein Legen des LVK ist in Zukunft

in Bezug auf sVCAM-1 Messungen als nicht sinnvoll anzusehen.

4. sVCAM-1 und die Initialfunktion

Um die Morbiditits- und Mortalititsrate nach Lebertransplantation zu senken, ist ein
Verstindnis von Ischidmie- und Reperfusionsschiden, die sich in der Transplantatfunktion
zeigen, unumginglich.

Im Rahmen der Lebertransplantation kommt es zu einer gesteigerten Expression der
Adhésionsmolekiile auf den sinusoidalen Endothelzellen, sowie parallel dazu zu einer
Aktivierung der Neutrophilen (durch Kupferzellen und T-Zellen) und zu einer Infiltration des
Transplantates (Kupiec-Weglinski et al., 2005).

Zur Vorbeugung von Reperfusionsschiden wurden in einer Studie (Weigand et al., 2001)
lebertransplantierte Patienten mit hochdosierten N-Acetylcystein vor und wéhrend der
Reperfusion der Spenderleber behandelt. Dadurch konnten die sVCAM-1 Werte signifikant
reduziert werden.

In einer wichtigen Studie von Steinhoff et al. (1993) wurde das endothelstandige VCAM-1
betrachtet. Es wurde in der gesunden Leber sowie im Rahmen der AbstoBung untersucht. In
der gesunden Leber wurde VCAM-1 auf den Kupfferzellen gefunden. Es wurde eine hohe
Expressionsdichte von membranstindigen VCAM-1 in vivo nach Ischdmie- und
Reperfusionsschiden entlang der Endothelzellen gefunden.

Die Einschriankung der Transplantatfunktion bis zur PNF (primére Nichtfunktion) wurde in
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fritheren Studien zu einem grof3en Teil durch Ischimie- und Reperfusionsschiadigungen der
Leber hervorgerufen (Arii et al., 1995).

Eine andere Studie erforschte den Konservierungsschaden in der University of Wisconsin-
Losung nach einer Konservierungsdauer von iiber 24 Stunden: die Endothelzellen starben ab
und die Kupfferzellen, die sogenannten Lebermakrophagen, wurden aktiviert (Lemasters et
al., 1997). Die Kupfferzellen setzen neben anderen Zellen bei dem stattfindenden
Konservierungsschaden im Rahmen der inflammatorischen Reaktion Mediatoren wie TNF-o
und den platlet activating factor (PAF) frei (Horie et al., 1997).

Die sVCAM-1 Spiegel der Patienten in unserer Studie mit schlechter Transplantatfunktion
waren signifikant hoher als bei den Patienten mit méafigen und guten Transplantatfunktionen
und korrelierten so mit der initialen Transplantatfunktion. Dementsprechend ist sVCAM-1 ein
wichtiger zusitzlicher Parameter zu den bisher gemessenen, der es ermoglicht,

Konservierungs- und Reperfusionschiden zu verfolgen.

5. sVCAM-1 bei unauffilligem komplikationslosem Verlauf

Der sVCAM-1 Spiegel war bei den komplikationslosen postoperativen Verldufen hoher als
bei den gesunden Probanden. Bereits prioperativ hatten die Patienten aufgrund der

Endothelaktivierung durch die z. T. chronischen Zirrhosen erhohte sVCAM-1 Werte.

6. sVCAM-1 bei AbstoBungsreaktionen

Es gab in der Vergangenheit Studien, die sich mit der Transplantatfunktion befassten und
auch Riickschliisse auf die Entstehung von Abstoungsreaktionen zogen, jedoch keine, die
einen Zusammenhang mit Adhédsionsmolekiilen herstellte.

Das Resultat einer dieser Studien (Howard et al., 1990) war, dass nach schweren
Konservierungsschiden mehr AbstoBungsreaktionen (71%) als bei Verlaufen ohne
Konservierungsschaden (33%) auftraten, und dementsprechend das Transplantatiiberleben
nach schweren Konservierungsschiaden schlechter war.

VCAM-1 wurde anhand von Biopsien und als 16sliche Form im Serum von Patienten, bei
denen eine Herz-, Nieren-, Pankreas- oder Lebertranstransplantation stattgefunden hatte,

untersucht. In allen auBler einer Studie (Navarro et al., 1998) fanden sich ansteigende
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sVCAM-1 Spiegel bei Patienten mit AbstoBungsreaktionen. sVCAM-1 war erhoht bei
AbstoBungsreaktionen nach Herztransplantationen (Briscoe et al., 1991) und bei
AbstoBungsreaktionen  nach  Nierentransplantationen, mdoglicherweise  iiber eine
Zytokinaktivierung vermittelt (Fuggle et al., 1993).

