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1. Arbeitshypothese und Fragestellung

1. a) Arbeitshypothese

Ischamie- und Reperfusionsschaden sowie akute
Transplantatabstof3ung sind haufige Komplikationen nach
Lebertransplantationen. Der Aktivierungszustand von Thrombozyten
und zellstdndige Gerinnungssysteme auf Monozyten spielen potenziell
eine wichtige Rolle in der Pathogenese der Transplantatdysfunktion

nach elektiv orthotoper Lebertransplantation (OLTX).

1. b) Fragestellung

Korrelieren der Aktivierungszustand von Thrombozyten und des
TF/TFPI-Systems auf Monozyten mit dem Ausmald des
Ischamie/Reperfusionsschadens und der akuten AbstoRBung nach
oLTX?

1.c) Ziele

Hauptziele dieser Studie waren die durchflusszytometrische
Untersuchung der Expression des gerinnungsauslésenden Tissue
factor (TF) und seines Gegenspielers Tissuefactorinhibitor (TFPI) auf
Monozyten und Thrombozyten vor und im frihen Verlauf nach
orthotoper Lebertransplantation bei 23 Patienten. Ferner wurden die
Bindungsfahigkeit von Thrombospondin 1 (Tsp), Fibrinogen und Faktor
VII an Monozyten als Marker des Ausmalfies der Aktivierung evaluiert.
Schliel3lich wurde der Aktivierungszustand der Thrombozyten anhand
der Expressionsmuster von P-Selectin (CD62p), CD40L und PECAM
(CD 31) untersucht. Die Bestimmung der hepatozellularen Schadigung
ermittelt anhand von Gamma GT, GOT und GLDH. wurden mit dem
Lebermetabolismus (Bilirubin) und Syntheseleistung der Leber (Quick)

korreliert.



2. Einleitung

2.1 Hintergrund

Die Etablierung der Transplantation der Leber als Standardverfahren
war ein entscheidender Schritt bei der Therapie des terminalen
Leberversagens. Aufgrund der zunehmenden Diskrepanz zwischen
Organbedarf und —angebot besteht jedoch eine Sterberate auf der
Warteliste auf ein Organ von 10-20% (Neuhaus 2005, Everhart 1997).

Da sich die Anzahl der Spender nur begrenzt steigern lasst, missen
andere Losungsanséatze gefunden werden. Hier besteht z.B. die Option
der Xenotransplantation (Tiere als Organspender) oder der
Leberlebendspende (Entnahme eines Teiles der Leber aus einem
gesunden lebenden Spender) als alternative Organquellen, sowie
extrakorporale  Leberunterstitzungssysteme im  Sinne  einer
Leberdialyse (Detoxikation). Diese Ansétze kdnnen jedoch nur zum Tell
eine Losung des Problemes der Organknappheit bedeuten, da man z.B.
bei letzterem ein Erholungspotential der Leber voraussetzt. Bei den
Xenotransplantationen trifft man noch immer auf immunologische und
funktionelle Hirden und Inkompatibilitdten der einzelnen Spezies. Somit
beinhaltet die bessere Ausnutzung der bestehenden Organressourcen
einen wesentlichen Losungsansatz. Die Teilung des Spenderorgans
(,splitting“) und Verteilung auf zwei Empfanger (Kim 2004, Broering
2004) ist eine Option. Das frihe Erkennen sowie die
schnelleinsetzende Therapie, bzw. das Vermeiden friiher postoperativer
Komplikationen eine Weitere. Letztgenanntes verbessert das Uberleben
des Transplantates, so dass eine eventuelle, den Organpool belastende
Retransplantation vermieden werden kann. Zu Malnhahmen, die
Auswirkungen auf den Transplantationserfolg haben, gehoren unter
anderem die Reduktion der kalten und warmen Ischdmiezeiten, der
geeignt modulierte Immunstatus des Empfangers sowie chirurgische

Expertise bei der Ex- und Implantation des Organes (Schemmer 2004).



2.2 Frihe Komplikationen nach orthotoper LTX

Zwei der wesentlichsten friihen Transplantatfunktionsstérungen sind die
akute Organabsto3ungsreaktion und der Ischamie/

Reperfusionsschaden (I/R-Schaden).

2.2.1 Akute AbstolRung

Bei der Abstol3ungsreaktion handelt es sich um eine zellular
immunologische Reaktion auf Fremdgewebe, die eine Destruktion des
Transplantates zur Folge haben kann. Die akute Abstof3ungsreaktion
nach LTX (Inzidenz 30 — 50 %), ist durch einen Wiederanstieg der
Transaminasen nach ca. einer Woche oder spater nach Transplantation
gekennzeichnet. Eine akute Abstol3ung jenseits von 3 Monaten ist
selten, dann meistens bedingt durch inadaquate Immunsuppression
(z.B. durch Noncompliance, reduzierte Absorption (Diarrhéen),
Medikamenten-Interaktion). Unabhangig von der Immunsuppression
gibt es individuelle Aspekte, welche die Inzidenz der Abstol3ung
beeinflussen. Zu diesen konnte der Aktivierungszustand von
Thrombozyten- und Monozyten gehdren (SOP Leitfaden LTX UKE
2.3.2. Anlage 02).

T-Zellen und T-Helferzellen starten und koordinieren die
AbstoBungsreaktion. Das von den T-Helferzellen ausgeschittete
Lymphokin Interleukin 2 (IL2 ) vermittelt die Reaktion der zytotoxischen
T-Zellen.

Eine Blockade der IL2 Rezeptoren (CD 25) auf aktivierten T-Zellen
verhindert diese korpereigene Immunreaktion auf das Transplantat.
Immunsuppressiva wie Tacrolimus, Cyclosporin A
(Calcineurininhibitoren) und Corticoide gehdren zur Standardmedikation
der Pravention von Immunreaktionen gegenuber hepatischen
Transplantaten. Die Serumspiegel missen wegen der therapeutischen

Breite und der Nephrotoxizitat engmaschig kontrolliert werden.



Einen Hinweis auf eine mdgliche AbstoRung liefert der Anstieg der
Leberenzyme wie die Transaminasen, die Gamma GT, das Bilirubin.
Zur Sicherung der Diagnose der Abstol3ung erfolgt die Biopsie und
Histologie der Leber. Trotz der Invasivitat dieser Methode bleibt es das
einzig sichere diagnostische Verfahren. Die Einteilung der
histologischen Befunde erfolgt nach den Banff-Kriterien.Diese teilen
speziell Antikorper-vermittelte Veradnderungen in Transplantaten in

verschiedene Kategorien ein. (Solez K 2008)

Im Falle eines histologischen Nachweises einer Abstol3ungsreaktion
wird die Einleitung einer Therapie mit Applikation von
Steroidbolusgaben (500-1000 mg Prednisolon i.v. fir 3 - 5 Tage)
notwendig, gleichzeitig wird die Basisimmunsuppression erhoht, ggf.
erfolgt eine Umstellung der Immunsuppression (SOP LTX Hamburg
2.3.2. Anlage 02).

Prognostisch ist die akute Abstofungsreaktion reversibel. 95% der
betroffenen Patienten weisen eine komplette Ausheilung der AbstofRung
auf, lediglich 5% munden in eine chronische Absto3ung und als Raritat
ware eine fulminante Abstol3ung zu erwarten (SOP LTX Hamburg 2.3.2.
Anlage 02).

2.2.2 Der Ischamie- Reperfusionsschaden (IRS)

Der Ischamie- Reperfusionsschaden entsteht in den Geweben, die fur
eine bestimmte Zeit von der Blutversorgung abgeschnitten und dann
durch Reperfusion wieder durchblutet sind. Mechanismen, die zu
diesen Zellschaden fuhren sind sehr komplex und noch nicht vollstandig
erforscht. Freigesetzte Sauerstoffradikale und Entziindungsmediatoren
durch aktivierte Kupffer-Zellen, sowie Stérungen der hepatischen
Mikrozirkulation durch vasokonstriktorische Mechanismen in den
Sinusoiden adharierender Zellen scheinen eine Rolle zu spielen
(Jaeschke 2003).

Es werden unter anderem Konservierungsschaden, die durch die

Behandlung der Leber zwischen der Entnahme des Organs aus dem



Korper des Spenders und dem Einsetzen in den Empfanger entstehen,
verantwortlich gemacht. In dieser sogenannten kalten Ischamiephase
(Cold ischaemic time = CIT) ist die hypotherme Konservierung mit einer
speziellen Konservierungsflussigkeit, der UW-LOsung (University of
Wisconsin  Solution) oder HTK- Lésung (Histidin-Tryptophan-
Ketoglutarat) notwendig, um die metabolischen Prozesse in der Leber
zu verlangsamen (Brettschneider 1980, Erhard 1995). Die kalte
Ischamie wird durch die Anastomosierung der Gefal3e des noch nicht
durchblutenden Organs in eine warme Ischamie (warm ischaemic time
= WIT) dberfuhrt. Dabei spielt der Zeitfaktor dieses Prozesses eine
wichtige Rolle. So konnte nachgewiesen werden, dass der
Transplantationserfolg von den Konservierungsschaden abhangig ist
und deutlich mit der Konservierungszeit korreliert (Cywes 1993). Dieses
bewies auch eine Studie von Totsuka und Mitarbeitern, in der gezeigt
wurde, dass es zu signifikant groB3eren Zellschdden und héaufigeren
Transplantversagen mit deutlich erhdhten Transaminasewerten bei
prolongierten CIT und WIT kommt (Totsuka 2004). Ahnliches wurde bei
Ratten beobachtet. Es zeigte sich, dass bei Rattenlebern nach OLT mit
einer warmen Ischamiezeit unter 30 Minuten keine bleibenden Schaden
auftraten. Im Gegensatz dazu kam es bei Ratten bei denen die
Ischamiezeit 60 Minuten betrug zur Einschrankung der Funktion und
irreversiblen  Verdnderungen der histologischen  Struktur des
transplantierten Organs (He XS 2004). Es wurde durch eine
multizentrische Studie von Porte et al 1998 bestétigt, dass die CIT
moglichst unter 16h bleiben sollte, um ein langfristiges Uberleben des

Transplantates zu gewahrleisten (Porte RJ 1998).

