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1 Einleitung

1.1 Lebertransplantation

Versuche von Organubertragungen zwischen verschiedenen Individuen gibt es bereits
seit langem. Fur erste Arbeiten zur Gefald und Organtransplantation erhielten CARREL
und GUTHRIE bereits 1912 den Nobelpreis fir Medizin. Aber erst durch die Méglichkeit
einer spezifischen immunsuppressiven Therapie des Organempfangers gelang der
klinische Durchbruch in der zweiten Halfte des 20. Jahrhunderts. Die erste erfolgreiche
Nierentransplantation gelang 1954 durch J.E. MURRAY in Boston (USA) [1]. Eine
Lebertransplantation wurde am 1. Marz 1963 erstmalig erfolgreich durch T. E. STARZL in
Denver (USA) durchgefuhrt [2, 3]. Eine Herztransplantation erfolgte zum ersten Mal
1967 durch C. N. BARNARD im Groote Schuur Hospital, Kapstadt (Stidafrika) [4].
Seitdem entwickelte sich die Organtransplantation insbesondere durch die Entwicklung
hochpotenter Immunsuppressiva zur klinischen Routine. Gleichzeitig wurden die
Indikationen zur Organtransplantation — insbesondere zur Lebertransplantation — stetig
ausgeweitet (siehe Tabelle 1.1). Haufige Indikationen fur die Lebertransplantation sind
eine Leberzirrhose auf dem Boden einer Hepatitis B oder C, einer Autoimmunhepatitis,
einer primar bilidren Zirrhose (PBC) oder eine Leberzirrhose infolge einer primar
sklerosierenden Cholangitis (PSC). Eine eingeschrankte Indikation besteht bei einer
ethyltoxischen Zirrhose. Weitere Indikationen sind metabolische Erkrankungen wie
Morbus Wilson oder Hamochromatose sowie das Budd-Chiari-Syndrom. Unter
bestimmten Voraussetzungen ist eine Lebertransplantation sogar bei malignen
Grunderkrankungen wie dem hepatozellularen Karzinom (HCC) oder Klatskin-Tumoren
moglich [5-8].

Durch die weitergefasste Indikationsstellung stieg die Zahl der Neuanmeldungen zur
Lebertransplantation in den letzten Jahren stetig an. Die Zahl der erfolgreichen
Lebertransplantationen konnte aber nicht in demselben Maf3 erhéht werden, so dass in
Deutschland, Europa und Nordamerika ein Mangel an verfigbaren Organen entstand
(siehe Abbildung 1.1). Fur Deutschland steht im Jahr 2008 einer Zahl von 1866
Neuanmeldungen zur Lebertransplantation nur eine Gesamtzahl von 1.067

durchgefuhrten Lebertransplantationen gegenuber [9]. Leberlebendspenden kénnen
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diese Lucke nicht schlie3en, da sie zahlenmalR3ig nur eine untergeordnete Rolle spielen
und diese Option nur einer Minderheit potentieller Organempféanger zur Verfliigung
steht.

2008 DEUTSCHLAND

Indikationen fiir eine Lebertransplantation

DIE ZEHN HAUFIGSTEN ICD-10 HAUPTDIAGNOSEN (BEI NEUANMELDUNG)

K70.2 Alkoholische Fibrose und Sklerose der Leber 520
C22.0 Leberzellkarzinom 266
K74.6 Sonstige und nicht ndher bezeichnete Zirrhose der Leber 195
k74/818.2 Fibrose und Zirrhose der Leber / Chronische Virushepatitis C 184
K83.0 Cholangitis 86
K76.8 Sonstige naher bezeichnete Krankheiten der Leber 53
044.2 Atresie der Gallengédnge 44
K72.0 Akutes und subakutes Leberversagen 41
K74.3 Primare bilidre Zirrhose 39
044.6 Zystische Leberkrankheit (Zystenleber) 33

1.461

Bei einem Patienten sind mehrere Diagnosen moglich. Insgesamt: 67 Hauptdiagnosen bei 1.866 Fallen

Quelle: Eurotransplant DSO 98

Tabelle 1.1:  Indikationen zur Lebertransplantation (Quelle: DSO)

Ziel der aktuellen Forschung ist deshalb die Suche nach Wegen, die Qualitat der
Transplantate zu verbessern. Weltweit versuchen Forschungsgruppen, die die
Transplantatqualitdt bestimmenden Faktoren zu identifizieren. Gesucht werden
Mdglichkeiten durch entsprechende Behandlungen diese Faktoren ginstig zu
beeinflussen, um eine vorzeitige Organdysfunktion des Transplantats zu vermeiden und

um auch Organe mit grenzwertiger Funktion flr Transplantationen nutzen zu kénnen.



2008 DEUTSCHLAND

Neuanmeldungen und Lebertransplantationen
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- Neuanmeldungen (nur Erstanmeldungen, keine Wiederholungsanmeldungen) (Quelle: Eurotransplant)
I Transplantationen gesamt
- Transplantationen nach postmortaler Spende

Transplantationen nach Lebendspende (Quelle seit 2001: Eurotransplant)

Domino-Transplantationen sind bis einschlieBlich 2001 in den Lebertransplantationen nach Lebendspende,
ab 2002 in den Lebertransplantationen nach postmortaler Organspende enthalten.
DSO 49

Abbildung 1.1: Neuanmeldung und Lebertransplantationen in Deutschland bis 2008 (Quelle: DSO)



1.2 Risikofaktoren der Transplantatdysfunktion

Sowohl klinische als auch experimentelle Untersuchungen zeigen, dass Antigen-
abhangige und Antigen-unabhéngige Faktoren entscheidend fur die Ausbildung und das
Fortschreiten einer Transplantatdysfunktion sind [10]. Ein  multifaktorielles
Zusammenspiel von Antigen-abhangigen und Antigen-unabhangigen Faktoren scheint

der chronischen Transplantatdysfunktion zugrunde zu liegen [11].

1.2.1 Antigen-abhangige Faktoren

Der Grad der Ubereinstimmung der HLA-Antigene bei Spender und Empfanger
beeinflusst sowohl die Frequenz als auch die Intensitat akuter Rejektionen nach einer
Transplantation [12]. Trotz scheinbar erfolgreicher Therapie des akuten
Abstol3ungsereignisses begrenzt die Zahl akuter Rejektionen durch progredienten
Verlust von  funktionellem Parenchym auch den Langzeitverlauf der
Transplantatfunktion.

Bei Nierentransplantationen zeigen HLA-kompatible Spender-Empfanger-
Kombinationen eine signifikant bessere Langzeitfunktion der Transplantate. Gleichwonhl

spielt die HLA-Kompatibilitét bei der Lebertransplantation nur eine geringere Rolle.

1.2.2 Antigen-unabhé&ngige Faktoren

Experimentelle und klinische Daten fuhrten zur Identifizierung einer Reihe von Spender-
spezifischen Antigen-unabh&ngigen Risikofaktoren. Einige Risikofaktoren, wie das Alter
der Spender oder Spender-assoziierte Erkrankungen, stehen zur Organentnahme
bereits fest und lassen sich nicht beeinflussen. Dauer und Art der Intensivtherapie
bestimmen ebenso die Organqualitat, jedoch ergeben sich hier Einflussmaoglichkeiten.
Ahnliches gilt fur die chirurgischen MaRnahmen bei der Organentnahme inklusive der
Organperfusion und Konservierung. Einfluss auf die Organqualitdt vor einer
Transplantation hat auch der Organtransport und die Dauer der Ischamiezeit [13].

Durch den Vergleich von Kadaver-Spenden mit Lebendspenden konnte der Hirntod
selbst als bedeutender Antigen-unabhangiger Faktor herausgearbeitet werden.

Zahlreiche tierexperimentelle und klinische Arbeiten zeigten Stérungen der



Spenderorgane auf unterschiedlichen Ebenen, die eng mit den Verdnderungen nach
dem Hirntod verbunden sind [14-17].

Diese Risikofaktoren verursachen in ihrer Gesamtheit eine unspezifische
immunologische Aktivierung des Organs, welche nach der Transplantation eine
verstarkte Immunantwort des Empfangers hervorruft. Die Transplantate weisen einen
erhohten Besatz an endothelialen Oberflachenmolekilen auf, die zu einer verstarkten
unspezifischen Aktivierung, Adhésion und Migration von Entzindungszellen im
Transplantat fihren. Daneben findet sich eine erhéhte Expression von HLA-Klasse-I-
und HLA-Klasse-lI-Molekiilen, die eine spezifische, Antigen-getriggerte Immunantwort
induzieren. Die unspezifische und die spezifische Immunreaktion beeinflussen und
verstarken sich gegenseitig. lhre synergistischen Effekte verursachen nach der
Transplantation haufigere Rejektionen mit schwereren Verlaufen, die zu einer
vorzeitigen Schadigung des Transplantats fihren [18].

Zusatzlich dazu existieren auch Empfanger-spezifische Antigen-unabhangige
Risikofaktoren. Hierzu zéhlen die Grund- und Begleiterkrankungen des Empfangers,

Infektionen und die Art der Immunsuppression.

