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5. Abstrakt  

5.1. Deutsche Version  

Hintergrund: In Deutschland entwickelt einer von 88 Männern und eine von 190 Frauen im Laufe 

ihres Lebens ein hepatozelluläres Karzinom (HCC). Durch verbesserte kurative Therapien und 

neue multimodale Behandlungsstrategien haben Patienten nach Leberresektion oder -

transplantation heutzutage erhöhte Überlebensraten. Da der wichtigste Faktor im Prozess der 

malignen Transformation des HCC das Immunsystem des Betroffenen selbst darstellt, ist ein 

ausgeprägtes Verständnis der zugrunde liegenden immunologischen Mechanismen für die 

Weiterentwicklung von Therapie und Diagnostik unabdingbar. In dieser Studie stehen durch 

Ektoenzyme der T-Zellen und Monozyten vermittelte purinerge Signalmechanismen sowie NAD+-

Konzentrationen im Blutplasma im Mittelpunkt. Ziel dieser Arbeit ist es, potenzielle Biomarker 

zu identifizieren und deren Eignung für Diagnostik und Prognose des HCC zu prüfen.  

Methodik: In dieser explorativen Studie wurden 31 HCC-Patienten eingeschlossen, deren Therapie 

eine Lebertransplantation (n=11) bzw. -resektion (n=20) umfasste, und mit einer Kontrollgruppe 

(n=10) verglichen. An zuvor definierten Zeitpunkten, prä- und postoperativ sowie bei akuter 

Abstoßungsreaktion (ACR) oder ischämischen Reperfusionsschaden (IRI), wurden mononukleäre 

Zellen aus Blutproben isoliert und einschließlich des Blutplasmas kryokonserviert. Die NAD+-

Konzentration im Blutplasma wurde per hitze-basiertem dichotomen pH-Extraktionsverfahren 

ermittelt. Mittels Durchflusszytometrie wurden die Monozyten der Patienten als auch aus den 

Proben gewonnene und kultivierte T-Zellen analysiert. Ein Schwerpunkt bildete dabei die 

Bestimmung von Ektoenzymen, purinergen Rezeptoren und Zytokinen.  

Ergebnisse: Bei Patienten mit Leberresektion konnte sowohl prä- als auch postoperativ eine 

niedrigere NAD+-Konzentration nachgewiesen werden. Verschiedene durch Expression von 

Ektoenzymen und weiteren Regulatoren des purinergen Stoffwechsels (CD38, CD203a, Cx43) 

charakterisierte T-Zell-Subpopulationen waren in dieser Patientengruppe deutlich verringert, 

wohingegen ein höherer Anteil an TIE-2-exprimierenden Monozyten (TEMs) das Ektoenzym 

CD39 exprimierten. Patienten mit hohem Anteil an CD163 exprimierenden TEMs und CD14+ 

CD16+ Monozyten wiesen ein erheblich verkürztes rezidivfreies - und Gesamtüberleben auf. Auch 

Transplantationspatienten mit einem IRI zeigten präoperativ eine Erhöhung der Expression der 

Ektoenzyme auf Th17-Zellen. Dagegen wiesen Patienten mit ACR präoperativ verringerte Anteile 

an CD39 exprimierenden Monozyten und TEMs auf.  
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Diskussion: Das purinerge Signalsystem hat erhebliche Auswirkungen auf Wachstum, Überleben 

und Progression solider Tumore, indem es nicht nur den Tumor selbst, sondern auch die 

Immunreaktionen und die mit ihm verbundene Tumormikroumgebung beeinflusst. Durch die 

Verwendung der in dieser Studie untersuchten Ektoenzyme als neue potenzieller Biomarker 

erscheint eine Verbesserung von Diagnose, Prognose, Therapieoptionen und -entscheidungen bei 

HCC-Patienten vielversprechend. Größere Kohortenstudien sind nötig, um die hier nachgewiesene 

Eignung der Ektoenzyme auf T-Zellen und Monozyten als auch die NAD+-Konzentration im Blut 

als Biomarker für die Diagnose und Prognose des HCC zu validieren. 

5.2. Englische Version  

Background: In Germany, one in 88 men and one in 190 women develop hepatocellular carcinoma 

(HCC) during lifetime. Improved curative therapies and new multimodal treatment strategies have 

nowadays increased survival rates upon liver resection or transplantation. Since the most important 

factor in the process of malignant transformation of HCC is the patient’s individual immune 

system, a deep understanding of the underlying immunological mechanisms is essential for further 

refinement of diagnosis and therapy. This study focuses on purinergic signaling mechanisms 

mediated by ectoenzymes of T-cells and monocytes as well as determination of NAD+ in blood 

plasma. The aim of this work is to identify potential biomarkers and assess their suitability for 

diagnosis and prognosis of HCC.  

Methods: In this exploratory study, 31 HCC patients whose therapy included either liver 

transplantation (n=11) or resection (n=20) were included and compared to a control group (n=10). 

At previously defined time points, pre-, and postoperatively as well as during acute rejection 

(ACR) or ischemic reperfusion injury (IRI), mononuclear cells were isolated from blood samples 

and cryopreserved together with blood plasma. The NAD+ concentration of the blood plasma was 

determined by heat-based dichotomous pH extraction procedure. Flow cytometry was used to 

assess the patients' monocyte and T-cell populations which had been extracted and cultivated from 

the samples, thereby emphasizing the analysis of ectoenzymes, purinergic receptors and cytokines. 

Results:  Lower NAD+ concentration was detected both, pre- and postoperatively in patients with 

liver resections. In this group, we found several subtypes of T-cells expressing ectoenzymes and 

other regulators of purinergic metabolism (CD38, CD203a and Cx43) to be depleted, while a 

higher proportion of TIE-2-expressing monocytes (TEMs) expressed the ectoenzyme CD39. A 

higher proportion of CD163 expressing TEMs and CD14+ CD16+ monocytes were associated with 

shorter recurrence-free and overall survival.  
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The Expression of Ectoenzymes on Th17-cells was preoperatively upregulated in transplant 

patients with IRI. Patients with ACR showed preoperatively decreased proportions of CD39-

expressing monocytes and TEMs. 

Discussion: The purinergic signaling system has a significant impact on solid tumor growth, 

survival, and progression by influencing not only the tumor itself but also immune responses and 

the associated tumor microenvironment. By establishing the studied ectoenzymes as new potential 

biomarkers, improvement of diagnosis, prognosis, treatment options and decisions in HCC appears 

promising. Larger cohort studies are needed to validate the herein proposed ectoenzymes on T-

cells and monocytes as well as blood NAD+ levels as biomarkers for the diagnosis and prognosis 

of HCC. 
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6. Einleitung 

6.1. Epidemiologie und Ätiologie des hepatozellulären Karzinoms 

Das hepatozelluläre Karzinom (HCC) ist ein primärer Lebertumor, der sich in der Regel auf 

Grundlage einer chronischen Erkrankung der Leber, wie einer Leberzirrhose oder Hepatitis, 

entwickelt (Schonfeld and Kraywinkel, 2018). Weltweit betrachtet ist das HCC die vierthäufigste 

krebsbedingte Todesursache, mit jährlich fast 841.000 Neuerkrankungen und 782.000 Todesfällen 

(Bray et al., 2018). Sowohl Inzidenz als auch Mortalität des HCC sind in Entwicklungsländern 

deutlich höher als in hoch entwickelten Staaten. Ursachen hierfür sind unterschiedliche 

Lebensbedingungen und damit verbundene Differenzen in der Dauer und dem Ausmaß der 

Exposition gegenüber Umwelt- und Infektionsrisikofaktoren, der Verfügbarkeit allgemeiner 

Gesundheitsversorgung und Vorsorgeuntersuchungen sowie der Möglichkeit eine potenziell 

kurative Behandlung anzubieten (Yang et al., 2019a).  

Das HCC tritt in Deutschland weniger häufig auf, wobei die Diagnose für die Betroffenen nach 

wie vor mit einer schlechten Prognose einhergeht. Im Jahr 2016 wurden rund 9.000 

Neuerkrankungen und fast 8.000 HCC bedingte Todesfälle registriert (Schonfeld and Kraywinkel, 

2018). Das Lebenszeitrisiko an einem HCC zu erkranken, beträgt für Frauen 0,5% und für Männer 

1,1%. Das mittlere Erkrankungsalter bei Erstdiagnose liegt für Männer bei 71 und Frauen bei 74 

Jahren (Schonfeld and Kraywinkel, 2018). Männer erkranken zwei- bis achtmal häufiger an einem 

HCC als Frauen. Die geschlechtsspezifischen Unterschiede in der Inzidenz und Morbidität gelten 

sowohl für Hoch- wie für Niedriginzidenzgebiete und korrelieren mit den Risikofaktoren für die 

Entstehung eines HCC (Dimitroulis et al., 2017).  

Der Hauptrisikofaktor für die Entstehung des HCC ist die Leberzirrhose, welche in ca. 80 % aller 

Fälle nachgewiesen werden kann (Schonfeld and Kraywinkel, 2018). Für die Stadieneinteilung der 

Leberzirrhose wird der Child-Pugh-Score (Child-Pugh-Kriterien A-C), auch Child-Turcotte-Pugh-

Score (CTP) angewandt. In Deutschland ist die häufigste Ursache einer Leberzirrhose ein 

äthyltoxischer Leberschaden gefolgt von einer chronischen Hepatitis-C Virusinfektion (HCV-

Infektion) (Schonfeld and Kraywinkel, 2018). Global stellen chronische Hepatitis-B-

Virusinfektionen (HBV-Infektionen) und HCV-Infektionen mit zusammen ca. 80 % die 

wichtigsten Ursachen für die Entstehung eines HCC dar (El-Serag, 2012, Yang and Roberts, 

2010). Damit ergeben sich in Deutschland im Hinblick auf Primär- und Sekundärprävention 

Unterschiede, da die Wahrscheinlichkeit ein HCC zu entwickeln bei Patienten mit einer 
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äthyltoxischen Leberzirrhose deutlich geringer ist als bei Patienten mit einer chronischen 

Virushepatitis (West et al., 2017).  

6.2. Therapiemanagement 

Prinzipiell stehen drei verschiedene kurative Therapieverfahren zur Behandlung des HCC zur 

Verfügung: die Leberresektion, die orthotope Lebertransplantation sowie die Tumorablation. In 

Abhängigkeit von Größe, Lage und Anzahl der Tumoren, der Leberrestfunktion bzw. dem 

Allgemeinzustand und ggf. beeinflussenden Komorbiditäten des Patienten wird im Rahmen einer 

interdisziplinären Tumorkonferenz die individuelle Therapie festgelegt (Greten et al., 2013). Das 

an der Charité Universitätsmedizin Berlin angewendete Berliner Konzept ist ein an die klinischen 

Leitlinien der EASL (European Association for the Study of the Liver), die Richtlinie der 

Bundesärztekammer zur Lebertransplantation, das deutsche Transplantationsgesetz (gem. § 16 

Abs.1 S.1 Nrn. 2 u. 5) sowie der aktuellen S3-Leitlinie angepasster Therapiealgorithmus für 

Patienten mit HCC. Hierbei werden nicht nur die limitierte Verfügbarkeit geeigneter 

Spenderorgane in Deutschland, sondern auch die Fortschritte der laparoskopischen Leberchirurgie 

berücksichtigt (Schmelzle et al., 2018). 

6.2.1. Die Leberresektion 

Die Leberresektion ist die empfohlene Behandlungsoption für Patienten mit primär resektablem 

HCC ohne zusätzliche Leberzirrhose. Für Patienten mit einer Leberzirrhose muss im Voraus eine 

sorgfältige Evaluation erfolgen. Dementsprechend kann die Leberresektion auch für Patienten mit 

einem guten Allgemeinzustand sowie einer Leberzirrhose im Child A-Stadium in Betracht 

gezogen werden (Benson et al., 2009). Ebenfalls sind das Vorliegen einer portalen Hypertension, 

einer Aszites, einer Splenomegalie sowie des Child B-Stadiums keine endgültigen 

Ausschlusskriterien für die Durchführung einer Leberresektion. Sie erhöhen grundsätzlich das 

operative Risiko des Patienten, weshalb eine individuelle Nutzen-Risiko-Analyse aufgestellt 

werden muss (Benson et al., 2009). Das Berliner Konzept berücksichtigt für Patienten mit einen 

HCC in erster Linie das zukünftige Leberrestvolumen (future liver remnant volume = FLRV). 

Hierfür bietet die zu erwartende postoperative Leberfunktion, die anhand einer präoperativen 

Volumenmessung der Leber (mit Hilfe von Computertomographie (CT) oder 

Magnetresonanztomographie (MRT)) und einer Leberfunktionsmessung (maximum liver function 

capacity test = LiMAx-Test) beurteilt wird, die therapeutische Entscheidungsgrundlage 

(Schmelzle et al., 2018).  
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Kriterien der Nicht-Resektabilität eines HCC sind unter anderem eine extrahepatische 

Tumormanifestation, eine allgemeine Inoperabilität des Patienten aufgrund von Komorbiditäten, 

welche intra- und postoperativ mit einem erhöhten Risiko für den Patienten einhergehen sowie ein 

Tumorbefall aller drei Lebervenen (Bruix et al., 2011, Benson et al., 2009). Insgesamt bietet die 

Leberresektion einen Überlebensvorteil im Vergleich zur nicht-chirurgischen Behandlung für 

Patienten mit potenziell resektablem HCC und sollte deshalb auch für ausgewählte Patienten mit 

einer Lebererkrankung im mittleren oder fortgeschrittenen Stadium in Betracht gezogen werden 

(Yang et al., 2019a).  

Obwohl die chirurgische Resektion eine potenziell kurative Behandlung ist, entwickeln fast 70 % 

der Patienten nach Resektion ein rezidivierendes HCC der Leber (Tabrizian et al., 2015). Frühe 

Rezidive, die innerhalb von 12 Monaten nach erfolgter Resektion auftreten, sind zumeist 

intrahepatische Metastasen des ursprünglichen Tumors, während späte Rezidive oft ein de novo 

HCC im Zusammenhang mit der zugrunde liegenden Leberzirrhose sind (Portolani et al., 2006). 

Dennoch hat sich auch bei Patienten mit einem Rezidiv eine erneute Leberresektion als sinnvoll 

erwiesen, da auch hier insbesondere bei nicht extrahepatischem Tumorwachstum, 5-Jahres-

Überlebensraten nach erneuter Leberresektion von bis zu 80 % erreicht werden können (Greten et 

al., 2013). Vor allen in der jüngeren Vergangenheit (2005-2011) konnten die 5-Jahres-

Überlebensraten von Patienten mit einer Leberresektion durch die Fortschritte der Leberchirurgie, 

unter Einsatz laparoskopischer Operationstechniken, verbesserten perioperativen Therapien für 

Patienten mit Leberzirrhose sowie der Entwicklung von multimodalen Behandlungsstrategien 

nach Auftreten von Rezidiven, auf 61 % deutlich verbessert werden (Krenzien et al., 2018). 

Aufgrund der hohen Rezidivrate des HCC innerhalb der ersten fünf Jahre nach Resektion und 

möglicher de novo Entstehung eines HCC ist eine Nachsorge mit bildgebenden Verfahren 

erforderlich. Die aktuelle S3-Leitlinie zur Behandlung des HCC empfiehlt den Einsatz einer 

abdominellen MRT, idealerweise mit dynamischer Kontrastmitteluntersuchung unter 

Verwendung eines Hepatozyten-spezifischen Kontrastmittels sowie diffusionsgewichteter 

Sequenzen (Greten et al., 2013). Innerhalb des ersten postoperativen Jahres sollte alle drei Monate 

eine MRT des Abdomens erfolgen. Nach einem Jahr lokaler Tumorfreiheit sollte halbjährlich über 

einen Zeitraum von insgesamt zwei Jahren eine bildgebende lokale Kontrolle der Leber 

durchgeführt werden (Crocetti et al., 2010).  
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6.2.2. Die orthotope Lebertransplantation  

Die orthotope Lebertransplantation (OLTX) ist grundsätzlich eine therapeutische Option, die nicht 

nur das HCC selbst behandelt, sondern zusätzlich auch die zugrunde liegende Leberzirrhose. 

Aktuell stellt das HCC mit Leberzirrhose etwa ein Drittel der Wartelistenindikationen für eine 

orthotope Lebertransplantation in Europa dar (European Association for the Study of the Liver. 

Electronic address and European Association for the Study of the, 2018).  

Die Indikation einer Lebertransplantation (LTX) wird in einem interdisziplinären 

Transplanstationszentrum gestellt. Die Mailand-Kriterien bilden die Einschlusskriterien für eine 

Lebertransplantation. Sie beinhalten die Betrachtung der Tumorlast, die durch einzelne Tumoren 

von bis zu 5 cm oder maximal drei Tumoren bis zu 3 cm in Abwesenheit von makrovaskulärer 

Invasion mit Tumorgewebe sowie dem Fehlen von extrahepatischen Metastasen gekennzeichnet 

sind (Mazzaferro et al., 1996). Patienten mit nachgewiesenem HCC innerhalb der Mailand-

Kriterien können von Eurotransplant eine Standard Exception (SE) und somit Extrapunkte 

erhalten. Die Grundlage zur Berechnung der SE ist der MELD-Score (Model for Endstage Liver 

Disease). Er ermittelt in diesem Zusammenhang die Dringlichkeit einer Lebertransplantation, da 

er eine Einschätzung der Wahrscheinlichkeit für Patienten im Endstadium einer Lebererkrankung 

innerhalb von drei Monaten zu versterben, ermöglicht. Für die meisten Patienten kann der 

labMELD-Score (Labor MELD-Score) aus den Laborwerten von Serumkreatinin, Serumbilirubin 

und Prothrombinzeit (International Normalized Ratio, INR) berechnet werden 

(Bundesärztekammer, 2019). Der gelistete Patient erhält so zu seinem bereits errechneten 

labMELD anfangs 15 % zusätzliche Extrpunkte und anschließend nach einer Reevaluation, alle 

drei Monate weitere 10 % Extrapunkte (Schmelzle et al., 2018). Die so selektionierten Patienten 

erreichen 5-Jahres-Überlebensraten von bis zu 73 % (Krenzien et al., 2018) und eine lokale 

Rezidivrate von unter 15 % (Greten et al., 2013).  

Die Manifestationsorgane der Rezidive sind nicht nur die Leber, sondern auch die Lunge und die 

Knochen. Wobei das prognostisch schlechter einzuschätzende Lokalrezidiv in der Leber innerhalb 

der ersten zwölf Monate früher auftritt als die prognostische bessere und später einsetzende 

Lungenmetastasierung (Escartin et al., 2007).  

Als absolute Ausschlusskriterien für eine Lebertransplantation gelten weit fortgeschrittene 

Tumorerkrankungen mit einer leberübergreifenden Tumorausdehnung, einer makrovaskulären 

Infiltration mit Tumorgewebe oder eine Fernmetastasierung. Darüber hinaus ist die grundsätzliche 
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Eignung zur Lebertransplantation vor dem Hintergrund des allgemeinen Morbiditätsprofils des 

Patienten zu beachten (Bundesärztekammer, 2019).  

Nach der Lebertransplantation ist eine tägliche immunsuppressive Therapie obligatorisch, um die 

Abstoßung des neuen Organs zu verhindern (Farkas et al., 2014). Besonders in der frühen 

Posttransplantationsphase besteht die immunsuppressive Therapie aus einer Kombination von 

verschiedenen Medikamenten, die individuell an den Patienten angepasst wird. Wichtige 

immunsuppressive Medikamente sind unter anderem Steroide, Lymphozyten-Antikörper, 

Calcineurininhibitoren und Inhibitoren der B- und T-Zellproliferation (Farkas et al., 2014).  

6.2.3. Die akute Abstoßung nach Lebertransplantation  

Obwohl die Leber als ein immuntolerantes Organ gilt, kommt es dennoch häufig zu 

Abstoßungsreaktionen (Kok et al., 2019). Die meisten Abstoßungsfälle sind auf eine akute 

Abstoßung (ACR) zurückzuführen, deren Anteil auf 10 % bis 30 % geschätzt wird, gefolgt von 

der chronischen Abstoßung, deren Anteil zwischen 3 % und 17 % liegt (Rodriguez-Peralvarez et 

al., 2016, Choudhary et al., 2017). Die ACR tritt mit einer Inzidenz von 20 % bis 40 % bei der 

derzeitigen postoperativen immunsuppressiven Therapie bei Patienten innerhalb der ersten fünf 

bis 30 Tage nach der Lebertransplantation auf (Shaked et al., 2009, Gornicka et al., 2006). Dabei 

handelt es sich um eine T-Zell-vermittelte inflammatorische Reaktion auf die HLA-Spender-

Antigene, die sich den Empfänger T-Zellen präsentieren (Hale, 2006).  

Klinisch sind die Patienten oftmals asymptomatisch und äußern ggf. unspezifische Beschwerden 

wie Fieber, Bauchschmerzen oder Müdigkeit. In laborchemischen Tests können erhöhte 

Transaminasen, eine erhöhte alkalische Phosphatase (AP) oder ein erhöhter Bilirubinspiegel 

nachweisbar sein (Koo and Wang, 2018). Diese erhöhten Laborwerte entstehen als Folge der 

inflammatorischen Reaktion, die zu einer Endotheliitis oder Cholangitis führen, die unter anderem 

die histologischen Kriterien (Banff Kriterien) für die Diagnose einer ACR bilden (Anthony J. 

Demetris et al., 1997). Zu den Banff Kriterien zählt das Vorhandensein von typischen 

inflammatorischen Zellinfiltraten, bestehend aus Lymphozyten, eosinophilen Granulozyten sowie 

Makrophagen und Plasmazellen und gelegentlich neutrophile Granulozyten. Eine milde ACR 

(Grad 1) ist histologisch auf eine Infiltration in der Minderheit der Periportalfelder begrenzt, 

wohingegen eine moderate ACR (Grad 2) bereits eine größere Ausdehnung mit einer Infiltration 

mehrerer Periportalfelder zeigt. Die schwere ACR (Grad 3) ist zusätzlich durch eine Infiltration 

aller periportalen Bereiche mit einer schweren Inflammation, die sich in das Leberparenchym 

erstrecken kann und Nekrosen, gekennzeichnet (Anthony J. Demetris et al., 1997). Die ACR wird 
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mit einer Stoßtherapie mit Glukokortikoiden behandelt. Das vollständige Abklingen der 

Symptome sowie eine Normalisierung der Laborwerte kann anschließend bis zu zehn Tage dauern 

(Koo and Wang, 2018).  

6.2.4. Der ischämische Reperfusionsschaden 

Der ischämische Reperfusionsschaden (IRI) tritt bei 17 -50 % aller Lebertransplantationen auf 

(Lee YM, 2003) und ist auf eine Schädigung der Leber während der Explantation, der 

zwischenzeitlichen Lagerung oder der anschließenden Transplantation zurückzuführen (Zhai et 

al., 2013). Es kann zwischen zwei Formen des IRI unterschieden werden. Der warme ischämische 

Reperfusionsschaden bezeichnet eine Schädigung zwischen der Explantation und Transplantation, 

also zwischen Unterbrechung und Wiederherstellung der hepatischen Zirkulation. Von einem 

kalten ischämischen Reperfusionsschaden spricht man bei einer Schädigung während der 

Lagerung des Transplantats (Zhai et al., 2011). Der warme ischämische Reperfusionsschaden führt 

zu einer hepatozellulären Schädigung durch eine Kupfferzell-vermittelte Freisetzung von 

zytotoxischen Substanzen, während der kalte ischämische Reperfusionsschaden durch eine 

Störung der Mikrozirkulation der hepatisch sinusoidalen Endothelzellen verursacht wird (Ikeda T, 

1992 ). Damit werden sowohl der kalte, als auch der warme ischämische Reperfusionsschaden 

durch lokale intrahepatische Prozesse auf Grund der Hypoxie verursacht, die zu einer zellulären 

Stoffwechselstörung und zu einer fehlenden ATP-Produktion führen, die wiederum zu 

entzündlichen Immunreaktionen und einer zytotoxischen Schädigung des Transplantats führen 

(Fondevila et al., 2003).  

6.3. Bedeutung des Immunsystems in der Pathogenese des HCC 

Verantwortlich für die Entstehung eines HCC sind chronisch entzündliche Prozesse, die die 

Hepatozyten anhaltend schädigen (Yang et al., 2019b). Da die Leber eine hohe 

Regenerationsfähigkeit besitzt, induziert diese Zellschädigung eine erhebliche Proliferation mit 

gleichzeitiger Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und DNS-Schäden, die 

wiederum das Entstehen genomischer DNS-Mutationen erhöhen (Yang et al., 2019b). Diese hohe 

Proliferationsrate in Kombination mit DNS-Mutationen, korreliert mit einer steigenden Häufigkeit 

für maligne Entartungen der Hepatozyten.  