Die Akute Phase (<2 h) nach Reperfusion ist gekennzeichnet durch die
Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS). Diese Aktivierung
fuhrt zur Akkumulation von neutrophilen Granulozyten in der Leber.
Diese Neutrophilen schadigen die Leber direkt durch Freisetzung von
Oxidantien, Proteasen und hydrolytischen Enzymen zytotoxisch
(Lentsch 2000) und fuhren zu Mikrozirkulationsstorungen aufgrund der

Verlegung der Sinusoide durch die Leukozytenaggregate bzw.



polymorphkernige Leukozyten/ Thrombozyten-Koaggregate (PMNL/TZ).
Durch diese Minderdurchblutung und nachfolgende Reoxyginierung
kommt es zur Schadigung der Endothelzellen, mit der Konsequenz des
programmierten Zelltodes, der Apoptose (Gao et al 1998). Studien
bewiesen, dass durch eine Zellverringerung von Leukozyten und
Thrombozyten im Perfusionsmodell einer Leberparenchymschadigung
nach Ischamie /Reperfusion vorgebeugt werden konnte (Cywes 1993a)
In der spateren Phase wird durch Ischamie und Reperfusion eine
inflammatorische Reaktion induziert, welche die Ausschittung von
Mediatoren, den so genannten Cytokinen zur Folge hat. Ein wichtiger
Faktor ist hier der Tumornekrosefaktor alpha (TNFalpha). Durch ihn
wird die Expression von Adhasionsmolekilen, den Selektinen, an
hepatischen Endothelzellen gesteigert. Diese Up-Regulation der
Selektine fuhrt zur vermehrten Adhéasion von Thrombozyten und
Neutrophilen Granulozyten an den Endothelzellen der Sinusoide in der
Leber. Diese Thrombozytenanbindung hat die Transmigration von
Chemokinen aus den Leukozyten in das Leberparenchym und somit die
Apoptose der Zellen und daraus resultierender Dysfunktion der Leber
zur Folge.

Ein weiterer TNF —abhéngiger Mechanismus fuhrt zur direkten
Schadigung der Hepatozyten. Es wird die Expression von ,neutrophil-
attracting® Chemokinen (CXC) gefordert. Dadurch treten die
angelockten aktivierten Granulozyten und Leberzellen in direkten
Zellkontakt via CD11/CD18 und dem interzellularen Adhasionsmolekal
ICAM-1 (Lentsch 2000).

Zur Diagnostik der Reperfusionsschaden stehen, wie auch bei der
AbstoBungsreaktion, neben der klinischen Untersuchung die
Bestimmung von Laborparametern wie den Transaminasen (GOT,
GPT), Bilirubin und Gerinnungsfaktoren zur Verfiigung. Diese kdnnen
jedoch oft nur unspezifische pathologische Veradnderungen des
Transplantates anzeigen. Dem hingegen sind durch Doppler-Sonografie
und die Feinnadelbiopsie sensitivere Aussagen moglich. Die Nachteile
bestehen in dem instrumentellen Aufwand und dem mdglichen

Auftreten von Komplikationen wie Blutungen, Infektionen etc.



DAlessandro und Mitarbeiter zeigten 1991 jedoch, dass sich auch bei
Patienten ohne pathologische Histologiebefunde nach LTX ein primares
Transplantatversagen (PNF) entwickeln kann.

Spezifische laborchemische Marker zur frihzeitigen Erkennung von
Organdysfunktionen stehen derzeit nur begrenzt zur Verfigung. Eine
Gewichtung liegt hier in der Bestimmung der Quick und Bilirubinwerte

im Serum.

Pravention durch Beseitigung mdoglicher Ursachen stellt das
wesentliche Ziel in der Behandlung des Reperfusionsschadens dar. Ist
das Organ irreversibel geschadigt, ist die Retransplantation derzeit das

einzige therapeutische Verfahren.

2.3 Die Rolle der Thrombozyten fir den IRS

Die anuklearen Thrombozyten haben einen Durchmesser von 2,5 bis 5
um und weisen einen sehr komplexen Aufbau mit einem kanalikularen
System auf, welches ihnen die Ausbildung von Pseudopodien
ermoglicht und Beweglichkeit verleint. Auf ihrer Zelloberflache
exprimieren sie zahlreiche Glykoproteine (GP), die als Rezeptoren
fungieren und die Adh&sion an die verletzte Gefal3wand vermitteln. Im
Zellinneren finden sich Mitochondrien und 2 Arten von Speichergranula.
In den alpha-Glykogranula liegen u.a. von-Willebrand- Faktor (VWF),
Thrombospondin, Fibrinogen und P-Selektin in gespeicherter Form vor.
Die dichten beta- Granula enthalten ADP, ATP, Serotonin.

Die Adhasion an die subendotheliale Matrix erfolgt Uber VWF und
Kollagen. Es folgt eine Signalkaskade mit Sekretion der Granula und
Thromboxansynthese, die als positive Verstarkermechanismen fir
weitere Aktivierungssignale fungieren. Es resultiert ein hochaffiner
Zustand der Fibrinogenrezeptoren GP llbllla fir Fibrinogen der
benachbarten Thrombozyten und somit die Grundlage fur die

Aggregation.



2.3.1 Thrombozyten- und Leukozytenmerkmale

Es gibt viele Faktoren auf der Oberflache von Thrombo- und
Leukozyten, aber auch |8sliche Proteine, die eine wichtige Rolle fur die
Interaktion miteinander und mit dem Endothel spielen. Hierzu zé&hlen
u.a. Selektine, Integrine, sowie Faktoren, die an spezielle Rezeptoren
gebunden sind, wie Fibrinogen, von Willebrand Faktor, aktivierter
Faktor Vlla und Thrombospondin.

Uber die Rolle dieser Merkmale beim I/R-Schaden nach
Lebertransplantationen ist bisher wenig bekannt. Meist lassen sich nur
Hypothesen aus den allgemeinen Erkenntnissen der Interaktion der
einzelnen Faktoren fur deren Beteiligung am I/R-Schaden der Leber

stellen.

23.11 CD 31

CD 31 oder Pecam-1 (platelet endothelial cell adhesion molecule-1) ist
ein 130-140 kDa groRRes Oberflachenmolekll bzw. Rezeptor vieler
Blutzellen, einschlieRlich der Thrombozyten, aber auch an
gefal3standigen Endothelzellen. Durch die Bindung an Pecam-1 wird
die Aggregation von Thrombozyten verhindert.

Falati und Mitarbeiter zeigten in ihren Untersuchungen, dass Pecam-1
defiziente Mause im Gegensatz zur Kontrollgruppe mit intakter CD 31-
Expression eine bis zu 75% schnellere Gefal3occlusion vorweisen
(Falati 2005).

2.3.1.2 CD62p
CD62p oder P-Selektin ist ein 120 kDa grof3es Membranprotein. Es ist

in den alpha-Granula von Thrombozyten sowie in den Weibel-Palade-
Kdrperchen in unstimulierten Endothelzellen lokalisiert. P-Selektin stellt
einen  gebrauchlichen  Aktivierungsmarker  fur  Plattchen in
experimentellen Untersuchungen dar, da er nach Stimulierung durch

Exozytose auf der Zelloberflache exprimiert wird (Weyrich 1996).



Er vermittelt das Anbinden und Rollen von Leukozyten und auch von
Thrombozyten an der Oberflache von aktivierten Endothelzellen
(Khandoga, 2002a; 2002b).

Uber das Glykoprotein P-Selektin konnen Plattchen direkt mit
Adhasionsmolekilen auf Leukozyten interagieren. Als primarer
Leukozytenrezeptor fungiert der P-Selektin-Glykoprotein-Ligand-1
(PSGL-1), der z.B auf Monozyten und polymorphkernigen Leukozyten
(PMNL) aktivierungsabhangig exprimiert wird (Evangelista 1999).
Funktionell induzieren aktivierte Platichen P-Selektinvermittelt die
Produktion von Tissue-Faktor in Monozyten sowie Superoxidanionen
bei PMNL und Monozyten (Nagata 1993). Thrombozyten kénnen Uber
P-Selektin die Expression von Zytokinen und Chemokinen wie IL-1b, IL-
8 in Monozyten und PMNL und Monozytenchemotaktisches Protein-1
(MCP-1) in Monozyten induzieren (Weyrich 1995).

2.3.1.3 CD 40L

CD 40 Ligand (CD 40L, CD 154, TRAP-1) weist eine Gr6Re von 33 kDa
auf und bindet an seinen Rezeptor CD 40. Sein Vorkommen wurde fur
Endothelzellen (EC), GefalRmuskelzellen, Fibroblasten,
Monozyten/Makrophagen und aktivierte Thrombozyten nachgewiesen
(Henn 1998).

Durch die CD 40L/CD 40 Interaktionen wird das B-Zellwachstum
induziert und auf3erdem der Antikdrperswitch IgM/IgG vermittelt.

Als weitere wichtige Funktion gilt die Freisetzung von Zytokinen, wie
TNF alpha und den Interleukinen IL-1, -6 und -8 aus peripheren
Monozyten nach Ligation von CD 40L/ CD 40 (Kiener 1995; Monaco
2002).

2.3.1.4 Tissue Faktor
Tissue factor (TF), Thromboplastin, Faktor Ill oder CD 142 ist ein 45-47

kDa grofRes Protein, welches auf Endothel- und Epithelzellen
expremiert wird. Laut Drake kommt TF in Grenzflachen um Organe und

in den Gefallwanden als ein so genannten ,Haemostatic envelope®



(hamostatischer Mantel) vor, um den Koérper im Fall einer
Gefallverletzung vor Blutverlusten zu schiitzen (Drake 1989). Er stellt
den Rezeptor/ Kofaktor fir den Blutgerinnungsfaktor VII oder den im
Blut bereits aktiviert vorliegenden Faktor Vlla dar. Durch eine
Komplexbildung mit diesem wirkt TF als Hauptinitiator der extrinsischen
Gerinnungskaskade im Blut. Uber diesen Komplex kénnen mehrere
Faktoren (VII, IX und X) nun gleichzeitig aktiviert werden. Somit wird die
Gerinnung uber einen positiven Ruckkopplungsmechanismus verstarkt.
Es sind nur geringe Mengen an TF notwendig, um ein Gefald
thrombotisch zu verschlie3en (P6tzsch 2010). Neben der Initiation der
physiologischen Blutgerinnung ist Tissue Faktor auch an der
disseminierten intravaskularen Gerinnung (DIC) bei Sepsis (Rivers
1992), sowie bei postoperativen Thrombosen und in der
Artherosklerose beteiligt (Landers 1994). In den letzten Jahren wurden
weitere Funktionen des Tissue Faktors in der Angiogenese, der
Tumorangiogenese (Forster 2004) und fir die Migration bzw.
Transmigration von monozytaren Zellen durch Endothelzellen
beobachtet (Mackman 2004).

Wahrend der Tissue Faktor in Zellen der Gefal3wand konstitutiv
exprimiert wird, ist seit einigen Jahren bekannt, dass die Expression
des Tissue Faktors in anderen Zellen des Gefal3systems (Monozyten
und Endothelzellen) durch eine Stimulation mit Entziindungsmediatoren

oder Wachstumsfaktoren induziert werden kann (Zhou 2004).