1.3 Der Hirntod als Spender-spezifischer Risikofaktor

In den letzten Jahren konnte der Hirntod als wichtiger Antigen-unabhangiger
Risikofaktor fur eine Transplantatdysfunktion identifiziert werden. Die vielschichtigen
Veranderungen im Spender als Folge des Hirntods verursachen Schadigungen des
Transplantats noch vor der Transplantation. Diese flihren zu gehauften akuten
Rejektionen, einer beschleunigten chronischen Rejektion und zu einem verringerten
Transplantatiiberleben [16, 19-30].

Durch tierexperimentelle und Klinische Studien konnten Mechanismen und
Auswirkungen des Hirntods auf die Qualitat der Spenderorgane herausgearbeitet
werden. Gefunden wurden zahlreiche Veranderungen auf hamodynamischer,
hormoneller und immunologischer Ebene. Entsprechende Untersuchungsergebnisse

liegen fur Herz, Lungen, Nieren und Leber vor [14, 15, 31].
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1.3.1 Hamodynamische Verdnderungen

Die hamodynamischen Auswirkungen des Hirntods auf den Spender lassen sich in zwei
Abschnitte teilen. Auf eine frihe hypertensive Phase folgte eine Phase der Normo- oder
Hypotension [32].

Die frihe hypertensive Phase wird durch eine massive Ausschittung von
Katecholaminen verursacht. Auf die cerebrale Ischamie reagiert der Kérper mit einer
ausgepragten Sympathikus-Aktivierung, in deren Folge grof3e Mengen endogener
Katecholamine freigesetzt werden. Die massive Katecholaminfreisetzung — auch
autonomic storm genannt — bewirkt eine periphere Vasokonstriktion, die zu
Organminderperfusionen und Organischamien fuhrt. In diesen Organen kommt es zu
einem vermehrten anaeroben Stoffwechsel mit Anhaufung anaerober Metabolite.

Die Metabolite bewirken wiederum eine Vasodilatation, die zu einer normo- oder
hypotensiven Phase Uberleitet. Vasodilatation, Hypotonie und kardiale Dysfunktion
kbnnen so den hamodynamischen Kollaps mit Organminderperfusion und

Organischamie hervorrufen.

1.3.2 Hormonelle Veranderungen

Neben der Freisetzung von Katecholaminen ist in hormoneller Hinsicht besonders die
Hypothalamus-Hypophysen-Achse vom Hirntod beeinflusst. Verminderte Vasopressin-
Spiegel fihren zum Diabetes insipidus des Spenders. Einige tierexperimentelle Arbeiten
zeigten einen verringerten Cortisol-Spiegel im Spender. Auf3erdem wurden verringerte
Konzentrationen der Schilddriisenhormone fT3 und fT4 registriert [14, 15].

Untersuchungen beim Menschen zeigten jedoch ein uneinheitliches Bild mit zum Teil

nur minimalen hormonellen Veranderungen [33].

1.3.3 Immunologische Verdnderungen

Der Schwerpunkt der Forschungen uber die Rolle des Hirntodes lag in den letzten
Jahren bei den immunologischen Verédnderungen, die durch den Hirntod ausgeldst
werden.

Der Hirntod bewirkt einen Anstieg proinflammatorischer Zytokine im Spender, der in
mehreren tierexperimentellen und klinischen Arbeiten nachgewiesen wurde. Gezeigt

werden konnte ein erhdhter Ausstold von proinflammatorischen Zytokinen wie IL-1j3,
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IL-2, IL-6, TNF-a und IFN-y [17, 34-42]. Diese Zytokine bewirken auf unterschiedliche
Weise die Aktivierung von immunkompetenten Zellen.

Parallel konnten mehrere Forschungsgruppen eine Hochregulation von immunologisch
wirksamen Membranproteinen nachweisen [13, 17, 36, 43-47]. Hierzu zahlen
Oberflachenproteine wie ICAM-1, VCAM-1, P- und E-Selektin oder MHC-II. Die
vermehrte Expression von Adh&asionsmolekilen wie ICAM-1, VCAM-1, P- und E-
Selektin wird durch Zytokine induziert und bewirkt eine verstarkte transepitheliale
Migration von Leukozyten in das Organparenchym [48, 49].

Die Gesamtheit dieser Mechanismen fihrt zu einer verstarkten immunologischen
Aktivitét des Transplantats, die nach der Transplantation eine verstarkte Immunantwort
des Empfangers induziert. Die Folge sind h&ufigere Rejektionsepisoden mit einem

verringerten Transplantatiberleben.

1.4 Spendervorbehandlung

Die Erkenntnisse Uber die Organveranderungen infolge des Hirntods und deren
Auswirkungen auf die Transplantatfunktion motivierten zur Suche nach
Behandlungsmoglichkeiten, die Auswirkungen des Hirntods zu minimieren,
Organveranderungen zu unterdriicken oder umzukehren [50-52].

SINGER et al. diskutierten nutritive Therapieoptionen (Antioxidantien, Spurenelemente,
Fischol) und sehen darin einen Beitrag zur Optimierung des Spendermanagements
[53].

Die frihe Phase des Hirntods bewirkt einen autonomic storm durch eine massive
Ausschittung von Katecholaminen. Durch eine Therapie des autonomic storm konnten
bei der Herztransplantation eine verbesserte myokardiale Funktion, eine hohere Rate
an transplantierten Herzen und ein verlangertes Uberleben erzielt werden [54].
Ausgehend von den hormonellen Stérungen wurde der Einfluss einer
Hormonsubstitution nach dem Hirntod untersucht [55]. Eine konsequente Substitution
mit Steroiden, Vasopressin und T3/T4 fuhrte zu einer hoheren Rate an transplantierten
Organen im Vergleich zu unbehandelten Spendern [56, 57]. In Bezug auf die

Herztransplantation konnte durch die Hormontherapie eine hoéhere Rate an
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transplantierten Herzen mit einer besseren Funktion und einem verlangerten Uberleben
beobachtet werden [58].

Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit liegt in der Vorbehandlung des hirntoten
Organspenders zur Minimierung der immunologischen Veranderungen, die durch den
Hirntod des Spenders ausgelost werden.

Die anti-inflammatorische Wirkung von Glucocorticoiden ist seit langem bekannt und
wird in der klinischen Praxis routinemaflig zur Modulation des Immunsystems
eingesetzt. Durch die Gabe von Glucocorticoiden zur Vorbehandlung des hirntoten
Spenders konnte im Rattenmodell eine signifikante Reduktion proinflammatorischer
Marker gezeigt werden. Dies fuhrte zu einer besseren Funktion und einer geringeren
Zahl an akuten Rejektionen transplantierter Nieren [59-62].

Beim Menschen konnte fir die Lungentransplantation durch eine hochdosierte
Steroidtherapie eine signifikant erhohte Rate an transplantablen Organen erreicht
werden. AulRerdem zeigte sich zur Explantation eine verbesserte Oxygenierung der
Organe [63].

Die Auswirkungen einer Steroidtherapie des hirntoten Spenders auf die Organqualitat
der Leber wurden bisher nur unzureichend untersucht. Erste Arbeiten zeigen auch hier
eine Unterdrickung proinflammatorischer Marker [64]. Deren Auswirkungen auf die

Organqualitat und das Outcome nach der Transplantation sind noch unklar.
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1.5 Aufgabenstellung

Nach derzeitigem Erkenntnisstand bewirkt der Hirntod eine gesteigerte Ausschittung
proinflammatorischer Serummarker. Die Expression scheint sich durch eine
Steroidtherapie des Spenders zwischen Hirntod und Organentnahme gunstig
beeinflussen zu lassen. Insbesondere die Auswirkungen einer solchen Therapie auf

Lebertransplantate wurden bisher nur unzureichend untersucht.

In der hier dargestellten prospektiv randomisierten klinischen Studie soll der Einfluss
einer Therapie des hirntoten Spenders mit Methylprednisolon auf die Zytokin-
Serumspiegel im Spender untersucht werden. Dabei ergeben sich folgende

Fragestellungen:

1. Konnen durch eine Therapie hirntoter Organspender mit Methylprednisolon
signifikante Unterschiede in den Serumskonzentrationen von Iéslichen Zytokinen
(IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, IFN-y, MCP-1, IP-10) im Vergleich zu nicht

vorbehandelten Spendern gezeigt werden?

2. Lassen sich durch die Vorbehandlung immunologische Veranderungen infolge
des Hirntods unterdriicken?

3. Verandert die Vorbehandlung der Spender mit Methylprednisolon den klinischen

Verlauf nach der Lebertransplantation (biochemische Parameter, primare Non-
Funktion, Rejektionsrate) im Vergleich zu nicht vorbehandelten Spendern?

14



2 Material und Methoden

Die vorliegende prospektiv randomisierte klinische Studie wurde genehmigt von der

Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultat der Humboldt-Universitat zu Berlin.