Das Stroma eines Tumors enthält verschiedenste zelluläre Anteile: Tumorzellen, Fibroblasten, 

Myofibroblasten, vaskuläre Zellen und Immunzellen. Sie alle unterstützen die Tumorentwicklung 

durch Erhaltung der proliferativen Signalgebung, Förderung des Wachstums, Unterdrückung von 

Apoptose, Induktion der Angiogenese sowie der Minimierung der Zerstörung durch das 
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Immunsystem (Hanahan and Coussens, 2012, Hanahan and Weinberg, 2011). Auch der Großteil 

der HCCs zeichnet sich durch eine floride intratumorale Vaskularisation aus. Diese Angiogenese 

wird bei der Entwicklung und dem Fortschreiten des HCC als wichtiger Einflussfaktor angesehen, 

da klinische Studien bereits gezeigt haben, dass der Grad der Vaskularisation im HCC-Gewebe 

mit dem Schweregrad der Erkrankung korreliert (Coulon et al., 2011).  

Der wichtigste Faktor im Prozess der malignen Transformation ist das Immunsystem des 

Betroffenen selbst. Die chronische Entzündung induziert immunologische Veränderungen, sodass 

sich die malignen Tumorzellen, im Rahmen von sogenannten „Immune escape mechanisms“ 

leichter der Überwachung der Immunzellen entziehen können (Yang et al., 2019b). Zu diesem 

„Immune Escape“ gehören unter anderem eine hohe Proliferationsrate, die Befähigung zur 

Immunsuppression, eine Resistenz gegenüber Apoptose sowie die Fähigkeit zur Neoangiogenese 

und Metastasenbildung zu induzieren (Kazemi et al., 2018).  

Im Zentrum dieser Prozesse steht der Tumor selbst, denn durch die Induktion der 

immunsuppressiven Tumormikroumgebung (tumor microenvironment (TME)) kann das 

Immunsystem die antitumorale Immunreaktionen nicht koordinieren und somit Wachstums- und 

Metastasierungsprozessen nicht effektiv entgegenwirken (Khalil et al., 2016, Mahoney et al., 

2015). Einige wichtige Einflussfaktoren der lokalen Immunantwort und deren Rolle bei Patienten 

mit einem HCC sind bereits bekannt. Im Folgenden werden die hier untersuchten Subpopulationen 

von verschiedenen im Blut des Patienten zirkulierenden Immunzellen und ihre Bedeutung in der 

Pathogenese des HCC vorgestellt.  

6.3.1. TIE-2-exprimierende Monozyten 

TIE-2 (Angipoetin-Rezeptor oder CD202B) ist ein Tyrosinkinaserezeptor, der in erster Linie auf 

Tumor- und Endothelzellen in der TME exprimiert wird und in der Lage ist alle bekannten 

Angiopoetine (Ang1, Ang2, Ang3 und Ang4) zu binden (Matsubara et al., 2013). Angiopoetine 

sind starke Wachstumsfaktoren und wichtige Modulatoren im Prozess der Angiogenese, die 

unterschiedliche Funktionen ausüben (Balkwill et al., 2005). Perivaskuläre Zellen sezernieren 

Ang1 und tragen damit zur Integrität der Gefäße, zu einer Reduzierung der Gefäßdurchlässigkeit 

und zur Aufrechterhaltung der Gefäßversorgung bei. Die Sekretion von Ang2 überwiegt in 

Prozessen des Gefäßumbaus sowie der Angiogenese und spielt zusätzlich eine Rolle in 

entzündungsfördernden Prozessen, während Ang1 entzündungshemmende Eigenschaften hat 

(Atanasov et al., 2016). 
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TIE-2-exprimierende Monozyten (TEMs) sind CD14+ CD16+ Monozyten, die zusätzlich TIE-2 

exprimieren. Sie wurden unlängst in malignen Tumoren der Niere, des Dickdarms, der 

Bauchspeicheldrüse und der Lunge, sowie in Weichteilsarkomen nachgewiesen (Venneri et al., 

2007) und scheinen auch bei der Entstehung eines HCC eine wichtige Rolle zu spielen (Matsubara 

et al., 2013). Bei allen diesen Tumorentitäten gilt die Angiogenese als wichtiger Faktor für die 

weitere Tumorprogression. Während des unter hypoxischen Bedingungen stattfindenden 

Tumorwachstums, sezernieren die aktivierten Tumor- und Endothelzellen Angiopoetine und 

rekrutieren damit TEMs in die TME. Dies verdeutlicht die Bedeutung der Angiopoetin-TIE-2-

Achse und der TEMs im Kontext der Entstehung von gefäßreichen Tumoren wie dem HCC (Dapas 

et al., 2014, Murdoch et al., 2007).  

6.3.2. Scavenger Rezeptor CD163  

CD163 ist ein hochaffiner Rezeptor für Hämoglobin-Haptoglobin-Komplexe (Madsen et al., 2004, 

Kristiansen M, 2001). Diese Komplexe entstehen, wenn Hämoglobin aus Erythrozyten, während 

der physiologischen oder pathologischen Hämolyse austritt. CD163 wird auf verschiedenen 

Gewebsmakrophagen, unter anderen Kupfferzellen, exprimiert (Etzerodt and Moestrup, 2013). 

Die Expression von CD163 auf Monozyten ist deutlich geringer. Eine geringe oder fehlende 

CD163 Expression wurde außerdem bei dendritischen Zellen und Langerhans-Zellen beobachtet 

(Kodelja V, 1994). Der größte Anteil von CD163 ist intrazellulär lokalisiert, denn bei 

rezeptorvermittelter Endozytose wandert der Rezeptor von der Oberfläche zu den Endosomen 

(Moestrup, 1994). Die Stimulatoren der CD163 Expression sind Glucocorticoide, IL-6, IL-10 und 

Hämoglobin, während IL-4, Lipopolysaccharid (LPS), Tumornekrosefaktor-α (TNF-α), 

Interferon-γ (IFN-γ), CXC-Ligand 4 (CXCL4) und Granulozyten-Monozyten-Kolonie-

stimulierender Faktor (GM-CSF) die CD163 Expression herunterregulieren (Buechler C, 2000, 

Gleissner et al., 2010, Sulahian et al., 2000, Van den Heuvel MM, 1999).  

CD163 exprimierenden Makrophagen wurden vor allen in Entzündungsherden nachgewiesen. 

Dazu gehören chronisch entzündete Gelenke bei Arthritis, atherosklerotische Plaques und die 

TME verschiedenster Tumorentitäten (Baeten et al., 2004, Bronkhorst et al., 2011, Fonseca et al., 

2002, Ratcliffe NR, 2001). In Zusammenhang mit einem HCC wurde der signifikante Einfluss von 

Tumor-assoziierten Makrophagen (TAMs) und Monozyten mit unterschiedlicher funktioneller 

Polarisierung auf die tumoral vermittelte Inflammation, die Begünstigung der Escape-

Mechanismen und die Tumorprogression bereits nachgewiesen (Chen and Mellman, 2013). 

CD163 ist in diesem Zusammenhang ein etablierter M2 Polarisationsmarker mit protumoraler 
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Wirkung und TAMs mit CD163 Expression wurden bereits bei Patienten mit multifokalen HCC 

und Lymphangiosis carcinomatosa in der TME nachgewiesen (Atanasov et al., 2019). Die genaue 

Bedeutung im Hinblick auf die Hepatokarzinogenese ist aber weitestgehend noch unklar.  

6.3.3. T-Zellen mit Interleukin-10 Expression  

Regulatorische T-Zellen (Treg), CD4+ T-Zellen, unter anderem über Foxp3+ (Forkhead-Box-

Protein P3), CD56+ und/oder CD25+ Expression definiert, sind eine kleine aber funktionell 

einzigartige Population von T-Zellen, die die Immunhomöostase zwischen Immuntoleranz und der 

Kontrolle der Autoimmunität aufrechterhalten (Zhao et al., 2012). Sie sezernieren unter anderem 

IL-4 und IL-10 sowie TGF-β und spielen in der Tumorimmunologie eine zentrale Rolle. Dabei 

steht vor allem ihre Fähigkeit antitumorale Immunreaktionen zu unterdrücken im Vordergrund 

(Zhao et al., 2012). Bei Untersuchungen des Lebergewebes von Patienten mit HCC wurden CD4+ 

Treg in einer erhöhten Konzentration intratumoral nachgewiesen.  

Regulatorische CD8+ T-Zellen (CD8+ Treg) weisen im Gegensatz zu cytotoxischen T-

Lymphozyten (CTL) keine cytotoxische Aktivität auf und produzieren auch nicht Interferon-γ 

(IFN-γ), sondern IL-10 und TGF-β und werden zusätzlich über die Expression von CD8+, Foxp3+ 

und nicht CD28- definiert (Horwitz et al., 2003). Es besteht nur eine geringe phänotypische 

Ähnlichkeit zu den CD4+ Treg, obwohl sie ebenfalls IL-10 sezernieren und damit die Proliferation 

von CD8+ Effektorzellen und deren zytolytische Kapazitäten reduzieren (Filaci et al., 2007). Sie 

wurden bisher bei Patienten in Lymphknotenmetastasen von verschiedenen Krebsentitäten sowie 

im Resektat von Patienten mit Darm- oder Prostatatumoren nachgewiesen (Chaput et al., 2009, 

Kiniwa et al., 2007). Ihr Einfluss im Zusammenhang mit den HCC ist noch nicht bekannt.  

IL-10 ist ein pleiotropes Zytokin, das unter anderem von Makrophagen sowie T- und B-Zellen 

produziert wird und durch die entzündungshemmenden und immunsuppressiven Effekte eine 

zentrale Rolle bei der Modulation des Immunsystems spielt (Howard M, 1992). Diese entstehen 

durch die Unterdrückung der Makrophagenaktivierung und der IFN-γ Produktion, die beide 

wichtige Vermittler in der antitumoralen Immunität sind. Ebenfalls verhindert die Bindung von 

IL-10 an Rezeptoren auf den Tumorzellen das Induzieren der Apoptose und fördert deren 

Zellproliferation (El-Houseini ME, 2005). Dies kann den Tumorzellen helfen, der 

Immunüberwachung des Wirts zu entkommen und zu metastasieren („Immune Escape“). Bei 

Patienten mit einem HCC wurde der IL-10 Spiegel im Serum als unabhängiger prognostischer 

Faktor für Patienten mit einen inoperablen HCC identifiziert (Chan et al., 2012). 
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6.3.4. T-Zellen mit Interferon-γ Expression 

Eine weitere Subpopulation der CD4+ T-Zellen bilden die T-Helfer (Th)-Zellen. Th1-Zellen 

produzieren verschiedene Interleukine z.B. IL-1α, IL-1β, IL-2, IL-12p35, IL-12p40, IL-15 sowie 

die Zytokine TNF-α und IFN-γ (Budhu and Wang, 2006). Sie haben insgesamt 

proinflammatorische Funktionen und verstärken, im Gegensatz zu immunsuppressiven Treg die 

antitumorale Immunreaktionen (Gajewski, 2007, Wang and Wang, 2007, Zou, 2005). Th1-Zellen 

wurden bei Patienten mit einem HCC nach einer Leberresektion im peritumoralen und 

intratumoralen Resektat nachgewiesen und haben eine prognostische Bedeutung (Yan et al., 2014).  

CD8+ T-Lymphozyten gehören in erster Linie zu den cytotoxischen T-Lymphozyten (CTL) die in 

malignen Prozessen für die Entfernung von Tumorzellen verantwortlich sind. Sie sezernieren 

große Mengen von IFN-γ (Yao et al., 2017). CTL können tumorassoziierte Antigene (TAA) 

erkennen und Tumorzellen abtöten. TAA umfassen eine Reihe von Proteinen, die in den Tumoren 

entweder durch Mutationen oder aberrante Genexpression entstehen und bei Patienten mit einem 

HCC eine Reaktion der CTL induzieren (Van den Eynde BJ, 1997). Zu den bekannten TAA bei 

HCC gehören das α-Fetoprotein (AFP), Glypican-3 (GPC-3), melanoma antigen A1 (MAGE-A1) 

und New York esophageal squamous cell carcinoma-1 (NY-ESO-1) (Shang XY, 2004, Thimme 

et al., 2008, Xu et al., 2011, Zerbini et al., 2004). CTL wurden bei Patienten mit einem HCC im 

intra - und peritumoralen Lebergewebe sowie zirkulierend im Blut nachgewiesen und haben eine 

prognostische Bedeutung (Xu et al., 2019). 

IFN-γ ist ein pleiotropes Zytokin mit immunmodulatorischen, antiviralen, antiproliferativen und 

antitumoralen Wirkungen und damit für die Regulierung der Wirtsabwehr unverzichtbar. Es ist 

Teil einer größeren Familie von Interferonen und das einzige Mitglied der Typ-II-Interferone, das 

von mehreren Immunzellen des angeborenen und adaptiven Immunsystems produziert wird (Mojic 

et al., 2017). Hauptproduzenten in der TME sind NK-Zellen, CD4+ Th-Zellen und CTL nach 

Antigenstimulation oder nach Stimulation mit den Zytokinen IL-12 und IL-18, deren zytotoxische 

Funktionen durch IFN-γ verstärkt werden (Ikeda H, 2002, Pahl and Cerwenka, 2017). IFN-γ hat 

eine direkte, supprimierende Wirkung auf das Tumorwachstum, durch Hemmung der Angiogenese 

sowie die angeborene und adaptive Immunantwort gegen den Tumor (Ikeda H, 2002). Der 

Serumspiegel IFN-γ gemessen im Blut eines Patienten mit HCC steht in der Diskussion, als 

prognostischer Biomarker die antitumorale Immunität des Patienten widerzuspiegeln (Lee et al., 

2013).  
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6.3.5. T-Zellen mit Interleukin-10 und Interferon-γ Expression 

Regulatorische Typ-1-T-Zellen (Tr1-Zellen) sind eine Untergruppe von adaptiven CD4+ T-Zellen, 

die die Immuntoleranz fördern und übermäßige Entzündungsreaktionen kontrollieren können 

(Gregori and Roncarolo, 2018). Die Aktivierung über den Toll-like-Rezeptor (TLR) ist für die 

immunsuppressiven Funktionen von Tr1-Zellen erforderlich und führt zur Sekretion eines 

charakteristischen pro- und antiinflammatorischen Tr1-Zytokinprofils. Sie produzieren hohe 

Konzentrationen von IL-10 und TGF-β, variable Mengen von IFN-γ und niedrige Mengen IL-2, 

IL-4 und IL-17 (Groux H, 1997). Tr1-Zellen können ähnlich den CD4+ Treg Immunantworten via 

Programmed cell death protein 1/ Programmed cell death ligand 1 (PD1-1/PD-L1) unterdrücken 

(Akdis et al., 2004), aber auch durch alternative Mechanismen gezielt antigenpräsentierende 

Zellen abtöten oder durch Zell-Zell-Kontakte hemmend einwirken (Gregori and Roncarolo, 2018). 

Die Überexpression des Liganden PD-L1 führt zu einer Beeinträchtigung der zytolytischen 

Aktivität der T-Zellen und einem daraus resultierenden erhöhten Risiko für ein rasches 

Fortschreiten des Prozesses der malignen Entartung sowie eines invasiven Tumorwachstums 

(Dong H, 1999, Freeman GJ, 2000). Dieser Mechanismus ist Angriffspunkt neuer 

immunmodulatorischer Therapiestrategien. Tr1-Zellen wurden bereits in der TME bei Patienten 

mit kolorektalem Karzinom und Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich nachgewiesen. 

Dort wirken sie als potenter Suppressor der antitumoralen Immunität (Scurr et al., 2014, 

Mandapathil et al., 2012, Mandapathil et al., 2010, Mandapathil et al., 2009).  

CD8+ T-Zellen, die sowohl IFN-γ als auch IL-10 exprimieren bilden eine weitere Untergruppe der 

CD8+ T-Zellen. Im Gegensatz zu CTL weisen IFN-γ+ IL-10+ CD8+ T-Zellen eine erniedrigte PD1-

Rezeptor- und TIM3 (T-cell immunoglobulin and mucin-domain containing-3) -Expression auf 

(Zhong et al., 2019). Sie wurden bereits bei Patienten mit einem Magenkarzinom im Blut sowie 

bei Patienten mit einem Ösophaguskarzinom in der TME nachgewiesen. Eine erniedrigte Anzahl 

war dort mit einem steigenden Schweregrad der Erkrankung assoziiert (Li and Zuo, 2019, Zhong 

et al., 2019).  

6.3.6. T-Zellen mit Interleukin-17 und Interleukin-22 Expression 

Die T-Helfer-17-Zellen (Th17-Zellen) sind ein Subtyp von T-Helfer-Zellen, die an einer Vielzahl 

von pathologischen Prozessen wie der Karzinogenese von malignen Tumoren, der Wirtsabwehr, 

Infektionen, Autoimmunerkrankungen sowie der Abstoßungsreaktion bei Transplantationen durch 

die Sekretion der proinflammatorischen Zytokine, wie z.B. Interleukin IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-

22 und IL-6, beteiligt sind (Lan et al., 2017).  
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Sie werden zusätzlich über die Expression von c-chemokine receptor type 4 (CCR4) und/oder c-

chemokine receptor type 6 (CCR6) definiert (Zhao et al., 2012). Die Funktion der Th17-Zellen in 

der Tumorpathogenese ist teilweise noch unklar und widersprüchlich. Sie fördern das 

Tumorwachstum und die fortschreitende Metastasierung durch die Produktion von IL-6 und 

weiteren pro-angiogenetischen Faktoren (Wang et al., 2009). Andererseits wurde in verschiedenen 

Tumorentitäten gezeigt, dass die Sekretion von IL-17 die Anwesenheit von CTL in der TME 

erhöht, die wiederum das Tumorwachstum hemmen (Lin et al., 2015).  

IL-17 ist ein proinflammatorisches Zytokin aus der IL-17 Familie zu der auch IL-17B, IL-17C, 

IL-17D, IL-17E (IL-25) und IL-17F gehören und es wird von einer Gruppe von Th-Zellen, den 

Th17-Zellen, als Reaktion auf die Stimulation mit IL-23 sowie TGF-β, IL-6 oder IL-1β produziert 

(Harrington et al., 2005, Volpe et al., 2008). IL-17 bindet an den Typ-1-Zelloberflächenrezeptor 

(IL-17R) und rekrutiert durch mehrere Signalkaskaden, weitere Immunzellen wie Monozyten an 

den Ort der Entzündung. Eine übermäßige Produktion von IL-17 schafft eine entzündliche TME, 

die durch mäßige Konzentrationen von endogenen IL-17 aufrechterhalten wird und letztendlich 

zu einer überschießenden Entzündungsreaktion und einer Gewebeschädigung führen kann, die die 

Zerstörung der Tumorzellen zur Folge hat (Langowski et al., 2006, Mantovani et al., 2008).  

IL-22 gehört zu einer Gruppe von Zytokinen, die als IL-10-(Super) -familie (einschließlich IL-19, 

IL-20, IL-24 und IL-26) bezeichnet wird (Dumoutier et al., 2000). IL-22 wird von verschiedenen 

Zelltypen, wie CD4+ und CD8+ T-Zellen sowie NK-Zellen exprimiert, die innerhalb der 

Subpopulationen der CD4+ T-Zellen in drei weitere Subtypen aufgeteilt werden können: Th1-, 

Th17- und Th22-Zellen (Chung et al., 2006, Duhen et al., 2009, Liang et al., 2006, Liu et al., 2011, 

Nograles et al., 2009, Rutz S, 2013, Wolk et al., 2002). IL-22 unterscheidet sich von anderen 

Interleukinen, da es nicht als Bote zwischen verschiedenen Immunzellen dient, sondern an einen 

heterodimeren Zelloberflächenrezeptor bindet, der auf Gewebezellen (unter anderen auf der Haut, 

im Verdauungstrakt, in der Leber und Lunge) aber nicht auf Immunzellen exprimiert wird (Martin 

et al., 2014). In der Leber verhindert IL-22 die zelluläre Apoptose und fördert das Überleben und 

die Proliferation der Hepatozyten. Während einer Entzündung wie bei einer Hepatitis-Infektion 

sowie nach einer Resektion des Organs fördert IL-22 die Regenerationsfähigkeit der Hepatozyten 

(Perusina Lanfranca et al., 2016). Die erhöhte Expression von IL-22 während einer chronischen 

Leberentzündung kann folglich das Überleben der geschädigten Hepatozyten fördern und so die 

Entstehung eines HCC begünstigen (Jiang et al., 2011). 
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6.4. Bedeutung der purinergen Signalgebung in der Pathogenese des HCC 

Das purinerge Signalsystem umfasst die Freisetzung extrazellulärer Nukleotide, die Stimulation 

purinerger Rezeptoren und die Modulation der Nukleotidkonzentration durch Ektoenzyme. In der 

Leber reguliert die purinerge Signalgebung neben wichtigen hepatischen Prozessen wie der 

Gallensekretion, den Glykogenmetabolismus und der Signalgebung des Insulins auch die 

Reaktionen auf thrombotische Ereignisse, entzündliche Prozesse und Gefäßverletzungen (Beldi et 

al., 2008). Das purinerge Signalsystem hat erhebliche Auswirkungen auf das Wachstum, das 

Überleben und die Progression eines soliden Tumors, indem es nicht nur den Tumor selbst, 

sondern auch die Immunreaktionen und die mit ihm verbundene TME beeinflusst (Di Virgilio and 

Adinolfi, 2017). 

6.4.1. Gap junction alpha-1 protein (Connexin 43) 

Gap Junctions sind Plasmamembrandomänen von interzellulären Kanälen, die den direkten 

Transfer von Ionen und kleinen Molekülen (< ~ 1,2 kDa) zwischen Zellen ermöglichen (Saez JC, 

2003). Die Gap Junction Kanäle werden durch eine Familie von Transmembranproteinen, den 

Connexinen, gebildet (Beyer and Berthoud, 2018). Sie stellen einen Weg für die elektrische 

Kommunikation von erregbaren Zellen wie Neuronen, Kardiomyozyten und glatte Muskelzellen 

bereit. Außerdem spielen sie durch das Ermöglichen des interzellulären Austausches von kleinen 

Metaboliten und Second Messengern eine wesentliche Rolle in nicht erregbaren Geweben, 

einschließlich der Regulierung der Zellproliferation und -differenzierung sowie der 

Aufrechterhaltung der Gewebehomöostase (Goodenough and Paul, 2009, Vinken, 2015, Aasen, 

2015).  

Connexin 43 (Cx43) ist das im menschlichen Körper am häufigsten vorkommende Connexin. Es 

wurde unter anderem in follikulären dendritischen Zellen, in Lymphgefäßen, auf T-, B-, und NK-

Zellen sowie dem Gefäßendothel nachgewiesen (Oviedo-Orta et al., 2000, Jara PI, 1995, Krenács 

T, 1995, Yeh HI, 1998). Im Lebergewebe werden hauptsächlich die Connexine Cx26, Cx32 und 

Cx43 exprimiert. Deren Verteilung hängt vom Zelltyp und dessen Lage im Leberläppchen ab 

(Kojima T, 1997). Cx43 vermittelt transmembrane Nicotinamidadenindinukleotid (NAD+) Flüsse 

in intakten Zellen (Bruzzone et al., 2001). Daher können in verschiedenen physiologischen und 

pathophysiologischen Situationen hohe lokale NAD+-Konzentsrationen erreicht werden, die eine 

Adenosindiphosphat- (ADP-)Ribosylierung von Membranproteinen auf ADP-Ribosyltransferasen 

exprimierenden Nachbarzellen ermöglichen würden (Deaglio and Robson, 2011). Mit der 

Freisetzung von NAD+ und der Aufnahme von ADPribose (cADPR) ist Cx43 an CD38 
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vermittelten Signalwegen direkt beteiligt. Die Regulation des Cx43 erfolgt anschließend über eine 

negative Rückkopplung über den Anstieg der intrazellulären Ca2+-Konzentration (De Vuyst et al., 

2009). Bei Patienten mit HBV-assoziiertem HCC konnte im resezierten Lebergewebe Cx43 

sowohl intratumoral als auch im peritumoralen Lebergewebe und mit der größten Expression im 

zirrhotischen Lebergewebe nachgewiesen werden (Wang et al., 2013). 

6.4.2. CD39 

Die Ektonukleosidtriphosphatdiphosphohydrolase 1 (NTPDase 1 oder CD39) gehört zu der großen 

Gruppe der ATPasen, von denen sich vier (NTPDasen 1,2,3 und 8) auf der Zelloberfläche befinden 

und deren katalytisches Zentrum dem extrazellulären Raum zugewandt ist (Allard et al., 2017). 

Die NTPDasen unterscheiden sich darüber hinaus hinsichtlich ihrer katalytischen Eigenschaften. 

Während CD39 Adenosintriphosphat (ATP) und ADP hydrolysiert, haben die NTPDasen 3 und 8 

ATP als bevorzugtes Substrat (Kukulski F, 2005).  

CD39 wird auf verschiedenen immunologischen Zellen wie mehr als 90 % der B-Zellen und 

Monozyten sowie 20-30 % der CD4+ T-Zellen, weniger als 5 % der CD8+ T-Zellen und 2-5 % der 

NK-Zellen exprimiert und unter anderem durch die Exposition gegenüber proinflammatorischen 

Zytokinen (z.B. IL-6 und IL-27) sowie oxidativem Stress und Hypoxie gefördert (Allard et al., 

2017). Zusätzlich erfolgt eine erhöhte Expression von CD39 beim Auftreten von akuten 

Entzündungen und reaktiver Sauerstoffspezies sowie bei dem Ischämie-Reperfusionssyndrom 

(Robson SC, 1997). Eine Überexpression von CD39 wurde beim Menschen in verschiedenen 

Tumorentitäten wie dem Melanom, Pankreas-, Kolon- und Ovarialkarzinom sowie Leukämien 

vielfach nachgewiesen (Dzhandzhugazyan KN, 1998, Hausler et al., 2011, Künzli et al., 2007, 

Kunzli et al., 2011, Pulte et al., 2011). Bei Patienten mit HCC konnte im Lebergewebe sowohl 

eine vermehrte Expression von CD39 auf Kupffer-, B-, T- und Endothelzellen der Gefäße als auch 

eine prognostische Bedeutung nachgewiesen werden (Cai et al., 2016).  