2.3.1.5 Tissue Faktor Pathway Inhibitor

Tissue factor pathway inhibitor ist einer der wichtigsten Inhibitoren der
physiologischen Blutgerinnung, da er bereits kurz nach der Initiierung
der Gerinnung den Tissue Faktor/Faktor Vila Komplex im aktiven
Zentrum inhibiert. TFPI wird hauptsachlich von Endothelzellen, aber
auch in stimulierten Monozyten synthetisiert (Van der Logt 1994). In
einer Untersuchung unterschiedlicher Gewebe mit Hilfe von Northern
Blots fand man auflerdem eine Expression von TFPI in der
Mikrovaskulatur von Lunge, Leber, Niere, Herz, Skelettmuskel und
Gehirn (Bajaj 1999). Der Hauptanteil von TFPI ist an der Oberflache



des Endothels lokalisiert. Der TFPI des Endothels besitzt seine volle
Lange (45 kDa) und ist daher maximal inhibitorisch wirksam. Das
Molekulargewicht des plasmaassoziierten TFPIs ist unterschiedlich (34-
45 kDa). Der Plasma-TFPI besitzt daher nur eine schwache
inhibitorische Wirkung. Ca. 8% an TFPI im Vollblut ist aul3erdem in
Plattchen lokalisiert (45-47 kDa) und wird nach Stimulation mit
Plattchenagonisten (Thrombin, Kollagen) freigesetzt und ist dann
maximal inhibitorisch wirksam (Butenas 2002).

2.3.1.6 GPlibllla

Auf der Oberflache von Thrombozyten fungiert der GPIlIbllla-Komplex
als Hauptrezeptor fur das Fibrinogen. Er ist aktivierungsabhéngig, d.h.
auf ruhenden Thrombozyten befindet sich nur eine geringe Zahl an
Rezeptoren. Kommt es jedoch zu einer Aktivierung durch z.B. ADP,
Thrombin oder Kollagen, nehmen die Anzahl der Liganden und damit
die Bindungsfahigkeit fur Fibrinogen enorm zu. Die Anbindung erfolgt
mit den alpha- und Gamma-Ketten des Fibrinogenmakromolekuls. Nach
Verschmelzung der beiden Proteine lauft eine Konformationséanderung
im GPlIbllla Rezeptor ab, so dass die beiden verborgenenen Ketten llb
und llla mittels Antikbrpern nachgewiesen werden kénnen (Gawaz
1996).

2.4 Die Rolle der Monozyten fur den IRS

Wie auch Thrombozyten spielen Monozyten in der Entstehung des I/R
Schadens eine zentrale Rolle. Monozyten sind die Vorganger von
Gewebsmakrophagen, besitzen verschiedene Rezeptoren auf ihrer
Oberflache und sind zusatzlich Quelle verschiedenster Zytokine und
Chemokine, die den inflammatorischen Prozess unterhalten.

Letztere sind verantwortlich fur die gerichtete Bewegung von
Monozyten und Lymphozyten und der Transmigration inflammatorischer
Zellen (Boring 1997).



2.4.1 Monozytenmerkmale

2411 CD 14

CD14 ist ein 55 kDa schweres Glukoprotein, das mit einem Teil aul3en
an der Zellmembran verankert ist.

Zunéchst wurde es als Monozyten-spezifischer Marker angesehen,
inzwischen ist bekannt, dass es auch auf Granulozyten, Makrophagen
(Ziegler-Heitbrock 1993) und auf B-Lymphozyten exprimiert wird
(Labeta 1991). Der Ligand von CD14 ist unter anderem das bakterielle
Endotoxin LPS. Die Affinitat von CD14 zu LPS wird deutlich erhdht,
wenn LPS zuvor mit dem Lipopolysaccharid Bindenden Protein (LBP),
einem von Hepatozyten synthetisiertes Akut Phase Protein, einen
Komplex bildet (Landmann 1996). Eine Stimulation der Leukozyten mit
LPS fuhrt in weniger als einer Stunde zu einer erh6hten Expression von
CD14 (Kusunoki 1996). Aber auch Lipoteichonsduren und
Peptidoglykane, als Zellwandbestandteile grampositiver Bakterien,
kénnen CD14 binden und zu einer Zellstimulation fihren (Gupta 1996).
Der wichtige Zusammenhang, dass eine Abh&ngigkeit zwischen CD14
und dem Komplementrezeptor CD11b besteht, wurde von Beller und

Mitarbeitern herausgefunden (Beller 1982).

2.4.1.2 CD42a

CD42a oder GP IX ist ein relativ kleines Molekil, von 17-22 kDa,
welches auf Plattchen und Megakaryozyten vorkommt. Dieses
einkettige integrale Membranprotein bildet eine Verbindung mit CD 42a-
d. Der CD 42 a, b, ¢, d- Komplex (insbesondere CD 42 b oder GP Ib
alpha) dient als Rezeptor fur vVWF und Thrombin. Damit liegt auch die
Funktion dieses Proteins in der Adhasion von Thrombozyten an die
subendotheliale Matrix und amplifiziert die Thrombozytenreaktion auf
die thrombinabhangige Plattchenaktivierung (Fox 1988).



2.4.2 Monozytenanbindung

2.4.2.1 Fibrinogen

Fibrinogen stellt in der Gerinnungskaskade die Vorstufe des Fibrins dar.
Durch die Bindung von Thrombin an die zentrale Domane des
bivalenten Fibrinogenmolekils wird die Abspaltung der Fibrinopeptide A
und B und somit die Bildung von Fibrin katalysiert. Die Vernetzung der
Fibrinmonomere untereinander fihrt dann zur Stabilisierung des
Thrombus (Jurk 2005).

Zirkulierendes Fibrinogen vermittelt nach Anbindung an den Liganden
GPIlibllla auf Thrombozyten die Aggregation untereinander als auch die

Bildung von Koaggregaten mit z.B. PMNL.

2.4.2.2 Thrombospondin

Thrombospondin-1 (TSP-1) ist ein in den a-Granula der Plattchen
lokalisiertes Protein. Es wird nach Aktivierung aus den a-Granula der
Plattchen mittels Exozytose ausgeschuttet, wobei es 25% des
sezernierten Gesamtproteins ausmacht. Ein Teil davon wird an
spezifischen  TSP-1-Rezeptoren auf der Plattchenoberflache
zurickgebunden (Kehrel 1996). Thrombospondin stellt wie CD62p
einen Aktivierungsmarker auf Plattchen dar (Gawaz 1996).

TSP-1 kann von vielen Zellen, z.B. von Blutplattchen, Leukozyten,
Endothelzellen, glatten Muskelzellen, Keratinozyten oder Fibroblasten
synthetisiert werden. Ein Kontakt von Plattchen mit Monozyten und die
Differenzierung zu Makrophagen fihrt zu einer gesteigerten TSP-1-
Synthese (Schwartz 1989). Sezerniertes Thrombospondin wird Uber
spezifische Rezeptoren an Zellen zuriickgebunden und kann auch in
die extrazellulare Matrix eingebunden werden (Dreyfus 1992).
Thrombospondin ist somit als multifunktionelles Molekdl nicht nur ein
wichtiger Bestandteil der extrazellularen Matrix, sondern es ist auch als
Adhasionsvermittler an einer Vielzahl interzellularer Wechselwirkungen
beteiligt. TSP-1 ist als Brickenmolektl bei der Plattchenaggregation
wahrend der Blutgerinnung beteiligt. Bei arteriosklerotischen Lasionen
kann es aber auch die Monozyten- Plattchenadhasion an das

Subendothel vermitteln (Narizhneva 2005). Aul3erdem bewirkt es die



Plattchenadhasion an Monozyten und PMNL, wodurch die Produktion
von Superoxidanionen, Hapto- und Chemotaxis, Phagozytose- und
Migrationsprozesse gefordert werden. Diese Leukozytenfunktionen
spielen bei entzindlich-arteriosklerotischen Prozessen eine essentielle
Rolle (Kehrel 1996).

3. Material und Methoden

3.1 Ubersicht

Bei den Patienten wurden unmittelbar vor (entspricht Tag 0) der
Lebertransplantation und 2, 4, 6 Tage nach der LTX jeweils 15 ml
Citratblut peripher oder zentral vents abgenommen. Hiervon wurden 5
ml zur Plasmagewinnung flur die Multimaranalyse verwendet und 10 ml

fur die FACS- Analyse verarbeitet.

3.2 Patientenkollektiv

In unserer Studie wurden insgesamt 23 Patienten nach elektiver
orthotoper Lebertransplantation (OLT) untersucht. Das
Patientenkollektiv bestand aus 7 Frauen und 16 Mannern. Die
Erkrankungen, die zur Op- Indikation fuhrten, waren unterschiedlicher

Genese.

Tabelle 1: Ubersicht tiber die Indikationen zur Op

Indikation I/R-Schaden Abstol3ung Kontrolle

Virale Hepatitis 1

Metabolisch/toxisch

biliar

Autoimmun

Primar sklerosierend

RN R o N b

kryptogen

A O O O M|
A O P | O O N

Total




Alle Patienten wurden Uber die Studie aufgeklart und erteilten schriftlich
ihre Zustimmung zur Teilnahme.

Der Untersuchungszeitraum umfasste einen Zeitpunkt unmittelbar vor
der OP und 2, 4, 6 Tage nach der OP (POD).

Retrospektiv konnten wir unsere Patienten in 3 Gruppen unterteilen:

1.) Patienten mit einem Serummaximum der GOT>1500 U/l an POD 1
und/oder 2 bilden die Gruppe der Ischamie/Reperfusionschaden (,IRI%)
(n=4) - Gruppe

2.) Patienten mit begrenztem Schaden in der 1. Woche (GOT<1500 U/l)
ohne Anhalt fiir eine AbstofRungsreaktion dienten als Kontrollgruppe )(
n=15).

3.) Patienten, bei denen innerhalb der 1. Wochen nach LTX eine akute
AbstoRungsreaktion diagnostiziert wurde, bildeten die 3. Gruppe
(LAbstol3ung) (n=4)

3.3 Labordiagnostik

3.3.1 Quick

Fir die Bestimmung des Quickwertes wurde das Innovin® Reagenz mit
dem entsprechenden Analysegerat von Dade Behring benutzt. Dieses
Reagenz besteht aus einer Mischung von rekombinantem
Gewebefaktor und synthetischen Thromboplastin, Calcium Puffer und
Stabilisatoren. Es ist zugelassen unter anderem fur die Bestimmung der
exogenen Gerinnungsfaktoren [Hirsh 1991] und zeigt eine hohe
Sensitivitat.