Anhand von Biopsien bei AbstoBungsreaktionen im Rahmen von Leber- und
Pankreastransplantationen wurde die VCAM-1 Expression auf sinusoidalen Endothelzellen
untersucht (Bacchi et al., 1993). Die Studie ergab eine erhohte VCAM-1 Exprimierung mit
fokaler Verteilung in den Portal- und Sinusoidalzellen sowie den dendritischen Zellen bei
AbstoBungsreaktionen.

Auch in einer anderen Untersuchung mit Leberbiopsien wurde VCAM-1 als sinnvoller
Parameter fiir miBige, spiter auftretende AbstoBungen aufgefasst (Allen et al.,, 1996).
Wihrend der Lebertransplantatabstofung war VCAM-1 auf den portalen und sinusoidalen
Endothelzellen zu finden.

Die erste Studie von zirkulierendem, loslichem VCAM-1 (sVCAM-1) an pédiatrischen
Patienten mit AbstoBungsreaktionen nach Lebertransplantation (Lang et al., 1995) untersuchte
sVCAM-1 und fand einen Anstieg der Spiegel bei AbstoBungsreaktionen und ein Absinken
der Spiegel nach erfolgreicher Therapie. In der Studie von Fabrega et al., 2000, wurden
sVCAM-1 bei Lebertransplantierten Patienten mit und ohne AbstoBung untersucht mit
folgendem Ergebnis: sVCAM-1 war erst erhoht, wenn die AbstoBungsreaktion als Diagnose
bereits offensichtlich war. Nach erfolgreicher Therapie war sVCAM-1 signifikant riickldufig.
Nur eine Studie (Navarro et al., 1998) ergab keinen Unterschied der sVCAM-1 Spiegel bei
lebertransplantierten Patienten mit und ohne AbstoBungsreaktionen.

Dies bestitigte sich auch in unserer Studie: Es gab keinen signifikanten Unterschied bei der
Betrachtung der sVCAM-1 Spiegel zwischen Patienten mit steroidresistenten bzw.
steroidsensiblen AbstoBungsreaktionen und Patienten mit unauffilligen Verldufen. Das
Absinken der sVCAM-1 Spiegel kann jedoch ein wichtiger Verlaufsparameter in Bezug auf
eine erfolgreiche Steroidtherapie sein.

Nach der Gabe von Methylprednisolon kam es bei 11 der 14 Patienten mit einer
steroidsensiblen Abstofungsreaktion zu einem raschen Riickgang der sVCAM-1 Spiegel.
Zwei Patienten sprachen nur langsam auf die Steroidgabe an, parallel dazu verlief der

sVCAM-1 Abfall nur zogernd.

sVCAM-1 zeigt sich besonders auf den Endothelzellen, die bei Ischdmie- und

Reperfusionsschiden verletzt werden. Es gibt verschiedene Therapieansitze, die dem
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zeitlichen Ablauf der kaskadenartigen Endothelaktivierung entsprechen. Unter anderem gibt
es die Strategie Zytokine bzw. Endotoxine wie TNF-a, IL-1 und Lipopolysaccharide (LPS),
die als Mediatoren fiir die Steigerung der Expressionsdichte der Adhisionsmolekiile

verantwortlich sind, zu blockieren.

5. sVCAM-1 bei schweren Infektionen

Es wurden bisher Untersuchungen von sVCAM-1 bei Patienten mit Sepsis,
Multiorganversagen sowie AbstoBungsreaktionen kombiniert mit Zytomegalieinfektionen
durchgefiihrt.

sVCAM-1 wurde im Rahmen von Sepsiserkrankungen untersucht. VCAM-1 war bei gram-
positiven Sepsiserkrankungen erhoht. Es war jedoch kein erkennbarer prognostischer Wert in
Bezug auf den Ausgang der Erkrankung ersichtlich gewesen (Knapp et al., 1998).