6.4.3. CD38 

Die Expression von CD38 (ADP-Ribosylzyklase oder cADPR-Hydrolase 1) gilt mit variablen 

Expressionsniveaus zumindest auf den Zellen des Immunsystems als allgegenwärtig (Quarona et 

al., 2013). Aufgrund seiner hohen Affinität für NAD+ und seiner effizienten Hydrolaseaktivität 

stellt CD38 das wichtigste extrazelluläre NAD+ metabolisierende Enzym dar (Deaglio and 

Robson, 2011). CD38 ist ein multifunktionales Enzym, das die Synthese von cADPR aus NAD+ 

katalysiert und auch die Hydrolyse von cADPR zu Adenosindiphosphatribose (ADPR) vermittelt 

und unter sauren Bedingungen die Erzeugung von Nikotinsäureadenindinukleotidphosphat 
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(NAADP) aus Nikotinamidadenindinukleotidphosphat (NADP+) katalysiert (Aarhus R, 1995, 

Howard M, 1993, Takasawa S, 1993, Zocchi E, 1995). cADPR, ADPR und NAADP binden an 

verschiedene intrazelluläre Rezeptoren und Kanäle, die an der Regulierung der zytoplasmatischen 

Ca2+-Flüsse und Aktivierung von Signalwegen beteiligt sind, die wiederum für mehrere 

biologische Prozesse unerlässlich sind: z.B. Lymphozytenproliferation, kardiale und intestinale 

Muskelkontraktion, glukoseinduzierte Insulinausschüttung im Pankreas (Guse AH, 1999, 

Kuemmerle JF, 1995, Mészáros LG, 1993 , Morra M, 1998 , Takasawa S, 1993). Damit reguliert 

CD38 nicht nur die intrazellulären NAD+-Spiegel, sondern auch die Aktivität von Sirtuinen, die 

intrazellulären NAD+-abhängigen Deacetylasen die in Alterungsprozeese, Zellschutz und den 

Energiestoffwechsel involviert sind (Audrito et al., 2011, Malavasi et al., 2010). Die Expression 

von CD38 vor allem auf T-Zellen konnte im Lebergewebe von Patienten mit HCC nach der 

Resektion nachgewiesen werden.  

6.4.4. CD203a 

CD203a (Ektonukleotid-Pyrophosphatase oder Phosphodiesterase 1 (ENPP1))  ist ein 

Transmembranglykoprotein vom Typ II, das ursprünglich als negativer Regulator der 

Konchenmineralisierung entdeckt wurde (Johnson K, 2003, Johnson K, 1999). Es wird daher auf 

mineralisierenden Zellen, wie Osteoblasten und Chondrozyten exprimiert, aber auch auf 

lymphoiden Zellen des Immunsystems lokalisiert (Ferretti et al., 2019). Die Funktion von CD203a 

ist vielfältig. Es fungiert sowohl als Diphosphatase als auch als Diesterase und hat damit eine breite 

Substratspezifität für einschließlich Dinukleotide wie NAD+, NADP+ sowie Triphosphate wie 

ATP, Uridintriphosphat (UTP), zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) und zyklisches 

Guanosinmonophosphat-Adenosinmonophosphat (2′3′-cGAMP) (Goding et al., 2003, Li et al., 

2015b, Namasivayam et al., 2017, Terkeltaub, 2001). Das Enzym katalysiert 5′-

Phosphodiesterase-Bindungen (meist ATP) zur Erzeugung von Nukleosid 5′-Monophosphaten 

(meist AMP), die dann durch 5′-Nukleotidasen (CD73) in Adenosin umgewandelt werden (Li et 

al., 2014). In diesem enzymatischen Kontext sind NAD+, ADPR (Produkte der enzymatischen 

Aktivität von CD38) und ATP allesamt potenzielle Substrate für die katalytische Aktivität von 

CD203a. Wenn NAD+ das Substrat von CD203a ist, ist AMP zusammen mit Nicotinamid-

Mononukleotid (NMN) das Produkt der Reaktion. Wenn umgekehrt ADPR oder ATP das Substrat 

von CD203a ist, sind die Hauptreaktionsprodukte AMP und Diphosphat (PPi) (Nikiforov et al., 

2011). Die genaue Bedeutung im Hinblick auf die Hepatokarzinogenese ist weitestgehend noch 

unklar. 
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6.4.5. Adenosinrezeptor A2a 

Extrazelluläres Adenosin kann an vier verschiedene purinerge P1-Rezeptoren 

(Adenosinrezeptoren A1, A2a, A2b und A3) binden (Fredholm et al., 2011). A1, A2a und A3 sind 

hochaffine Rezeptoren für Adenosin, während der A2b-Rezeptor eine geringere Affinität für 

Adenosin aufweist (Fredholm et al., 2011, Muller and Jacobson, 2011). Die Rezeptoren A2a und 

A2b werden auf verschiedenen Subpopulationen von Immunzellen exprimiert, einschließlich T-

Zellen, NK-Zellen, neutrophilen Leukozyten, dendritische Zellen und Makrophagen (Allard et al., 

2016). Insgesamt ist die Signalgebung durch die A2a- und A2b-Rezeptoren, vermittelt durch die 

Adenosinbildung in inflammatorischen Geweben, gekoppelt mit der Auslösung der Entzündung 

als Reaktion auf Gewebeverletzungen bis hin zu einer tiefgreifenden Unterdrückung der Antwort 

des Immunsystems ein grundlegender Mechanismus im Verständnis für die Entstehung von 

malignen Tumoren sowie des „Immune Escape“ (Leone and Emens, 2018). Eine Überexpression 

von A2a wurde unter anderen bei Patientinnen mit Brustkrebs nachgewiesen und ist das Ziel von 

neuen Immuntherapien (Chadet et al., 2014, Li et al., 2013, Li et al., 2015a). Die genaue Bedeutung 

im Hinblick auf die Hepatokarzinogenese ist weitestgehend noch unklar.  

6.4.6. NAD+ in der Tumormikroumgebung 

Die intrazelluläre NAD+-Konzentration liegt im Bereich von 1 mM, während die 

Plasmakonzentration im Bereich von 0,1 liegt μM (Krebs et al., 2003). Es ist jedoch denkbar, dass 

bei Gewebeschäden in Folge der Zelllyse hohe Mengen an extrazellulären NAD+ (eNAD+) 

freigesetzt werden können. Darüber hinaus scheint NAD+ auch durch nicht-lytische Prozesse unter 

verschiedenen physiologischen Bedingungen wie Hypoxie, Entzündung, mechanischer oder 

chemischer Aktivierung freigesetzt zu werden (Bruzzone et al., 2001). NAD+ hat einen Einfluss 

auf die T-Zell Populationen und deren Differenzierung (Elkhal et al., 2016). Die genaue Bedeutung 

im Hinblick auf die Hepatokarzinogenese ist weitestgehend noch unklar. 

6.5. Zielsetzung  

In Deutschland entwickelt einer von 88 Männern und eine von 190 Frauen im Laufe ihres Lebens 

ein HCC (Schonfeld and Kraywinkel, 2018). Durch Fortschritte in der Therapie und neuen 

multimodalen Behandlungsstrategien erreichen Patienten nach einer Leberresektion mittlerweile 

ein ähnliches 5-Jahres-Gesamtüberleben wie Patienten nach einer Lebertransplantation (Krenzien 

et al., 2018). Dennoch ist ein ausgeprägtes immunologisches Verständnis der grundlegenden 

Mechanismen ist für die Weiterentwicklung auf diesem Gebiet unabdingbar. Es werden zwei 

Kohorten von Patienten mit einem HCC betrachtet. Patienten, die aufgrund des HCC eine 
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Lebertransplantation und solche, die eine Leberresektion erhalten haben. Als Kontrollgruppe 

wurden Patienten mit einem operativen Eingriff ausgewählt, die keine entzündlichen 

Erkrankungen und keine Lebererkrankungen aufwiesen und auch nicht an einem Karzinom 

erkrankt waren.  

Im Fokus der Untersuchung stehen purinerge Signalmechanismen der unterschiedlichen 

Subpopulationen der T-Zellen (CD4+- und CD8+ Treg, Tr1-, Th1-Zellen, CTL und Th17-Zellen) 

sowie Subtypen der Monozyten mit einer speziellen Betrachtung der TEMs. Es gibt zwar 

zunehmend Hinweise darauf, dass die purinerge Signalgebung positive und negative 

Auswirkungen auf Zellen hat, die an der adaptiven Immunantwort beteiligt sind (Deaglio and 

Robson, 2011), aber bei Patienten mit einem HCC wurde die Expression von CD38, CD203a und 

Cx43 auf den verschiedenen Subpopulationen der im Blut zirkulierenden T-Zellen im 

Zusammenhang mit der NAD+-Konzentration im Blutplasma noch nicht untersucht. Des Weiteren 

werden die Expression von CD39 und A2a auf den Subtypen der Monozyten und TEMs betrachtet, 

da sie auf TEMs noch nicht nachgewiesen wurden. Zusätzlich wurde das Auftreten des A2a-

Rezeptors auch noch nicht bei HCC-Patienten beschrieben. Es soll untersucht werden, ob die T-

Zellen und Monozyten mit der Expression der Ektoenzyme und purinergen Rezeptoren als 

potenzielle Biomarker geeignet sind sowie deren Sensitivität und Spezifität in Hinblick auf die 

Vorhersagewahrscheinlichkeit eines Rezidivs, des Gesamtüberlebens oder einer ACR sowie eines 

IRI nach Lebertransplantation. Anschließend soll überprüft werden, ob die NAD+-Konzentration 

mit dem Auftreten der Ektoenzyme und purinergen Rezeptoren korreliert. 

Des Weiteren wird mittels zytometrischer Durchflusszytometrie die direkte Expression von 

sowohl immunsuppressiven als auch proinflammatorischen Zytokinen (IL-10, IFN-γ, IL-22 und 

IL-17) auf den verschiedenen Subtypen der T-Zellen nachgewiesen. In einem Zusammenhang mit 

entzündlichen Prozessen und malignen Tumoren steht die Expression von CD163 auf 

Immunzellen im Fokus, die noch nicht auf TEMs betrachtet wurde, allerdings bereits bei Patienten 

mit einem HCC auf Makrophagen nachgewiesen wurde. Die zentrale Frage ist ebenfalls die 

Eignung der T-Zellen mit Zytokinproduktion oder CD163 als potenzielle Biomarker für Patienten 

mit einem HCC.  

 



34 

 

7. Material und Methoden  

7.1. Labormaterialien  

• Falcon™ Zentrifugenröhrchen 50 ml und 10 ml   

• Eppendorf™ Röhrchen 2 ml 

• Falcon™ Rundbodenröhrchen (FACS-Röhrchen) 14 ml 

• Thermo Scientific™ 96-Well-Standardmikrotiterplatte  

7.2. Reagenzien 

7.2.1. Grundsubstanzen und Lösungen  

• DMSO = Dimethylsulfoxid, gelagert bei Raumtemperatur 

• PBS = pH 7,4 (Phosphatgepufferte Salzlösung): 8,0 g Natriumchlorid (NaCl) + 0,2 g 

Kaliumchlorid (KCl) + 1,42 g Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) + 0,27 g 

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) /l, gelagert bei 4°C im Kühlschrank 

• FBS = Fetales Kälberserum, gelagert bei -20°C im Kühlfach 

• Trizol = Guanidiniumthiocyanat, gelagert bei Raumtemperatur 

7.2.2. Puffer 

• FACS-Puffer = PBS (500 ml) + 1% BSA (5g) + % NaN3 (0.5g), steril filtriert mit einem 

0,2µm-Filter, gelagert bei 4°C im Kühlschrank 

• Lyse-Puffer = 80.2g/l NH4Cl (1,5mol/l) + 8,4g/l NaHCO3 (0,10mol/l) + 372.2mg/l EDTA 

(⋅2H2O) (1mmol/l), in 800ml sterilem destilliertem H2O gelöst, eingestellt auf pH 7,4), 

steril filtriert mit einem 0,2µm-Filter, gelagert bei 4°C im Kühlschrank 

• Lyse-Puffer (10-fach-verdünnt mit H2O (dest.)), gelagert bei 4°C im Kühlschrank 

7.2.3. Materialen der T-Zellisolation  

• CTL (Cellular Technology Limited) Anti-Aggregate Wash™ Medium Supplement (CTL-

AA-005), gelagert bei -20°C im Kühlfach 

• PBS 
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• Easy Sep Cell Medium™ = Dulbecco's phosphate-buffered saline (PBS), fetal bovine 

serum (FBS) (2%) und EDTA 1 mM in PBS von STEMCELL Technologies, gelagert bei 

4°C im Kühlschrank 

• T-Cell-Isolation Kit™ von STEMCELL Technologies, gelagert bei 4°C im Kühlschrank 

• Easy Sep™ Magnet von STEMCELL Technologies 

7.2.4. Medien der T-Zell-Kultur 

• T-Zellen-Medium = RPMI 1640 (+ 5ml L-Alanin /L-Glutamin + 4µl ß-Mercaptoethanol + 

5ml Pen/Strep (100U/ml) + 50ml FCS, gelagert bei 4°C im Kühlschrank 

• Anti-CD3 von ThermoFisher Scientific, gelagert bei 4°C im Kühlschrank 

• Anti-CD28 von ThermoFisher Scientific, gelagert bei 4°C im Kühlschrank 

• Protein Transport Inhibitor von ThermoFisher Scientific, gelagert bei 4°C im Kühlschrank 

7.2.5. Antikörper und Reagenzien für die Durchflusszytometrie  

• Fixationspuffer von BioLegend, gelagert bei 4°C im Kühlschrank 

• Perm Wash (Intracellular Staining Permeabilization Wash Buffer) von BioLegend, 

gelagert bei 4°C im Kühlschrank 

• Human TruStain FcX™ von BioLegend, gelagert bei 4°C im Kühlschrank 

 

Tabelle 1: Antikörperfärbung der Monozyten 

Antikörperfärbung  

Monozyten 

Name Farbstoff Klon Firma 

 Zombie Green FITC 77476 BioLegend 

 CD39 PE-Cy7 A1 BioLegend 

 TIE-2 APC 33.1 BioLegend 

 CD163 BV421 GHI/61 BioLegend 

 CD14 BV510 M5E2 BioLegend 

 CD16 BV785 3G8 BioLegend 

 A2a UV F6-G5-A2 Novus Biologicals 
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Tabelle 2: Antikörperfärbung der CD4+ - und CD8+ T-Zellen 

Antikörperfärbung 

T-Zellen  

Name Farbstoff Klon  Firma 

 IL10 PE JES3-19F1 BioLegend 

 Cx43 APC 578618 R&D Systems 

 CD8 APC-Cy7 RPA-T8 BioLegend 

 CD38 BV650 HB-7 BioLegend 

 CD4 BV711 OKT4 BioLegend 

 IFN-γ BV785 4S. B3 BD Bioscience 

 Zombie UV UV 77474 BioLegend 

  CD203a FITC - R&D Systems 

 

Tabelle 3: Antikörperfärbung der Th17-Zellen 

Antikörperfärbung  

Th17-Zellen 

Name Farbstoff Klon Firma 

 IL-17 PE BL168 BioLegend 

 IL-22 PE-Cy7 2G12A41 BioLegend 

 Cx43 APC 578618 R&D Systems 

 CCR6 BV421 G034E3 BioLegend 

 CCR4 BV605 L291H4 BioLegend 

 CD38 BV650 HB-7 BioLegend 

  CD203a FITC - R&D Systems 

 CD4 BV711 OKT4 BioLegend 

 Zombie UV UV 77474 BioLegend 

 

7.3. Geräte 

• Wasserbad  

• CASYton: Zellzählung und Zellanalyse  

• FACS-Gerät: BD LSRFortessa™ X-20 mit Hoechst UV-Filter  
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7.4. Studiendesign  

Bei der hiervorliegenden Untersuchung handelt es sich um eine prospektive Beobachtungsstudie. 

Sie verfolgt das Ziel, immunologische Biomarker vor und nach Leberresektion und -

transplantation bei Patienten, die an einem HCC erkrankt sind, im Blut zu beschreiben und zu 

evaluieren. Eine Zustimmung der Ethikkommission der Charité Universitätsmedizin mit den 

Antragsnummern EA1/193/16, EA1/291/16; EA1/018/17 lag vor Studienbeginn vor. 

7.5. Studienkohorten 

Die im Rahmen der Studie rekrutierten Patienten wurden in drei Patientengruppen eingeteilt. Bei 

der Gruppe Lebertransplantation (n=11) handelt es sich um Patienten, die im Zeitraum zwischen 

Dezember 2016 und Januar 2018 an der Chirurgischen Klinik am Campus Virchow-Klinikum der 

Charité aufgrund eines HCC transplantiert wurden. Die Kohorte Leberresektion (n=20) umfasst 

Patienten, die im Zeitraum Dezember 2016 bis Dezember 2017 aufgrund eines HCC eine 

Leberesektion erhielten. Die Kontrollgruppe (n=10) hat Patienten eingeschlossen, die sich im 

Zeitraum Januar 2018 bis Mai 2018 einem operativen Eingriff unterzogen haben, aber keine 

zugrundeliegende Lebererkrankung oder eine andere entzündliche Erkrankung aufwiesen und 

nicht an einem Karzinom erkrankt sind. Fünf Patienten (50 %) wurden auf Grund einer 

Leistenhernie, ein Patient (10 %) wegen einer Nabelhernie und ein Patient (10 %) anlässlich einer 

Hiatushernie operiert. Ein weiterer Patient (10 %) erhielt ein Varizenstripping, und ein anderer ein 

Lipofilling (10 %). Ein Patient wurde aufgrund einer Lebendspender-Nephrektomie (10 %) 

operiert. Da der Organismus durch operative Eingriffe nicht nur verschiedensten Stressreaktionen, 

sondern auch inflammatorischen Prozessen unterworfen ist, besteht durch den Einschluss der 

Kontrollgruppe die Möglichkeit operations-induzierte Reaktionen der Immunzellen gegenüber 

einer an HCC erkrankten Patientengruppe abzugrenzen. 

7.6. Ein- und Ausschlusskriterien  

Einschlusskriterien für die Kohorten der Patienten mit HCC (Leberresektion/Lebertransplantation) 

• Alter: ≥ 18 Jahre 

• keine aktuell vorliegende Schwangerschaft 

• Lebertransplantation/Leberresektion aufgrund eines HCC 

• keine vorausgegangene Lebertransplantation 
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• schriftliche Einwilligung des Patienten 

• Aufklärungs- und Einwilligungsfähigkeit des Patienten 

Einschlusskriterien für die Kontrollgruppe:  

• Alter ≥ 18 Jahre 

• keine aktuell vorliegende Schwangerschaft  

• keine vorhergehende Organtransplantation 

• keine immunsuppressive Therapie 

• keine chronische Infektionskrankheit  

• keine chronische Lebererkrankung  

• keine maligne Tumorerkrankung 

• schriftliche Einwilligung des Patienten 

• Aufklärungs- und Einwilligungsfähigkeit des Patienten  

Ausschlusskriterien aller Patientengruppen: 

• Nichterfüllen der Einschlusskriterien 

• keine schriftliche Einwilligung zur Studienteilnahme 

In Übereinstimmung mit den Ein- und Ausschlusskriterien wurden Patienten direkt durch die 

begleitenden Studienärzte angesprochen, aufgeklärt und bei Zustimmung in die Untersuchung 

eingeschlossen. Die Patienten wurden vor Studienbeginn über Nutzen und Risiken bezüglich der 

Studienteilnahme umfassend aufgeklärt. Gleichzeitig wurden Patientendaten unter 

Berücksichtigung des Datenschutzgesetzes pseudonymisiert in einer passwortgeschützten 

Datenbank an der Chirurgischen Klinik des Campus Virchow-Klinikum gespeichert und 

ausgewertet. Für die statistischen Auswertungen wurden personenbezogene Daten aus den 

Patientenakten erhoben. 
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7.7. Technik der Lebertransplantation  

Trotz der zunehmenden Erfahrung auf dem Gebiet der Lebertransplantation bleiben die 

anhepatische Phase und die Reperfusion des Transplantats eine große Herausforderung für die an 

einer Transplantation beteiligten Fachdisziplinen der Chirurgie und Anästhesie (Widmer et al., 

2018). Seit 1963 wird die klassische, orthotope Lebertransplantation durchgeführt, bei der ein 

Abklemmen der Vena cava inferior (VCI) erforderlich ist. Dies führt zu einem verminderten 

venösen Rückfluss, einem erhöhten Druck in der VCI und damit konsekutiv zu einer 

Beeinträchtigung des Herzzeitvolumens (Starzl TE, 1963). Solche hämodynamischen 

Veränderungen beeinflussen die Perfusion der Bauchorgane und führen zusätzlich zu einer 

verminderten Nierenperfusion, welche postoperativ zu einem vermehrten Auftreten renaler 

Komplikationen führen kann. Zum Schutz der Patienten vor einer schweren hämodynamischen 

Instabilität und Hypotonie wird bei der klassischen Methode der Leberimplantation ein 

venovenöser Bypass geschaffen, der zusätzlich zu der positiven Wirkung auf die 

hämodynamischen Parameter für eine ausreichende Nierenperfusion sorgt (Shaw BW Jr, 1984).  

Ein alternatives Verfahren ist die Cava-erhaltende Technik, die Piggyback-Implantation (PB), bei 

der nur eine teilweise Abklemmung der VCI erforderlich ist und damit der venöse Rückfluss 

aufrechterhalten wird (Margarit C, 1994). Bei Verwendung der PB-Implantationstechnik ist nur 

die Schaffung einer Anastomose zur Rekonstruktion der Spender- und Empfänger-VCIs nötig. Vor 

der Leberimplantation wird die retrohepatische VCI des Allotransplantats vorsichtig präpariert: 

Der untere Anteil der VCI wird mit einer laufenden Naht übernäht oder geklammert (Widmer et 

al., 2018). Abschließend ist die Verwendung verschiedener Rekonstruktionstechniken zur 

Kavokavostomie möglich (Side-to-Side- oder End-to-Side-Kavokavostomie). 

7.8. Technik der Leberresektion 

Die klassische offene Leberresektion (OLR) kann, je nach operativem Gebiet, über eine mediane 

Inzision mit Erweiterung in die rechte Flanke (L-Inzision), eine mediane Laparotomie sowie einen 

Rippenbogenrandschnitt vorgenommen werden (Tsai et al., 2019). Die Anfänge der 

laparoskopischen Leberresektion (LLR) begannen Anfang der 1990er Jahre. (Katkhouda N, 1992, 

Reich et al., 1991). Zu den Vorteilen einer LLR zählen vor allem die Reduzierung von 

intraoperativen Blutungen, ein kürzerer Krankenhausaufenthalt sowie insbesondere mit Blick auf 

Patienten mit Leberzirrhose, geringere Inzidenz von Komplikationen (z.B. postoperativer Aszites 

und Leberversagen) (Morise and Wakabayashi, 2017).  
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Der erste Konsens zur laparoskopischen Leberchirurgie im Jahr 2008 standardisierte die 

technischen Aspekte sowie die Nomenklatur der drei bevorzugten Methoden der minimal-

invasiven Leberchirurgie (MILS): rein laparoskopische Leberresektionen (PLLR), handassistierte 

Leberresektionen (HALR) sowie Hybrid (-assistierte) Leberresektionen (Buell et al., 2009).  

7.9. Isolierung und Kryokonservierung von mononukleären Zellen aus peripherem Blut 

Für die Gewinnung von mononukleären Zellen aus peripherem Blut (Peripheral Blood 

Mononuclear Cells (PBMC)) wurden den in die Studie eingeschlossenen Patienten auf den 

chirurgischen (Intensiv-) Stationen des Campus-Virchow-Klinikum der Charité unter sterilen 

Bedingungen Blut entnommen. Die Blutentnahme (BE) wurde sowohl prä-, als auch postoperativ 

am frühen Morgen, vor Nahrungsmittel- und Medikamenteneinnahme, durchgeführt. Die 

Entnahme von einem Blutröhren EDTA (ca. 3 ml) und Heparin (ca. 4 ml) erfolgte präoperativ am 

Tag der geplanten Operation und an verschiedenen Tagen postoperativ vor der Entlassung des 

Patienten. Anschließend wurden die Blutproben im Labor für die Kryokonservierung aufbereitet. 