2.1 Auswahl der Organspender

Im Zeitraum von 2003 bis 2006 wurden in dieser Single-Center-Studie 100
Hirntodspender aus dem Gebiet Berlin-Brandenburg der Deutschen Stiftung
Organtransplantation (DSO) prospektiv in 2 Gruppen randomisiert. Das Ergebnis der
Randomisation wurde in einem verschlossenen Umschlag verwahrt und war gegenuber
dem Untersucher, dem Organempfanger, dem Pathologen, dem Immunologen und den

Chirurgen verblindet.

Gruppe 1:

Die erste Gruppe bestehend aus 50 hirntoten Spendern (Gruppe 1: n=50) erhielt ab
dem Zeitpunkt des Einverstandnisses zur Organspende und nach Abschluss der
Hirntoddiagnostik eine Methylprednisolon-Therapie (Urbason®). Hierzu wurde eine
Induktionsdosis von 250 mg i.v. Methylprednisolon appliziert. Daran schloss sich eine

kontinuierliche Methylprednisolon-Gabe mit 100 mg/h i.v. bis zur Organentnahme an.

Gruppe 2:
Die zweite Gruppe enthielt ebenfalls 50 hirntote Spender (Gruppe 2: n=50), die jedoch

keine Therapie mit Methylprednisolon erhielten.

Alle Spender, die aufgrund ihrer Grunderkrankung eine Therapie mit Steroiden
aulRerhalb des Studienprotokolls erhielten und alle Spender mit Infektionen wurden von
der Studie ausgeschlossen. Eine Infektion wurde angenommen, wenn eine
Notwendigkeit zur Applikation von Antibiotika bestand.

Das weitere Management des Spenders, insbesondere die intensivmedizinische
Therapie, erfolgte gemall dem standardisierten Protokoll zur Spenderbehandlung der
Deutschen Stiftung Organtransplantation (DSO) Berlin-Brandenburg.
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Hirntote Spender, deren Leber im Rahmen des Allokationsverfahrens von
EUROTRANSPLANT Empfangern aul3erhalb des Transplantationszentrums der Klinik
fur Allgemein-, Visceral- und Transplantationschirurgie (Charité — Universitdtsmedizin
Berlin, Campus Virchow-Klinikum) zugewiesen wurden, konnten wegen des fehlenden
follow-up in der Studie nicht berticksichtigt werden. Deshalb konnten von mehr als 450
moglichen Spendern nur 100 Spender in die Studie eingeschlossen werden. Nach der
Randomisation wurden keine Ausfalle beobachtet. Alle 100 randomisierten Spender

konnten bis zum Endpunkt der Studie verfolgt werden.

2.2 Materialgewinnung und Verfahren zur Bestimmung der

Zytokinspiegel im Spenderserum

Die 100 randomisierten Spender wurden zur Organentnahme begleitet. Zur Gewinnung

von Spenderserum erfolgte eine Blutentnahme zu zwei definierten Zeitpunkten:

Zeitpunkt TP1:
Die Blutentnahme zum Zeitpunkt TP1 erfolgte nach Abschluss der Hirntoddiagnostik

und Einwilligung zur Organspende auf der Intensivstation.

Zeitpunkt TP2:
Die Blutentnahme zum Zeitpunkt TP2 erfolgte direkt vor der Laparotomie zur

Organentnahme.

Hierzu wurden 10 ml Blut des Spenders mit einer Einwegspritze enthommen und
10 min zur Gewinnung des Serums mit einer transportablen Zentrifuge (Capsulefuge,
TOMY, Centrifuge PMC-060; TOMY KOGYO CO. LTD, Tokio, Japan) bei 5000 U/min
zentrifugiert. Anschlielend wurde das Serum durch Abpipettieren gleichmaRig auf 6
Nalgene-Rohrchen (Nalgene® Cryoware, Nalge Company, Rochester, NY, USA)
verteilt und in flissigem Stickstoff (Stickstoffbehalter: MVE SC4/2V, MVE Inc.,

Burnsville, MN, USA) bis zur Weiterverarbeitung bei -70°C kryokonserviert.
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2.2.1 Zytokin-Bestimmung durch Immunoassay

In den Spenderseren wurde die Konzentration der I6slichen Zytokine IL-2Ra, IL-6, IL-8,
und TNF-a analysiert. Das Messprinzip bestand in einem Immunoassay. Die
Bestimmung erfolgte automatisiert durch das Immunoassay-Messsystem Immulite®
(DPC-Biihimann GmbH, Salzburg, Osterreich)

2.2.2 Cytometric Bead Array System (CBA)

Die Bestimmung der Konzentration der Zytokinmolekule IL-2, IP-10 (CXCL10), IFN-y,
MCP-1 (CCL2) und IL-10 im Serum erfolgte mit Hilfe des BD Cytometric Bead Array
System (Becton, Dickinson and Company, Heidelberg, Deutschland).

In diesem Test wurden fluoreszierende Kunststoffkiigelchen (Beads) verwendet, die mit
spezifischen Antikbrpern gegen die zu messenden Zytokine markiert waren. Die Beads
wurden zusammen mit der zu analysierenden Probe sowie einem PE-konjugierten
Zweitantikorper inkubiert. Die nachfolgend im Durchflusszytometer im PE-Messbereich
bestimmte Fluoreszenzintensitat der jeweiligen Beads ist proportional zur Menge des
gebundenen Zytokins. Mit diesem Verfahren lassen sich gleichzeitig mehrere Zytokine
bei geringen Probenvolumina (50 pl) bestimmen. Die Zytokinkonzentrationen der
jeweiligen Proben kénnen im Vergleich zu standardisierten Konzentrationen quantifiziert
werden. Der Test wurde wie vom Hersteller empfohlen durchgefihrt und mit Hilfe der
BD Cytometric Bead Array Software ausgewertet.

2.2.3 Bestimmung der Cortisol-Spiegel im Spenderserum

In den Spenderseren wurde zu den Zeitpunkten TP1 und TP2 der Cortisolspiegel und
die Konzentration der Schilddrisenhormone fT3 und fT4 vorgenommen. Die
Messungen erfolgten durch das Institut fur Laboratoriumsmedizin und Pathobiochemie,
(Campus Virchow-Klinikum, Charité - Universitatsmedizin Berlin, Berlin, Deutschland)

mit den dort etablierten Nachweisverfahren.
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2.3 Organentnahme

Nach Abschluss der Hirntoddiagnostik und Einwilligung zur Organspende erfolgte die
Vorbereitung zur Organentnahme durch Arzte der Deutschen  Stiftung
Organtransplantation (DSO). Die Organexplantation wurde durch Chirurgen der Klinik
fur Allgemein-, Visceral- und Transplantationschirurgie (Charité — Universitatsmedizin
Berlin, Campus Virchow-Klinikum) im Auftrag der DSO durchgefuhrt. Sie erfolgte fur
beide Spendergruppen (Gruppe 1 und Gruppe 2) in gleicher Weise.

Die postmortale Mehrorganentnahme erfolgte dann in flacher oder leicht Uberstreckter
Ruckenlagerung mit abgespreizten Armen und nach ausgiebiger Desinfektion der Haut
des Korperstammes. Als erstes wurde die komplette Sterno-Laparotomie mit Einsatz
eines Thoraxspreizers durchgefuhrt. Nach Ligatur und Durchtrennung des Lig. teres
hepatis und Inzision des Lig. falciforme bis etwa 2-3 cm an die V. cava bzw. an die

Lebervenen erfolgte der Einsatz des Bauchdeckenspreizers.

2.3.1 Préaparation im Abdomen

Die Praparation im Abdomen begann mit der Mobilisierung von Zoekum und Kolon
ascendens sowie der rechten Kolonflexur und Ablésung des Mesenteriums von der
Bauchrickwand bis zur A. mesenterica superior. Dann erfolgten die Mobilisierung von
Duodenum und Pankreaskopf mit nachfolgendem Zuriickschlagen des rechten
Hemikolon und des gesamten Dinndarms, die abgangsnahe Durchtrennung der A.
mesenterica inferior und die basisnahe Ablésung des Mesokolon. Danach erfolgten die
Praparation des Lig. hepatoduodenale durch Umfahren des Ductus choledochus, die
Durchtrennung der A. gastroduodenalis und Anschlingen der A. hepatica sowie die
anschlieBende stumpfe Darstellung der Pfortader und ggf. das Anschlingen derselben.
Als nachster Schritt erfolgte das Anschlingen der V. cava inferior. Nun wurde die Aorta
knapp oberhalb der Bifurkation zweimal im Abstand von 2-3 cm frei gelegt und
unterfahren. Gegebenenfalls erfolgte schon jetzt die Darstellung der Einmindung der
linken Nierenvene in die V. cava. Die abdominelle Praparation endet mit dem

Anschlingen der Aorta proximal des Truncus coeliacus.
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2.3.2 Préaparation im Thorax

Nach der Er6ffnung des Herzbeutels und nach dem Hochnahen der Perikardrander
wurde die obere Hohlvene freigelegt und unterfahren. Nachfolgend erfolgte die stumpfe
Praparation zwischen Hohlvenenhinterwand und Vorderfliche des rechten
Pulmonalisastes. Nach Heparinisierung und Vorlegen einer Tabaksbeutelnaht im
Bereich der Aortenwurzel wurde eine Kanile eingebracht und fixiert, die mit dem
Behalter der Perfusionslosung konnektiert war. Bei einer Lungenentnahme wurde eine

weitere Kanule im Hauptstamm der A. pulmonalis platziert und fixiert.