Die sVCAM-1 Werte wurden auch bei Patienten mit Sepsis im Vergleich zu Patienten mit
einem Polytrauma verglichen, die Spiegel der Sepsis-Patienten lagen deutlich hoher. sVCAM-
1 stellte einen prognostischen Parameter fiir den Ausgang der Erkrankung dar. Bei den
versterbenden Patienten war sSVCAM-1 hoher als bei den iiberlebenden Patienten (Boldt et al.,
1996).

In der Untersuchung von Lebranchu et al, 1995 war VCAM-1 nicht bei
AbstoBungsreaktionen, dagegen jedoch bei AbstoBungsreaktionen in Kombination mit
Zytomegalieinfektionen erhoht.

sVCAM-1 war bei Multiorganversagen kombiniert mit Infektion hoher als bei
Multiorganversagen ohne Infektionen. Nach erfolgter Genesung der Patienten waren die
sVCAM-1 Konzentrationen riickldufig (Endo et al., 1995-1996).

Die sVCAM-1 Spiegel waren in unserer Studie bei Patienten mit schweren Infektionen nicht
hoher als bei Patienten mit asymptomatischen Cholangitiden und unauffilligen Verldufen.
Weiterhin waren die sSVCAM-1 Spiegel bei den iiberlebenden Patienten schwerer Infektionen

hoher als bei den Nichtiiberlebenden.

8. Schlussfolgerung

VCAM-1 ist ein 110-kd Membranglykoprotein und bindet an Lymphozyten und Monozyten.

Die Exprimierung auf den Endothelzellen wird durch Interleukin-1 und Tumornekrosefaktor
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o induziert. Im Vergleich zu der gesunden Probandengruppe waren die Spiegel der
lebertransplantierten Patienten deutlich erhoht, aber auch bei den Gesunden waren
zirkulierende  Adhésionsmolekiile nachweisbar. Bei 81 Patienten wurden die
Plasmakonzentrationen der 16slichen Adhédsionsmolekiile sSVCAM-1 vor, wiahrend sowie nach
der Lebertransplantation mittels der ELISA Methode photometrisch gemessen. Anhand der
unterschiedlichen Plasmakonzentrationen, die beim Auftreten von guten, maiBigen und
schlechten Transplantatfunktionen, AbstoBungsreaktionen und Infektionen bestimmt worden
sind, sollte festgestellt werden, ob das 16sliche Adhédsionsmolekiill sVCAM-1 als préadiktiver
Parameter fiir ein nichtinvasives Monitoring zur frithzeitigen Erkennung und Differenzierung
von Transplantatschiden, AbstoBungsreaktionen sowie Infektionen im Rahmen der
Lebertransplantation dienen konnte.

Zunichst zur initialen Transplantatfunktion: die Hohe der sVCAM-1 Werte korrelierten mit
einer initial schlechten Transplantatfunktion, lassen aber nicht die Unterscheidung zwischen
Transplantaten mit INF (Initial-Non-Function/primires Transplantatversagen) und sich
erholenden Transplantaten zu.

AuBlerdem wies unsere Studie nach, das ein Ansteigen der sVCAM-1 Werte zwar kein
pradiktiver Wert fiir eine AbstoBungreaktion ist, aber ein Absinken der Werte eine
erfolgreiche Therapie anzeigen kann.

Infektionen sind die hidufigsten Griinde fiir das Versterben von Patienten nach einer
Lebertransplantation. Laut unserer Studie ist das Adhésionsmolekiill sVCAM-1 jedoch kein
spezifischer Parameter im Rahmen der Infektionsdiagnostik.

Zusammengefasst ist sVCAM-1 ein weiterer Parameter in der AbstoBungs- und
Infektionsdiagnostik. Er kann zur Beurteilung des initialen Transplantatschadens und zur
Uberwachung des Therapieerfolges der AbstoBungsreaktionen herangezogen werden,

allerdings sind die zusitzlichen Informationen limitiert.
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VI. Zusammenfassung

In fritheren Studien wurde bereits auf die Bedeutung von Adhésionsmolekiilen bei Ischimie-
und Reperfusionsschiaden und ihre Korrelation mit der Schwere der AbstoBungsreaktion nach
Transplantationen hingewiesen. In der vorliegenden Studie sollte das Verhalten der
Plasmakonzentration der Ioslichen Adhidsionsmolekiile sVCAM-1 perioperativ  bei
lebertransplantierten Patienten im Hinblick auf seine Bedeutung als priddiktiver Parameter in
Bezug auf postoperative Komplikationen sowie der Zusammenhang mit einer schlechten
Transplantatfunktion untersucht werden.