Für die Konservierung des Blutplasmas wurden die Blutentnahmeröhren bei 2500 g und 4°C für 

15 Minuten zentrifugiert. Anschließend wurde das Blutplasma aus dem Heparin-Röhrchen in acht 

Eppendorfröhrchen und das Blutplasma aus dem EDTA-Röhrchen in zwei Eppendorfröhrchen 

umgefüllt, in flüssigem Stickstoff aufbewahrt und schließlich bei -80°C im Kühlschrank 

eingelagert. Für die Zellisolation wurde das fehlende Blutplasma im EDTA-Röhrchen durch 2 ml 

FACS-Puffer ersetzt und wieder vorsichtig mit dem Hämatokrit vermischt. Das EDTA-Blut 

wurden mit 40 ml Lyse-Puffer vermischt und geschwenkt bis nach einigen Minuten die Lyse der 

Erythrozyten abgeschlossen war und die Flüssigkeit klar wurde. Hierauf wurde nach einer 

fünfminütigen Zentrifugation bei 400g und 4°C und Entfernung des Überstandes die erneute 

Zentrifugation mit 10 ml Lyse-Puffer wiederholt. Anschließend wurde die Lyse durch Zugabe von 

2 ml PBS gestoppt und die nun übrigen Blutzellen auf Eis zwischengelagert.  

Für den letzten Schritt der Kryokonservierung wurden die Zellen mittels CASYton gezählt und 

wenn möglich je 2.000.000 Zellen auf zwei Eppendorfröhrchen, wovon eines mit 300 μl Trizol 

aufgefüllt war, aufgeteilt, in flüssigem Stickstoff aufbewahrt und schließlich bei -80°C im 

Kühlschrank eingelagert. Für die endgültige Lagerung bei -156°C wurden die isolierten PBMC in 

zwei bis drei Kryokonservierungsgefäßen zu je ca. 10.000.000 Zellen mit 100 μl DMSO und 900 

μl FBS-Serum umgefüllt und zuerst 24 Stunden bei -80°C in einem Kühlcontainer (Mr. Frosty™) 

zwischengelagert.  
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7.10. Auftauen der mononukleären Zellen 

Für das Auftauen der kryokonservierten PBMC wurde zunächst für jede aufzutauende Probe 1ml 

CTL Anti-Aggregate Wash Medium™ (CTL Europe GmbH, Bonn Deutschland) im 37°C warmen 

Wasserbad aufgetaut und anschließend mit 19 ml T-Zellen- (RPMI-) Medium vermischt. Die 

Lösung wurde in zwei Falcons zu je 10ml aufgeteilt, die für 20 Minuten im Wasserbad inkubierten, 

damit sich pH und Temperatur einstellen konnten. Die kryokonservierten Proben wurden in 

flüssigen Stickstoff transportiert und eine Minute in ein 37°C warmes Wasserbad gehalten, sodass 

sie antauten, aber noch ein gefrorener Anteil erhalten blieb. Die angetauten PBMC wurden nun 

vorsichtig und tröpfchenweise mit 1 ml CTL Anti-Aggregate Wash Medium™ gemischt und 

wieder tröpfchenweise in ein 50 ml Falcon mit der restlichen Lösung aus CTL und RMPI-Medium 

überführt. Im Anschluss wurde die Zellsuspension bei 400 g und Raumtemperatur für 10 Minuten 

zentrifugiert. Der Überstand wurde nun entfernt und mit den restlichen 10 ml der Lösung aufgefüllt 

und erneut zentrifugiert. Nach der Entfernung des Überstandes wurden die aufgetauten PBMC in 

300 μl Easy Sep™ Cell Medium resuspendiert und mit CASYton gezählt. Für die 

Antikörperfärbung der Monozyten wurden hiernach bereits 1.000.000 Zellen pro Patientenprobe 

in eine 96-Well-Standardmikrotiterplatte umgesetzt und anschließend laut Protokoll gefärbt (vgl. 

Kapitel 7.12.1.)  

7.11. Isolierung und Kultivierung von T-Zellen  

Die T-Zell-Isolation erfolgte mit Hilfe des EasySep™ Human-T-Zell-Isolierungskit (STEMCELL 

Technologies GmbH, Köln Deutschland) bei dem die unerwünschten Zellen mit 

Antikörperkomplexen und magnetischen Partikeln markiert werden. Die magnetisch markierten 

Zellen werden von den unangetasteten, erwünschten Zellen getrennt, indem man einen EasySep™ 

Magneten verwendet und die gewünschten Zellen in ein neues Röhrchen überführt. Die 

magnetisch markierten Zellen verbleiben dabei durch den Magneten im ursprünglichen Röhrchen.   

Für die T-Zell-Isolation wurden 250 μl der aufgetauten Zellen mit 12 μl Isolations-Cocktail in 

einem FACS-Röhrchen vermischt und für 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach 

wurden 10 μl RapidSpheres™ hinzugefügt und die gesamte Suspension auf ein Volumen von 2,5 

ml mit Easysep™ Medium aufgefüllt. Das FACS-Röhrchen wurde hiernach für die Zeit von 3 

Minuten in einem Magneten platziert und anschließend die isolierten T-Zellen vorsichtig in ein 

FACS-Röhrchen umgefüllt und mit CASYton gezählt. 

Über Nacht wurde eine 96-Well-Standardmikrotiterplatte bei 4°C mit Anti-CD3 (1 mg/ml) in PBS 

inkubiert. Die Platte wurde am nächsten Tag mit 200 μl PBS gespült und die Wells mit 50 μl T-
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Zellen-Medium pro Well wieder aufgefüllt. Anschließend wurden pro Patientenprobe 500.000 bis 

maximal 1.000.000 isolierte T-Zellen in die 96-Well-Standardmikrotiterplatte umgesetzt und mit 

Anti-CD28 und Protein Transport Inhibitor mit einer Konzentration von je 0,2 μl in 100 μl PBS 

sowie mit auf 100 μl aufgefüllten T-Zellen-Medium vier Stunden bei 37°C inkubiert.  

CD28 ist ein Zelladhäsionsmolekül der Immunglobulin-Superfamilie, das auf den meisten T-

Lymphozyten des peripheren Blutes konstitutiv exprimiert wird. Darüber hinaus ist CD28 der 

kritische kostimulatorische T-Zell-Rezeptor, der der Zelle das wichtige zweite Aktivierungssignal 

liefert, indem er CD80 und CD86 bindet, die von Antigen-präsentierenden Zellen exprimiert 

werden. Zusätzlich zu seiner kostimulierenden Funktion verhindert CD28, dass T-Zellen in einen 

anergisch-hyporesponsiven Zustand übergehen oder einen vorzeitigen apoptotischen Zelltod 

erleiden. Der Protein Transport Inhibitor ist eine Mischung aus Brefeldin A und Monensin. Die 

Zugabe zu Zellen in Kulturen hemmt den intrazellulären sekretorischen Weg/Transportweg für 

Proteine, was zu einer Ansammlung von sekretorischen Proteinen im Lumen des 

endoplasmatischen Retikulums und im Golgi-Apparat führt. Diese Ansammlung kann durch 

intrazelluläre Färbung und Durchflusszytometrie nachgewiesen werden. 

7.12. Durchflusszytometrie 

7.12.1. Extra- und intrazelluläre Antikörperfärbungen  

Für die drei verschiedenen Antikörperfärbungen wurden für jede Patientenprobe je 50 μl der 

unterschiedlichen Antikörperfärbungen angesetzt (Tabelle 4-6).  

Die PBMC wurden für die Antikörperfärbung der Monozyten (Tabelle 5) in einer 96-Well-

Standardmikrotiterplatte mit je 50 μl der extrazellulären Färbung für 15 Minuten bei 

Raumtemperatur im Dunkeln gefärbt. Der Human TruStain FcX™ dient zur Blockierung der Fc-

Rezeptoren vermittelten, unerwünschten Färbung, ohne die Antikörper-vermittelte spezifische 

Färbung zu beeinträchtigen. Daraufhin wurden die Zellen mit 100 μl FACS-Puffer 5 Minuten bei 

400 g und Raumtemperatur zentrifugiert und der Überstand entfernt. Anschließend erfolgte die 

20-minütige Fixierung der Zellen mit 100 μl Fixationspuffer. Für die intrazelluläre Färbung 

wurden die Zellen mit 100 μl Perm Wash wieder zentrifugiert und für 15 Minuten mit den 

entsprechenden Antikörpern gefärbt. Nachfolgend wurden die Zellen mit 100 μl FACS-Puffer 

gewaschen, zentrifugiert und mit 200 μl FACS-Puffer aufgefüllt sowie auf Eis für die 

durchflusszytometrische Messung transportiert und gemessen.  
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Nach vier Stunden Inkubation wurden die isolierten T-Zellen mit 100 μl PBS gewaschen und bei 

400 g und Raumtemperatur 5 Minuten zentrifugiert und der Überstand entfernt. Die Zellen wurden 

mit je 50 μl der extrazellulären Färbung (Tabelle 5 und 6) für 15 Minuten bei Raumtemperatur im 

Dunkeln gefärbt. Daraufhin wurden die Zellen mit 100 μl FACS-Puffer 5 Minuten bei 400 g und 

Raumtemperatur zentrifugiert und der Überstand entfernt. Anschließend erfolgte die 20-minütige 

Fixierung der Zellen mit 100 μl Fixationspuffer. Für die intrazelluläre Färbung wurden die Zellen 

mit 100 μl Perm Wash wieder zentrifugiert und für 15 Minuten mit den entsprechenden 

Antikörpern gefärbt. Nachfolgend wurden die Zellen mit 100 μl FACS-Puffer gewaschen und 

zentrifugiert und mit 200 μl FACS-Puffer aufgefüllt sowie auf Eis für die durchflusszytometrische 

Messung transportiert und gemessen.  

Tabelle 4: Extra- und intrazelluläre Antikörperfärbung der Monozyten 

Antikörperfärbung Monozyten 

Extrazelluläre Färbung 

 Menge (μl) 

 PBS-Puffer 39 

 FC-Block 5 

 Zombie Green 0,1 

 CD39 1 

 TIE-2 2 

 CD163 1 

 CD14 1 

 CD16 1 

Antikörperfärbung Monozyten 

Intrazelluläre Färbung 

 Menge (μl) 

 Perm-Wash 49 

 A2a 1 
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Tabelle 5: Extra- und intrazelluläre Antikörperfärbung der CD4+- und CD8+ T-Zellen 

Antikörperfärbung T-Zellen 

Extrazelluläre Färbung  

 Menge (μl) 

 PBS-Puffer 40 

 FC-Block 5 

 CD203a 1 

 Cx43 2,5 

 CD8 0,5 

 CD38 0,5 

 CD4 0,5 

 Zombie UV 0,1 

Antikörperfärbung T-Zellen 

Intrazelluläre Färbung  

 Menge (μl) 

 Perm-Wash 48 

 IFN-γ 1 

 IL-10 1 

 

Tabelle 6: Extra- und intrazelluläre Antikörperfärbung der Th17-Zellen 

Antikörperfärbung Th17-Zellen 

Extrazelluläre Färbung 

 Menge (μl) 

 PBS-Puffer 5 

 FC-Block 5 

 CD203a 1 

 Cx43 2,5 

 CCR6 1 

 CCR4 1 

 CD38 0,5 

 CD4 0,5 

 Zombie UV 0,1 

Antikörperfärbung Th17-Zellen 

Intrazelluläre Färbung 

 Menge (μl) 

 Perm-Wash 48 

 IL-17 1 

 IL-22 1 
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7.12.2. Durchflusszytometrische Messung 

Die durchflusszytometrische Messung erfolgte mit dem FACS-Gerät: BD LSRFortessa™ X-20 

mit Verwendung des Hoechst UV-Filter und der FACSDiva Software BD FACSDiva™ v9.0 (BD 

Biosciences, San Jose USA). Es wurden eine jeweils der Patientenprobe angepasste Anzahl an 

Ereignissen gemessen. Die Einstellungen für die verschiedenen Messkanäle sind in Tabelle 7 

zusammengefasst. Für die Mehrfachfärbungen wurden die überlappenden Emissionsspektra vor 

der eigentlichen Messung am Durchflusszytometer kompensiert. Die Berechnung der 

Kompensationsmatrix wurde mit der oben genannten Software durchgeführt. Grundlage für eine 

Kompensation war die Einzelfärbung aller Antikörper an Patientenproben aus der Gruppe der 

Patienten mit einer Leberresektion.  

Tabelle 7: Laser und Fluorochrome und Spannung (Volt) 

Fluorochrome Laser (nm) Spannung (Volt)  

FSC - 200 

SSC - 261 

BV510 405 300 

BV785 407 440 

APC 652 520 

BUV 395 355 290 

BV421 421 245 

FITC 494 300 

PE-Cy7 496 500 

PE 496 380 

APC-Cy7 650 630 

BV605 407 520 

BV650 405 520 

BV711 405 480 

 

7.12.3. Auswertung und Gating-Strategie der Durchflusszytometrie 

Die zytometrischen Messungen wurden mit FlowJo (Software Version FlowJo X 10.0.7r2, BD 

Biosciences, San Jose USA) ausgewertet sowie die dazugehörigen Abbildungen erstellt. Das Ziel 

war vitale T-Lymphozyten sowie TEMs und Monozyten herauszufiltern und unerwünschte 

Ergebnisse, wie nicht vitale Zellen auszuschließen. Die Auswertung erfolgte für die drei 
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verschiedenen Antikörperfärbungen in ihren Gruppen konsistent, da sich sonst prozentuale 

Angaben der einzelnen Gruppen unterscheiden und die Vergleichbarkeit verloren geht.  

Im ersten Schritt wurden durch das Auftragen von Forward Scatter Fläche (FSC-A) gegen Höhe 

(FSC-H) Zellaggregate herausgefiltert (Abb. 1A). Einzelne vitale Zellen verhalten sich in beiden 

Signalen identisch und lassen sich somit von den Aggregaten unterscheiden. In der Ansicht im 

FSC-A gegen Side Scatter Fläche (SSC-A) ließen sich anschließend anhand ihrer Größe und 

Granularität die typische Lymphozyten- und Monozytenpopulation markieren (Abb. 1B). Im 

nächsten Schritt wurden die apoptotischen Zellen über die Färbung mit einem 

Fluoreszenzfarbstoff, der für lebende Zellen nicht, aber für Zellen mit geschädigter Membran 

durchlässig ist, ausgeschlossen (Abb. 1C). Zur genaueren Differenzierung der T-Zell-

Populationen sowie TEMs und Monozyten wurden dann definierende immunphänotypische 

Oberflächenmerkmale herangezogen. 

Monozyten wurden lange auf der Grundlage der CD14 und CD16 Expression in zwei 

Subpopulationen aufgeteilt: Monozyten die CD14+ und nicht CD16- exprimieren sowie 

Monozyten CD14+ und CD16+ exprimieren (Passlick et al., 1989). Eine neue Nomenklatur teilt 

nun die Monozyten in drei Gruppen auf, da die kleine CD16+ Subpopulation in zwei kleinere 

Unterpopulationen aufgeteilt wurde. Die Subpopulation intermediate Monozyten (CD14++ CD16+) 

zeigt einen relativ höheren Anteil an CD14+, gekoppelt mit einer niedrigeren CD16+ Expression 

während die nicht-klassischen Monozyten (CD14+ CD16++) eine niedrigere Expression von CD14+ 

mit höherer Expression von CD16++ zeigen. Als klassische Monozyten (CD14+ CD16-) wird die 

Subpopulation mit einer hohen Expression von CD14+ sowie keiner Expression von CD16- 

bezeichnet (Ziegler-Heitbrock et al., 2010). Bei der Auswertung der hier gemessenen 

zytometrischen Daten konnte diese Einteilung der Monozytensubpopulationen allerdings nicht 

vorgenommen werden. Für die Bestimmung der Monozyten wurden bei der Auswertung mit 

FlowJo die CD14+ Monozyten und die CD16+ Monozyten gegeneinander aufgetragen und mit 

Hilfe von Quadranten unterteilt (Abb. 1D). Das Feld Q1 zeigt nur die CD16+ Monozyten. Im Feld 

Q4 sind die CD14- CD16- Monozyten und im Feld Q3 die klassischen Monozyten (nur CD14+) 

abgebildet. Die nicht klassischen - sowie die intermediaten Monozyten, also doppelt positive 

Monozyten (CD14+ CD16+), sind in Feld Q2, in dem keine zwei Subpopulationen abgegrenzt 

werden können.  
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Abbildung 1: Die Gating-Strategie der Subpopulationen der Monozyten 

(A) Darstellung FSC-A gegen FSC-H; (B) Darstellung SSC-A gegen FSC-A, (C) Darstellung vitaler Zellen mit Farbstoff Zombie, 

(D) CD16 (BV785) gegen CD14 (BV510) 

 

CD14+ CD16+ Monozyten exprimieren TIE-2 in einem höheren Grad als CD14+ CD16- 

Monozyten, sodass CD14+ CD16+ TIE-2+ Monozyten als TIE-2-expressing-Monocytes (TEMs) 

bezeichnet werden (Matsubara et al., 2013). Aufgrund ihrer Expression von weiteren Rezeptoren 

(u.a. CD11b, CD40, CD86) unterscheiden sich TEMs sowohl phänotypisch als auch funktionell 

von TIE-2+ Monozyten oder endothelialen Vorläuferzellen.   
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7.13. NAD+-Messung im Serumplasma 

Für die NAD+-Messung wurde ein hitze-basiertes dichotomes pH-Extraktionsverfahren 

verwendet, um aufgereinigte Versionen von NAD+ zu extrahieren (Brunnbauer et al., 2018). 

7.13.1. Puffer und Standardmatrix 

• Salzsäure (HCL) = 0,3N HCl und 0,6N HCl  

• Kaliumhydroxid (KOH) = 0,3N KOH und 0,6N KOH 

• Extraktionspuffer = NAD Extraktion: 0.3N HCl und NADH Extraktion: 0.3N KOH 

• Neutralisationspuffer = Triethylamin-Salzsäure (TEA-HCl): 0.36N TEA-HCl, eingestellt 

auf einen pH von 7.4 

o NAD Neutralisation: 0.36N TEA-HCl: 0.6N KOH (Verhältnis 1 ∶ 1) 

• Mastermix =  

o TEA-Puffer: 1 ∶ 10 verdünnt, eingestellt auf einen pH von 7.4 

o Alkoholdehydrogenase (ADH): 1 ∶ 10 verdünnt 

o Polymethylsiloxanpolyhydrat (PMS): 10mg/ml Lösung 

o 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT): 1mg/ml 

Lösung 

o Ethanol (EtOH): 100%  

• NAD+ Standard-Matrix Lösung („revised simulated body fluid“ (r-SBF)), eingestellt auf 

einen pH von 7.4 in 1000 ml DEPC (Diethylpyrocarbonat)-Wasser 

o Natriumchlorid (NaCl): 5.403 g, Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3): 0.740 g, 

Natriumcarbonat (Na2CO3): 2.046 g 

o Kaliumchlorid (KCl): 0.225 g, Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4): 0.138 g 

o Magnesiumchlorid (MgCl2⋅6H2O): 0.311 g 

o 2-(4-(2-Hydroxyethyl) -1-piperazinyl) -ethansulfonsäure (HEPES): 11.928 g 
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o Calciumchlorid (CaCl2⋅2H2O): 0.388 g 

o Natriumsulfat (Na2SO4): 0.072 g 

o Bovines Serumalbumin (BSA): 40 g 

7.13.2. Herstellung der Standardmatrix 

Für die Herstellung der Standardmatrix wurde zuerst eine Lösung von β-NAD mit der 

Konzentration 1 mg/ml in DEPC-Wasser vorbereitet. Anschließend wurde die Lösung von β-NAD 

1000-fach in 9990 μl DEPC-Wasser verdünnt. Für die Herstellung des Standards S1 werden von 

der Verdünnung wieder 500 μl in 500 μl DEPC-Wasser verdünnt. Es wird nach dem Schema für 

die anderen Verdünnungen weiter verfahren (Tabelle 8).  

Tabelle 8: β-NAD-Standards in DEPC-Wasser 

Standard β-NAD (nM) β-NAD (ng/ml) 

S1 753,6 50,00 

S2 376,8 25,00 

S3 188,4 12,50 

S4 94,2 6,25 

S5 47,1 3,13 

S6 23,5 1,56 

 

7.13.3. NAD+-Messung 

Das bei -80°C gefrorene Heparinplasma in den Eppendorfröhrchen wurde bei Raumtemperatur 

langsam aufgetaut. Anschließend erfolgte die Aufteilung des Plasmas. 300 μl wurden in ein 

Eppendorfröhrchen für die NAD-Extraktion pipettiert und 300 μl zusammen mit 270 μl r-SBF in 

ein Eppendorfröhrchen für die NADH-Extraktion pipettiert. Nach Zugabe der Säure- und 

Basenlösungen (NAD: 300 μl 0.3N HCL; NADH: 300 μl 0.3N KOH; r-SBFA: 300 μl 0.3N HCl) 

für die Extraktion wurden die Eppendorfröhrchen bei 60°C für 10 Minuten inkubiert. 

Anschließend wurden die Proben für 10 Minuten auf Eis equilibriert.  

Danach erfolgte die Neutralisation der Proben mit 300 μl ihrer jeweiligen Neutralisationspuffer 

und die anschließende Zentrifugation bei 16.000 g für 10 Minuten bei 4°C. Auf einer transparenten 

96-Well-Standardmikrotiterplatte wurden alle Proben im Duplikat gemessen. Dafür wurden für 

die NAD+-Messung jeweils 50 μl einer Probe und für NADH 5 μl einer Probe sowie 45 μl einer 

Kontrollprobe (300 μl r-SBF in 1 :10 Verdünnung) angesetzt. Unter Zeitnahme wurden 150 μl des 
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Mastermixes in die Vertiefungen gegeben und zweimalig resuspendiert. Nach 5 Minuten Lagerung 

bei Raumtemperatur im Dunkeln wurde die Absorption der Proben bei 565 nm im „microplate 

reader Infinite® 200 PRO“ (Tecan Trading AG, Schweiz) bei einer Temperatur von 25°C 

gemessen. 

7.14. Statistische Methoden  

Die statistische Auswertung erfolgt mittels GraphPad Prism (GraphPad Software Version 6.01, 

San Diego, USA). Für die demographischen und klinischen Patientendaten wurden die Mittelwerte 

mit Standardabweichung berechnet. Anschließend erfolgte ein Vergleich der gesammelten Daten 

mittels ungepaarten t-Test. Bei kategorischen Merkmalen wurde der Chi-Quadrat-Test verwendet. 

Danach wurde eine deskriptive Statistik der Patientenkohorte, inklusive Mittelwert und 

Standardabweichung angefertigt. Die Verteilung der Werte wurde anhand des D'Agostino-Pearson 

Omnibus Tests überprüft.  

Für die Ermittlung signifikanter Unterschiede in den Patientenkohorten Leberresektion und der 

Kontrollgruppe wurde der One-Way ANOVA Test bei normalverteilten Werten und der Kruskal-

Wallis Test bei nicht normal verteilten Werten verwendet. Die Pearson Korrelation wurde für die 

Korrelationsuntersuchungen der gemessenen Daten der Durchflusszytometrie, die normalverteilt 

waren, verwendet. Alternativ wurde die Spearman Korrelation angewendet. Bei der Betrachtung 

der Patientengruppe Lebertransplantation und den drei gebildeten Subgruppen zu drei 

verschiedenen Zeitpunkten wurde der Multiple t-Test verwendet.  

Anschließend wurde eine Bewertung der potenziellen diagnostischen und prognostischen 

Biomarker anhand einer receiver operating characteristic Kurve (ROC-Kurve) vorgenommen. Die 

ROC-Kurve stellt die Sensitivität (Richtig-Positiv-Rate) und die 1-Spezifität (Falsch-Positiv-Rate) 

gegenüber. Die Punkte auf der Kurve entsprechen den verschiedenen verwendeten Grenzwerten 

(oder Cut-Off-Werten), um festzustellen, ob die Testergebnisse positiv sind (Mandrekar, 2010). 

Die Referenz (Zufallsdiagonale), die durch die gezogene 45-Grad-Linie dargestellt wird, verläuft 

durch die Koordinaten 0 und 1. Wenn die Testergebnisse des potenziellen Biomarkes der Patienten 

als positiv oder negativ für die Erkrankung rein zufällig verteilt sind, dann fällt die ROC-Kurve 

auf die diagonale Linie. Als Maß für die Beschreibung der Kurve wird die Fläche unter der Kurve 

(Area under the curve oder ROC-AUC) verwendet. Die ROC-AUC fasst die diagnostische 

Genauigkeit des Biomarkers zusammen. Der Wert 0 zeigt einen vollkommen ungenauen Test und 

der Wert 1 einen vollkommen genauen Test an. Je größer die Fläche unter der Kurve, desto besser 

ist die Klassifizierungsfähigkeit und somit die Qualität des diagnostischen Tests. Ein AUC-Wert 
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zwischen 0,7 und 0,8 zeigt eine akzeptable, ein Wert zwischen 0,8 und 0,9 eine exzellente und ein 

Wert von über 0,9 eine herausragende Abgrenzbarkeit des Testes (Assmann et al., 1996). Bei 

einem Wert nahe 0,5 liegt die ROC-Kurve auf der Diagonalen. Dies kommt einer Verteilung durch 

Zufallsprinzip gleich und weist auf eine fehlende Diskriminationsfähigkeit des Tests hin 

(Mandrekar, 2010). 