Mit Hilfe des ISI-Wertes (International Sensitivity Index) kénnen die
Patientenwerte als International Normalized Ratio (INR) angegeben
werden. [Hawkins 1991]



3.3.2 Bilirubin

Der in vitro Test zur quantitativen Bestimmung von Gesamtbilirubin in
Serum und Plasma mit dem Analyseautomaten von Roche entspricht
der Wahlefeld et al Methode [Wahlefeld 1972]. Hierbei wird das Diazo-
Reagenz (2,5-Dichlorphenyldiazoniumtetrafluoborat) bei pH 1-2 an
Bilirubin gekoppelt und es entsteht Azobilirubin, welches photometrisch

gemessen werden kann.

3.3.3 GOT

Wie schon die vorhergehenden Parameter wurde auch dieser im Labor
der Klinischen Chemie im UK Eppendorf gemessen. Verwendet wurde
der in vitro Test zur quantitativen Bestimmung der Aspartat-
Aminotransferase (AST) bzw. Glutamat-Oxalacetat- Transaminase
(GOT) im Serum mit dem Analyseautomaten von Roche. Dieser
Nachweis basiert auf den Empfehlungen der International Federation of
Clinical Chemistry (Schumann 2002) und wurde nachtraglich noch
optimiert. Uber die Bildung von Oxalacetat wird das Enzym indirekt
photometrisch gemessen.

3.3.4 Gamma GT

Bei diesem enzymatischen Farbtest zum Nachweis der Gamma-
Glutamyltransferase im Humanserum und- plasma wird das Substrat L-
y-Glutamyl-3-carboxy-4-nitranilid mit dem Akzeptor Glycylglycin
versehen. Dabei wird 5-Amino-2-nitrobenzoat freigesetzt und durch das
Analysegerat von Roche photometrisch detektiert. Dieser Nachweis
bezieht sich auf Untersuchungen von Szasz aus dem Jahr 1969. Eine
verbesserte Methode wurde 1976 durch einen Substratwechsel durch
Persijn und van der Slik erreicht. Auf dieser basiert die heutige

Untersuchung.



3.4 Gerate

Durchflusszytometrie

- Durchflusszytometer: FACScan [Becton Dickinson, Heidelberg]
- Computersystem: HP9000 [Hewlett Packard, Boblingen]

- Computersystem: PowerMacC4 [Apple, U.S.A]

- Steuer- /Auswerte-

programme: FACScan [BD, Heidelberg], CellQuest

- Drucker: Phaser 750 [Tectronix, USA]

Zentrifuge: 5810 R [Eppendorf, Hamburg]

Schuttler: KS 501 digital [IKA, Staufen]
Chemikalienwaage: Adventurer AR 2140 [Ohaus, Giessen]
ph-Meter: MP 220 [Mettler-Toledo, CH-Schwarzenbach]
Mikroskop: CX 41 [Olympus, Hamburg]

3.5 Durchflusszytometrie ( Facs-Analyse)

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode, mit der man optische
Eigenschaften einzelner Zellen durch Anregung mittels Laserlicht
messen und analysieren kann. Es entsteht dabei Streulicht, wodurch
man auf die relative ZellgréRe, Granularitdt der Zellen, sowie auf
Fluoreszenzintensitaten markierter Zellen schlie3en kann.

Fur die Analyse werden die in Suspension befindlichen Zellen durch
eine Stahlkapillare mittels Uberdruck in die Messkammer transportiert.
Hier werden die Zellen von der zugefuhrten Tragersubstanz erfasst und
beschleunigt. Durch die Verengung der Kammer und durch die
Auftrennung durch die Tragersubstanz passieren nun die Zellen einzeln
nach einander aufgereiht den Analysenpunkt (Laserstrahl). Das von uns
verwendete FACS-Gerat FACScan der Firma Becton- Dickinson
arbeitet mit einem Argonlaser. Passiert eine Zelle den Laserstrahl,
andert sich die Richtung des anregenden Lichtes, es entsteht ein
Streulicht. Wird dieses in Richtung des einfallenden Strahles gestreut,

spricht man von Vorwartsstreuung (forward light scatter, FSC). Dieses



Signal gibt Informationen Uber die Zellgré3e. Eine Streuung des Lichtes
in einem Winkel von 90° zum Laserstrahl bezeichnet man als
Seitwartsscatter (sidescatter, SSC) und dieses charakterisiert die
Morphologie, also  Granularitat und  Membraneigenschaften.
Zellantigene koénnen mit unterschiedlichen Fluorochrom-gekoppelten
Antikdrpern markiert werden. Trifft der Laserstrahl nun auf solche, fuhrt
dieses zu einer Anregung der Fluoreszenzen und Emission von
Fluoreszenzlicht in jeweils charakteristischen Wellenlangen. In unserer
Arbeit verwendeten wir 3 Fluorochrome: Fluoresceinisothiocyanat
(FITC), Phycoerythrin (PE) und Peridin-Chlorophyll-Protein (PerCP).
Zur Detektion der unterschiedlichen Fluoreszenzen wird das Licht durch
verschiedene Filter geleitet, logarithmisch verstéarkt und in elektronische
Signale umgewandelt. Die registrierten Signale werden durch einen
Analog-/Digitalwandler digitalisiert und einer bestimmten Kanalzahl (hier
1024) zugeordnet. Durch ein Datenverarbeitungsprogramm kénnen die
Messdaten nun per Computer zur Auswertung gebracht werden. Man
kann die Einparameterdarstellung, in Form eines Histogramms (Zellzahl
gegen Zahl der Kanéle) oder die Zweiparameterdarstellung als Dot plot
(Punktehistogramm) wahlen. Beim Dot plot ist es durch Darstellung von
FSC und SSC mdglich, einzelne Zellpopulationen von einander zu
unterscheiden. AulRRerdem besteht hierbei die Mdoglichkeit durch
Einrahmen (,Gaten®) einzelner Populationen, diese zu markieren, um
sie z.B. unabhangig in die Messung bzw. in die Zahlung einzubeziehen
(Raffael 1988).

Die Durchflusszytometrie wurde in dieser Arbeit verwendet, um die
aktivierungsabhéngige Anbindung von Antikérpern oder
Adhasionsproteinen an Thrombozyten, Monozyten und Leukozyten zu
erfassen und um quantitativ die Assoziate dieser Zelltypen zu

bestimmen.



Um eine Vergleichbarkeit von an verschiedenen Tagen gemessenen
Proben zu gewahrleisten, wurde die Durchflusszytometereinheit

regelméRig mit dem Eichkit 3 von BD geeicht.

3.6 Chemikalien

Tabelle 2: Verwendete Antikorper

Name des Antikorpers Fluoreszenz Bezugsquelle

Anti TF FITC Loxo, Dossenheim
Anti TFPI FITC Loxo, Dossenheim
CD62p FITC Immunotech, Hamburg
CD42a FITC Immunotech, Hamburg
CD31 FITC Immunotech, Hamburg
CD11b FITC BD, Heidelberg

CD14 FITC Immunotech, Hamburg
GPlibllla FITC BD, Heidelberg
Anti-vWF FITC Serotec, Dusseldorf
CD42a PerCP BD, Heidelberg
CD40L PE BD, Heidelberg

CD14 PE BD, Heidelberg

Tabelle 3: Andere Chemikalien

Trypanblau 0,4% Sigma, Deisenhofen
Lysepuffer BD, Heidelberg

Formaldehyd(0,4%;1%) | Sigma, Deisenhofen
PBS-Puffer(7,4;) Sigma, Deisenhofen
Tyrodepuffer Sigma, Deisenhofen

Faktor Il, Thrombospondin und Fibrinogen wurden freundlicherweise

zur Verfugung gestellt von Frau Prof. B. Kehrel, Klinische und




experimentelle Hamostasiologie, Klinik fur Anasthesiologie; Universitat

Munster.

3.7 Untersuchung an Thrombozyten

3.7.1 Vorbereitung fur Untersuchung an Thrombozyten

Voraussetzung fur die Untersuchung ist die Herstellung von
Plattchenreichem Plasma (PRP). Um die Thrombozyten von den
anderen Blutbestandteilen zu trennen, zentrifugierten wir das Blut 10
Minuten bei 900 rpm (1509g), ohne Bremse bei Raumtemperatur. Nach
dem Zentrifugieren wurde der jetzt plattchenreiche Plasmaiberstand
mit einer Kunststoffpipette abgenommen und in ein Reagenzréhrchen
gefullt. Fur die Thrombozytenzahlung wurde das Plasma vorbereitet.
Dazu wurde eine 1:20 Verdinnung des Plasmas mit Trypanblau (0,4 %)
hergestellt. Von dieser Menge wurden 10 pyl abgenommen und in eine
Neubauerzahlkammer geflllt. AnschlieRend wurde die Zahlkammer zur
Sedimentation in eine feuchte Kammer gegeben. Nach 10 Minuten
konnten die Zellen gezahlt werden. Es wurden 5 Felder gezahlt, die zur
Berechnung der Thrombozytenzahl pro pl mit 21000 multipliziert wurden.
Das PRP wurde auf 50000 Zellen/ul eingestellt.

I

Neubauer Zahlkammer



3.7.2 Thrombozyten ex-vivo Aktivierungszustand

Der qualitative und quantitative Nachweis der Thrombozytenaktivierung
ist mit Hilfe der Durchflusszytometrie mdglich. Dabei werden
Veranderungen an Membranproteinen direkt oder indirekt detektiert. Je
nach Zielparameter wird eine Abnahme oder ein Zuwachs von

Proteinen oder Antikérpern auf der Plattchenoberflache bestimmit.

Fur diese Untersuchung wurde das eingestellte PRP 30 Minuten in
einem Verhéltnis von 1:1 mit 1%em Formalin bei RT fixiert. Damit es
hier zu keiner Verfalschung der Werte durch eventuelle Aktivierung
kommt, durften die R6hrchen wéahrend dieser Zeit nicht bewegt werden.
Im Anschluss erfolgte der Waschvorgang, in dem wir dem fixierten PRP
in einem Verhaltnis von 1:1 PBS-Puffer zufigten und bei 2100 rpm 10
min. zentrifugierten. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Pellet
resuspendiert. 10 pl des jeweiligen Antikérpers wurde in ein Facs-
Roéhrchen vorgelegt und dann 100ul des fixierten PRP dazugegeben.
Es erfolgte dann die 45 Minuten dauernde Inkubation im verdeckten
Karton und unter leichtem Schitteln bei Raumtemperatur. Nach der
Inkubation wurde 1000 pl PBS zugegeben und 10 Minuten mit 2100
rom und RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, die Probe
auf ein Volumen von 1000ul mit PBS aufgefillt. Jetzt erfolgte die
durchflusszytometrische Bestimmung der jeweiligen Faktoren.