2.3.3 Organperfusion

Danach erfolgte die Organperfusion. Als Perfusionslésungen wurden UW- oder HTK-
Bretschneider-L6sung verwendet (UW: University of Wisconsin). Zur topischen Kihlung

wurde eiskalte Kochsalzlésung in die Bauchhohle eingebracht.

2.3.4 Entnahme der Leber (ohne Pankreas)

Vor der eigentlichen Entnahme der Leber erfolgte zundchst die makroskopische
Beurteilung des Spenderorgans in situ. Hierbei wurden neben der GrolRe, Farbe,
Konsistenz und Form der Leber bei Unsicherheiten der makroskopischen Abschatzung
des Fettgewebsgehalts des Organs eine Schnellschnittdiagnostik eingeleitet (Fettgehalt
> 30% bedeutet meist schlechte Funktion). Nach der Perfusion wurde die Leber
enthommen.

Hierzu wurde die Pfortader in Hohe der Einmindung der V. coronaria ventriculi quer
durchtrennt. Danach erfolgte die Durchtrennung der A. lienalis und der A. gastrica
sinistra etwa 0,5 cm distal ihres Abgangs. Anschlie3end wurde der Truncus coeliacus
bis zur Aorta freigelegt und mit einem Patch aus der Aortenvorderwand exzidiert. Dann
wurden kleines Netz und linkes Lig. triangulare bis in die N&he der linken Lebervene
durchtrennt. Vor der Durchtrennung des rechten Lig. triangulare erfolgten die Ablésung
von Adhasionen am Unterrand der Leber gegen die V. cava und die rechte Nebenniere.
Danach erfolgte die vertikale Inzision des Zwerchfells von ventral bis auf etwa 1 cm an
die V. cava heran. Dann wurde die Hohlvene mit einem etwa 1-2cm breiten
Zwerchfell-Perikard-Saum umschnitten. Als letzter Schritt musste die infrahepatische V.

cava knapp oberhalb der Einmtndung der linken Nierenvene quer durchtrennt werden.
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Danach wurde die Leber entnommen und sofort in eiskalte Kochsalz- oder Ringer-

Laktat-Losung gelegt.

2.4 Auswahl der Organempfanger

Die Auswahl der geeigneten Empfanger erfolgt durch EUROTRANSPLANT (Leiden,
Niederlande) gemald dem dortigen standardisierten Allokationsverfahren. Nach
Akzeptanz einer nach GroBen und Gewicht passenden Spenderleber durch das
Transplantationszentrum der Klinik fir Allgemein-, Visceral- und Transplantations-
chirurgie (Charité — Universitatsmedizin Berlin, Campus Virchow-Klinikum) erfolgt nach
entsprechenden organisatorischen MalRhahmen die Empfangeroperation als orthotope
Lebertransplantation mit Pfortaderinterponat.

Im Folgenden werden nur die Organempfanger betrachtet, die im Rahmen der Studie
eine Spenderleber aus der vorbehandelten Gruppe 1 oder aus der nicht vorbehandelten

Gruppe 2 zugewiesen bekamen:

Gruppe 1:
Die Empfanger der Gruppe 1 erhielten Organe von Spendern (Gruppe 1), die mit

Methylprednisolon vorbehandelt wurden.
Gruppe 2:

Die Empfanger der Gruppe 2 erhielten Organe von Spendern (Gruppe 2), die nicht

vorbehandelt wurden.

2.5 Lebertransplantation

Die Organtransplantation erfolgte fir beide Empfangergruppen gleich. Nach dem
Einleiten einer tiefen Intubationsnarkose, der Lagerung des Organempfangers mit

abgespreizten Armen in Rickenlage auf einem Operationstisch und der Desinfektion
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der Haut des Kdrperstammes inklusive der linken Leistenregion und der Axilla gliederte
sich die Transplantation in folgende Schritte:

2.5.1 Vorbereitung des venovendsen Bypasses

Zuerst erfolgte die Langsinzision der linken Leiste, dann die Darstellung der V. saphena
magna bis zur Mindung der V. femoralis und anschlieRend die Praparation der V.

brachialis/axillaris links Uber einen Langsschnitt im Bereich des Oberarms.

2.5.2 Vorbereitung zur Hepatektomie mit Anlage des Bypasses

Nun erfolgten die quere Oberbauchlaparotomie mit aufgesetztem medianen
Langsschnitt zum Processus xiphoideus, eine weitere Inzision des Subkutangewebes
bis auf die Muskelfaszien, die schrittweise Durchtrennung der Rectusmuskulatur, die
Inzision der hinteren Rektusscheide und das Ertffnen der freien Bauchhdhle, die
Durchtrennung der Bauchwand bis zu beiden Wundpolen, die Inzision der Mittellinie,
das Umnéahen der Hautlefzen auf die vordere Thoraxwand und anschlieRendes
Einbringen eines Retraktors. Daraufhin erfolgte die Mobilisierung der erkrankten Leber
mittels Durchtrennung ligamentdser Strukturen (Lig. falciforme, Lig. triangulare
sinistrum, Lig. hepatogastricum, Lig. teres hepatis, Lig. coronarium), Durchtrennung des
Omentum minus und Hiluspraparation mit Darstellung und Absetzung von A. hepatica
communis und Ductus hepaticus communis sowie das Darstellen und Anschlingen der
Vena portae mit nachfolgender Préaparation der suprahepatischen Vena cava inferior
und anschlieendem Anschlingen. Zur Anlage des extrakorporalen Bypasses erfolgte
zunachst die Insertion eines Gott-Shunts Uber die V. saphena magna in die V. iliaca
externa und Uber die V. brachialis bis in die V. subclavia und Fixierung mittels
Tourniquets. Nach Inzision und Kanulierung der V. portae wurde ein gebogener
Spiralshunt eingebracht, der Shunt fixiert und die V. portae lebernah abgesetzt. Nun
erfolgten der Anschluss und die Entliftung des Schlauchsystems mit nachfolgendem
Beginn der extrakorporalen Zirkulation mit einem Fluss von ca. 2,5 I/min und einem

Warmetauscher, der das Blut auf etwa 36,5 — 37,0 °C erwarmt.
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2.5.3 Hepatektomie

Nach Abklemmen der infra- und suprahepatischen V. cava und Durchtrennung dieser
Strukturen erfolgte die schrittweise Exzision der Leber aus dem Situs unter Mitnahme
der retrohepatischen V. cava. AnschlieBend wurde eine sorgfaltige Blutstillung des

Retroperitoneums mit Umstechung und Infrarotkoagulation vorgenommen.

2.5.4 Ex-Situ-Praparation des Transplantats

Die zeitgleiche backtable-Praparation umfasste die Darstellung der A. hepatica und des
Truncus coeliacus mit Ligatur und Ubernahung von GefalRabgéangen. Selten wurden
akzessorische linke und/oder rechte Leberarterien gefunden. Die linke Leberarterie
entspringt dann aus der A. gastrica sinistra, und wurde bei Enthahme, wenn mdglich, in
ihrer Kontinuitat belassen. Haufig mussten hier kleine Gefalabgénge aus der A.
gastrica sinistra umstochen und ligiert werden. Eine akzessorische rechte Leberarterie
entspringt haufig aus der A. mesenterica superior.

Im Bereich der V. cava wurden die Venenzufliisse wie die rechte Nebennierenvene und
die Zwerchfellvenen Ubernaht oder ligiert. AbschlieBend erfolgte die Praparation des
Gallengangs. Falls bei der Entnahme keine Cholezystektomie erfolgte wurde diese
nachgeholt.

2.5.5 Implantation

Dann wurde das Transplantat in den Bauchraum eingebracht. Es folgten die
Anastomose der supra- und infrahepatischen V. cava mit Belassen einer Licke in der
Vorderwand der infrahepatischen V.-cava-Anastomose zum Ablassen des Perfusates,
die Anastomose der A. hepatica und die Anastomose der V. portae mit nachfolgender
Entfernung des portalen Bypasskatheters. Nach Andasthesievorbereitung erfogte die
simultane arterielle und portale Reperfusion, mit Drainage des Perfusates aus der
infrahepatischen V. cava und anschlieender Vervollstandigung der Anastomose. Die
Anastomose des Gallengangs wurde durch Seit-zu-Seit-Choledochocholedochostomie
mit Einlage einer T-Drainage vollendet. Nachfolgend erfolgten die Einlage von
Drainagen zum Abfluss von Wundsekret, sorgfaltige Blutstilung um die Leber, im
Retroperitoneum und abschlieende Fibrinklebung. Danach wurde die Bauchdecke
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schichtweise verschlossen. Das Platzieren eines sterilen Verbandes beendete die
Operation.

2.6 Klinischer Verlauf nach Lebertransplantation

Zur Charakterisierung des postoperativen Verlaufs nach Lebertransplantation wurden
die Organempfanger bis zu 6 Monate nach Transplantation nachbeobachtet. In diesem

Zeitraum wurden regelmafiig klinische Parameter erhoben.