Der Youden-Index wird in Verbindung mit einer ROC-Kurve für die Beurteilung eine Biomarkes 

verwendet, zeigt die maximale potenzielle Wirksamkeit an und dient der Identifizierung des 

optimalen Grenzwertes. Er errechnet sich aus der Sensitivität und Spezifität und liegt zwischen 0 

und +1. Je näher der Youden-Index bei +1 liegt, desto besser sind die identifizierten Biomarker in 

der Lage, die untersuchten Patientengruppen voneinander zu unterscheiden.  

Für die Berechnung der rezidivfreien - und Gesamtüberlebenswahrscheinlichkeit wurde der 

Logrank (Mantel-Cox) Test und der Gehan-Breslow-Wilcoxon Test verwendet und zusätzlich die 

Hazard Ratio (Mantel-Haennszel und Logrank) bestimmt.  

Als Signifikanzniveau wurde allseits eine 2-seitige Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% 

angenommen. 
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8. Ergebnisse  

8.1. Auftauen, T-Zell-Isolierung und -Kultur der Patientenproben 

Aus den ETDA-Blutproben wurden bei den prä- und postoperativen BE durchschnittlich 

23.778.830 Zellen/ml PBMC (± 5.846.603 Zellen/ml SD) pro Patienten isoliert. Anschließend 

wurden allen Blutproben bei -156°C kryokonserviert und zum Zeitpunkt der Messung wieder 

aufgetaut.  

In der Kohorte der Patienten mit Lebertransplantation konnten pro präoperativer Probe 

durchschnittlich 12.940.000 Zellen/ml PBMC und postoperativ 20.440.000 Zellen/ml aufgetaut 

werden. Die Viabilität der Zellen in den präoperativen Proben betrug 57 %. In der Patientengruppe 

Leberresektion konnten präoperativ 24.726.315 Zellen/ml PBMC und postoperativ 27.165.000 

Zellen/ml aufgetaut werden. Die Viabilität der Zellen in den präoperativen Proben betrug 61% und 

postoperativ 69 %. In der Kohorte der Kontrollgruppe konnten präoperativ 25.590.000 Zellen/ml 

PBMC und postoperativ ca. 31.500.000 Zellen/ml aufgetaut werden. Die Viabilität der PBMC 

betrug in den präoperativen Proben 72 % und postoperativ 76 %.  

Anschließend erfolgten die Isolierung und Kultvierung von T-Zellen. In der Patientengruppe 

Lebertransplantation konnten nach der T-Zell-Isolation präoperativ nach 290.200 Zellen/ml und 

postoperativ 4.588.000 Zellen/ml mit einer Viabilität von 70 % gemessen werden. Die Kohorte 

der Patienten mit Leberresektion wurden aus den PBMC präoperativ 1.202.631 Zellen/ml und 

postoperativ 2.551.000 Zellen/ml isoliert. Deren Viabilität betrug präoperativ 79 % und 

postoperativ 73 %. In der Kontrollgruppe konnten aus den PBMC präoperativ ca. 3.495.000 

Zellen/ml isoliert werden und postoperativ 2.794.000 Zellen/ml isoliert werden. Die Viabilität war 

in dieser Kohorte mit präoperativ 87 % und postoperativ 85 % am höchsten. 

8.2. Patientenkollektiv 

In der Tabelle 9 sind die demographischen und klinischen Daten der insgesamt 41 in diese 

Untersuchung eingeschlossen Patienten dargestellt. Die stetigen Variablen sind mit dem 

arithmetischen Mittel (MW) sowie der Standardabweichung (SD) angegeben. Nicht alle Parameter 

konnten in allen drei Kohorten erhoben werden. Die BE fanden in den drei Patientenkohorten 

präoperativ, am Tag der geplanten Operation und postoperativ an festgelegten Tagen bis zur 

Entlassung des Patienten statt. Die BE in der Patientengruppe Leberresektion (Abk. LR) erfolgten 

am 1., 2., 5., 10., 15. und 30. Tag nach der Operation. In der Kohorte Lebertransplantation (Abk. 

LTX) waren am 1., 3., 7., 14. sowie 30. postoperativen Tag nach der Transplantation. Die 

Kontrollgruppe (Abk. Ktrl.) wurden am 1. bis 7. Tag postoperativ für eine BE aufgesucht. Auf 
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Grund der signifikant unterschiedlichen Dauer des Krankenhausaufenthalts ergeben sich 

signifikante Unterschiede zwischen den Patientengruppen bei dem Tag der postoperativen BE. Für 

die hier erfolgten Messungen wurde bei jedem Patienten der letztmögliche Zeitpunkt des 

Aufenthaltes der postoperativen BE ausgewählt.  

In der Patientenkohorte Lebertransplantation wurden Blutproben von elf Patienten (sieben 

männliche und vier weibliche Patienten) präoperativ am Tag der Transplantation und 

durchschnittlich am 22. Tag postoperativ entnommen. Die Patienten waren zu diesem Zeitpunkt 

durchschnittlich 58 Jahre alt. In der Patientengruppe, die aufgrund des HCC eine Leberresektion 

erhalten haben, wurde 20 Patienten (14 männliche und 6 weibliche Patienten) präoperativ am Tag 

der Operation und durchschnittlich am 7. Tag postoperativ eine Blutprobe entnommen. Die 

Patienten waren zu diesem Zeitpunkt im Mittel 63 Jahre alt. Die Patienten in der Kontrollgruppe 

(5 männliche und 5 weibliche Patienten) waren durchschnittlich 49 Jahre alt. Die BE erfolgten 

präoperativ am Tag der Operation und durchschnittlich bereits am 1. Tag postoperativ. 

Die Geschlechterverteilung in den drei Kohorten zeigte keine signifikanten Unterschiede. Bei der 

Betrachtung des Altersdurchschnitts in der Patientengruppe Leberresektion im Vergleich zu den 

Patienten der Kontrollgruppe waren signifikante Unterschiede festzustellen. Keine Unterschiede 

gab es zwischen den Kohorten bei Größe, Gewicht und BMI. Die Leberfunktionsmessung LiMAx 

zeigte zwischen den HCC-Patienten präoperativ keinen signifikanten Unterschied. Bei diesem 

Test wird intravenös verabreichte 13C-Methacetin-Lösung vom hepatischen Cytochrom-P450-

1A2-Enzym selektiv zu 13CO2 metabolisiert und anschließend in der Ausatemluft gemessen. 

Dieser Wert korreliert mit der Leberfunktion (Krenzien et al., 2018). Der labMELD wurde nur bei 

den transplantierten Patienten bestimmt.   

Zusätzlich wurden die prä- und postoperativen Blutwerte, soweit sie in den drei Patientengruppen 

erhobenen wurden, miteinander verglichen (Tabelle 10). Signifikante Unterschiede bei Blutwerten 

wurden zwischen der Kontrollgruppe und den Patienten mit einem HCC bei den INR-Werten prä- 

und postoperativ festgestellt sowie weitere signifikante Unterschied bei den gemessenen 

Harnstoffwerten postoperativ bei den Patienten mit einer Leberresektion und der Kontrollgruppe. 

Keine Unterschiede wurden bei den Kreatinin-Werten beobachtet. Bilirubin und ALT zeigten 

postoperativ signifikante Unterschiede zwischen den Patienten mit Leberresektion und 

Lebertransplantation. Keine Unterschiede konnten prä- und postoperativ bei den erhobenen 

Werten AST, GGT und AP festgestellt werden. 
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Tabelle 9: Demographie und Studienmerkmale 

 LR p-Wert LTX p-Wert Ktrl. 

Anzahl der Patienten n = 20 - n = 11 - n = 10  

Geschlecht: (m/w) 14/6 0,56 7/4 0,56 5/5 

Alter (Jahre) 63 ± 12 0,01 58 ± 7 0,10 49 ± 14 

BMI (kg/m2) 25,5 ± 3,7 0,51 26,1 ± 4,7 0,86 26,4 ± 3,1 

Größe (m) 1,68 ± 0,07 0,05 1,74 ± 0,09 0,74 1,76 ± 0,14 

Gewicht (kg) 72,5 ± 12,1 0,06 79,7 ± 15,3 0,66 82,8 ± 16,7 

Tag der BE postop. 7 ± 4 0,0005 22 ± 8 < 0,0001 1 ± 0,5 

Krankenhausaufenthalt  

(Tage) 

7 ± 5 0,008 42 ± 35 0,002 2 ± 1 

labMELD - - 10 ± 5 - - 

Limax präop. (μg/kg/h) 384 ± 206 0,11 250 ± 80 - - 

 

Tabelle 10: Blutuntersuchung der Kohorten LR, LTX und Ktrl., prä- und postoperativ 

 LR p-Wert LTX p-Wert Ktrl. 

GLDH präop. (U/l) - - 10 ± 7 - - 

Bilirubin präop. (mg/dl) 0,6 ± 0,2 0,18 3,3 ± 8,8 - - 

Bilirubin postop. (mg/dl) 0,8 ± 0,5 0,0004 3,3 ± 2,7 - - 

INR präop. 1,08 ± 0,16 0,05 1,25 ± 0,26 0,007 0,96 ± 0,06 

INR postop. 1,14 ± 0,16 0,35 1,48 ± 0,42 0,04 1,08 ± 0,10 

Kreatinin präop. (mg/dl) 0,84 ± 0,17 0,15 0,73 ± 0,22 0,97 0,73 ± 0,15 

Kreatinin postop. (mg/dl) 0,81 ± 0,17 0,80 1,60 ± 1,24 0,12 0,83 ± 0,23 

Harnstoff präop. (mg/dl) 31 ± 11 0,07 35 ± 27 0,22 23 ± 3 

Harnstoff postop. (mg/dl) 34 ± 10 0,03 85 ± 59 0,05 22 ± 6 

ALT präop. (U/l) 44 ± 26 0,98 44 ± 20 - - 

ALT postop. (U/l) 150 ± 128 0,0007 488 ± 360 - - 

AST präop. (U/l) 45 ± 19 0,14 57 ± 26 - - 

AST postop. (U/l) 117 ± 127 0,82 126 ± 85 - - 

GGT präop. (U/l) 153 ± 217 0,74 178 ± 159 - - 

GGT postop. (U/l) 185 ± 180 0,08 308 ± 191 - - 

AP präop. (U/l) 161 ± 244 0,72 134 ± 82 - - 

AP postop. (U/l) 106 ± 74 0,47 126 ± 62 - - 
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Bei der Betrachtung der zugrundeliegenden Genese der Leberzirrhose konnte kein signifikanter 

Unterschied in der Verteilung zwischen den Patientengruppen mit einem HCC festgestellt werden. 

Die viralen Hepatitiden waren in der Kohorte Leberresektion mit 55 % (n=11) am häufigsten 

Vertreten. Die Hepatitis-C bedingte Leberzirrhose wurde bei acht Patienten, eine Hepatitis B 

bedingte Leberzirrhose bei einem Patienten und kombinierte Hepatitiden bei zwei Patienten 

festgestellt (Abb. 2A). In der Gruppe der Lebertransplantation lag bei 36 % (n=4) eine Hepatitis 

bedingte Leberzirrhose vor. Bei zwei Patienten lag entweder eine Leberzirrhose bei HCV-

Infektion oder kombinierte Hepatitiden vor. In dieser Patientengruppe war die äthyltoxische 

Leberzirrhose mit 37 % (n=4) die häufigste Ursache der Leberzirrhose (Abb. 2B).  

   Abbildung 2: Genese der Leberzirrhose der Patienten mit Leberresektion (A) und Lebertransplantation (B) 

Im Beobachtungszeitraum wurde in der Kohorte Lebertransplantation von den insgesamt elf 

Patienten bei sieben der klinische Verdacht auf eine ACR gestellt und anschließend eine 

Leberpunktion vorgenommen. Bei drei Patienten konnte die ACR bioptisch gesichert und als Grad 

1 mit Zeichen einer geringgradigen zellulären ACR eingestuft werden. Eine milde ACR (Grad 1) 

ist histologisch auf eine Infiltration in der Minderheit der Periportalfelder begrenzt und zeichnet 

sich durch ein perivenöses zelluläres Infiltrat in der Minderheit der Leberläppchen sowie auf diese 

begrenzt und durch die Abwesenheit von konfluierenden hepatozellulären Nekrosen aus (Anthony 

J. Demetris et al., 1997).  
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Bei drei Patienten wurde anstatt der ACR eine ischämische perfusionsbedingte Schädigung des 

Lebergewebes, ein IRI, histologisch festgestellt. Bei einem weiteren Patienten lag zusätzlich eine 

toxische Schädigung des Leberbiopsats bei Cholangitis vor. Der ischämische 

Reperfusionsschaden ist in der histologischen Untersuchung durch eine Steatose, Cholestase und 

ballonbildende Degeneration der Hepatozyten gekennzeichnet ist (Neil and Hubscher, 2001). 

Zeitgleich zu der Leberbiopsie ist eine zusätzliche BE bei den Patienten erfolgt. Von den insgesamt 

sieben Patienten mit einer vermuteten ACR lagen bei zwei Patienten mit einen IRI BE vom Tag 

der erfolgten Leberpunktion vor. In der Gruppe mit einer histologischen bestätigten ACR lagen 

bei ebenfalls zwei Patienten Blutentnahmen vor, wobei eine BE bereits zwei Tage vor der 

Leberpunktion erfolgt ist. Auf Grund dieser Daten wurden drei Untergruppen innerhalb der 

Kohorte Lebertransplantation gebildet. Patienten, die während des beobachteten Zeitraums eine 

bioptisch gesicherte ACR aufwiesen (n=3) sowie Patienten, bei denen in der histologischen 

Untersuchung des Biopsats ein IRI nachgewiesen werden konnte (n=4) und Patienten, bei denen 

kein klinischer Verdacht auf eine ACR oder IRI bestand (n=4). Es wurden die Zeitpunkte prä- und 

postoperativ und eine Messung zum Zeitpunkt der vermuteten ACR ausgewertet.   

8.3. Ergebnisse der Kohorte Leberresektion  

8.3.1. rezidivfreies- und Gesamtüberleben der Patienten mit Leberresektion  

In der Kohorte der Patienten, die aufgrund des HCC eine Leberresektion erhalten haben, traten im 

Beobachtungszeitraum bei zehn Patienten (50 %) lokale Rezidive in der Leber auf. Bei zehn 

Patienten konnten in der letztmaligen MRT-Nachsorgeuntersuchung keine Rezidive (50 %) 

nachgewiesen werden. Das erste Frührezidiv wurde bereits 30 Tage nach der Operation 

diagnostiziert und ist als Tumorprogression zu bewerten. Das letzte diagnostizierte Spätrezidiv trat 

nach 796 Tagen postoperativ auf (MW 208 Tage ± 253 Tage SD). Die Werte sind normalverteilt. 

Der längste rezidivfreie Überlebenszeitraum liegt bei 1256 Tagen (3,4 Jahre) nach der 

Leberresektion. Die mediane rezidivfreie Überlebenszeit beträgt 796 Tage (2,1 Jahre) (Abb. 3A).  

Anschließend wurde die Gesamtüberlebenswahrscheinlichkeit in der Patientengruppe mit 

Leberresektion mit dem 01.08.2020 als Stichtag betrachtet. Im Beobachtungszeitraum traten 

insgesamt fünf Todesfälle (25 %) auf. Der erste Patient verstarb 196 Tage nach der Operation, der 

letzte Patient nach 1055 Tagen postoperativ (MW 536 Tage ± 348 Tage SD). Die Werte sind 

normalverteilt. Der längste Überlebenszeitraum eines Patienten liegt bei 1293 Tagen (3,5 Jahre) 

nach der Leberresektion. Die mediane Überlebenszeit kann bei ausschließlich fünf verstorbenen 

Patienten nicht bestimmt werden (Abb. 3B).   
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Abbildung 3: rezidivfreie - und Gesamtüberlebenswahrscheinlichkeit der Patienten der Kohorte LR, Kaplan Meier Kurven 

(A) rezidivfreie Überlebenswahrscheinlichkeit (B) Geamtüberlebenswahrscheinlichkeit; Statistik: Logrank (Mantel-Cox) -, Gehan-

Breslow-Wilcoxon Test und Hazard Ratio (Mantel-Haennszel und Logrank) 

 

In der Patientengruppe Lebertransplantation trat im Beobachtungszeitraum 881 Tage nach der 

Lebertransplantation bei einem Patienten eine pulmonale Metastasierung eines mittelgradig 

differenzierten hepatozellulären Karzinoms auf. Ein Patient verstarb 112 Tage nach der 

Lebertransplantation an den Folgen eines unklaren Transplantatversagens auf der Intensivstation. 

Aufgrund des Auftretens eines einzigen Rezidivs und Todesfalls wurde die rezidivfreie - und 

Gesamtüberlebenswahrscheinlichkeit in dieser Kohorte nicht weiter untersucht. 

8.3.2. Evaluation der Aussagekraft der prognostischen Biomarker der Patienten mit     

   Leberresektion 

In der Patientengruppe mit Leberresektion konnten im Beobachtungszeitraum insgesamt zehn 

Rezidive und fünf Todesfälle beobachtet werden. Dementsprechend wurden die prä- und 

postoperativ gemessenen T-Zellen und Monozyten mit Expression der Ektoenzyme und 

Rezeptoren der purinergen Signalgebung dahingehend untersucht, ob sie als prognostische 

Biomarker für das Auftreten eines Rezidivs oder der Vorhersage eines reduzierten 

Gesamtüberlebens nach Leberresektion geeignet sind. Die Patienten der Kohorte wurden hierfür 

in zwei Subgruppen mit und ohne Auftreten eines Rezidivs im Beobachtungszeitraum eingeteilt. 

Für die Evaluation der prognostischen Qualität und folglich der Aussagekraft der prognostischen 

Biomarker wurde eine ROC-Kurve erstellt (Abb. 4). Als Maß für die Beschreibung der Kurve wird 

dabei die Fläche unter der Kurve (ROC-AUC) ermittelt. In Ergänzung wurde der Youden-Index 

für die Bestimmung des bestmöglichen Grenzwertes verwendet, der in der Lage ist zwischen 

Patienten mit und ohne Rezidiv zu unterscheiden (vgl. Kapitel 7.14).  
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In der Tabelle 11 sind die ermittelten Grenzwerte der prognostischen Biomarker sowie deren 

Sensitivität und Spezifität im Hinblick auf die Vorhersage eines Rezidivs, die ROC-AUC und der 

Youden-Index dargestellt. Der Grenzwert mit dem höchsten Youden-Index von 0,70 bzw. 0,68 

liegt bei dem Anteil der IFN-γ+ IL-10+ bzw. CD38+ Tr1-Zellen bei 7,17 % bzw. 3,99 %. Damit 

weisen der Anteil der IFN-γ+ IL-10+ bzw. CD38 exprimierenden Tr1-Zellen unter allen in dieser 

Studie getesteten Biomarkern die bestmögliche Unterscheidbarkeit zwischen Patienten mit und 

ohne Rezidiv auf.  

Der Anteil der CD163 exprimierenden TEMs und CD14+ CD16+ Monozyten mit den Grenzwerten 

von 26,45 % und 22,45 % sowie der Anteil der CD203a exprimierenden Th17-Zellen (CCR6+ 

CCR4+) mit einem Grenzwert von 81,05 % weisen die höchste Spezifität mit jeweils 90 % auf. 

Damit sind sie am bestmöglichen geeignet um Patienten, die kein Rezidiv aufweisen, als solche 

zu erkennen. Der Anteil der IL-10 exprimierenden CD4+ Treg mit einem Grenzwert von 17,25 % 

und der Anteil der IFN-γ+ IL-10+ exprimierenden Tr1-Zellen weisen die höchste Sensitivität mit 

jeweils 100 % auf. Damit sind sie am bestmöglichen geeignet, um Patienten, die ein Rezidiv 

aufweisen, als solche zu determinieren. CD4+ Treg mit CD38 Expression mit einem Grenzwert 

von 1,28 % und der Anteil an CD203a exprimierenden Th17-Zellen (CCR6+) mit einem Grenzwert 

von 38,10 % weisen knapp hinter dem Anteil der CD38 exprimierenden Tr1-Zellen (ROC-AUC 

= 0,82) mit jeweils 0,81 die nächstgrößten ROC-AUC auf. Je größer die Fläche unter der Kurve, 

desto besser ist die Klassifizierungsfähigkeit und somit die Qualität der prognostischen Biomarker. 

Eine Einordnung und Bewertung der Ergebnisse finden in Kapitel 9.2.1. statt. 

Tabelle 11: prognostische Aussagekraft für das Auftreten eines Rezidivs des Anteils CD163 exprimierender TEMs und CD14+ 

CD16+ Monozyten, Anteils CD38 und IFN-γ+ IL-10+ exprimierender Tr1-Zellen, Anzahl an CD4+ Treg mit CD38 Expression, 

Anteils IL-10 exprimierender CD4+ Treg, Anteils CD203a exprimierender Th17-Zellen (CCR6+ CCR4+); Grenzwert, Sensitivität, 

Spezifität, Youden-Index, ROC-AUC und p-Wert der prognostischen Biomarker 

 Grenzwert  Sensitivität  Spezifität  Youden- 

Index 

ROC-

AUC 

p-Wert 

Anteil CD163 exprimierende 

TEMs 

26,45 % 77 % 90 % 0,67 0,77 0,04 

Anteil CD163 exprimierende 

CD14+ CD16+ Monozyten 

22,45 % 77 %  90 % 0,67 0,78 0,03 

Anteil CD38 exprimierende 

Tr1-Zellen 

3,99 % 88 % 80 % 0,68 0,82 0,01 

Anteil IFN-γ+ IL-10+ 

exprimierende Tr1-Zellen 

7,17 % 100 % 70 % 0,70 0,77 0,04 

CD4+ Treg mit CD38 1,28 % 90 % 70 % 0,60 0,81 0,01 
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Anteil IL-10 exprimierende 

CD4+ Treg 

17,25 % 100 % 60 % 0,60 0,78 0,03 

Anteil CD203a 

exprimierende Th17-Zellen 

(CCR6+ CCR4+)  

81,05 % 60 % 90 % 0,50 0,77 0,04 

Anteil CD203a 

exprimierende Th17-Zellen 

(CCR6+) 

38,10 % 90 % 70 % 0,60 0,81 0,01 

 

 

Abbildung 4: ROC-Kurven zur rezidivfreien - und Gesamtüberlebenswahrscheinlichkeit der Kohorte LR mit Referenzgraden 

(A) ROC-Kurve des Anteils an CD163 exprimierenden TEMs und CD14+ CD16+ Monozyten (B) ROC-Kurve des Anteils an CD38 

exprimierenden Tr1-Zellen und IFN-γ+ IL-10+ exprimierenden Tr1-Zellen (C) ROC-Kurve der Anzahl an CD4+ Treg mit CD38 

Expression (D) ROC-Kurve des Anteils an IL-10 exprimierenden CD4+ Treg (E) ROC-Kurve der Anteils an CD203a 

exprimierenden Th17-Zellen (CCR4+ CCR6+); Statistik: AUC unter der ROC-Kurve mit dem Konfidenzintervall von CL=95%, 

wobei ein Signifikanzniveau von p<0,05 zur Ablehnung der Nullhypothese angewendet wurde; p*<0,05 



60 

 

8.3.3. Erniedrigte NAD+-Serumkonzentration in HCC-Patienten mit Leberresektion  

Die Messung von NAD+ erfolgte aus den Heparinplasmaproben der drei Patientenkohorten laut 

Protokoll (vgl. Kapitel 7.13). Die NAD+-Konzentration im Blut der Patientengruppe, die aufgrund 

eines HCC eine Leberresektion erhalten haben, war sowohl prä- als auch postoperativ, im 

Vergleich zu der Kontrollgruppe, erniedrigt (Abb. 5).  

 

Abbildung 5: prä- und postoperative NAD+-Konzentration in μM der Kohorten LR und Ktrl, Box-Plot, Linie MW 

Statistik: One-Way ANOVA - und Tukey’s multiple comparisons Test mit dem Konfidenzintervall von CL=95%, wobei ein 

Signifikanzniveau von p<0,05 zur Ablehnung der Nullhypothese angewendet wurde; p**<0,01, p***<0,001 

 

8.3.4. Erniedrigte der Expression der Ektoenzyme der purinergen Signalgebung CD38,  

   CD203a und Cx43 auf T-Zellen in HCC-Patienten mit Leberresektion 

Die Anzahl der CD4+ und CD8+ T-Zellen mit CD38, CD203a und Cx43 Expression ist in der 

Patientengruppe, die auf Grund des HCC eine Leberresektion erhalten haben, sowohl prä- als auch 

postoperativ, im Vergleich zu der Kontrollgruppe, erniedrigt (Abb. 6). 

Ein Einfluss der CD4+ und CD8+ T-Zellen mit CD38, CD203a und Cx43 Expression auf das 

rezidivfreie- und Gesamtüberleben konnte nicht nachgewiesen werden (keine Abb.). 
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Abbildung 6: prä- und postoperative Anzahl an CD4+ und CD8+ T-Zellen mit CD38, CD203a und Cx43 Expression der Kohorten 

LR und der Ktrl, Box-Plot, Linie MW  

(A) Anzahl an CD4+ T-Zellen mit CD38 Expression (B) Anzahl an CD8+ T-Zellen mit CD38 Expression (C) Anzahl an CD4+ T-

Zellen mit CD203a Expression (D) Anzahl an CD8+ T-Zellen mit CD203a Expression (E) Anzahl an CD4+ T-Zellen mit Cx43 

Expression (F) Anzahl an CD8+ T-Zellen mit Cx43 Expression; Statistik: One-Way ANOVA - und Tukey’s multiple comparisons 

Test mit dem Konfidenzintervall von CL=95%, wobei ein Signifikanzniveau von p<0,05 zur Ablehnung der Nullhypothese 

angewendet wurde; p*<0,05, p**<0,01, p***<0,001, p****<0,0001 
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Für die Bestimmung von Th1-Zellen (CD4+ IFN-γ+) und CTL (CD8+ IFN-γ+) wurden CD4+ bzw. 