PBS-Puffer: pH 7,4

NacCl 137 mM
KCI 2,6 mM
Na2HPO4 8,0 mM
KH2PO4 1,4 mM



3.8 Untersuchung im Vollblut

3.8.1 Probenvorbereitung fir Untersuchungen im Vollblut

Fur die Bestimmung von Expression von CD 11b, Tissue Factor und
Tissue Factor Pathway Inhibitor auf Monozyten und der
Bindungsfahigkeit von Fibrinogen, Thrombospondin und Faktor VII an
Monozyten wurde Citrat- Vollblut von Patienten innerhalb einer Stunde
nach Blutentnahme verarbeitet.

Es wurde eine schonende Behandlung der Zelltypen zur Vorbereitung
zur durchflusszytometrischen Analyse gewabhrleistet, in dem eine
nahezu zellunschadliche Fixierung gewahlt wurde. Als Fixierflissigkeit
verwendeten wir deshalb 0,4 %es Formalin. Eine spezielle Lyse der
Erythrozyten (Lysepuffer von Becton Dickinson) sollte praparativ
bedingte Zellartefarkte minimieren. Die Lyse durfte erst nach der
Fixierung und Markierung der Zellen erfolgen, da es sonst durch die
Aktivierung der Thrombozyten durch freigesetztes ADP zu einer
Verféalschung der Messungen gekommen ware.

3.8.2 Expression von TF, TFPlund CD 11b

Monozyten exprimieren nach Aktivierung auf ihrer Oberflache Faktoren,
wie z.B. CD11b Tissue Factor (TF) und dessen Gegenspieler Tissue
Factor Inhibitor (TFPI),.

Anfanglich wurde die entsprechende Menge Vollblut mit 0,4 % Formalin
in einem Verhdltnis von 1:1 fir 30 Minuten bei RT fixiert. AnschlieRend
wurden 1000ul Tyrodepuffer zugesetzt und bei 1600rpm (450 g) 10
Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Pellet
resuspendiert. Fur den Nachweis von CD11b benutzten wir folgende
Antikdrper: CD14 FITC, CD 42a PerCP und CD 11b PE. Um TF und
TFPI auf den Monozyten nachzuweisen, benutzten wir CD14 PE,
CD42a PerCP und TF FITC. Wir legten diese Antikorper vor, flugten
dann 100 pl fixiertes Vollblut dazu und inkubierten dann die Probe 45

Minuten bei RT unter Lichtabschluss und bei leichtem Schitteln. Nach



dem Waschvorgang mit Tyrodepuffer flhrten wir die Lyse der
Erythrozyten mit dem Lysereagenz durch.

Bei der Lyseragenz handelte es sich um eine 10-fach konzentrierte
Mixtur aus Ammoniumchlorid, Potassium Bicarbonat und EDTA.

Das Lysereagenz verdinnten wir in einem Verhdltnis 1:10 mit
destilliertem Wasser. Es wurde sofort kraftig geschuttelt und unter
Sicht lysiert, bis die Flissigkeit klar wurde, maximal 10 Minuten. Dann
wurde der Vorgang mit Tyrodepuffer in einem Verhaltnis von 1:1
abgestoppt und anschlie3end zentrifugiert.

Abschliel3end wurde noch einmal mit Tyrodepuffer gewaschen und fir

die Analyse mittels Durchflusszytometer auf 600 ul aufgefllt.

3.8.3 Bindungsfahigkeit von Fibrinogen, Thrombospondin

und Faktor Vlla an Monozyten

In dieser Experimentreihe erfolgte die Ermittlung der Quantitat an
gebundenen Fibrinogen, Thrombospondin sowie Faktor VII an
aktivierten Monozyten.

Fur diese Analyse wurde eine Menge an Protein, abhangig von der
jeweiligen Ausgangskonzentration, mit dem unbehandelten Vollblut

vermischt, so dass sich ein Gesamtvolumen von 200ul ergab.

Diesem Ansatz wurde nun zur Fixierung in einem Verhaltnis 1:1 0,4%es
Formalin zugegeben. Nach 30 Minuten erfolgte der Waschvorgang
unter Zugabe von Tyrodepuffer und Zentrifugation bei 450g fir 10
Minuten bei RT. AnschlieRend erfolgte das Absaugen des Uberstandes.
Nach Vorlage von 10ul Antikérper (CD 14PE) inkubierte die Probe unter
leichtem Schitteln bei RT fur 45 Minuten. Darauf erfolgten der
Waschvorgang und die Lyse wie unter Expression von TF, TFPI und
CD 11b beschrieben.



- Tyrode-Hepes-Puffer:  NacCl 140 mM

KCI 2,7 mM
NaH2PO4 0,42 mM
NaHCO3 12,0 mM
D(+)-Glucose 55 mM
Hepes 5,0 mM
MgClI 21,0 mM

3.9 Statistik

Fir die statistische Auswertung der Ergebnisse durch den Vergleich der
Mittelwerte  wurde der studentische t-Test flr ungepaarte Daten
verwendet.

Der z-Test wurde zum Vergleich von Verhaltnissen durchgefiihrt und
aulerdem verwendeten wir den Anova-Test fur Vergleich zeitlicher
Verlaufe.

Eine statistische Signifikanz wurde fir Werte (*) p < 0,05 angenommen,
wobei ein Wert (***) p < 0,001 als hochsignifikant angesehen wurde.

Die Auswertungen erfolgten mittels der Software Sigmastat 3, SPSS,

Deutschland.



4. Ergebnisse

4.1 Patientencharakteristika

Tabelle 4: Patientencharakteristika
Patienten- UNOS_ =) § Athiologie der | Calcineurin-
Gruppe nummer Status | Transplantat % 8 Leberzirrhose | Inhibitor
Kontrolle 1 2 Vollorgan A m Virushepatitis Cyclosporin A
2 4 Vollorgan A m biliar FK 506
3 3 Vollorgan B m ethyltoxisch Cyclosporin A
7 2 Vollorgan A m ethyltoxisch Cyclosporin A
9 4 Splitleber B m autoimmun FK 506
10 3 Vollorgan 0 m Virushepatitis Cyclosporin A
11 3 Vollorgan B m ethyltoxisch Cyclosporin A
12 3 Splitleber A m ethyltoxisch Cyclosporin A
14 4 Splitleber A m ethyltoxisch Cyclosporin A
15 2 Vollorgan 0 w ethyltoxisch Cyclosporin A
16 2 Vollorgan A m biliar FK 506
18 2 Vollorgan B w andere FK 506
20 4 Splitleber A m biliar FK 506
22 2 Vollorgan 0 m ethyltoxisch Cyclosporin A
23 3 Vollorgan 0 w andere Cyclosporin A
IRI 4 3 Vollorgan 0 m biliar FK 506
3 Vollorgan AB w Virushepatitis Cyclosporin A
17 2 Vollorgan A w biliar Cyclosporin A
21 3 Vollorgan 0 m ethyltoxisch Cyclosporin A
AbstoRung |5 3 Splitleber 0 w autoimmun FK 506
2 Vollorgan 0 m Virushepatitis Cyclosporin A
13 3 Vollorgan A w Virushepatitis Cyclosporin A
19 4 Vollorgan A m biliar FK 506
p_Value 0,531 0,391 0,539 ,184 | 0,755 1

Die Vergleichsgruppen (Kontrolle, Ischamie- und Reperfusionsschaden
(IR1) Abstol3ung) hinsichtlich
Charakteristika auf Unterschiede wie UNOS—KTriterien (United Network

und wurden verschiedenster
for Organ Sharing severity of illness scoring system), Geschlecht,
Blutgruppe untersucht, wobei sich keine signifikanten Unterschiede

erkennen lielRen.



4.2 Spendercharakteristika

Tabelle 5: Spendercharakteristika
N Mean StdAbweich. Minimum | Maximum | p-Value
Kalte Kontrolle 15 623,53 |180,5 288 897 0,556
Ischéamie- IRI 545,75 | 160,22 350 742
zeit Abstof3ung 681,25 | 165,91 476 818
(min) Gesamt 23 620,04 | 172,28 288 897
warme Kontrolle 15 31,6 10,89 20 57 0,706
Ischamie- IRI 35,25 14,5 20 50
zeit Abstol3ung 37 17,3 17 57
(min) Gesamt 23 33,17 12,25 17 57
Erythrozyten- Kontrolle 15 18,13 13,29 0 45 0,895
konzentrate IRI 19,5 10,97 31
(n) Abstol3ung 22 22,14 54
Gesamt 23 19,04 14,07 0 54
FFP Kontrolle 15 43,4 23,78 12 91 0,714
(n) IRI 41,25 24,62 17 68
Abstol3ung 55,75 46,54 24 123
Gesamt 23 45,17 27,63 12 123
Thrombo- Kontrolle 15 6,53 5,26 0 19 0,325
zytenkon- IRI 9,25 5,68 17
zentrate Abstol3ung 11 6,63 18
(n) Gesamt 23 7,7826 |5,6 0 19
Empfanger Kontrolle 15 49,93 9,66 31 66 0,517
Alter IRI 46,25 14,27 30 61
(Jahre) Abstof3ung 43,5 9,33 35 53
Gesamt 23 48,17 10,28 30 66
Spender Kontrolle 15 36,6 13,04 18 60 0,089
Alter IRI 51,5 9,04 41 60
(Jahre) Abstof3ung 44,25 7,72 35 52
Gesamt 23 40,25 12,74 18 60
Spender Kontrolle 14 23,84 33,91 9 141 0,881
Leukozyten IRI 15,8 3,57 11,3 19,5
(x100/ul) Abstol3ung 20,6 12,68 8 37,8
Gesamt 22 21,79 27,32 8 141
Spender Kontrolle 14 225 133,24 104 628 0,52
Thrombo- IRI 146 13,78 130 163
zyten Abstof3ung 222 129,66 77 371
(x100/ul) Gesamt 22 210,09 |119,9 e 628
Spender Kontrolle 15 146,6 6,21 138 157 0,388
Natrium IRI 142 6,68 133 148
(mmol/l) Abstof3ung 146,5 2,89 143 150
Gesamt 23 145,78 | 5,91 133 157
Spender Kontrolle 15 0,85 0,46 0,4 1,9 0,143
Bilirubin IRI 0,8 0,56 0,3 14
(mg/dl) Abstol3ung 0,34 0,13 0,2 0,5




N Mean StdAbweich. Minimum | Maximum | p-Value

Gesamt 22 0,75 0,46 0,2 1,9
Spender Kontrolle 14 39,49 30,35 5 95 0,819
GOT IRI 4 29,75 22,37 11 62
(uny AbstoBung | 4 355 17,71 13 54

Gesamt 22 36,99 26,48 5 95
Spender Kontrolle 13 84,77 25,05 45 131 0,773
Quick IRI 4 84,25 14,45 73 105
(%) Abstof3ung 4 73 48,35 15 129

Gesamt 21 82,43 27,94 15 131
Spender Kontrolle 13 188,69 | 125,7 76 462 0,812
Blutzucker IRI 3 196,33 | 130,48 120 347
(mg/di) Abstol3ung 4 148,25 | 52,16 104 218

Gesamt 20 181,75 | 111,82 76 462
Spender Kontrolle 15 0,93 0,3 0,6 1,6 0,693
Kreatinin IRI 4 0,88 0,38 0,6 14
(mg/dl) Abstol3ung 4 0,78 0,38 0,5 1,3

Gesamt 23 0,89 0,32 0,5 1,6

Die Spendercharakteristika wie Leberenzyme, Natrium, Blutbild, Gabe
von Blutprodukten usw. waren nicht signifikant unterschiedlich
(einfaktorielle ANOVA (analysis of varianz)).