2.6.1 Biochemische Parameter
Durch tagliche Blutentnahmen beim Organempfanger innerhalb der ersten 10
postoperativen Tage wurde im Rahmen der klinische Routine die Konzentrationen
folgender biochemischer Parameter im Empféangerblut ermittelt:

e Laktat

e Albumin

e Totales Bilirubin

e INR —International Normalized Ratio

e ALT - Alanin-Aminotransaminase

e AST - Aspartat-Aminotransaminase

e AP - Alkalische Phosphatase

e yGT - Gamma-Glutamyltransferase

e GLDH - Glutamat-Dehydrogenase
Anschliel3end wurden die Blutentnahmen in regelmaRigen Abstanden bis zu 6 Monaten
nach Transplantation fortgesetzt. Die Messungen der Konzentrationen der
biochemische Parameter erfolgten durch das Institut fir Laboratoriumsmedizin und
Pathobiochemie, (Campus Virchow-Klinikum, Charité - Universitatsmedizin Berlin,
Berlin, Deutschland) mit den dort etablierten Nachweisverfahren.
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2.6.2 Quantifizierung der Galleproduktion

Durch intraoperative Einlage einer T-Drainage konnte der initiale Gallefluss ermittelt
werden. Das Volumen der abgeleiteten Galle wurde innerhalb der ersten 24 Stunden
nach der Lebertransplantation gemessen.

2.6.3 Bestimmung der Rejektionsrate, ITBL und PNF

Bei Verdacht auf eine akute Rejektion und routinemaRig nach 6 Monaten wurden beim
Empfanger sonographisch gestitzte perkutane Leberbiopsien veranlasst. Die Proben
wurden von qualifizierten Pathologen begutachtet und der Rejektionsgrad anhand der
Banff-Klassifikation evaluiert [65].

Im Fall einer priméren Non-Funktion (PNF) des Transplantats wurden die Ereignisse
getrennt flr beide Empfangergruppen dokumentiert.

Zur Diagnose einer ITBL (ischemic-type biliary lesion) wurde eine endoskopische
retrograde Cholangiographie (ERC) veranlasst. Die Anzahl der beobachteten ITBL

wurde registriert.

2.7 Statistische Methoden

Alle Daten wurden in Text, Tabellen und Abbildungen als
Mittelwerte + Standardabweichung angegeben. Zweistichproben normal verteilter Daten
wurden mit dem unpaired, two-tailed t-test analysiert, nicht normal verteilte Daten mit
dem Mann-Whitney test. Kategoriale (nominalskalierte) Variablen wurden als Zahlen
verschlisselt und mit Hilfe des chi square test oder Fisher’s exact test statistisch
untersucht.

Als signifikant wurde ein Signifikanzniveau von p<0,05 (zweiseitig) erachtet.

Eine Powerkalkulation (Type 1 Error (a) von 0,05; 80% Power) fir AST zur Bestimmung
einer mindestens 50%-Differenz zwischen den beiden Spendergruppen am
1. postoperativen Tag nach Lebertransplantation ergab eine Mindestanzahl von
40 Patienten je Gruppe. Diese Anforderung wurde erreicht.

Alle statistischen Berechnungen erfolgten mit Hilfe der Statistiksoftware SPSS® der
Firma SPSS Inc. (Chicago, lllinois, USA).
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3 Ergebnisse

Im Zeitraum von 2003 bis 2006 wurden im Transplantationszentrum der Klinik fur
Allgemein-, Visceral- und Transplantationschirurgie (Charité — Universitdtsmedizin
Berlin, Campus Virchow-Klinikum) 100 hirntote Spender aus dem Raum Berlin-
Brandenburg in diese Studie eingeschlossen. Die Spender wurden prospektiv in zwei
Gruppen randomisiert. Die Spender aus der Gruppe 1 wurden mit Methylprednisolon

(Urbason®) vorbehandelt, die Spender aus der Gruppe 2 nicht.

3.1 Spender-Charakteristika

Variable Gruppe 1 Gruppe 2
(n =50) (n =50)
Spender-Geschlecht [M:W] 23:27 30:20
Spender-Alter [Jahre + SD] 48 + 16 47 + 17
ITS-Aufenthalt [h + SD] 105 + 76 110 + 103
Spender-Infektion [ja/nein] 0/50 0/50
Herzstillstand [ja/nein] 3/47 0/50
Hypotensive Periode [ja/nein] 5/45 0/50
Lebergewicht [g £ SD] 1756 £ 145 1699 + 183
Konservierungszeit [min £ SD] 634 +121 601 + 153

Tabelle 3.1: Spender-Charakteristika (SD : Standardabweichung)

In beide Gruppen wurden jeweils 50 Patienten randomisiert. Das mittlere Alter der
Spender in der Gruppe 1, der mit Methylprednisolon vorbehandelten Spender, betrug
48 + 16 Jahre. Das Geschlechterverhaltnis mannlicher Spender gegeniber weiblichen

Spendern betrug m:w = 23:27 (siehe Tabelle 3.1).
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Das mittlere Alter der Spender in Gruppe 2 mit den nicht vorbehandelten Spendern
betrug 47 +17 Jahre. Das Geschlechterverhaltnis mannlicher Spender gegenuber
weiblichen Spendern betrug in dieser Gruppe m:w = 30:20. Hierbei ergab sich kein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen.

Die Konservierungszeit, bestehend aus kalter und warmer Ischamiezeit, dauerte
634 £ 121 min in Gruppe 1 gegenuber 601 = 153 min in Gruppe 2. Durchschnittlich
befanden sich die Spender aus Gruppe 1 105 £ 76 Stunden auf der Intensivstation, die
Spender aus Gruppe 2 hingegen 110 + 103 Stunden. Das Gewicht der entnommenen
Organe aus Gruppe 1 betrug durchschnittlich 1756 + 145 g. Die Lebern aus Gruppe 2
wogen durchschnittlich 1699 + 183 g. Auch diese Parameter (Konservierungszeit, ITS-
Zeit, Lebergewicht) waren in beiden Gruppen statistisch gleichwertig.

Ebenfalls keine signifikanten Unterschiede der Gruppe 1 gegenuber der Gruppe 2
fanden sich hinsichtlich der Anzahl hypotensiver Perioden (5 vs. 0), perioperativer
Herzstillstande (3 vs. 0), Reanimationen und Spenderinfektionen (0 vs. 0) — definiert als
Notwendigkeit  einer  Antibiobiotika-Therapie @ des  Spenders. Auch das
intensivmedizinische = Management  (Infusionen,  Albumingabe, @ Gabe von

Katecholaminen etc.) war in beiden Gruppen gleich.
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3.2 Empfanger-Charakteristika

Variable Gruppe 1 Gruppe 2
(n =50) (n =50)
Empféanger-Geschlecht [M:W] 31:19 29:21
Empfanger-Alter [Jahre = SD] 44 + 14 43 +13
Konservierungszeit [min £ SD] 634 £ 121 601 £ 153
Warme Ischamiezeit [min £ SD] 43 +11 45+ 9
Mittlerer MELD-Score 14,8 14,1
Atiologie end-stage liver disease
HCC 9 10
HCV 8 5
HBV 2 3
Alkoholtoxische Zirrhose 12 11
Kryptogen 6 5
Amyloidose 1 -
Oxalose 1 -
Budd-Chiari-Syndrom 1 1
Primar biliare Zirrhose 2 2
Autoimmun 1 2
Primar sklerosierende Cholangitis 2 3
Sonstige 5 8

Tabelle 3.2: Empfangercharakteristika (SD : Standardabweichung)

Alle entnommenen Lebern wurden transplantiert, so dass 50 Patienten die Organe aus

Gruppe 1 und 50 Patienten die Organe aus Gruppe 2 erhielten. Im Weiteren werden in
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Gruppe 1 alle Empfanger betrachtet, die mit Methylprednisolon vorbehandelte Organe
erhielten. Die Empfanger aus Gruppe 2 erhielten Organe, die nicht vorbehandelt
wurden.

Die Geschlechterverteilung war in beiden Empfangergruppen (m:w = 31:19 in Gruppe 1
vs. m:w = 29:21 in Gruppe 2) statistisch gleich. Auch das mittlere Alter (44 + 14 Jahre in
Gruppe 1 vs. 45 = 9 Jahre in Gruppe 2) unterschied sich nicht zwischen den Gruppen
(siehe Tabelle 3.2).

Hinsichtlich des Stadiums der Lebererkrankung unterschieden sich die beiden Gruppen
nicht. Der MELD-Score (Model for End-stage Liver Disease) war statistisch gleich in
beiden Gruppen. Der durchschnittiche MELD-Score fir Empfanger der Gruppe 1 betrug
14,8 gegenuber 14,1 fur Empfanger der Gruppe 2.