CD8+ T-Zellen im Blut der Patienten zytometrisch gemessen, die nach der T-Zell-Stimulation und 

T-Zellkultur zusätzlich IFN-γ exprimieren. Die Anzahl der Th1-Zellen und CTL mit CD38, 

CD203a und Cx43 Expression ist in der Patientengruppe mit Leberresektion sowohl prä- als auch 

postoperativ, im Vergleich zu der Kontrollgruppe, erniedrigt. (Abb. 7). Ein Einfluss der Th1-

Zellen und CTL mit CD38, CD203a und Cx43 Expression auf das rezidivfreie- und 

Gesamtüberleben konnte nicht nachgewiesen werden (keine Abb.). 
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Abbildung 7: prä- und postoperative Anzahl an Th1-Zellen (CD4+ IFN-γ+) und CTL (CD8+ IFN-γ+) mit CD38, CD203a und Cx43 

Expression der Kohorten LR und der Ktrl, Box-Plot, Linie MW 

(A) Anzahl der Th1-Zellen mit CD38 Expression; (B) Anzahl der CTL mit CD38 Expression; (C) Anzahl der Th1-Zellen mit 

CD203a Expression; (D) Anzahl der CTL mit CD203a Expression; (E) Anzahl der Th1-Zellen mit Cx43 Expression; (F) Anzahl 

CTL mit Cx43 Expression; Statistik: One-Way ANOVA - und Tukey’s multiple comparisons Test mit dem Konfidenzintervall von 

CL=95%, wobei ein Signifikanzniveau von p<0,05 zur Ablehnung der Nullhypothese angewendet wurde; p** <0,01, p*** <0,001, 

p**** <0,0001 

 

 

Patienten mit einer postoperativ erhöhten Anzahl an CD4+ Treg (IL-10+) mit CD38 Expression 

zeigten ein 7-fach erhöhtes Risiko für das Auftreten eines Rezidivs und eine mediane rezidivfreie 

Überlebenszeit von 233 Tagen (Abb. 8A). Patienten mit einem bereits präoperativ erhöhten Anteil 

an CD38 exprimierenden Tr1-Zellen (IFN-γ+ IL-10+) zeigten ein 6-fach erhöhtes Risiko für das 

Auftreten eines Rezidivs und eine mediane rezidivfreie Überlebenszeit von 364 Tagen (Abb. 8C). 

Ein Einfluss auf das Gesamtüberleben konnte nicht nachgewiesen werden (Abb. 8B/D). 

 

Abbildung 8: rezidivfreie – und Gesamtüberlebenswahrscheinlichkeit der Anzahl der CD4+ Treg (IL-10+) mit CD38 Expression 

und des Anteils der CD38 exprimierenden Tr1-Zellen (IFN-γ+ IL-10+) der Kohorte LR, Kaplan Meier Kurven 

(A) rezidivfreie Überlebenswahrscheinlichkeit der postoperativen Anzahl an CD4+ Treg mit CD38 Expression, p** (B) 

Gesamtüberlebenswahrscheinlichkeit der postoperativen Anzahl an CD4+ Treg mit CD38 Expression, p:ns (C) rezidivfreie 

Überlebenswahrscheinlichkeit des präoperativen Anteils an CD38 exprimierenden Tr1-Zellen, p** (C) 

Gesamtüberlebenswahrscheinlichkeit des präoperativen Anteils an CD38 exprimierenden Tr1-Zellen, p:ns; Statistik: Logrank 

(Mantel-Cox) und Gehan-Breslow-Wilcoxon Test und Hazard Ratio (Mantel-Haennszel und Logrank), mit dem Konfidenzintervall 

von CL=95%, wobei ein Signifikanzniveau von p<0,05 zur Ablehnung der Nullhypothese angewendet wurde; p**<0,01 

Unterschiede in der Anzahl an CD4+ Treg oder Tr1-Zellen mit Expression der Ektoenzyme 

konnten zwischen den Kohorten Leberresektion und der Kontrollgruppe nicht nachgewiesen 

werden (keine Abb.). 
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Für die Bestimmung von Th17-Zellen wurden CD4+ T-Zellen zytometrisch gemessen, die nach 

der T-Zell-Stimulation und T-Zellkultur zusätzlich die Zytokine IL-17 und/oder IL-22 sowie 

CCR6+ und/oder CCR4+ exprimieren. Die Anzahl der Th17-Zellen (CD4+ CCR4+ CCR6+ IL22+) 

mit CD38, CD203a und Cx43 Expression ist in der Patientengruppe mit Leberresektion sowohl 

prä- als auch postoperativ, im Vergleich zu der Kontrollgruppe, erniedrigt (Abb. 9).  

 

Abbildung 9: prä- und postoperative Anzahl an Th17-Zellen (CD4+ CCR4+ CCR6+ IL22+) mit CD38, CD203a und Cx43 

Expression der Kohorten LR und der Ktrl, Box-Plot, Linie MW 

(A) Anzahl an Th17-Zellen mit CD38 Expression (B) Anzahl an Th17-Zellen mit CD203a Expression (C) Anzahl an Th17-Zellen 

mit Cx43 Expression; Statistik: Kruskal-Wallis und Dunn’s multiple comparisons Test mit dem Konfidenzintervall von CL=95%, 

wobei ein Signifikanzniveau von p<0,05 zur Ablehnung der Nullhypothese angewendet wurde; p*<0,05, p**<0,01, p***<0,001 
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Patienten mit einem postoperativ erhöhten Anteil an CD203a exprimierenden Th17-Zellen 

(CCR6+ CCR4+) zeigten ein 6-fach erhöhtes Risiko für das Auftreten eines Rezidivs und eine 

mediane rezidivfreie Überlebenszeit von 233 Tagen (Abb. 10A). Ebenso zeigten Patienten mit 

einem postoperativ erhöhten Anteil an CD203a exprimierenden Th17-Zellen (CCR6+) ein 5-fach 

erhöhtes Risiko für das Auftreten eines Rezidivs und eine mediane rezidivfreie Überlebenszeit von 

334 Tagen (Abb. 10C).  

Ein Einfluss auf das Gesamtüberleben konnte nicht nachgewiesen werden (Abb. B/D). 

 

Abbildung 10: rezidivfreie Überlebenswahrscheinlichkeit der CD203a exprimierenden Th17-Zellen (CCR6+ CCR4+) und (CCR6+) 

der Kohorte LR, Kaplan Meier Kurven 

(A) rezidivfreie Überlebenswahrscheinlichkeit des postoperativen Anteils an CD203a exprimierenden Th17-Zellen (CCR6+ 

CCR4+), p* (B) Gesamtüberlebenswahrscheinlichkeit des postoperativen Anteils an CD203a exprimierenden Th17-Zellen (CCR6+ 

CCR4+), p:ns (C) rezidivfreie Überlebenswahrscheinlichkeit des postoperativen Anteils an CD203a exprimierenden Th17-Zellen 

(CCR6+), p** (B) Gesamtüberlebenswahrscheinlichkeit des postoperativen Anteils an CD203a exprimierenden Th17-Zellen 

(CCR6+), p:ns; Statistik: Logrank (Mantel-Cox) und Gehan-Breslow-Wilcoxon Test und Hazard Ratio (Mantel-Haennszel und 

Logrank), mit dem Konfidenzintervall von CL=95%, wobei ein Signifikanzniveau von p<0,05 zur Ablehnung der Nullhypothese 

angewendet wurde; p*<0,05, p**<0,01 

 

 

 

 

 



66 

 

Eine moderat positive Korrelation bei HCC-Patienten mit einer Leberresektion konnte 

postoperativ zwischen der NAD+-Konzentration und den Subpopulationen der Th17-Zellen 

(CCR6+ CCR4+) mit sowohl IL-22 als auch IL-17 Expression nachgewiesen werden In der 

Kontrollgruppe zeigte sich dieser Zusammenhang nicht (Abb. 11). Präoperativ konnte keine 

signifikante Korrelation zwischen Th17-Zellen und der NAD+-Konzentration nachgewiesen 

werden (keine Abb.).  

Es bestanden ebenfalls keine Korrelationen zwischen den weiteren Subpopulationen der T-Zellen 

und Monozyten und der NAD+-Konzentration (keine Abb.).  
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Abbildung 11: postoperative Korrelation Th17-Zellen (CD4+ CCR4+ CCR6+ IL-17+ IL-22+) und NAD+-Konzentration in μM 

der Kohorten LR und der Ktrl, Streudiagramm mit linearer Regressionsgeraden 

(A) Korrelation der Th17-Zellen (CD4+ CCR6+ CCR4+ IL-17+ IL-22+) der Kohorte LR, p*, r:0,57 (B) Korrelation der Th17-

Zellen (CD4+ CCR6+ CCR4+ IL-17+ IL-22+) der Ktrl, p:ns, r:-0,04 (C) Korrelation der Th17-Zellen (CD4+ CCR6+ CCR4+ IL-

22+) der Kohorte LR, p*; r:0,56 (D) Korrelation der Th17-Zellen (CD4+ CCR6+ CCR4+ IL-22+) der Ktrl, p:ns, r:-0,11 (E) 

Korrelation der Th17-Zellen (CD4+ CCR6+ CCR4+ IL-17+) der Kohorte LR, p*, r:0,53 (F) Korrelation der Th17-Zellen (CD4+ 

CCR6+ CCR4+ IL-17+) der Ktrl, p:ns, r:-0,08 (G) Korrelation der Th17-Zellen (CD4+ CCR6+ IL-17+ IL-22+) der Kohorte LR, 

p*, r:0,52 (H) Korrelation der Th17-Zellen (CD4+ CCR6+ IL-17+ IL-22+) der Ktrl, p:ns, r:0,26 (I) Korrelation der Th17-Zellen 

(CD4+ CCR6+ IL-22+) der Kohorte LR, p*, r:0,58 (J) Korrelation der Th17-Zellen (CD4+ CCR6+ IL-22+) der Ktrl, p:ns, r:-

0,04 (K) Korrelation der Th17-Zellen (CD4+ CCR4+ IL-17+ IL-22+) der Kohorte LR, p*, r:0,49 (L) Korrelation der Th17-

Zellen (CD4+ CCR4+ IL-17+ IL-22+) der Ktrl, p:ns, r:0,14 (M) Korrelation der Th17-Zellen (CD4+ CCR4+ IL-22+) der Kohorte 

LR, p**, r:0,62 (N) Korrelation der Th17-Zellen (CD4+ CCR4+ IL-22+) der Ktrl, p:ns, r:-0,24; Statistik: Pearson Korrelation 

mit dem Konfidenzintervall von CL=95%, wobei ein Signifikanzniveau von p<0,05 zur Ablehnung der Nullhypothese 

angewendet wurde; p*<0,05, p**<0,01  

 

8.3.5. Erniedrigte der Expression der Ektoenzyme der purinergen Signalgebung CD39, A2a    

   und CD163 auf Monozyten und TEMs in HCC-Patienten mit Leberresektion  

Die TEMs wurden entsprechend der bereits bekannten Definition als CD14+ CD16+ TIE-2+ 

Monozyten definiert. Ein signifikant höherer Anteil an TEMs exprimierte CD39 sowohl prä- als 

auch postoperativ in HCC-Patienten mit Leberresektion (Abb. 12 B). Dies konnte präoperativ auch 

für CD14+ CD16+ Monozyten nachgewiesen werden (Abb. 12A). Die Patienten der 

Kontrollgruppe zeigten von prä- zu postoperativ einen signifikanten Anstieg des Anteils an CD14+ 

CD16+ Monozyten mit CD39 Expression. In der Subpopulation der klassischen Monozyten 

(CD14+ CD16-) konnten keine signifikanten Unterschiede nachgewiesen werden (Abb. 12C). 

Die Anzahl der im Blut gemessenen TEMs zeigte keine signifikanten Unterschiede. Ebenfalls 

konnten keine signifikanten Unterschiede bei der Expression von A2a oder CD163 nachgewiesen 

werden (keine Abb.). 
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Abbildung 12: prä- und postoperativer Anteil an CD39 exprimierenden CD14+ CD16+ Monozyten, TEMs und klassischen 

Monozyten der Kohorten LR und der Ktrl, Box-Plot, Linie MW 

(A) Anteil an CD39 exprimierenden CD14+ CD16+ Monozyten (B) Anteil an CD39 exprimierenden TEMs (C) Anteil an CD39 

exprimierenden klassischen Monozyten; Statistik: Kruskal-Wallis und Dunn’s multiple comparisons Test (TEMs) und One-Way 

ANOVA und Tukey’s multiple comparisons Test (CD14+ CD16+ Monozyten, klassischen Monozyten) mit dem Konfidenzintervall 

von CL=95%, wobei ein Signifikanzniveau von p<0,05 zur Ablehnung der Nullhypothese angewendet wurde, p*<0,05, p**<0,01, 

p****<0,0001 

 

Patienten mit einem bereits präoperativ erhöhten Anteil an CD163 exprimierenden TEMs und 

CD16+ CD14+ Monozyten zeigten ein 19-fach erhöhtes Risiko für das Auftreten eines Rezidivs 

und eine mediane rezidivfreie Überlebenszeit von 192 Tagen sowie eine 17-fach reduzierte 

Gesamtüberlebenswahrscheinlichkeit mit einem medianen Gesamtüberleben von 1055 Tagen (2,8 

Jahre) (Abb. 13).  
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Abbildung 13: rezidivfreie - und Gesamtüberlebenswahrscheinlichkeit der CD163 exprimierenden TEMs und CD16+ CD14+ 

Monozyten der Kohorte LR, Kaplan Meier Kurven 

(A) rezidivfreie Überlebenswahrscheinlichkeit des präoperativen Anteils an CD163 exprimierenden TEMs, p*** (B) 

Gesamtüberlebenswahrscheinlichkeit des präoperativen Anteils an CD163 exprimierenden TEMs, p** (C) rezidivfreie 

Überlebenswahrscheinlichkeit des präoperativen Anteils an CD163 exprimierenden CD16+ CD14+ Monozyten, p*** (D) 

Gsamtüberlebenswahrscheinlichkeit des präoperativen Anteils an CD163 exprimierenden CD16+ CD14+ Monozyten, p**; 

Statistik: Logrank (Mantel-Cox) und Gehan-Breslow-Wilcoxon Test und Hazard Ratio (Mantel-Haennszel und Logrank), mit dem 

Konfidenzintervall von CL=95%, wobei ein Signifikanzniveau von p<0,05 zur Ablehnung der Nullhypothese angewendet wurde; 

p**<0,01, p***<0,001  

 

8.3.6. Erniedrigte Zytokinexpression der Subtypen der T-Zellen in HCC-Patienten mit  

   Leberresektion 

Die Anzahl der CD8+ T-Zellen ist in der Patientengruppe mit Leberresektion sowohl prä- als auch 

postoperativ, im Vergleich zur Kontrollgruppe, erniedrigt. Dieser Unterschied zeigte sich bei der 

Betrachtung der CD4+ T-Zellen nicht (Abb. 14A/B). Th1-Zellen (CD4+ IFN-γ+) und CTL (CD8+ 

IFN-γ+), zeigten ebenfalls signifikante Unterschiede zwischen den beiden Kohorten. Bei Patienten 

mit einem HCC ist die Anzahl von IFN-γ exprimierenden CTL, im Vergleich zu der 

Kontrollgruppe sowohl prä- als auch postoperativ erniedrigt. Die Untersuchung der Th1-Zellen 

konnte nur postoperativ eine signifikante Erniedrigung in der Anzahl an Th1-Zellen in der 

Patientengruppe mit Leberresektion feststellen (Abb. 14C/D). Allerdings zeigte sich in Gegensatz 

dazu, dass sowohl prä- als auch postoperativ bei HCC-Patienten mit Leberresektion weniger 

Th1-Zellen IFN-γ exprimierten als bei Patienten der Kontrollgruppe. Dies konnte bei den IFN-γ 

exprimierenden CTL nicht beobachtet werden (Abb. 14E/F). 
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Abbildung 14: prä- und postoperative Anzahl der CD4+ und CD8+ T-Zellen sowie Th1-Zellen und CTL mit IFN-γ Expression und 

der Anteil der IFN-γ exprimierenden Th1-Zellen und CTL der Kohorten LR und der Ktrl, Box-Plot, Linie MW 

(A) Anzahl CD4+ T-Zellen; (B) Anzahl der CD8+ T-Zellen; (C) Anzahl der Th1-Zellen mit IFN-γ Expression; (D) Anzahl der CTL 

mit IFN-γ Expression; (E) Anteil an IFN-γ exprimierenden Th1-Zellen; (F)Anteil an IFN-γ exprimierenden CTL; Statistik: One-

Way ANOVA - und Tukey’s multiple comparisons Test mit dem Konfidenzintervall von CL=95%, wobei ein Signifikanzniveau 

von p<0,05 zur Ablehnung der Nullhypothese angewendet wurde; p*<0,05, p**<0,01, p***<0,001, p****<0,0001 
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Ein Einfluss der CD4+ - und CD8+ T-Zellen mit IFN-γ Expression auf das rezidivfreie- und 

Gesamtüberleben konnte nicht nachgewiesen werden (keine Abb.). 

Allerdings zeigten Patienten mit einem bereits präoperativ erhöhten Anteil an IL-10 

exprimierenden CD4+ Treg ein 5-fach erhöhtes Risiko für das Auftreten eines Rezidivs und eine 

mediane rezidivfreie Überlebenszeit von 436 Tagen (Abb 15A). Patienten mit einem bereits 

präoperativ erhöhten Anteil an Il-10+ IFN-γ+ exprimierenden Tr1-Zellen zeigten ein 7-fach 

erhöhtes Risiko für das Auftreten eines Rezidivs und eine mediane rezidivfreie Überlebenszeit von 

364 Tagen (Abb. 15C). Ein Einfluss auf das Gesamtüberleben konnte nicht nachgewiesen werden 

(Abb. 15B/D).  

 

Abbildung 15: rezidivfreie – und Gesamtüberlebenswahrscheinlichkeit der IL-10 exprimierenden CD4+Treg und IL-10+ IFN-γ+ 

exprimierenden Tr1-Zellen der Kohorte LR, Kaplan Meier Kurven 

(A) rezidivfreie Überlebenswahrscheinlichkeit des präoperativen Anteils an IL-10 exprimierenden CD4+ Treg, p* (B) 

Gesamtüberlebenswahrscheinlichkeit des präoperativen Anteils an IL-10 exprimierenden CD4+ Treg, p:ns (C) rezidivfreie 

Überlebenswahrscheinlichkeit des präoperativen Anteils an IL-10+ IFN-γ+ exprimierenden Tr1-Zellen, p** (D) 

Gesamtüberlebenswahrscheinlichkeit des präoperativen Anteils an IL-10+ IFN-γ+ exprimierenden Tr1-Zellen, p:ns; Statistik: 

Logrank (Mantel-Cox) und Gehan-Breslow-Wilcoxon Test und Hazard Ratio (Mantel-Haennszel und Logrank), mit dem 

Konfidenzintervall von CL=95%, wobei ein Signifikanzniveau von p<0,05 zur Ablehnung der Nullhypothese angewendet wurde; 

p*<0,05, p**<0,01 

Unterschiede in der Anzahl an CD4+ Treg oder Tr1-Zellen mit Expression der Zytokine konnten 

zwischen den Kohorten Leberresektion und der Kontrollgruppe nicht nachgewiesen werden (keine 

Abb.). 
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8.3.7. Evaluation der Aussagekraft der diagnostischen Biomarker der Patienten mit      

    Leberresektion 

In Kapitel 8.3.3. - 8.3.6. konnten in der Patientengruppe mit Leberresektion signifikante 

Unterschiede in den zytometrische gemessenen Immunzellen im Vergleich zu der gesunden 

Kontrollgruppe beobachtet werden. Dementsprechend wurden die prä- und postoperativ 

signifikant unterschiedlichen T-Zellen und Monozyten mit Expression der Ektoenzyme und 

Rezeptoren der purinergen Signalgebung dahingehend untersucht, ob sie als diagnostische 

Biomarker für das Auftreten eines HCC geeignet sind. Für die Evaluation der diagnostischen 

Qualität und folglich der Aussagekraft der Unterscheidbarkeit der potenziellen diagnostischen 

Biomarker zwischen an einem HCC erkrankten Patienten und nicht-erkrankten Patienten der 

Kontrollgruppe wurde eine ROC-Kurve erstellt (Abb. 16). Als Maß für die Beschreibung der 

Kurve wird die Fläche unter der Kurve (ROC-AUC) verwendet. In Ergänzung wurde der Youden-

Index für die Auswahl des bestmöglichen Grenzwertes, der in der Lage ist zwischen Patienten mit 

und ohne Rezidiv zu unterscheiden, bestimmt (vgl. Kapitel 7.14.).  

In der Tabelle 12 sind die ermittelten Grenzwerte der diagnostischen Biomarker sowie deren 

Sensitivität und Spezifität im Hinblick auf die Vorhersage eines HCC, die ROC-AUC und der 

Youden-Index dargestellt. Der Grenzwert mit dem höchsten Youden-Index von 1 liegt bei dem 

Anteil der CD39 exprimierenden TEMs bei 98,85 %. Damit weisen der Anteil an CD39 

exprimierenden TEMs die bestmögliche Unterscheidbarkeit zwischen Patienten mit und ohne ein 

HCC auf. Einen ebenfalls sehr hohen Youden-Index mit 0,90, 0,84 und 0,80 haben die CTL (CD8+ 

IFN-γ+) mit Expression von CD38, CD203a, Cx43 und IFN-γ mit den Grenzwerten 3,62 %, 2,43 

%, 3,00 % und 2,88 %. Auch hier liegt eine hohe Unterscheidbarkeit zwischen Erkrankten und 

Nicht-Erkrankten vor.  

Der Anteil der CD39 exprimierenden CD14+ CD16+ Monozyten mit einem Grenzwert von 93,05 

% weisen eine Spezifität von 100 % auf. Ebenfalls eine Spezifität von 100 % weisen die Th17-

Zellen (CCR4+ CCR6+ IL-22+) mit CD38 und CD203a Expression auf mit einem Grenzwert von 

0,51 % und 0,74 % auf. Die Spezifität der Th17-Zellen (CCR4+ CCR6+ IL-22+) mit Cx43 mit 

einem Grenzwert von 0,51 % liegt bei 90%. Auch die NAD+-Konzentration mit einem Grenzwert 

von 0,26 μM hat eine Spezifität von 90 %. Des Weiteren ist eine Spezifität von 70 % bzw. 90 % 

der CD4+ T-Zellen mit CD38, CD203a und Cx43 mit den Grenzwerten 23,60 %, 13,25 % und 

11,25 % nachgewiesen wurden. Damit sind sie am bestmöglichen geeignet um Patienten, die kein 

HCC aufweisen, als solche zu erkennen.  

Die Th1-Zellen mit der Expression der Ektoenzyme CD38, CD203a und Cx43 sowie die IFN-γ 
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exprimierenden Th1-Zellen mit den Grenzwerten 7,25 %, 8,83 %, 1,53 % und 36,50 % weisen mit 

94 %, bzw. 84 % und 78 % eine hohe Sensitivität auf. Damit sind sie gut geeignet, um Patienten, 

die ein HCC aufweisen, als solche zu determinieren.  

Die CD8+ T-Zellen allein, als auch mit Expression der Ektoenzyme CD38, CD203a und Cx43 mit 

den Grenzwerten 12,45 %, 3,86 %, 8,00 % und 4,82 % weisen mit 0,92, 0,93 und 0,94 hohe Werte 

der ROC-AUC auf. Je größer die Fläche unter der Kurve, desto besser ist die 

Klassifizierungsfähigkeit und somit die Qualität der diagnostischen Biomarker. Eine Einordnung 

und Bewertung der Ergebnisse finden in Kapitel 9.2.1 statt. 