Lediglich im Alter der Spender (einfaktorielle ANOVA, p=0,08) gab es
einen Trend zu erkennen. So waren die Patienten in der Kontrollgruppe
im Mittel mit 36,6 Jahren (+/- 13,04) junger als die IRI- Gruppe mit 51,5
Jahren (+/- 9,04) und die Abstol3ungsgruppe mit 44,25 Jahren (+/-
7,72). Ein post-hoc LSD Test (p=0,037) erhartete diesen statistischen
Trend zwischen der Kontrollgruppe und den IRI- Patienten.

4.3 Laborparameter

4.3.1 GOT (Glutamat-Oxalacetat-Transaminase)

Die GOT ist in den Hepatozyten hauptsachlich in den Mitochondrien
lokalisiert, liegt aber auch zu 20% im Zytoplasma vor. Sonstiges
Vorkommen: in Leber, Herz- und Skelettmuskulatur, (Hagemann O,
Laborlexikon, e-journal, ISSN 1860-966X)

Die Normbereiche liegen bei Frauen bei 10-35 U/l und bei Mannern bei
10-35U/1.



Zur Bestimmung der Leberenzyme nutzten wir das Labor fur Klinische

Chemie an der Universitatsklinik Hamburg Eppendorf.

Eine Erhoéhung der jeweiligen Leberenzyme lasst aufgrund der
Lokalisation in der Leberzelle auf den Schweregrade der hepatischen
Schadigung schlieRen.

So kommt es Dbei leichten Leberschaden zum Anstieg der
membrangebundenen Gamma GT. Schwerere Leberschéaden fihren
zum Anstieg der GOT und der zytoplasmatischen GPT. Bei schweren

Leberschéaden steigen die mitochondriale GLDH und GOT an.
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Abbildung 1: Serum GOT im postoperativem Verlauf der IRI- Gruppe und
der AbstoRungsgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe

Bei der IRI-Gruppe =zeigt sich postoperativ sogleich ein stark
signifikanter Anstieg dieses Leberenzyms. Am 1. postoperativem Tag
(POD) (p= <0,001) erreicht die IRI- Gruppe ihr Maximum mit einem
Wert von 1842,5 U/dl +/-680,4 U/dl. Ab dem 2. POD sinken die Werte,
liegen bis zum 8. POD signifikant Uber den Werten der
AbstoRungsgruppe und der Kontrolle.



Die Abstol3ungsgruppe hat im Vergleich zur IRI- Gruppe und zur
Kontrolle einen hdéheren Ausgangswert, ab dem 1. POD zeigen sich
nahezu vergleichbare Werte zwischen Patienten der Absto3ungsgruppe
und der Kontrollgruppe und damit sehr &hnliche Kurvenverlaufe ohne
signifikante Unterschiede.

Es zeigt sich hier sehr deutlich, dass es bei IRS-Gruppe im frihen
postoperativen Verlauf zu einer Leberzellschadigung kommt, Dieses
zeigt sich durch erhdhte GOT Werte mit einem Maximum am 1. POD,
wohingegen die GOT der AbstoBungs- und Kontroligruppe fast

normwertig war.

4.3.2 GLDH (Glutamatdehydrogenase)

Die GLDH ist in den Hepatozyten hauptsachlich in den Mitochondrien
lokalisiert und weitgehend leberspezifisch und dient somit als Indikator
fur die Abschatzung des Leberzelluntergangs und damit des
Leberschadens. (Hagemann O, Laborlexikon, e-journal, ISSN 1860-
966X)

Der Referenzbereich liegt bei Frauen bis 5 U/l und bei Manner bis 7 U/I.
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Abbildung 2: Serum GLDH im postoperativem Verlauf der IRI- Patienten
und der AbstoBungspatienten im Vergleich zur Kontrollgruppe



Es zeigt sich ein deutlicher signifikanter Anstieg der postoperativen
GLDH Werte der IRI- Gruppe im Vergleich zur Absto3ungs- und
Kontrollgruppe. Bereits am 1. POD zeigen sich signifikante
Unterschiede (p< 0,001), wobei die Werte am 2. POD ihr Maximum
(GLDH= 980,4 U/dl +/- 544,6; p< 0,001) erreichen. Es kommt zu einem
schnellen Absinken der Werte nach dem 2.POD zum 3.POD (p<0,01).
Bis zum 5. POD liegen die GLDH Werte (POD 4 p< 0,001, POD 5
p<0.01) der IRI-Gruppe signifikant Gber denen der Abstof3ungs- und
Kontrollgruppe und nahern sich am 6. POD den anderen
Kurvenverlaufen an und liegen damit im Normbereich dieses
Parameters.

Fur das Vorliegen einer schweren Lebergewebsschéadigung spricht
zusétzlich zur erhdhten GOT die Erh6hung der GLDH wie in Abbildung
2 mit dem Maximum am 2. POD. Die AbstoRungs- und Kontrollgruppe
zeigen wie auch schon in der Abbildung 1 kaum einen Anstieg der

Leberenzyme.

4.3.3 Gamma GT (y-GT, Gamma-Glutamyl-Transferase)

Die y-GT ist, im Gegensatz zu den anderen Leberparametern,
membrangebunden und leber- und gallengangsspezifisch und der
empfindlichste Indikator bei Stérungen des Gallengangssystems und
der Leber. Die Hohe des Wertes ist proportional zum Umfang der
Leberschadigung. (Hagemann O, Laborlexikon, e-journal, ISSN 1860-
966X)

Der Referenzbereich liegt bei Frauen bis 35 U/l und bei Mannern bis 66
U/l
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Abbildung 3: Serum Gamma GT im postoperativem Verlauf der IRI-
Gruppe und AbstoRungsgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe

Im postoperativen Verlauf verhalten sich die Gamma GT Werte aller 3
Patientenpopulationen mit einem milden Anstieg bis zum 5. POD
zunéchst ahnlich. Dann ab dem 7.POD kommt es zu einem deutlichen
signifikanten Anstieg der Werte der Abstol3ungsgruppe mit einem
Maximum am 10. POD mit 823,5 U/dl +/- 563,7, (p=0,002) im Vergleich
zur Kontrollgruppe (215,9 U7dl +/- 173,0). Die Gamma GT fallt im
weiteren Verlauf wieder ab, um sich der IRI- Gruppe anzugleichen. Die
IRI-Gruppe zeigt nur einen tendenziellen leichten Anstieg der Werte ab
dem 8. POD im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Im Gegensatz zu den Abbildungen 1 und 2 zeigt sich bei der Gamma
GT ein Anstieg der AbstoRungsgruppe im spateren Verlauf des
Beobachtungszeitraumes mit einem Maximum am 10. POD als Zeichen

einer TransplantatabstoRungsreaktion..

4.3.4 CRP (C-reaktives Protein)

Das CRP wird in der Leber gebildet und steigt ca. 6-12h nach Beginn

einer akuten Entziindungsreaktion an.



Es kann Hinweis fur postoperative Komplikationen (Infektionen,
Nekrosen) geben mit Anstieg Uber 50-150 mg/l oder ausbleibendem
Abfall 3-4 Tage nach Operation. Der Normbereich liegt bei < 6mg/dl.
(Hagemann O, Laborlexikon, e-journal, ISSN 1860-966X)
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Abbildung 4: Serum CRP im postoperativem Verlauf der IRI- und
AbstofBungsgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe

Postoperativ kommt es zun&chst in allen 3 Gruppen zum Anstieg der
CRP Werte, wobei nur die IRl Gruppe nach einem steileren Anstieg am
2. POD ihr Maximum (CRP 111,1 mg/dl +/- 27,5) und eine starke
Signifikanz (p <0,001) im Vergleich zur Kontrollgruppe (57,1 mg/dl +/-
19,7) erreicht.

Die Absto3ungsgruppe als auch die Kontrolle zeigen simultan einen
milderen Anstieg am 1. POD. Die Werte der Kontrolle fallen im Verlauf
langsam weiter ab, um sich bei ca. 30 mg/dl einzupendeln. Die
AbstoRungsgruppe zeigt ebenfalls fallende Werte. Ab dem 5. Tag
sinken die Werte unter die Kontrollgruppe und bleiben unter diesem
Niveau bis zum 12. POD. Danach steigen sie langsam etwas Uber die
Kontrollgruppe.

Die Werte in der IRl Gruppe fallen ab dem 3. POD (p <0,05). Am 6.
POD kommt es noch zu einem kleinen nicht signifikanten Anstieg. Ab

dem 7. Tag bleiben die Werte auf ahnlich niedrigem Niveau der



anderen Gruppen. Es zeigen sich im weiteren Verlauf keine weiteren
signifikanten Unterschiede.

Ahnlich wie auch in den Abbildungen 1 und 2 zeigt sich bei der IRS
Gruppe ein Anstieg des CRP als Ausdruck fiur eine Organschéadigung.
Wohingegen das CRP bei der AbstoRungs- und Kontrollgruppe kaum
eine Erh6hung zeigt.