Die haufigste Diagnose zur Lebertransplantation war in beiden Gruppen die
alkoholtoxische Leberzirrhose (n=12 in Gruppe 1 vs. n=11 in Gruppe 2). Danach folgte
das HCC mit 9 Empfangern in Gruppe 1 und 10 Empfangern in Gruppe 2. An dritter
Stelle stand die HCV-Zirrhose mit 8 Empfangern in Gruppe 1 und 5 Empféangern in
Gruppe 2. In absteigernder Haufigkeit folgten die kryptogene Zirrhose (6 vs. 5), die
HBV-Zirrhose (2 vs. 3), die primar sklerosierende Cholangitis (PSC) (2 vs. 3), die primar
bilidare Zirrhose (PBC) (2 vs. 2), Autoimmunhepatitiden (1 vs. 2), das Budd-Chiari-
Syndrom (1 vs. 1), Amyloidose (1 vs. 0) und die Oxalose (1 vs. 0).

Die intraoperative Zeit der Transplantatleber im Empfanger bis zur Vollendung der
Gefallanastomosen und Reperfusion, definiert als warme Ischamiezeit, war

vergleichbar in beiden Gruppen (43 = 11 min in Gruppe 1 vs. 45 £ 9 min in Gruppe 2).
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3.3 Applizierte Medikamente

Die Spender aus Gruppe 1 erhielten bis zur Organexplantation eine Therapie mit
Methylprednisolon (Urbason®) gem&R dem Studienprotokoll. Insgesamt wurden den
Spendern aus Gruppe 1 durchschnittlich 1650 + 142 mg Methylprednisolon appliziert.
Die mittlere Behandlungszeit mit Methylprednisolon betrug 855 £ 137 min.
Komplikationen im Zusammenhang mit der Methylprednisolon-Gabe wurden nicht
beobachtet. Die Spender aus Gruppe 2 — der nicht vorbehandelten Gruppe — erhielten
kein Methylprednisolon.

Das weitere intensivmedizinische Management hinsichtlich Infusionen, Albumin etc. war
vergleichbar in beiden Gruppen ohne statistisch signifikante Unterschiede. In beiden
Gruppen wurde Insulin verabreicht, wenn der Blutzuckerspiegel 250 mg/dl Uberstieg.
Das Regime zur Immunsuppression basierte in beiden Gruppen auf Tacrolimus oder
Cyclosporin A erweitert um zusétzlich Mycophenolat-Mofetil (CellCept®) und Steroiden.
Eine Induktionstherapie wurde bei keinem Empfanger beider Gruppen eingesetzt.

Die immunsuppressiven Regime unterschieden sich im Kurzzeit- und Langzeitverlauf in
beiden Gruppen nicht signifikant voneinander. Das betraf sowohl die verabreichten
Substanzen als auch die Dosierungen. Insbesondere gab es keinen Unterschied
hinsichtlich der Dosierung und des Einsatzes von Steroiden im postoperativen Verlauf

nach der Transplantation.
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3.4 Cortisol-Spiegel im Serum
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Abbildung 3.1: Cortisol-Spiegel im Serum

Zum Zeitpunkt nach Abschluss der Hirntoddiagnostik (TP1) war der Cortisol-Spiegel im
Serum bei beiden Gruppen gleich (siehe Abbildung 3.1). Durch die anschliel3ende
Applikation von Methylprednisolon bis zur Explantation in der Gruppe 1 stieg der
Cortisolspiegel hier bis zum Zeitpunkt der Explantation (TP2) signifikant an (p<0,05). In
der Gruppe 2 kam es hingegen zu einem signifikanten Abfall des Cortisol-Spiegels bis
zu Explantation (p<0,05). Zum Zeitpunkt der Explantation (TP2) war der Cortisol-
Spiegel in der vorbehandelten Gruppe 1 deshalb signifikant héher als in der nicht
vorbehandelten Gruppe 2 (p<0,05).

Die Messung der Schilddrisenhormone fT3 und fT4 ergab hingegen Kkeinen
signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen zu beiden Zeitpunkten.
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3.5 Zytokin-Spiegel im Serum

Die Messung der Zytokin-Konzentrationen im Serum erfolgte zum Zeitpunkt nach
Abschluss der Hirntoddiagnostik (TP1) und zu Beginn der Explantation (TP2). Zum
Zeitpunkt TP1 waren bei den untersuchten Zytokinen die Konzentrationen gleich in der
mit Methylprednisolon vorbehandelten Gruppe 1 und in der nicht vorbehandelten

Gruppe 2.

3.5.1 IL-2-Spiegel im Serum
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Abbildung 3.2: IL-2-Spiegel im Serum

Die Konzentration des Zytokins IL-2 war zum Zeitpunkt der Zustimmung zur
Organspende (TP1) gleich in vorbehandelten und in der nicht vorbehandelten
Spendergruppe (siehe Abbildung 3.2). Bei den Spendern der nicht vorbehandelten
Gruppe 2 stieg der IL-2-Spiegel bis zur Explantation (TP2) signifikant an (p<0,01). Bei
den mit Methylprednisolon therapierten Spendern der Gruppe 2 kam es hingegen zu
einem Abfall der IL-2-Konzentration im Serum (p<0,01). Zu Beginn der Explantation
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(TP2) war der Spiegel des Zytokin IL-2 deshalb deutlich verringert in der
vorbehandelten Gruppe gegenuber der nicht vorbehandelten Spendergruppe (p<0,01).

3.5.2 Konzentration des IL-2-Rezeptors im Serum
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Abbildung 3.3: IL-2Ra-Spiegel im Serum

Auch das Level der IL-2-Rezeptoren (IL-2 Ra) im Serum war zum Zeitpunkt TP1 gleich
in beiden Gruppen (siehe Abbildung 3.3). Nach Vorbehandlung der Spender in
Gruppe 1 sank der IL-2-Rezeptor-Spiegel zur Explantation (TP2) ab, wahrend die
Konzentration des IL-2Ra in der nicht vorbehandelten Spendergruppe anstieg. Folglich
war der Spiegel des IL-2-Rezeptors zur Explantation in der vorbehandelten Gruppe 1
deutlich niedriger gegentber der nicht vorbehandelten Spendergruppe 2 (p<0,01).
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3.5.3 IL-6-Spiegel im Serum
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Abbildung 3.4: IL-6-Spiegel im Serum

Die gemessenen Konzentrationen des Zytokins IL-6 im Serum waren zum Zeitpunkt
TP1 erneut in beiden Gruppen gleich (siehe Abbildung 3.4). Danach sank der IL-6-
Spiegel bei den vorbehandelten Spendern bis zu Beginn der Explantation (TP2)
signifikant ab (p<0,01). Zur Explantation war der IL-6-Spiegel in der vorbehandelten
Spendergruppe signifikant gegenuber den nicht vorbehandelten Spendern herabgesetzt
(p<0,01).

33



3.5.4 TNF-a-Spiegel im Serum
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Abbildung 3.5: TNF-a-Spiegel im Serum

Die Konzentration des Zytokin TNF-a im Serum unterschied sich zum Zeitpunkt TP1 in
beiden Gruppen nicht voneinander (siehe Abbildung 3.5). Nach Vorbehandlung der
Spender in Gruppe 1 mit Methylprednisolon fiel die Konzentration von TNF-a zur
Explantation (TP2) signifikant ab (p<0,01), wohingegen der TNF-a-Spiegel bei den nicht
vorbehandelten Spendern signifikant anstieg (p<0,01). Zu Beginn der Organentnahme
(TP2) war die Konzentration des TNF-a bei den Spendern der vorbehandelten Gruppe
signifikant kleiner als bei den nicht vorbehandelten Spendern (p<0,01).
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3.5.5 MCP-1-Spiegel im Serum
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Abbildung 3.6: MCP-1-Spiegel im Serum

Die Messwerte der MCP-1-Spiegel im Serum waren zum Zeitpunkt (TP1) der
Einwilligung zur Organspende in beiden untersuchten Spendergruppen identisch (siehe
Abbildung 3.6). Bei den nicht vorbehandelten Spendern der Gruppe 2 stieg der MCP-1-
Spiegel bis zum Zeitpunkt der Explantation (TP2) signifikant an (p<0,01), wahrend die
Konzentration von MCP-1 in der vorbehandelten Spendergruppe signifikant absank
(p<0,01). Daraus ergab sich vor Beginn der Organentnahme eine deutlich niedrigere
MCP-1-Konzentration bei den vorbehandelten Spendern der Gruppe 1 gegeniber den

nicht vorbehandelten Spendern der Gruppe 2 (p<0,01).
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3.5.6 IP-10-Spiegel im Serum
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Abbildung 3.7: IP-10-Spiegel im Serum

In Bezug auf die Serumkonzentration des Zytokins IP-10 fand sich ein analoges
Verlaufmuster wie bei den vorher betrachteten Zytokinen (siehe Abbildung 3.7). Zum
Zeitpunkt der Zustimmung zur Organspende (TP1) waren die Konzentrationen von IP-
10 bei den vorbehandelten und bei den nicht vorbehandelten Spendern gleich. Im
Folgenden stieg der IP-10-Spiegel bei der nicht vorbehandelten Spendergruppe an, so
dass der Spiegel vor der Organentnahme (TP2) signifikant gegenliber dem Zeitpunkt
TP1 erhoht war (p<0,01). Bei der vorbehandelten Spendergruppe fiel der IP-10-Spiegel
ab, so dass der Spiegel vor der Explantation (TP2) gegenuber dem Zeitpunkt TP1
signifikant erniedrigt war (p<0,01). Dementsprechend war die IP-10-Konzentration zu
Beginn der Organentnahme (TP2) bei den vorbehandelten Spendern der Gruppe 1 im
Vergleich zu den nicht vorbehandelten Spendern der Gruppe 2 deutlich kleiner
(p<0,01).
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3.5.7 Konzentrationen der Zytokine IL-8, IL-10 und IFN-y

Im Gegensatz zu den vorherigen Ergebnissen fanden sich bei den Konzentrationen der
Zytokine IL-8, IL-10 und IFN-y zu keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede zwischen
den beiden Spendergruppen.
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3.6 Initiale Organfunktion und Rejektionsrate nach Leber-

transplantation

Zur Charakterisierung der Organfunktion nach der Transplantation der Spenderlebern
wurden unterschiedliche laborchemische Parameter und klinische Parameter wie die

Galleproduktion und die Rejektionsrate untersucht.