Tabelle 12: diagnostische Aussagekraft für das Auftreten eines HCC der NAD+-Konzentration, des Anteils CD39 exprimierender 

TEMs und CD14+ CD16+ Monozyten, der Anzahl an CD4+ T-Zellen mit CD38, CD203a und Cx43 Expression, der Anzahl an Th1-

Zellen mit CD38, CD203a und Cx43 Expression, des Anteils IFN-γ exprimierender Th1-Zellen, der Anzahl CD8+ T-Zellen mit 

CD38, CD203a und Cx43 Expression, der Anzahl CTL mit CD38, CD203a und Cx43 Expression, der Anzahl Th17-Zellen mit 

CD38, CD203a und Cx43 Expression; Grenzwert, Sensitivität, Spezifität, Youden-Index, ROC-AUC und p-Wert der 

diagnostischen Biomarker 

 Cut-Off  Sensitivität  Spezifität  Youden- 

Index 

ROC-

AUC 

p-Wert 

NAD+-Konzentration  0,26 μM 77 % 90 % 0,67 0,81 0,007 

Anteil CD39 exprimierende 

TEMs  

98,85 % 100 % 100 % 1 1 < 0,0001 

Anteil CD39 exprimierende 

CD14+ CD16+ Monozyten 

93,05 % 68 %  100 % 0,68 0,86 0,001 

CD4+ T-Zellen mit CD38 23,60 % 100 % 70 % 0,70 0,86 0,001 

CD4+ T-Zellen mit CD203a 13,25 % 63 % 90 % 0,53 0,78 0,01 

CD4+ T-Zellen mit Cx43 11,25 % 73 % 90 % 0,63 0,86 0,001 

Th1-Zellen mit CD38 7,25 % 94 % 80 % 0,74 0,92 0,0002 

Th1-Zellen mit CD203a 8,83 % 94 % 70 % 0,64 0,90 0,0004 

Th1-Zellen mit Cx43 1,53 % 84 % 90 % 0,74 0,92 0,0002 

Anteil IFN-γ exprimierende 

Th1-Zellen 

36,50 % 78 % 100 % 0,78 0,93 0,0001 

CD8+ T-Zellen 12,45 % 100 % 70 % 0,70 0,92 0,0002 

CD8+ T-Zellen mit CD38 3,86 % 78 % 100 % 0,78 0,94 < 0,0001 

CD8+ T-Zellen mit CD203a 8,00 % 94 % 80% 0,74 0,93 0,0001 

CD8+ T-Zellen mit Cx43 4,82 % 73% 100 % 0,73 0,92 0,0002 

CTL mit IFN- γ 3,62 % 100 % 90 % 0,90 0,97 < 0,0001 

CTL mit CD38 2,43 % 94 % 90 % 0,84 0,97 < 0,0001 

CTL mit CD203a 3,00 % 94 % 90 % 0,84 0,96 < 0,0001 

CTL mit Cx43 2,88 % 100 % 80 % 0,80 0,96 < 0,0001 
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Th17 (CCR4+ CCR6+ IL-22+) 

mit CD38 

0,51 % 78 % 100 % 0,78 0,90 0,0004 

Th17 (CCR4+ CCR6+ IL-22+) 

mit CD203a 

0,74 % 63 % 100 % 0,63 0,83 0,003 

Th17 (CCR4+ CCR6+ IL-22+) 

mit Cx43 

0,51 % 68 % 90 % 0,58 0,81 0,005 
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Abbildung 16: ROC-Kurven zur diagnostischen Aussagekraft der Biomarker der Kohorten LR und der Ktrl. mit Referenzgeraden 

(A) ROC-Kurve des Anteils an CD39 exprimierenden TEMs und CD14+ CD16+ Monozyten (B) ROC-Kurve der NAD+-

Konzentration (C) ROC-Kurve des Anteils an IFN-γ exprimierenden Th1-Zellen (D) ROC-Kurve der Anzahl der CD4+ T-Zellen 

mit CD38, CD203a und Cx43 Expression (E) ROC-Kurve der Anzahl der CD8+ T-Zellen mit CD38, CD203a und Cx43 Expression 

(F) ROC-Kurve der Anzahl Th1-Zellen mit CD38, CD203a und Cx43 Expression (G) ROC-Kurve der Anzahl CTL mit CD38, 

CD203a und Cx43 Expression (H) ROC-Kurve der Anzahl Th17 (CCR4+ CCR6+ IL-22+) mit CD38, CD203a und Cx43 Expression; 

Statistik: AUC unter der ROC-Kurve mit dem Konfidenzintervall von CL=95%, wobei ein Signifikanzniveau von p<0,05 zur 

Ablehnung der Nullhypothese angewendet wurde; p*<0,05, p**<0,01, p***<0,001, p****<0,0001 
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8.4. Ergebnisse der Kohorte Lebertransplantation 

8.4.1. Einfluss der postoperativen Immunsuppression auf die Subtypen der T-Zellen nach  

    Lebertransplantation  

Die Kohorte der HCC-Patienten erhielt als einzige untersuchte Patientengruppe postoperativ 

verschiedene immunsuppressive Medikamente. Die Patienten mit einer Lebertransplantation 

zeigten postoperativ eine signifikante Abnahme der Anzahl der CD4+ und CD8+ T-Zellen im 

Vergleich zu der Kontrollgruppe (Abb. 17). Auf einen Vergleich der drei Kohorten wurde in der 

weiteren Untersuchung verzichtet, stattdessen wurden die zytometrisch gemessenen T-Zellen und 

Monozyten der transplantierten Patienten innerhalb der Kohorte zu verschiedenen 

Messzeitpunkten betrachtet.  

 

Abbildung 17: prä- und postoperative Anzahl der CD4+ und CD8+T-Zellen der Kohorten LTX und Ktrl 

(A) Anzahl CD4+ T-Zellen (B) Anzahl CD8+ T-Zellen; Statistik: One-Way ANOVA - und Tukey’s multiple comparisons Test mit 

dem Konfidenzintervall von CL=95%, wobei ein Signifikanzniveau von p<0,05 zur Ablehnung der Nullhypothese angewendet 

wurde; p*<0,05, p***<0,001 

 

8.4.2. Risikoanalyse einer ACR und eines IRI nach Lebertransplantation anhand der   

   warmen - und kalten Ischämiezeit  

In der Patientengruppe Lebertransplantation wurden die warme (WIT) und kalte Ischämiezeit 

(CIT) in den drei Subgruppen der Patienten mit ACR, IRI und ohne Abstoßung betrachtet. Die 

CIT ist in der Patientengruppe mit einem IRI im Vergleich zu den Patienten mit einer bioptisch 

nachgewiesenen ACR sowie ohne Abstoßung signifikant erhöht (Abb. 18). Keine Unterschiede 

konnten bei der Betrachtung der WIT nachgewiesen werden.  
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Abbildung 18: WIT und CIT der Kohorte LTX, Low-High-Floating-Bar, Linie MW 

Statistik: Multiple T-Test, wobei ein Signifikanzniveau von p<0,05 zur Ablehnung der Nullhypothese angewendet wurde; p*<0,05 

 

8.4.3. Risikoanalyse einer ACR und eines IRI nach Lebertransplantation anhand der  

   Expression der Ektoenzyme der purinergen Signalgebung CD38, CD203a und Cx43  

   auf T-Zellen 

In der Kohorte Lebertransplantation zeigte sich bei der Betrachtung der Subpopulation der Th17-

Zellen (CCR6+ IL-17+) bereits präoperativ bei Patienten mit einem IRI nach Transplantation eine 

signifikant erhöhte Anzahl der Th17-Zellen mit CD38, CD203a und Cx43 Expression (Abb. 19). 

Bei Patienten mit einer bioptisch gesicherten ACR ist ebenfalls die Anzahl der Th17-Zellen 

(CCR6+ IL-17+) mit Cx43 Expression zum Zeitpunkt der Leberpunktion erhöht (Abb. 19C). 

Postoperativ konnten diese signifikanten Unterschiede nicht nachgewiesen werden. 
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Abbildung 19: Anzahl der Th17-Zellen (CD4+ CCR6+ IL-17+) mit CD38, CD203a und Cx43 Expression der Kohorte LTX, 

prä- und postoperativ und zum Zeitpunkt der Leberpunktion, Low-High-Floating-Bar, Linie MW 

(A) Anzahl der Th17-Zellen mit CD38 Expression (B) Anzahl der Th17-Zellen mit CD203a Expression (C) Anzahl der Th17-

Zellen mit Cx43 Expression; Statistik: Multiple T-Test, wobei ein Signifikanzniveau von p<0,05 zur Ablehnung der 

Nullhypothese angewendet wurde; p*<0,05 



80 

 

8.4.4. Risikoanalyse einer ACR und eines IRI nach Lebertransplantation anhand der  

   Ektoenzyme der purinergen Signalgebung CD39 und A2a sowie CD163 auf  

   Monozyten und TEMs  

In der Gruppe der Patienten mit Lebertransplantation zeigte sich, dass bei Patienten mit einer ACR 

nach Transplantation bereits präoperativ sowohl weniger TEMs als auch CD16+ CD14+ 

Monozyten das Ektoenzym CD39 exprimierten (Abb. 20A/B). Die klassischen Monozyten 

(CD14+ CD16-) zeigten diesen signifikanten Unterschied nicht (Abb. 20C). Postoperativ oder zum 

Zeitpunkt der Leberpunktion konnten diese signifikanten Unterschiede nicht nachgewiesen 

werden.  

Keine signifikanten Unterschiede konnten ebenfalls bei der Expression von A2a oder CD163 

nachgewiesen werden (keine Abb.).  
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Abbildung 20: Anteil an CD39 exprimierenden CD14+ CD16+ Monozyten, klassischen Monozyten und TEMs der Kohorte LTX 

prä-, postoperativ und zum Zeitpunkt der Leberpunktion, Low-High-Floating-Bar, Linie MW 

(A) Anteil an CD39 exprimierenden CD14+ CD16+ Monozyten (B) Anteil an CD39 exprimierenden TEMs (C) Anteil an CD39 

exprimierenden klassischen Monozyten; Statistik: Multiple T-Test, wobei ein Signifikanzniveau von p<0,05 zur Ablehnung der 

Nullhypothese angewendet wurde; p*<0,05 
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9. Diskussion  

9.1. Diskussion der Ergebnisse  

Das purinerge Signalsystem hat erhebliche Auswirkungen auf Wachstum, Überleben und 

Progression eines soliden Tumors, indem es nicht nur den Tumor selbst, sondern auch die 

Immunreaktionen und die mit ihm verbundene TME beeinflusst (Di Virgilio and Adinolfi, 2017). 

Die hier untersuchten Ektoenzyme wurden bereits auf verschiedenen Zelltypen nachgewiesen. Die 

räumliche Anordnung der Ektoenzyme wird entweder als kontinuierlich beschrieben, insofern 

verschiedene Typen simultan auf der gleichen Zelle vorkommen, oder als diskontinuierlich für den 

Fall einer Aufteilung auf verschiedene Zellen (Horenstein et al., 2013). Eine Besonderheit der 

Achse CD38/CD203a/CD73 ist, dass sie bimodale Operation aufweisen kann. Für die 

diskontinuierliche Ektoenzymanordnung der Achse konnte gezeigt werden, dass sich deren 

Wechselwirkungen in räumlich begrenzten Systemen verstärken (Horenstein et al., 2013). Die in 

der vorliegenden Untersuchung erhobenen Daten sind im Einklang damit und sprechen dafür, dass 

die Achse CD38/CD203/Cx43 ebenfalls eine diskontinuierliche Verteilung aufweist. 

Die extrazelluläre Nukleotidhydrolyse wird durch mehrere Familien von Ektonukleotidasen 

gesteuert, die hier bei Patienten mit einem HCC und einer Leberresektion im Gegensatz zu der 

Kontrollgruppe, im Blut signifikant erniedrigt nachgewiesen werden konnten. Gleichzeitig liegt 

eine signifikant erniedrigte NAD+-Konzentration vor. Unter diversen pathologischen 

Bedingungen ist sowohl die Freisetzung von Nukleotiden als auch die Expression der purinergen 

Rezeptoren in geschädigten oder gestressten Zellen deutlich erhöht (Luthje, 1989). Die HCC-

Patienten zeigten konträre Ergebnisse. Die erniedrigte NAD+-Konzentration bei HCC-Patienten 

könnte Folge eines verstärkten Abbaus von NAD+ zu Adenosin sein, mit dem Ergebnis, dass eine 

hypoxische und immunsuppressive Immunreaktion begünstigt wird. Die Erniedrigung der 

Ektoenzymexpression in dieser Untersuchung kann als Reaktion auf die niedrige NAD+-

Konzentration im Serum interpretiert werden. Zukünftige Untersuchungen weiterer prä- und 

postoperativer Messzeitpunkte könnten den zeitlichen Verlauf der Ektoenzymexpressionen klären 

und feststellen, ob dessen Bestimmung die diagnostische und prognostische Wertigkeit erhöht. 

Ferner zeigte sich, dass ein höherer Anteil an CD38 exprimierenden Tr1- und CD4+ Treg sowie 

CD203a exprimierenden Th17-Zellen mit einer deutlich verringerten rezidivfreien 

Überlebenswahrscheinlichkeit der Patienten nach einer Leberresektion verbunden war. Dies 

spricht ebenfalls für den bekannten Zusammenhang zwischen pathologisch erhöhtem Abbau von 

NAD+ zur Schaffung einer hypoxischen und immunsuppressiven Immunreaktion durch die 
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gesteigerte Expression der Ektoenzyme, welche die Tumorprogression fördern. Die prognostische 

Bedeutung von Th17-Zellen und CD4+ Treg bei HCC-Patienten ist bereits bekannt. Eine erhöhte 

Anzahl an Th17-Zellen ist mit einer schlechten Prognose assoziiert (Yan et al., 2014) und auch 

Patienten mit einer erhöhten Anzahl an CD4+ Treg zeigen ein reduziertes Gesamtüberleben (Gao 

et al., 2007, Lin et al., 2013, Mathai AM, 2012 , Zhou et al., 2009). Den CD4+ Treg und Th17-

Zellen mit zusätzlicher Expression der Ektoenzyme CD38 und CD203a kann ebenfalls eine 

prognostische Bedeutung zugesprochen werden.  

Des Weiteren konnte sowohl das Auftreten als auch die prognostische Bedeutung der Tr1-Zellen 

bei HCC-Patienten in der vorliegenden Untersuchung erstmalig nachgewiesen werden. Die 

prognostische Bedeutung der Tr1-Zellen kann, wie bei den CD4+ Treg, in der Ausübung IL-10 

vermittelter immunsuppressiver Funktionen begründet liegen. Die Produktion von Adenosin gilt 

als einer der wichtigsten immunsuppressiven Mechanismen, der vor allem von CD4+ Tregs genutzt 

wird, um Immunantworten zu hemmen (Deaglio et al., 2007, Schuler et al., 2014). Sie sind damit 

eine bedeutende Quelle für extrazelluläres Adenosin und exprimieren gleichzeitig 

Adenosinrezeptoren, durch welche sie sensitiv für autokrine sowie parakrine Adenosinstimulation 

sind (Allard et al., 2016). In dieser Untersuchung konnte ebenfalls nachgewiesen werden, dass 

sowohl eine erhöhte Expression des Anteiles an IL-10+ CD4+ Treg als auch IL-10+ IFN-γ+ Tr1-

Zellen das Auftreten eines Rezidivs deutlich erhöht. Es ist nicht vollständig geklärt, warum im 

Zusammenhang mit einem HCC die immunsuppressive Funktion der Tr1-Zellen zu überwiegen 

scheint. Eine Möglichkeit könnte der Einfluss der purinergen Stoffwechselwege und der 

hypoxischen Immunreaktion auf Tr1-Zellen sein, da sie im Gegensatz zu anderen Subpopulationen 

der T-Zellen, einzigartige Stoffwechselanforderungen haben. Tr1-Zellen sind von der Glykolyse 

abhängig und werden durch Hypoxie und extrazelluläres ATP funktionell gehemmt (Mascanfroni 

et al., 2015), während z.B. CD4+ Treg von der Fettsäureoxidation abhängig sind (Newton et al., 

2016). Ein weiterer Einfluss auf Tr1-Zellen übt die IL-10 vermittelte Signalgebung selbst aus, da 

sie bei Tr1-Zellen für die Aufrechterhaltung einer hohen Il-10-Produktion erforderlich ist, sodass 

Tr1-Zellen in Abwesenheit der Il-10 vermittelten Signalgebung ihre Fähigkeit IL-10 zu 

sezernieren verlieren (Brockmann et al., 2017). Die prognostische Bedeutung der Tr1-Zellen 

scheint bei HCC-Patienten wie bei CD4+ Treg IL-10 vermittelt zu sein.  

IL-10 gehört ebenfalls zu den Stimulatoren von CD163. Aber auch CD163 kann reziprok ein 

Stimulator der IL-10 Expression sein, da beim Abbau der Erythrozyten durch die Hämoxygenasen 

Biliverdin, CO und Eisen entstehen (Etzerodt and Moestrup, 2013). CO ist wiederum ein Inhibitor 

für proinflammatorische Zytokine, wie IL-1 und TNF-α und ein Stimulator für IL-10 (Zhu et al., 

2020). Eine hohe Anzahl an CD163 exprimierenden Makrophagen im Serum von HCC-Patienten 
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ist mit einem schlechten Gesamtüberleben assoziiert (Ding et al., 2019). Ebenso ist die Anzahl an 

TEMs im Blut bereits vor dem radiologischen Nachweis eines Rezidivs bei Patienten mit einem 

HCC erhöht (Matsubara et al., 2013). In der vorliegenden Untersuchung konnte ebenfalls ein sehr 

deutlich erhöhtes Rezidivrisiko sowie reduziertes Gesamtüberleben bei Patienten mit einem 

erhöhten Anteil an CD163 exprimierenden TEMs und CD14+ CD16+ Monozyten nachgewiesen 

werden.  

Des Weiteren geht bei Patienten mit HCC bedingter Leberresektion eine postoperativ erhöhte 

Konzentration von NAD+ mit einer erhöhten Anzahl an Th17-Zellen (CCR6+ CCR4+) mit IL-17 

und/oder IL-22 Expression einher. Die Funktion der Th17-Zellen in der Tumorpathogenese ist 

teilweise noch unklar und widersprüchlich (Wang et al., 2009). Th17-Zellen können unter 

bestimmten Umständen zu CD4+ Treg (IL-10+) konvertieren, wobei diese Differenzierung auch 

bidirektional Ablaufen kann (Zhu et al., 2010, Hawiger and Flavell, 2009). CD4+ Treg (IL-10+) 

wurden in-vitro mit steigenden NAD+-Konzentrationen kultiviert (Elkhal et al., 2016). Dabei 

zeigte sich, dass eine hohe NAD+-Konzentration die Umwandlung von CD4+ Treg in CD4+ IL-17 

produzierende Th17-Zellen, unabhängig von der Zytokinumgebung induzieren konnte. CD4+ Treg 

verändern in der Anwesenheit von NAD+ ihr Zytokin- und Transkriptionsprofil und erwerben eine 

typische Th17-Zytokinexpression. Damit haben steigende NAD+-Konzentrationen die Fähigkeit 

die Proliferation von immunsuppressiven Treg zu Th17-Zellen zu bewirken und können so ein 

vielversprechender neuer Ansatz im Verständnis der Pathogenese des HCC sein (Elkhal et al., 

2016). Dieser Mechanismus konnte durch die vorliegende Studie nun erstmal bei Patienten mit 

einem HCC durch die Korrelation in vivo bestätigt werden. Die IL-10 vermittelte Signalgebung 

sowie die daraus folgende Beeinflussung mehrere Rezeptoren und Subtypen der T-Zellen sowie 

Monozyten scheint für HCC-Patienten von großer prognostische Bedeutung zu sein und muss 

weitergehend untersucht werden. 

Folgend steht die Betrachtung der verschiedenen Subtypen der T-Zellen im Fokus. Die 

signifikanten Unterschiede in der Expression der Ektoenzyme ließen sich in dieser Untersuchung 

nicht für immunsuppressive T-Zellen, wie CD4+ und CD8+ Treg nachweisen, sondern 

beschränkten sich auf CD4+ und CD8+ T-Zellen sowie IFN-γ exprimierenden Th1-Zellen und 

CTL, welche nicht immunsuppressive, sondern antitumorale Funktionen ausüben. Ferner zeigte 

sich eine signifikante Erniedrigung der CTL (IFN-γ+) und des Anteils an IFN-γ+ Th1-Zellen. Die 

Beeinflussung der Immunantwort durch IFN-γ basiert unter anderen auf der Stimulation zur 

Expression von Tumorantigen präsentierenden MHC-Molekülen, welche die Tumorzellerkennung 

durch die Immunzellen erleichtert sowie der hemmenden Wirkung auf den Zellzyklus und der 
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Induktion von apoptotischen Prozessen (Cornetta et al., 1994, Martini et al., 2010, Street et al., 

1997). Die Bindung von extrazellulärem Adenosin wirkt sich nicht nur gegenüber dem 

Tumorwachstum als fördernd, sondern auch stark einschränkend in der Überwachung des Tumors 

durch das Immunsystem aus (Allard et al., 2012). Es ist bekannt, dass die Bindung von Adenosin 

am A2a-Rezeptor die IFN-γ Produktion sowie die zytotoxische Funktion der CD8+ T-Zellen und 

CTL inhibiert und die Differenzierung von CD4+ T-Zellen in Treg förderte. Dieser Zusammenhang 

könnte die erniedrigte Anzahl an antitumoral wirkenden T-Zellen (IFN-γ+) mit zusätzlicher 

Expression der Ektoenzyme in der vorliegenden Untersuchung erklären. Allerdings scheinen nicht 

nur die IFN-γ Produktion der CTL einer Beeinflussung der TME zu unterliegen. In der 

vorliegenden Studie lag bei HCC-Patienten ein erniedrigter Anteil an IFN-γ+ exprimierenden Th1-

Zellen und nicht der CTL vor. Es sind weitere Untersuchungen zu den genauen Prozessen der 

Beeinflussung der T-Zellen notwendig, da vor allem die Rolle von Th1-Zellen in der antitumoralen 

Immunität bei Patienten mit einem HCC noch nicht abschließend geklärt werden konnte und 

widersprüchliche Ergebnisse zeigte. So wurden neben Personen aus der gesunden Kontrollgruppe 

auch für Patienten mit HCC bereits eine reduzierte oder erhöhte Anzahl an Th1-Zellen gemessen 

(Yan et al., 2014).  

Das Vorliegen des bereits erwähnten A2a-Rezeptors wurde in der Untersuchung erstmalig auf 

TEMs bei HCC-Patienten nachgewiesen. Es konnten allerdings keine signifikanten Unterschiede 

oder Korrelationen zwischen den Kohorten nachgewiesen werden. 

Zusätzlich zeigte sich bei Patienten, die im Zuge der Lebertransplantation einen IRI erlitten, bereits 

präoperativ eine jeweils signifikant erhöhte Anzahl der Subpopulation der Th17-Zellen (CCR6+ 

IL-17+) mit Expression von CD38, CD203a und Cx43. Zum Zeitpunkt der vermuteten ACR ließ 

sich ein signifikanter Unterschied der Cx43 exprimierenden Th17-Zellen feststellen. Die 

Ektoenzyme CD38 und CD203a sowie Cx43 wurden bis zu der vorliegenden Studie noch nicht im 

Zusammenhang mit einem IRI nach Lebertransplantation untersucht doch weisen 

vielversprechende Eigenschaften als zukünftige prognostische Marker auf. Es wird vermutet, dass 

eine Störung des Gleichgewichts zwischen proinflammatorischen Th17-Zellen und 

antiinflammatorischen CD4+ Treg ein wichtiger Faktor in der Pathogenese des IRI ist (Zhang et 

al., 2017).  Die vorliegenden Messdaten sind damit im Einklang. Zu den Quellen extrazellulärer 

Nukleotide, den Substraten für die Ektoenzyme CD38 und CD203a gehören aggregierende 

Thrombozyten, degranulierte Makrophagen, geschädigte Zellen, die mechanischen oder 

oxidativem Stress ausgesetzt sind (Luthje, 1989, Dubyak and el-Moatassim, 1993). Da bei einem 

IRI die Hepatozyten zellulärer Schädigung und oxidativem Stress unterliegen ist insofern ein 
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Zusammenhang mit der erhöhten Anzahl der Ektoenzyme denkbar. Die vorliegenden 

Messergebnisse deuten ebenfalls darauf hin, dass die erhöhte Anzahl an Cx43 exprimierende 

Th17-Zellen eine Unterscheidung zwischen einer ACR und einem IRI möglich macht. Auch in 

dem Zusammenhang einer ACR ist die Funktion von Cx43 und Th17-Zellen noch weitgehend 

unklar, sodass weitere Untersuchungen notwendig sind, um die prognostische Bedeutung zu 

validieren.  

Die Transplantation setzt das Gefäßsystem des Transplantats einer warmen und kalten 

Ischämiezeit aus, gefolgt von der Reperfusion und der damit Verursachung von oxidativem Stress 

(Robson et al., 1995, Bilzer and Gerbes, 2000, Game et al., 2001). Zu den Risikofaktoren eines 

IRI zählen der Ernährungszustand des Spenders, ein fortgeschrittenes Spenderalter über 70 Jahre 

und die Steatose der Spenderleber sowie die Länge der kalten und warmen Ischämiezeit (Peralta 

et al., 2013).  Die CIT ist in der Patientengruppe mit einem IRI im Vergleich zu der Gruppe mit 

bioptisch nachgewiesener ACR als auch zur Gruppe ohne ACR signifikant erhöht. Dies spricht für 

eine funktionelle Bedeutung der CIT im Rahmen der Pathogenese des IRI.  