4.3.5 Quick im Serum

Unter anderem werden in der Leber die Gerinnungsfaktoren Il, V, VII, IX
und X, sowie Protein C; S gebildet. Um einen objektiven Eindruck von
der Syntheseleistung des Organes zu bekommen, nutzten wir die
standardisierte Bestimmung des Quickwertes im Labor fur Klinische
Chemie an der Universitatsklinik Hamburg Eppendorf. Der Normbereich
des Quickwertes liegt bei 80-127%.
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Abbildung 5: Serum Quick der IRI-Gruppe im postoperativem Verlauf im
Vergleich zur Kontrollgruppe nach LTX

Der Ausgangsquickwert der IRI Gruppe ist anfanglich niedriger als der
der Kontrollgruppe. Die Werte &ahneln sich am 1. und 3. postoperativen



Tag. Wobei die Werte der Kontrollgruppe postoperativ bis zum 3. Tag
abfallen. Ab dem 4. POD ist ein Anstieg der Werte beider Gruppen bis
zum 13. POD zu erkennen. Wobei die Quickwerte der IRI-Gruppe ab
dem 3. POD deutlich unter denen der Kontrollgruppe liegen. An den
Tagen 7, 11 und 12 ist ein Trend (7. POD p=0,087, 11. p=0,077, 12.
p=0,082) zuerkennen, am 10. POD liegt der Wert signifikant unter der
Kontrollgruppe ** (p=0,008).

Bei den IRI Patienten zeigt sich eine Syntheseleistungsminderung im
Vergleich zur Kontrollgruppe durch erniedrigte Quickwerte im

postoperativen Verlauf.
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Abbildung 6: Serum Quick der Patienten mit der AbstoBungsreaktion zur
Kontrollgruppe im postoperativem Verlauf nach LTX

Postoperativ fallen die Quickwerte beider Kollektive zunachst ab bis
zum 3. POD. Hiernach kommt es zum Anstieg der Quickwerte beider
Gruppen, wobei das Niveau des Patientenkollektives deutlich unter dem
der Kontrolle liegt. Die Kontrollgruppe zeigt einen stetigen Anstieg der
Werte bis zum 10. POD, danach stagnieren die Werte und fallen ab
dem 13. POD ab. Die Absto3ungsgruppe zeigt insgesamt einen

unregelmalligeren Kurvenverlauf, wobei die Werte bis zum



Beobachtungsende ansteigen. An den Tagen 4 (p=0,034),5 (p=0,022)
und 7 (p=0,028), 8 (p=0,033), 9 (p=0,015), 10 (p=0,023),11 (p=0,023),
12 (p= 0,033) liegen die Ergebnisse signifikant unter der Kontrollgruppe.
Ahnlich wie auch in Abbildung 5 zeigt sich bei der AbstoRungsgruppe
ebenfalls eine Syntheseleistungsminderung in den niedrigeren

Quickwerten im Verglich zur Kontrollgruppe.

4.3.6 Gesamtbilirubin im Serum

Indirektes Bilirubin, als Hamabbauprodukt wird in der Leber konjugiert
und damit wasserloslich gemacht, so dass es mit der Galle
ausgeschieden werden kann. Damit reprasentiert das Bilirubin den
Metabolismus der Leber und man kann es als Kontrollparameter

nutzen. Der Referenzwert von Bilirubin liegt im Blut unter 2mg/dI.
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Abbildung 7: Serumbilirubin der IRl Patienten im Vergleich zur
Kontrollgruppe im postoperativen Verlauf



Vom 1. POD bis zum 3. POD verhalten sich die Werte der
Patientenkollektive &hnlich. Danach lasst sich deutlich erkennen, dass
die Bilirubinwerte der IRI-Gruppe ab dem 5.POD ansteigen und damit
signifikant Gber dem Niveau der Kontrollgruppe und im pathologischen
Bereich liegen. Wahrend die Bilirubinwerte der Kontrollgruppe zwischen
1,88 mg/dI- 5,43 mg/dl liegen, steigen die Bilirubinwerte der IRI-Gruppe
auf ein Maximum von 10,57 mg/dl am 7.POD an. Im weiteren Verlauf
folgen abfallende Werte bis zum 14. POD auf 5,43 mg/dl. Signifikante
Unterschiede (*) der beiden Patientenkollektive lassen sich am 5. POD
(p= 0,016), 13. POD (p=0,019) 14. POD (p=0,02), starkere Signifikanz
(**) 6.POD (p= 0,007), POD 7 (p=0,002), POD 10 (p=0,003), POD 11
(p=0,004), POD 12 (p=0,007) und eine besonders starke Signifikanz
(***) am 8. POD (p=0,0001) ablesen. Die Werte der Kontrolle zeigen
postoperativ eine standig fallende Tendenz.

Die IRS Gruppe zeigt einen deutlichen Anstieg in den Bilirubinwerten,

wobei die Kontrollgruppe fast normwertig bleibt.

*%*
**  __
20 1
ja— *%
E 4 **k*%
> 15 *%
é * *%* *
[ *
5 10 1
S
=
2 57
£
&
o) 0 1
Q)
—O— Akute AbstoRung
-5 - —@— Kontrolle

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Postoperative Tage

Abbildung 8: Serumbilirubin der AbstoRungsgruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe im postoperativem Verlauf nach LTX



Die Werte des Serumbilirubins in der Gruppe mit der Akuten AbstoRung
sind gegenuber der Kontrollgruppe signifikant erhoéht. Die
Kontrollgruppe zeigt einen tendenziell sinkenden Verlauf mit einem
Spitzenwert von 5,37 mg/dl am POD 0 bis zu einem Normwert von 1,88
mg/dl am POD 13. Ab dem 4. POD kommt es zu steilen Anstieg der
Bilirubinwerte der Absto3ungsgruppe. Das Maximum wird am 7. POD
mit 11,53 mg/dl erreicht. Signifikante Unterschiede finden sich
durchgehend vom 5. POD bis 13. POD.

Im frihen postoperativen Verlauf nach oLTX weisen Patienten mit
AbstoRRungsreaktion ein im Mittel erhéhtes Serumbilirubin mit einem
Maximum am 7.POD auf, wahrend die Kontrollgruppe nahezu normale

Werte demonstrierte.

4.3.7 Thrombozytenzahlen

Der Bildungsort der Thrombozyten befindet sich im Knochenmark,

Die Funktion der Blutplattchen bei der Blutgerinnung auch als
Entziindungszellen wurde weitestgehend in der Einleitung beschrieben.
Der Referenzbereich liegt bei 150.000-400.000 /pl.
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Abbildung 9: Thrombozyten der |IRI- Gruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe im postoperativem Verlauf nach LTX



Die Thrombozytenzahlen der beiden Gruppen sind im ersten Abschnitt
bis zum 5. POD mit Werten um die 100000/ul sehr &hnlich. Nach dem
6. postoperativen Tag zeigte die Kontrollgruppe eine allmahliche
Zunahme der Thrombozytenzahl bis zum 14. POD. Die Werte der IRI
Patienten bleiben im Verlauf auf niedrigem Niveau, wobei die Werte
vom 9.-12. POD signifikant unter denen der Kontrollgruppe liegen. Die
Thrombozytenzahlen der IRI Gruppe steigen im Beobachtungszeitraum
kaum tber 100000 /pl an.

Die Patienten mit dem Reperfusionnschaden zeigen im Mittel deutlich

niedrigere Thombozytenzahlen als die Kontrollgruppe.
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Abbildung 10: Thrombozyten der AbstoRungsgruppe versus

Kontrollgruppe im postoperativem Verlauf nach LTX

In diesem Grafen verlaufen die Kurven der beiden Gruppen zunachst
ahnlich niedrig, wobei die Ausgangswerte bis zum 6. POD die héchsten
Werte darstellen. Ab dem 7. POD kommt es in beiden Populationen zu
einem Anstieg der Thrombozyten. Die Werte der Kontrolle steigen
successive an und die Thrombozyten erreichen dabei Werte um
300000/pl am 14. POD.

Die AbstolRungspatienten zeigen eine geringere Erholungstendenz von
der Thrombozytopenie, die Werte Ubersteigen dabei kaum 150000/ul im



Verlauf. In der Auswertung der Ergebnisse sind keine signifikanten

Unterschiede zwischen den beiden Kollektiven zu erkennen.

4.4 Proteinexpression auf Thrombozyten

Um den Zustand der Aktivierung der Thrombozyten quantifizieren zu
kdnnen, bestimmten wir die Expression verschiedener Faktoren an der
Oberflache der Thrombozyten (Y-Achse) an festgelegten Zeitpunkten
(X-Achse) durchflusszytometrisch.
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Abbildung 11: Expression von CD 62p auf Thrombozyten der IRI-Gruppe
versus Kontrollgruppe im postoperativem Verlauf nach LTX

Bei gleichen Ausgangswerten préoperativ steigt die CD 62p Expression
signifikant zum 2. POD (p=0,034) im Vergleich zur Kontrollgruppe hin

an. Fur die anderen Tage konnten keine statistischen Unterschiede



festgestellt werden. Die Kurve der der Kontrollgruppe zeigt nahezu
einen geradlinigen Verlauf.

Bei der IRI Gruppe zeigt sich ein Anstieg des p-Selektins am 2.POD als
Zeichen der  Thrombozytenaktivierung im  Gegensatz  zur

Kontrollgruppe.
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Abbildung 12: CD 62p Expression der Gruppe mit AbstoRungsreaktion vs.
der Kontrollgruppe im postoperativem Verlauf nach LTX

Bei der Gruppe der Akuten Abstol3ung liegen die Werte der CD 62p
Expression mit denen der Kontrollgruppe nahezu auf einem Niveau. Die
Werte verhalten sich dabei &hnlich. Es konnten keine signifikanten
Unterschiede gefunden werden.

Wie auch bei der Kontrollgruppe zeigte sich bei der Abstol3ungsgruppe
hinsichtlich des P- Selektin Expressionsmusters keine Veranderung des

Thrombozytenaktivierungsstatus im Beobachtungszeitraum.



4.4.2 Thrombospondin PE
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Abbildung 13: Expression von Thrombospondin auf Thrombozyten der IRI
Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe im postoperativem Verlauf
nach LTX.

Im gesamten Verlauf liegen die Werte der IRI- Patientengruppe uber
denen der Kontrolle. Dabei war der Peak am 2. POD mit (p= 0,042)
signifikant Gber dem Level der Kontrolle. Am 6. POD stellt sich im Trend
ein Anstieg des IRI Kollektives dar. Das Expressionsmuster der
Patientengruppe verlauft nahezu konstant Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum.

Ahnlich wie in Abbildung 12 zeigt sich eine gesteigerte
Thrombozytenaktivierung der IRS Gruppe im Vergleich zur Kontrolle am
2.POD.
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Abbildung 14: Expression von Thrombospondin auf Thrombozyten der
AbstofBungsgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe im postoperativen
Verlauf nach LTX.

Beide  Kollektive zeigen  ahnliche  Expressionsmuster  auf
gleichbleibendem Niveau lber den gesamten Beobachtungszeitraum.
Wie auch bei der Kontrollgruppe zeigte sich bei der AbstoRungsgruppe
hinsichtlich des Thrombospondinexpressionsmusters keine
Veréanderung des Thrombozyten-aktivierungsstatus im

Beobachtungszeitraum.