3.6.1 Biochemische Parameter

Parameter Gruppe 1 Gruppe 2 p-Wert
(Urbason) (@ Urbason)

AST Tag 1 [IU/l + SD] 327 +53 1470 + 314 0,0132
AST Tag 10 [IU/l £ SD] 31+5 41 +7 0,033
ALT Tag 1 [IU/l + SD] 461 + 110 758 + 213 0,9045
ALT 10 Tag [IU/l + SD] 76 12 115 + 18 0,1063
yGT Tag 10 [IU/l £ SD] 135+ 25 236 + 35 0,0130
yGT 6 Monate [IU/l + SD] 30+£3 40+ 7 0,3893
AP Tag 10 [IU/l + SD] 176 + 25 190 + 22 0,4281
AP 6 Monate [IU/l £ SD] 128 + 19 158 + 23 0,2234
GLDH Tag 3 [IU/l £ SD] 192 +41 644 + 406 0,8833
GLDH 6 Monate [IU/l £ SD] 42+0,9 85 0,8612

Tabelle 3.3: Biochemische Serumparameter nach Lebertransplantation (SD: Standardabweichung)

Die Konzentration der Klinisch wichtigen Transaminase AST (GOT) war am
1. postoperativen Tag nach der Transplantation im Serum des Empfangers in der
Gruppe der vorbehandelten Spender signifikant niedriger als die AST-Konzentration bei

den Empfangern in der Gruppe der nicht vorbehandelten Organe (327 £ 531U/l vs.
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1470 £ 314 1U/l; p<0,05) (siehe Tabelle 3.3 und Abbildung 3.8). Auch am
10. postoperativen Tag war der Spiegel der AST im Serum der Empfanger mit den
vorbehandelten Organen Kkleiner im Vergleich zu der AST-Konzentration bei den
Empfangern von Organen der nicht vorbehandelten Spender (31 £5 U/l vs. 41 = 7 U/I;
p<0,05) .
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Abbildung 3.8: AST (GOT) am Tag 1 und Tag 10 nach Lebertransplantation

Die yGT im Serum als Marker fir biliare Schdden war am 10. postoperativen Tag
signifikant bei den Empfangern von vorbehandelten Organen gegenuber den
Empfangern von nicht vorbehandelten Organen erniedrigt (135 251U/l vs.
236 + 35 IU/l; p<0,05) (siehe Tabelle 3.3 und Abbildung 3.9). Sechs Monate nach
Transplantation zeigte sich ebenfalls ein Trend zu niedrigeren yGT-Konzentrationen in
der vorbehandelten Gruppe (30x31IU/l vs. 40+ 71U/l), allerdings war dieser
Unterschied nicht signifikant.

Auch bei den Serumkonzentrationen der Enzyme ALT, AP und GLDH zeigte sich zu
den einzelnen Untersuchungszeiten eine Tendenz zu kleineren Serumkonzentrationen
bei Empfangern von vorbehandelten Organen im Gegensatz zu Empfangern von nicht
vorbehandelten Organen (siehe Tabelle 3.3). Jedoch erreichte die Differenz hier keine

Signifikanz.
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Abbildung 3.9: yGT am Tag 10 und nach 6 Monaten nach Lebertransplantation

Nicht signifikant verschieden waren ebenso die Konzentration von Laktat, Albumin

sowie die INR zwischen beiden Empféangergruppen.
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3.6.2 Galleproduktion und Bilirubin-Spiegel nach Lebertransplantation

Parameter Gruppe 1 Gruppe 2 p-Wert
(Urbason) (@ Urbason)

Totales Bilirubin Tag 10 [mg/dl] 23x04 49+1,0 0,045

Totales Bilirubin 6 Monate [mg/dl] | 0,68 + 0,06 1,03 £ 0,08 0,0021

Gallefluss in 24h [ml] 144 + 23 109 + 26 0,1543

Tabelle 3.4: Galleproduktion und Bilirubin nach Lebertransplantation (xSD : Standardabweichung)

Das Bilirubin im Serum ist ein Indikator fiir die Abbauleistung der Leber. Zehn Tage

nach der Transplantation war die Konzentration des totalen Bilirubins mit
2,3 £ 0,4 mg/dl signifikant niedriger in der Empfangergruppe mit den vorbehandelten
49+1,0mg/dl bei den Empfangern mit

vorbehandelten Organen (siehe Tabelle 3.4 und Abbildung 3.10).
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Abbildung 3.10: Bilirubin im Serum nach Transplantation
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Auch 6 Monate nach der Transplantation war das totale Bilirubin im Empfangerserum
bei der Gruppe 1 mit den Organen von vorbehandelten Spendern geringer als in der
Gruppe 2 mit Organen von nicht vorbehandelten Spendern (0,68 £ 0,06 mg/dl vs.
1,03 £ 0,08 mg/dl; p<0,01) (siehe Tabelle 3.4 und Abbildung 3.10).
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Abbildung 3.11: Initialer Gallefluss innerhalb von 24 Stunden nach Lebertransplantation

Hinsichtlich der initialen Galleproduktion in den ersten 24 Stunden nach der
Lebertransplantation fand sich ein Trend zu einer héheren Galleproduktion bei der
Empfangergruppe mit den vorbehandelten Organen gegeniuber der Empfangergruppe
mit Organen von nicht vorbehandelten Spendern. Dieses Ergebnis verfehlte jedoch das
Signifikanzniveau (siehe Tabelle 3.4 und Abbildung 3.11).
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3.6.3 ITBL und Rejektionsrate nach Transplantation

Parameter Gruppe 1 Gruppe 2 p-Wert
(Urbason) (@ Urbason)
Primare Non-Funktion 2 (4%) 3 (6%)
ITBL in 6 Monaten 2 (4%) 5 (10%)
Rejektionen in 6 Monaten 11 (22%) 19 (38%) <0,05
Grad la 6 9
Grad Ib 4 4
Grad lla - 5
Grad llb 1 1

Tabelle 3.5: PNF, ITBL und Rejektionen innerhalb von 6 Monaten nach Transplantation

Die Zahl der histologisch gesicherten akuten Rejektionen war in der Gruppe 2 mit
Empfangern von nicht vorbehandelten Organen deutlich héher als in der Gruppe 1 mit
Empféangern von vorbehandelten Organen (38% vs. 22%; p<0,05) (siehe Tabelle 3.5).
AulRerdem zeigte sich eine Tendenz zu schwereren, héhergradigen Rejektionen in der
Gruppe 2 ohne Methylprednisolon. Die Anzahl von Rejektionen mit einem Grad lla und
IIb betrug n=6 (12%) in der Gruppe 2 gegenuber n=1 (2%) in der Gruppe 1.

Ebenso wurde eine hohere Rate an ITBL (ischemic-type biliary lesions) und an
primaren Non-Funktionen (PNF) der transplantierten Lebern bei Empfangern mit nicht

vorbehandelten Organen festgestellt. Diese Ergebnisse waren aber nicht signifikant.
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4 Diskussion

Die vorliegende Arbeit untersucht erstmalig im Rahmen einer prospektiv randomisierten
klinischen Studie den Einfluss einer Spendervorbehandlung mit Methylprednisolon
zwischen Hirntod und Organentnahme auf die Organqualitdt und die Organfunktion
nach Transplantation.

Fur die Ausbildung einer Organdysfunktion nach Transplantation wurde einen Reihe
von Risikofaktoren identifiziert. Dazu zdhlen Antigen-abhéngige Faktoren wie die
fehlende HLA-Ubereinstimmung zwischen Spender und Empfanger sowie Antigen-
unabhangige Faktoren wie Spenderalter und Spender-assoziierte Erkrankungen. Erst in
den letzten Jahren riickte der Hirntod als wichtiger Antigen-unabhangiger Faktor in den

Mittelpunkt tierexperimenteller und klinischer Forschung.