Diese Studie konnte erstmalig die Expression von CD39 auf im Blut zirkulierenden TEMs 

nachweisen. Der Anteil der CD39 exprimierenden TEMs bei HCC-Patienten beträgt fast 100% 

(MW 99,6 %) und ist damit höher als auf anderen Monozyten Subpopulationen der Patienten mit 

Leberresektion und ebenso im Vergleich zu der Kontrollgruppe signifikant erhöht. Kürzlich 

konnte gezeigt werden, dass unter hypoxischen Bedingungen aktivierte Endothelzellen 

Angiopoetine sezernieren, wodurch TEMs in die hypoxische TME migrieren und dort am Prozess 

der Vaskularisation des Tumors teil haben (Atanasov et al., 2018). Dies zeigt die Bedeutung der 

Angiopoetin-TIE-2-Achse und der TEMs im Kontext der Entstehung von gefäßreichen Tumoren 

wie dem HCC (Dapas et al., 2014, Murdoch et al., 2007). Damit könnten CD39 exprimierende 

TEMs durch den Abbau von ATP zu ADP oder ADP zu AMP mit dazu beitragen, die Hypoxie in 

der TME zu verstärken. Die daraus folgende Erhöhung des Adenosins verstärkt die Hypoxie in 

der TME und führt zu einer Zunahme der Angiogenese, die wiederum das Tumorwachstum 

begünstigt (Kazemi et al., 2018). Zum anderen ein fördert erhöhtes Adenosin zusätzlich die 

Sekretion von vaskulärem endothelialem Wachstumsfaktor (VEGF) und die Proliferation von 

Endothelzellen (Grant et al., 1999). Auch TEMs exprimieren angiogene Faktoren, wie VEGF und 

Fibroblasten-Wachstumsfaktor (FGF), wodurch sie kausal an der Progression des HCC beteiligt 

sind (Fiedler et al., 2006). Der signifikant erhöhte Anteil der CD39 exprimierenden TEMs scheint 

in der Entwicklung eines HCC ein gewichtiger Faktor zu sein, dessen genaue Rolle zukünftiger 

Aufklärung bedarf. 
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Innerhalb der Gruppe der Patienten mit Lebertransplantation zeigte sich zusätzlich, dass sowohl 

der Anteil CD39 exprimierender TEMs als auch CD39 exprimierender Monozyten (CD16+ 

CD14+) bereits präoperativ bei denjenigen Patienten erniedrigt war, die nach der Transplantation 

eine ACR zeigten, verglichen mit den Patienten ohne zukünftige ACR. Ein Zusammenhang 

zwischen ACR und einer erhöhten Anzahl an Monozyten im Blut wurde bereist postuliert (Deng 

et al., 2018). Obwohl vorliegend die Anzahl der Monozyten an den Gesamtblutzellen nicht erhöht 

war, scheinen sie jedoch relevante Funktionen bei einer en ACR zu übernehmen.  

Bei der ACR handelt es sich um eine T-Zell vermittelte inflammatorische Reaktion auf die HLA-

Spender-Antigene, die sich den T-Zellen des Empfängers präsentieren (Hale, 2006). TEMs haben 

ebenfalls durch ihre Fähigkeit IL-10 und VEGF in großen Mengen zu sezernieren eine 

immunsuppressive Aktivität und konnten in vitro die tumorspezifische T-Zell-Proliferation 

dämpfen (Ibberson et al., 2013). Des Weiteren konnte in vitro gezeigt werden, dass die Bindung 

von Ang2 am TIE-2-Rezeptor die TEMs dazu stimuliert die T-Zell-Proliferation deutlich zu 

unterdrücken (Coffelt et al., 2011). Das immunsuppressive IL-10 wird durch die TEMs als 

Reaktion auf die Ang2 Stimulation hochreguliert, unterdrückt die T-Zell-Proliferation, und 

induziert im Gegenzug die Umwandlung von CD4+ T-Zellen in supprimierende Treg. Damit 

scheinen TEMs nicht nur die Tumorprogression durch angiogene Stimulation zu fördern, sondern 

auch die Suppression der antitumoralen Immunität und die Expansion der Treg Populationen 

(Coffelt et al., 2011). Ein Einfluss von TEMs auf die T-Zell-vermittelte ACR ist deshalb möglich, 

wobei der zu Grunde liegende Mechanismus noch ungeklärt ist. Die Expression von CD39 wurde 

bereits bei Patienten mit einer Lebertransplantation, Gefäßentzündungen und Thrombosen nach 

Transplantationen untersucht (Robson et al., 2005), jedoch nicht im Zusammenhang ACR. Die 

Expression von CD39 zeigt sich relevant für die Thrombozytenaktivierung, die Thrombo- und 

Angiogenese sowie den vaskulären Umbau und das metabolische Milieu als Reaktion auf 

entzündlichen Stress. ACR gehen mit parenchymalen und vaskulären Entzündungsprozessen 

einher, die bioptisch nachgewiesen werden können. Nachgewiesenermaßen kann die Induktion 

von CD39 kann auch durch die Exposition gegenüber proinflammatorischen Zytokinen sowie 

oxidativem Stress und Hypoxie gefördert werden (Allard et al., 2017). Der signifikant erniedrigte 

Anteil der CD39 exprimierenden CD14+ CD16+ Monozyten und TEMs scheint daher auch im 

Rahmen der ACR ein gewichtiger Faktor zu sein, dessen genaue Rolle zukünftiger Aufklärung 

bedarf. 
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9.2. Diskussion der Methodik  

9.2.1. Qualitätsbeurteilung der potenziellen Biomarker  

Die Beurteilung einer wirksamen Therapie kann anhand des Patientenüberlebens sowie dem 

Auftreten von Rezidiven oder Metastasen erfolgen. Die Patienten der Kohorte Leberresektion 

befinden sich in ambulanter Nachsorge und erhielten regelmäßig MRT-Untersuchungen des 

Abdomens. Das Auftreten eines Lokalrezidivs, welches hier primär beobachtet wurde, trat 

zwischen dem vorangegangenen und dem Nachsorgetermin auf, an dem die Diagnose eines 

Rezidivs gestellt wurde. So wurde dieser Nachsorgetermin als Auftreten des Rezidivs verwendet. 

Dieses Vorgehen erscheint bei dem entsprechend dichten und für alle Patienten einheitlichen 

Nachsorgeschema als zweckmäßig und akzeptabel. Bei Patienten, bei denen kein Rezidiv 

diagnostiziert wurde, entspricht der Termin der aktuellen Nachsorge der längsten rezidivfreien 

Überlebenszeit.  

Die Qualitätsbeurteilung eines Biomarkes ist für seine Anwendung in der Diagnostik und 

Verlaufsbeurteilung unabdingbar. Der Biomarker muss sowohl eine Unterscheidung zwischen 

erkrankten und nicht erkrankten Personen ermöglichen, die anhand eines Grenzwertes getroffen 

wird, als idealerweise auch eine Korrelation mit dem Erkrankungsstadium des Patienten aufweisen 

(Ruopp et al., 2008). Die Wahl des optimalen Grenzwertes ist von seinem Anwendungsgebiet 

abhängig. Im Rahmen der HCC-Diagnostik kann eine zu hohe Falsch-Negativ-Rate eine 

ungünstigen Krankheitsverlauf für den Patienten bedeuten, da der Diagnosezeitpunkt und der 

anschließenden Therapiebeginn zu spät gestellt werden.  

In der vorliegenden Studie wurde in der Kohorte Leberresektion eine Unterteilung in zwei 

Subgruppen anhand des Auftretens bzw. Nicht-Auftretens eines Rezidivs vorgenommen, eine 

ROC-Kurve erstellt und mit Hilfe des Youden-Index der bestmögliche Grenzwert bewertet. Dabei 

zeigte sich, dass der Anteil der CD163 exprimierenden TEMs und CD14+ CD16+ Monozyten mit 

einem 19- bzw. 17-fach erhöhten Risiko für das Auftreten eines Rezidivs sowie einer reduzierten 

Gesamtüberlebenswahrscheinlichkeit assoziiert ist und somit die größte prognostische Bedeutung 

aller untersuchten Immunzellen (Tabelle 11) aufweist. Der ROC-AUC der CD163+ TEMs liegt 

bei 0,77 und der CD163+ CD14+ CD16+ Monozyten bei 0,78. Der Youden-Index der TEMs und 

CD14+ CD16+ Monozyten liegt bei 0,67. Damit zeigt die Genauigkeit der potenziellen 

prognostischen Biomarker eine akzeptable Abgrenzbarkeit sowie eine gute potenzielle 

Wirksamkeit zur Unterscheidung zwischen HCC- Patienten mit und ohne Auftreten eines Rezidivs 

(vgl. Kapitel 7.14.). 
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Des Weiteren wurde für die zwischen den Kohorten Leberresektion und Kontrollgruppe 

signifikant unterschiedlichen Populationsstärken der T-Zellen und Monozyten eine ROC-Kurve 

erstellt und mit Hilfe des Youden-Index der bestmögliche Grenzwert bewertet. Die ROC-AUC 

und der Youden-Index sind mit einem maximalen Wert von 1 bei der Betrachtung des Anteils der 

CD39 exprimierenden TEMs am höchsten (Tabelle 12). Damit zeigt die Genauigkeit des 

potenziellen diagnostischen Biomarkers eine herausragende Abgrenzbarkeit sowie potenzielle 

Wirksamkeit zur Unterscheidung zwischen an einem HCC erkrankten und gesunden Personen auf 

(vgl. Kapitel 7.14.).   

Der bis heute am besten untersuchte Biomarker bei Patienten mit einem HCC ist das α-Fetoprotein 

(AFP). AFP ist ein Glykoprotein, das von fetalen Hepatozyten oder schlecht differenzierten Zellen 

des HCC exprimiert wird (van Meer et al., 2013). AFP kann sowohl im Rahmen von chronischen 

Lebererkrankungen wie viralen Hepatitiden als auch nicht-hepatozellulären Karzinomen wie 

intrahepatischen Cholangiokarzinomen oder Lebermetastasen intestinaler Karzinome erhöht sein 

und folglich zu falsch positiven Ergebnissen führen (Adachi et al., 2003, Sato et al., 1994, Tao et 

al., 2010). Die Bestimmung von AFP bei Patienten mit Leberzirrhose-assoziiertem HCC weist 

eine Sensitivität von 41%-65% sowie eine Spezifizität von 80%-94% auf (Di Bisceglie et al., 

2005). Die Sensitivität von AFP bei einem HCC in der Frühphase ist mit nur 32%-49% geringer. 

Aufgrund dieser vergleichsweisen geringen Sensitivität wird AFP nicht in der Primärdiagnostik 

eingesetzt. Da AFP vor und nach Therapie mit dem Behandlungserfolg bzw. der Rezidivrate 

korreliert, kann der Marker insbesondere im Rahmen der Verlaufsbeurteilung eingesetzt werden 

(Kobayashi et al., 2011, N'Kontchou et al., 2009).  

Die Sensitivität und Spezifität des Anteils der CD39 exprimierenden TEMs beträgt 100 %. Die 

Sensitivität und Spezifität des Anteils der CD163 exprimierenden TEMs und CD14+ CD16+ 

Monozyten liegt bei 77 % und 90%. Damit liegen die Sensitivität und Spezifität der potenziellen 

diagnostischen und prognostischen Biomarker deutlich über der des AFP.  

In der vorliegenden Untersuchung wurde eine kleine Patientengruppe (n=20) mit zwei 

unterschiedlichen Messzeitpunkten betrachtet. Eine nachfolgende Studie ist daher notwendig, um 

zu untersuchen, ob sich die vielversprechenden Sensitivitäten und Spezifitäten der prognostischen 

und diagnostischen Marker bestätigen. Zudem sind Untersuchungen unter Einschluss zusätzlicher 

Messzeitpunkte notwendig, um eine Beurteilung der Anwendbarkeit der Marker zur 

Verlaufsbeurteilung sowie des Behandlungserfolgs oder der potenziellen Eignung zur Detektion 

eines HCC in der Frühphase zu treffen. Außerdem benötigt es Studien an weiteren 
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Patientengruppen um eine etwaige Korrelation des Markers beispielsweise mit allgemeinen 

chronischen Lebererkrankungen (falsch positive) auszuschließen.  

9.2.2. Probengewinnung und -weiterverarbeitung 

Für die Probengewinnung bietet die periphere BE bei Patienten den Vorteil einer minimal-

invasiven, ubiquitär durchführbaren und anschließend einfach zu transportierenden und 

weiterzuverarbeitenden Methode. Zusätzlich ist die Entnahme nicht nur während einer stationären, 

sondern während einer ambulanten Versorgung möglich. Die Gewinnung der Patientenproben 

erfolgte anhand klinikinterner Standards (Standard Operating Procederes, SOP), dennoch können 

präanalytische Fehler nicht vollständig ausgeschlossen werden. Dazu zählen unter anderen die 

unterschiedliche Wahl des Entnahmeortes, die Dauer der venösen Stauung sowie die Dauer der 

nachfolgenden Lagerung und des Transportes.  

Eine Besonderheit in der Probenweiterverarbeitung stellte die Messung der NAD+-Konzentration 

im Serum der Patienten dar. Die entnommenen Blutproben müssen nach der BE direkt im Labor 

verarbeitet werden, um eine Verfälschung der gemessenen Konzentration zu vermeiden, da NAD+ 

von mehreren Enzymen im Plasma hydrolysiert oder abgebaut werden kann. Die Stabilität der 

Plasmaproben konnte für eine Zeit von 5-25 Minuten bestätigt werden (Brunnbauer et al., 2018). 

Dies stellt in der stationären sowie auch ambulanten Patientenversorgung zum jetzigen Zeitpunkt 

einen limitierenden Faktor in der Möglichkeit der Anwendbarkeit dar.  

Die für die Studie gewonnenen Blutproben wurden über einen Zeitraum von 14 Monaten 

gesammelt. Die PBMC jeder Probe wurden nach der Isolierung bei -156°C über einen Zeitraum 

von mehr als 12 Monaten kryokonserviert. Dies erlaubte eine gleichzeitige Messung der 

ausgewählten Patientenproben. Zudem wurde durch die Methode sichergestellt, dass die Proben 

alle identisch behandelt wurden. Die Kryokonservierung und das anschließende Auftauen ist in 

klinischen Studien ein etabliertes Verfahren, das sowohl in der biologischen, als auch 

biomedizinischen Forschung eine breite Anwendung findet, da es eine langfristige Lagerung bei 

Aufrechterhaltung der Funktionalität und Viabilität der Zellen ermöglicht (Germann et al., 2011). 

Die Stabilität von NAD+ in gefrorenem humanem heparinisiertem Plasma konnte für mindestens 

drei Monate nachgewiesen werden (Brunnbauer et al., 2018); alle im Rahmen der vorliegenden 

Studie erhobenen Messdaten beruhen auf Proben mit einem Alter von weniger als 3 Monaten. Als 

wichtigste Qualitätsfaktoren für den Prozess der Kryokonservierung und des Auftauens von 

PBMC haben sich ein standardisiertes Einfrier- und Auftauprotokoll sowie die verwendete 

Gefriermethode und die Länge der Kryokonservierung erwiesen (Tompa et al., 2018). Trotz der 
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bedarfsgerechten Lagerung der Proben sind lagerungs- und zeitbedingte Veränderungen und somit 

Verfälschungen des Gesamtergebnisses nicht vollständig auszuschließen.  

Bei der Kryokonservierung von T-Zellen ist der Aspekt der Erhaltung der Funktionalität bei der 

Bildung von Zytokinen sowie Interleukinen für diese Studie von zentraler Bedeutung. Bei einer 

optimierten Zellkryokonservierung und einer kontinuierlichen Lagerung bei unter -130°C ohne 

Temperaturschwankungen konnte nach dem Auftauen eine Aufrechterhaltung der Viabilität und 

Funktionalität von T-Zellen in Immunassays nachgewiesen werden (Angel et al., 2016). Der 

zweite zentrale Qualitätsaspekt ist die Länge der T-Zell-Kultur, die in dieser Untersuchung vier 

Stunden betrug. Sie ist für die Erholung der Zellen sowie die Bildung von Zytokinen und 

Interleukinen in dieser Studie von Relevanz. Eine T-Zell-Kultur über einen Zeitraum länger als 12 

Stunden führt zu einer Abnahme der Viabilität und Funktionalität, im Vergleich zu Messungen 

direkt nach dem Auftauen (Angel et al., 2016). Daher ist in dieser Untersuchung mit einem 

Zeitraum der Kultur von vier Stunden und bei einer gemessenen Viabilität der T-Zellen nach der 

Isolation zwischen 70 % bis 87 % nicht von einer signifikanten Abnahme der Funktionalität und 

Viabilität auszugehen.  

9.2.3. Einschränkungen des Studiendesigns 

Die periphere BE erfolgte laut Protokoll bei allen Patienten zu den vorgegebenen prä- und 

postoperativen Zeitpunkten. In der Kohorte der Lebertransplantation wurde bei Verdacht auf eine 

ACR zusätzlich eine Blutprobe entnommen. Eine Problematik der klinischen Symptomatik einer 

ACR ist die fehlende Abgrenzbarkeit zu anderen postoperativen Komplikationen. Daher wurde 

erst durch eine Leberbiopsie die ACR histopathologisch als solche identifiziert. Eine Zuordnung 

der Patienten in die Kohorte mit einer gesicherten ACR oder eines IRI, erfolgte anhand dieses 

Ergebnisses. Eine Zuordnung zu den beiden Gruppen ohne das Ergebnis der Leberbiopsie ist nicht 

möglich, sodass Patientendaten ohne Biopsie nicht berücksichtigt werden konnten, um eine 

Verfälschung der Ergebnisse zu vermeiden. Die dritte Gruppe bildeten Patienten, bei denen 

postoperativ zu keinem Zeitpunkt der Verdacht auf eine ACR bestand. Aus den genannten 

Gründen ist die Anzahl der eingeschlossenen Patienten sehr gering. Der weitere Einfluss durch 

andersartige postoperative Transplantatfunktionsstörungen ist in allen Gruppen nicht 

auszuschließen.  

Bei einem Vergleich der Patientengruppen ist ferner zu berücksichtigen, dass es sich bei der 

Kontrollgruppe um Probanden ohne Vorerkrankungen der Leber, Karzinome oder andere 

entzündlichen Grunderkrankungen handelt. Dadurch entstehen bei der Betrachtung der 
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verschiedenen Kohorten sowohl prä- als auch postoperativ signifikante Unterschiede, die in 

Kapitel 8.2. beschrieben wurden. Diese Unterschiede betreffen vor allem leberspezifische 

Blutwerte sowie die postoperative Aufenthaltsdauer im Krankenhaus oder den Zeitpunkt der 

postoperativen BE. Diese Unterschiede zwischen den Kohorten gründen in den hier spezifisch 

untersuchten Entitäten der Erkrankungen und können nicht beeinflusst werden. Da die Patienten 

der Kontrollgruppe in dieser Studie ebenfalls operiert wurden, ist der Störfaktor chirurgischer 

Eingriff und dessen potenzieller Einfluss auf die untersuchten Immunzellen kontrolliert worden. 

Ein signifikanter Unterschied besteht allerdings in der Dauer der Operation, deren Einflussnahme 

auf das Ergebnis nicht vollständig ausgeschlossen werden kann. Die Genese der Leberzirrhose bei 

Patienten mit einen HCC (vgl. Kapitel 8.2.) und der in dieser Untersuchung betrachteten Kohorten 

entspricht der in Deutschland am häufigsten auftretenden Lebererkrankungen, sodass hier eine 

repräsentative Stichprobe ausgewählt wurde.  

Die Gruppe der Patienten mit Lebertransplantation zeigten postoperativ aufgrund der 

Immunsuppression signifikante Unterschiede in der Anzahl an T-Zellen im Vergleich zu der 

Kontrollgruppe (vgl. Kapitel 8.4.1.). Steroide sind die Basis aller immunsuppressiven Therapien 

und werden bereits vor der Reperfusion des transplantierten Organs intraoperativ verabreicht. 

Während der Lebertransplantation erhielten die Patienten intraoperativ einmalig 

Methylprednisolon sowie postoperativ initial Prednisolon in absteigender Dosierung. Die Wirkung 

der Steroide erfolgt über die Hemmung der T-Zell-Aktivierung und einer Blockierung der IL-1und 

IL-2 Synthese (Farkas et al., 2014). In der frühen postoperativen Phase werden Steroide in hohen 

Dosen verabreicht und anschließend schrittweise reduziert. Zusätzlich erhielten die Patienten 

postoperativ Tacrolimus. Tacrolimus gehört zu den Calcineurininhibitoren, wie auch z.B. 

Cyclosporin. Sie hemmen ebenfalls die T-Zell-Produktion und die Sekretion von IL-2 (Farkas et 

al., 2014). Bei Verdacht auf eine ACR wurde zusätzlich mit Mycophenolat-Mofetil (CellCept) 

behandelt. CellCept ist ein reversibler Inhibitor der Inosinmonophosphat-Dehydrogenase in der 

Purinsynthese und reduziert durch die Hemmung der Purinsynthese die Verbreitung von B- und 

T-Zellen (Schlitt et al., 2013). Diese Medikation erklärt die signifikanten postoperativen 

Unterschiede in der Anzahl der T-Zellen der Patienten mit einer Lebertransplantation.  

9.2.4. Statistische Einschränkungen  

In der hier vorliegenden Studie beträgt der Stichprobenumfang der Patientenkohorten zwischen 

drei und 20 Patienten. Bei kleinen Patientenkohorten reduziert sich die statistische Trennschärfe 

und Power. Bei kleinen Studienpopulationen steigt folglich das Risiko für einen Fehler 2. Art, dem 
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Nichterkennen eines Effekts, sowie für einen Fehler 1. Art, dem Erkennen eines Effekts, der nicht 

existiert. Ob ein Effekt signifikant ist, hängt vom Ergebnis sowie von der Verteilung der 

Ergebnisse ab. Die Gauß-Verteilung von Stichproben in kleinen Kohorten stellt sich flacher und 

schmalgipfliger dar als bei einem großen Stichprobenumfang. Dies bedeutet, dass die 

Standardabweichung des Mittelwerts in einer großen Kohorte kleiner ist als bei einem kleinen 

Stichprobenumfang. Zusätzlich erhöht sich in kleinen Gruppen mit einem flacheren Kurvenverlauf 

die Fläche unter der Kurve und damit die Auftretenswahrscheinlichkeit für einen Effekt durch 

einen Fehler 1. Art. Andererseits macht es ein großer Stichprobenumfang wahrscheinlicher, dass 

die Null-Hypothese aufgrund eines schwachen Effekts abgelehnt wird und ein geringer 

Unterschied als signifikant gewertet wird, obwohl seine biologische Relevanz und klinische 

Wertigkeit potenziell gering sind. Deshalb spricht das Verwerfen der Null-Hypothese bei einer 

kleinen Patientenkohorte i.d.R. für einen substanziellen Effekt. Dies muss bei der Betrachtung der 

in dieser explorativen Studie kleinen Patientenkohorten und bei der Beurteilung der Aussagekraft 

der Ergebnisse berücksichtigt werden.  
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10.  Zusammenfassung und verbleibende Herausforderungen  

Bei Patienten mit Leberresektion konnte sowohl prä- als auch postoperativ eine niedrigere NAD+-

Konzentration nachgewiesen werden. Verschiedene durch Expression von Ektoenzymen und 

weiteren Regulatoren des purinergen Stoffwechsels (CD38, CD203a, Cx43) charakterisierte T-

Zell-Subpopulationen waren in dieser Patientengruppe deutlich verringert, wohingegen ein 

höherer Anteil an TEMs das Ektoenzym CD39 exprimierten. Patienten mit hohem Anteil an 

CD163 exprimierenden TEMs und CD14+ CD16+ Monozyten wiesen eine erheblich kürzere 

rezidivfreie - und Gesamtüberlebenswahrscheinlichkeit auf. Auch Transplantationspatienten mit 

einem IRI zeigten präoperativ eine Erhöhung der Ektoenzym exprimierenden Th17-Zellen. 

Dagegen wiesen Patienten mit ACR präoperativ verringerte Anteile an CD39 exprimierenden 

Monozyten und TEMs auf.  

Die Behandlung des HCC ist anspruchsvoll und komplex, da es an der Schnittstelle mehrerer 

pathologischer Prozesse entsteht: eine zugrunde liegende chronische Erkrankung der Leber, die 

die therapeutischen Möglichkeiten einschränkt sowie eine hohes onkogenes Potential des HCC, 

welches in der Tumorbiologie selbst begründet liegt (Lurje et al., 2019). Durch die Verwendung 

der in dieser Studie untersuchten Ektoenzyme als neue potenzieller Biomarker erscheint eine 

Verbesserung von Diagnose, Prognose, Therapieoptionen und -entscheidungen bei HCC 

vielversprechend. Größere Kohortenstudien sind nötig, um die hier nachgewiesene Eignung der 

Ektoenzyme auf T-Zellen und Monozyten als auch die NAD+-Konzentration im Blut als 

Biomarker für die Diagnose und Prognose des HCC zu validieren. In der Diagnostik der ACR 

werden wahrscheinlich letztendlich Logistik, Verfügbarkeit, der klinische Verlauf des Patienten 

und die Kosten die Wahl eines geeigneten Markers bestimmen. Obwohl die Histologie der 

Leberbiopsie bei ACR immer noch den Goldstandard darstellt, ist es wahrscheinlich, dass eine 

sinnvolle Kombination aus Biopsie und Biomarkern in Zukunft die klinische 

Entscheidungsfindung mit einem hohen Grad an Genauigkeit unterstützen und die Häufigkeit von 

invasiven Biopsien reduzieren kann (Kumar et al., 2018). 
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