Die Plasmakonzentrationen des zirkulierenden l6slich vaskulidren Zell-Adhisionsmolekiil-1
(sVCAM-1) wurden in ihrem zeitlichen Verlauf zwischen August 1993 und Juli 1994 bei 85
orthotopen Lebertransplantationen an 81 Patienten in einer prospektiven Studie lebervends
und zentralvenos mittels ELISA untersucht. Die Indikationen fiir die Lebertransplantation
waren im wesentlichen Leberzirrhosen aufgrund viraler Hepatitiden (B und C), sowie die
Leberzirrhose ethyltoxischer Genese und die primére bilidre Leberzirrhose. Ein akutes
fulminantes Leberversagen trat in fiinf Féllen auf, sechs Patienten wurden retransplantiert.

Die Immunsuppression erfolgte mit drei verschiedenen Immunsuppressionsschemata: der
Quadruple-, der Triple und der Dualtherapie. Die Tripletherapie wurde mit Cyclosporin A,
Azathioprin, Prednisolon bei 12 Patienten und die Quadrupletherapie mit einer zuséatzlichen
Gabe von ATG (24 Patienten) bzw. BT 563 (47 Patienten) als Induktiontherapie bei
insgesamt 71 Patienten die ersten 7 oder 12 postoperativen Tage durchgefiihrt. Zwei
retransplantierte Patienten erhielten die Dualtherapie Tacrolismus und Prednisolon. Die
Messungen der Plasmakonzentrationen des Parameters fanden intraoperativ (OP-Beginn,
Hepatektomie, Reperfusion, 15 Minuten, 2 Stunden, 6 Stunden nach der Reperfusion) und
postoperativ in den ersten 72 Stunden aus lebervendsem und zentralvendsem Blutproben und
nach diesem Zeitpunkt aus zentralvendsem Blut mittels Enzyme Linked Immunosorbent

Assay Technik (ELISA) statt.

Die 1-Monat und 1-Jahr Uberlebensraten fiir Patienten und Transplantate betrugen 97,5%
(79/81) und 88,9% (72/81) fiir die Patienten und 94,1% (80/85) und 84,7% (72/81) fiir die
Transplantate. Die Spiegel der Adhisionsmolekiile der Transplantierten lagen signifikant {iber
den Werten der gesunden Kontrollgruppe. Wihrend des ersten postoperativen Monates traten

bei 28 der 81 transplantierten Patienten AbstoBungsreaktionen auf, bei 14 Patienten waren die
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AbstoBungreaktionen steroidsensibel, die anderen 14 Patienten mussten mit Tacrolismus
(n=8) oder einer Kombination von Tacrolismus und OKT 3 (n=6) behandelt werden. Bei 4
Patienten traten frithe chronische AbstoBungsreaktionen auf, die mit Tacrolismus behandelt
wurden. Zwei der vier Patienten erholten sich vollstindig, eine Patientin wurde erfolgreich
retransplantiert und ein Patient verstarb an einer Pseudomonassepsis. Die Inzidenz an einer
steroidresistenten AbstoBungsreaktion zu erkranken, war bei Patienten mit initial schlechter

Transplantatfunktion erhoht (35,7% versus 17,4 % bei allen 81 Patienten; p<0,05).

Die sVCAM-1 Werte korrelierten mit der initialen Transplantatfunktion.

sVCAM-1 ist ein Parameter zur Bewertung von spiten Reperfusionsschiden und der
Einteilung von Transplantatdysfunktionen. Jedoch sind die herkdmmlichen Laborparameter
wie Bilirubin (Anstieg bei steroidresistenten AbstoBungsreaktionen) und die Transaminasen
AST und ALT nicht zu ersetzen.

sVCAM-1 zeigt frithzeitig keine AbstoBungsreaktionen. Es steigt erst nach der
Diagnosestellung an. Die Riickldufigkeit der Werte spricht jedoch fiir ein erfolgreiches
Ansprechen der Therapie. Weiterhin ist es bei chronischen AbstoBungsreaktionen erhoht. Es
gibt jedoch keinen signifikanten Unterschied zu den steroidresistenten Abstoungsreaktionen.
Auch zeigt die Hohe von sVCAM-1 nicht die Schwere einer Infektion an. Die Spiegel von
sVCAM-1 waren bei den asymptomatischen Cholangitiden hoher als bei den schweren

Infektionen.
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