4.1 Der Hirntod als Antigen-unabhangiger Risikofaktor

Infolge des Hirntods kommt es im Spender zu Gleichgewichtsverschiebungen auf
verschiedenen Ebenen. Hamodynamische, hormonelle und immunologische

Veranderungen wurden beschrieben [14, 15].

4.1.1 Hormonelle Veranderungen infolge des Hirntods

Im Rahmen des Hirntods entwickelt sich auf hormoneller Ebene vor allem eine Stérung
der Hypothalamus-Hypophysen-Achse. Verminderte Vasopressin-Spiegel bewirken
einen Diabetes insipidus, der zu einer Polyurie und unbehandelt zur Hypovolamie und
zu schweren Elektrolyt-Entgleisungen flihren kann [66].

Uber den Verlauf von TSH und den Schilddrisenhormonen T3/T4 variieren die
Angaben in der Literatur. AMADO und RABANAL et al. berichten von erniedrigten TSH, fT4
und T3 Werten infolge des Hirntods [67, 68]. Im Gegensatz dazu sahen andere
Arbeitsgruppen wie Lorau et al. keine signifikanten Verdnderungen der

Schilddriisenhormone und des TSH [33]. Auch die Ergebnisse der vorliegenden Studie

44



zeigen bei den unbehandelten Spendern keine signifikanten Veranderungen der T3/T4-
Spiegel zu den einzelnen Untersuchungszeitpunkten.

Weitere hormonelle Veranderungen betreffen die Cortisolregulation. DimopPouULOU et al.
und andere Autoren beschreiben einen signifikant erniedrigten Cortisolspiegel bei
hirntoten Spendern infolge einer verringerten adrenalen Cortisolausschuttung [69]. Die
Resultate dieser Studie stltzen diese Ergebnisse. Bei den nicht vorbehandelten
Spendern konnte im Verlauf vom Abschluss der Hirntoddiagnostik (TP1) bis zur
Organentnahme (TP2) ein signifikanter Abfall des Cortisolspiegels um 66%
nachgewiesen werden (siehe Abbildung 3.1).

Eine Substitution des depletierten Cortisols ist neben der wahrscheinlich bedeutenderen
anti-inflammatorischen Wirkung eine Rationale flir eine Steroidtherapie des hirntoten

Spenders.

4.1.2 Immunologische Verdnderungen infolge des Hirntods

Aufgrund des Hirntods entwickeln sich weit reichende immunologische Veranderungen,
die in ihrer Summe zu einer immunologischen Aktivierung des Organs fuhren. Daran
beteiligt sind verschiedene Zytokine, die in unterschiedlicher Weise das Immunsystem
beeinflussen. Hierzu zahlen Interleukine, Chemokine, Tumornekrosefaktoren und

Interferone, von denen folgende in dieser Arbeit untersucht wurden:

Interleukin-2 (IL-2):

IL-2 ist ein wichtiges proinflammatorisches Zytokin. IL-2 wird im Rahmen der
Immunantwort von T-Zell-Lymphozyten (TH1) ausgeschittet. Es bewirkt die
Proliferation und Differenzierung von T-Zellen und naturlichen Killerzellen [70].

Interleukin-6 (IL-6):

Das IL-6 ist einer der wichtigsten Mediatoren der Akute-Phase-Reaktion und nimmt dort
eine Schlisselstellung ein. IL-6 wird vor allem von Makrophagen und T-Zellen gebildet
und bewirkt in der Leber die vermehrte Bildung von Akute-Phase-Proteinen. AuRerdem
stimuliert IL-6 die Differenzierung von B-Zellen zu Plasma-Zellen und deren
Antikdrperbildung [71].
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Interleukin-8 (IL-8):

IL-8 (CXCLS8) ist ein Chemokin, das unter anderem von Endothelzellen, Monozyten,
Epithelzellen und Fibroblasten produziert wird. Es wirkt vor allem auf neutrophile
Granulozyten und stimuliert diese durch Chemotaxis zur Migration. Aul3erdem erhdht

IL-8 die Expression von Adh&asionsmolekilen an Endothelien [72].

Interleukin-10 (IL-10):

IL-10 ist ein Zytokin, das vor allem anti-inflammatorische Wirkungen besitzt. Es hemmt
unter anderem die Bildung proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a, IL-1, IL-2 und
IL-6. AuflRerdem wird die Antigenprasentation von Antigen-prasentierenden Zellen
gehemmt und die T-Zell-Antwort hin zu TH2-Zellen gelenkt. IL-10 wird primar von

Monozyten ausgeschiittet [73].

Tumornekrosefaktor-a (TNF-a):

TNF-a steht als Zytokin am Anfang der Immunreaktion. TNF-a verursacht durch seine
vielfaltigen Wirkungen eine Kaskade, die im Korper zur Initiierung lokaler und
systemischer Entziindungsreaktionen fuhrt. Es wird hauptsachlich durch Makrophagen
gebildet und freigesetzt. TNF-a bewirkt in der Leber die vermehrte Produktion von
Akute-Phase-Proteinen. Es verstarkt die Phagozytose, férdert die Migration von

neutrophilen Granulozyten und kann Apoptosen einleiten [74].

Interferon-y (IFN-y):

Das Zytokin IFN-y wird hauptsachlich von TH1-Zellen gebildet. IFN-y wirkt unter
anderem auf Makrophagen und bewirkt dort eine Steigerung der Phagozytose sowie
eine vermehrte Antigenprasentation [75].

MCP-1:
MCP-1 (CCL2) ist ein Chemokin. Es bewirkt durch Chemotaxis eine vermehrte
Migration von Monozyten und T-Zellen ins Gewebe [76, 77].

IP-10:

Das Chemokin IP-10 (CXCL10) wird nach Induktion durch IFN-y von verschiedenen
Zelltypen wie Monozyten, Endothelzellen und Fibroblasten gebildet. IP-10 fordert durch
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Chemotaxis die Migration von Monozyten, T-Zellen und dentritischen Zellen und
unterstutzt die T-Zell-Adhasion an Endothelzellen [77, 78].

Die immunologischen Auswirkungen des Hirntods anhand der Zytokine wurden bereits
weltweit von mehreren Arbeitsgruppen untersucht. Arbeiten am Tiermodell und klinische
Untersuchungen zu den transplantationsmedizinisch relevanten Organen wie Nieren,
Leber, Herz und Lunge wurden publiziert.

PRATSCHKE et al. etablierten ein Hirntodmodell fur Ratten, durch das umfangreiche
Tierversuche zu den Auswirkungen des Hirntods realisiert werden konnten [79]. Anhand
dieses Modells konnten TAKADA et al. erhOhte Zytokinspiegel und eine erhdhte
Expression von Zytokinen anhand ihrer mRNA-Spiegel messen. Gezeigt werden
konnten mit zunehmendem zeitlichen Abstand zum Hirntod kontinuierlich wachsende
Zytokinspiegel fur IL-18, IL-2, IL-6, TNF-a und IFN-y [49]. In guter Korrelation dazu
waren die mRNA-Spiegel der entsprechenden Zytokine in den peripheren Organen
erhéht [49].

VAN DER HOEVEN et al. konnten in mehreren Versuchsreihen bei Rattenlebern und
Rattennieren hirntoter Tiere eine vermehrte Expression von Adhasionsmolekilen wie
ICAM-1 und VCAM-1 sowie von MHC-II zeigen [44-47].

SEGEL et al. untersuchten die Expression inflammatorischer Marker in Herzen hirntoter
Ratten. Sie fanden eine signifikante Uberexpression fir IL-1B, IL-6, VCAM-1 und
ICAM-1. Im Gegensatz zu vorherigen Untersuchungen aber keine Erhéhung fur TNF-a,
IL-2, IL-2RB und MCP-1 [41].

Anhand des Vergleiches von humanen Nierentransplantaten hirntoter Spendern mit
Lebendspenden zeigten Koo et al. auch im Menschen eine erhdhte Expression von
ICAM-1 und VCAM-1 [13]. JASSEM aus derselben Arbeitsgruppe konnte die Resultate
an humanen Lebertransplantaten von hirntoten Spendern verifizieren [43].

Im Menschen konnte WEIR aus der Arbeitsgruppe PRATSCHKE et al. durch den Vergleich
von hirntoten Leberspendern mit Leberlebendspenden vor der Organentnahme
ebenfalls eine Erh6hung inflammatorischer Marker infolge des Hirntods zeigen. In der
Leber hirntoter Spender fanden sich eine Hochregulation von IL-6, IL-10, TGF-(, IL-4
und IFN-y. Analog waren die Serumkonzentrationen der Zytokine IL-6 und IL-10 in guter
Korrelation zu den entsprechenden mRNA-Expressionen erhoht. Im Gegensatz dazu

und entgegen den Erkenntnissen aus dem Tiermodell fand sich aber kein signifikanter
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Unterschied des Serumspiegels fur TNF-a zwischen hirntoten Spendern und
Leberlebendspendern [17].

In der vorliegenden Arbeit kénnen ebenfalls ansteigende Zytokinspiegel infolge des
Hirntods bestatigt werden. Werden nur die nicht vorbehandelten Spender der Gruppe 2
betrachtet, so zei