4.5 Proteinexpression auf Thrombozyten und

Monozyten

4.5.1 Tissue Factor auf Thrombozyten
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Abbildung 15: TF Expression auf Thrombozyten von IRI-Patienten im
Vergleich zur Kontrollgruppe im postoperativem Verlauf nach LTX

Es konnte eine deutlich gesteigerte Expression von TF am 2. POD
(p=0,009) im postoperativen Verlauf der IRl Gruppe gegenuber der
Kontrollgruppe gemessen werden. Die Werte fallen am 4. POD ab und
steigen zum 6. POD nochmals, jedoch nicht signifikant, an. Die
Expression der Kontrollgruppe bleibt nahezu auf einem Niveau.

Die IRS- Gruppe zeigt im Gegensatz zur Kontrollgruppe eine deutliche
Steigerung der TF Expression und damit Thrombozytenaktivierung am
2. POD.
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Abbildung 16: TF Expression auf Thrombozyten von

AbstoBungspatienten im Vergleich zur Kontrollgruppe im
postoperativem Verlauf nach LTX

Unterschiede in der Expression des TF beider Gruppen konnte nicht
festgestellt werden. Wie auch in der Kontrollgruppe zeigte sich
hinsichtlich der TF Expression bei dem Patientenkollektiv keine

Veranderung des Aktivierungsstatus.



4.5.2 Tissue Factor auf Monozyten
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Abbildung 17: TF Expression auf Monozyten bei IRI- Patienten im
Vergleich zur Kontrollgruppe im postoperativem Verlauf nach LTX

Es zeigt sich bei anfanglich ahnlichen Ausgangswerten postoperativ am
2.Tag ein steiler Anstieg der IRI- Kurve und erreicht dort das Maximum.
Der Wert liegt signifikant (p=0,001) Uber der Kontrolle. Auf hohem
Niveau verlaufen die Werte weiter. Im Unterschied dazu steigt die TF
Expression der Kontrolle erst im Verlauf nach dem 2. POD an und
erreichte am 6.POD seinen héchsten Wert. Im weiteren Verlauf finden
sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen.

Es zeigt sich eine deutliche Steigerung des Aktivierungszustandes der
Monozyten im postoperativen Verlauf bei der Patientengruppe im

Gegensatz zur Kontrolle.
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Abbildung 18: TF Expression auf Monozyten bei Patienten der
AbstofBungsgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe im postoperativem
Verlauf nach LTX

Im postoperativen Verlauf der Gruppe mit der akuten Abstol3ung zeigt
sich ein stetiger Anstieg der Werte bis zum 6. POD. Die Kurve der
Kontrolle hatte einen tendenziell hoheren Ausgangswert, sinkt am 2.
POD unter die AbstoBungsgruppe ab, um ab dann ebenfalls
anzusteigen. Es konnten keine signifikanten Unterschiede im Aktivier-
ungszustand der Monozyten hinsichtlich der TF-Expression zwischen

den Kollektiven nachgewiesen werden.



4.6.2 TFPI auf Thrombozyten
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Abbildung 19: TFPI Expression auf Thrombozyten bei IRl Patienten und
der Kontrollgruppe im postoperativem Verlauf nach LTX

Bei der IRl Gruppe ist die Expression von TFPI im Gegensatz zur
Kontrollgruppe im gesamten Kurvenverlauf tendenziell erhéht, eine
Signifikanz  lasst sich nicht nachweisen. Hinsichtlich des
Aktivierungszustandes der Thrombozyten lasst sich bei den Kollektiven
kein Unterschied erkennen.
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Abbildung 20: TFPI- Expression auf Thrombozyten der

AbstoBungsgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe im postoperativem
Verlauf nach LTX

Es lasst sich im Expressionsmuster der beiden Gruppen keine deutliche
Unterscheidung machen. Beide Kollektive zeigen am 2. POD leicht
ansteigende Werte, die sich jedoch untereinander in keinem Verhaltnis
befinden.

Ahnlich wie in Abbildung 20 lasst sich auch bei der AbstoRungsgruppe
beziuglich der TFPI Expression auf aktivierten Thrombozyten kein

Unterschied zur Kontrollgruppe erkennen.
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Abbildung 21: TFPI- Expression auf Monozyten der IRI- Gruppe im
Vergleich zur Kontrollgruppe im postoperativem Verlauf nach LTX

Bei leicht ansteigenden Werten der IRl Gruppe an den ersten
postoperativen Tagen kommt es am 6. POD zu einem signifikanten
(p=0,02) steilen Anstieg mit einem Erreichen des Maximums. Die Kurve
der Kontrollgruppe bleibt im Verlauf insgesamt auf préoperativem
Niveau.
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Abbildung 22: TFPI- Expression auf Monozyten der AbstoRungs- Gruppe
im Vergleich zur Kontrollgruppe im postoperativem Verlauf nach LTX

Der préaoperative Wert der AbstoRungsgruppe ist im Vergleich zur
Kontrolle signifikant erhdht (p=0,037). Die Kurve der Abstol3ungsgruppe
hat eine fallende Tendenz, wobei das Minimum am 6. POD gemessen
wird. Die Kontrollgruppe zeigt ein gleichbleibendes Niveau der TFPI
Expression bis zum 6. POD.

4.6 Anbindung von Thrombospondin (FITC- markiert)

4.6.1 Thrombozyten

Thrombospondin wird von aktivierten Thrombozyten an der Oberflache
ausgeschittet und zum Teil an spezifischen Rezeptoren
zurlickgebunden. Damit gilt auch Thrombospondin als
Aktivierungsmarker.  Diese  Anbindung  wiesen  wir  mittels

Durchflusszytometer nach.
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Abbildung 23: Thrombospondinanbindung an Thrombozyten bei IRI-
Patienten und Kontrollpatienten im postoperativem Verlauf nach LTX

Im Gegensatz zur nahezu geradlinig verlaufenden Kurve der Kontrolle
zeigt sich die Kurve der Thrombospondin- Anbindung bei den Patienten
mit IRl bis zum 4. POD leicht ansteigend. Danach nimmt der Anstieg
zu. Am 6.POD war die Thrombospondinanbindung (p=0,033)
signifikant hoher als die des Kontrollkollektives. Diese zeigt eine

gesteigerte Thrombozytenaktivierung im Gegensatz zur Kontrollgruppe.
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Abbildung 24: Thrombospondinanbindung an Thrombozyten bei IRI-
Patienten und Kontrollpatienten im postoperativem Verlauf nach LTX

Die Kurve der AbstoRungsgruppe verlauft vom 0.- 4. leicht ansteigend.
Am 6. POD ist ein leichtes Abfallen zu verzeichnen. Die Kontrollgruppe
weist im gesamten Verlauf nahezu konstante Werte auf, es konnten
keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Bezlglich der
Thrombospondinanbindung  konnten somit keine wesentlichen

Unterschiede zwischen den Kollektiven dokumentiert werden.



4.6.2 Monozyten Thrombospondin
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Abbildung 25: Thrombospondinanbindung an Monozyten der IRI- Gruppe
im Vergleich zur Kontrollgruppe im postoperativem Verlauf nach LTX

Zuachst sinken die Werte beider Kurven vom praoperativen
Ausgangswert zum 2.POD ab. Die Kurve der IRl Gruppe fallt weiter bis
zum 6. POD, hier wird auch der geringste gemessene Wert festgestellt.
Die Kurve der Kontrollpatienten steigt am 4. POD Uber das Niveau der
IRI Gruppe und bleibt auch am 6. POD erhoht. Es konnte kein
statistischer Unterschied zwischen beiden Populationen ermittelt
werden. Wie auch in der Kontroligruppe zeigte in der
Thrombospondinanbindung an Monozyten bei IRl Gruppe keine

Veréanderung des Aktivierungszustandes.
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Abbildung 26: Thrombospondinanbindung an Monozyten der

AbstofRungsgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe im postoperativem
Verlauf nach LTX

In der ersten postoperativen Phase bis zum 4. POD zeigt sich ein
ahnlicher Kurvenverlauf der beiden Patientengruppen. Am 4. POD
kommt es zu einer deutlichen Dissektion der beiden Kurven und einer
signifikanten Mehranbindung von Thrombospondin der Gruppe der

AbstoRung am 6.POD (p= 0,006) im Vergleich zur Kontrollgruppe.



5. Diskussion

In unserer Studie konnten wir zeigen, dass Patienten nach einer
Lebertransplantation, die einen Ischamie-Reperfusionsschaden (IRS)
als Folge einer kalten Ischamie erlitten, erhdhte Marker einer
hepatozellularen Schadigung aufwiesen. Gleichzeitig kam es dabei zu
einem Anstieg der Thrombozytenaktivitat und einer prokoagulatorischen
Verschiebung des Tissuefaktorsystems auf Thrombozyten sowie
Monozyten in den ersten 48 Stunden nach Reperfusion. Im Gegensatz
dazu konnten bei Patienten mit friher Abstol3ungsreaktion oder ohne
postoperative Komplikationen keine siginfikanten Ver&nderungen
hinsichtlich  der  prokoagulatorischen  bzw. inflammatorischen
Eigenschaften der Monozyten oder Thrombozyten nachgewiesen
werden.

GOT ist ein standardisierter Marker fur Leberzellschdden (Basile, 1999)
und somit wichtig als einer der zuverlassigsten nicht invasiven
Parameter der Leberreperfusionsschadens. (Mueller, 1996).Ein Anstieg
der Transaminasen wie bei unseren IRI Patienten mit einem Peak nach
24 Stunden nach Reperfusion ist typisch fur Reperfusionsschaden nach
Lebertransplantationen. (Azoulay, 2005). Diesem Anstieg von GOT
folgte parallel die Erhohung des CRP, welches als Akutphaseprotein,
mit dem Auftreten von inflammatorischen Ablaufen im Rahmen
relevanter friher Organdysfunktionen korreliert. (Beberat, 2006).
Patienten der Abstol3ungsgruppe zeigten hierbei keine signifikanten
Unterschiede im Vergleich zur Kontrollgruppe. Daraus ist ersichtlich,
dass der akuten AbstoRungsreaktion eher immunologische als
inflammatorische Ursachen zu Grunde liegen.

Vor als auch nach der frihen Organabstofung fanden sich keine
signifikanten Unterschiede der GOT und der GLDH im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Parallel zur histologischen und klinischen Diagnose der
frihen AbstoRungsreaktion kam es zum Anstieg der Gamma GT in dem
AbstoRungspatientenkollektiv. Die Sensitivitdat von Gamma GT als nicht

invasiver Marker der klinisch signifikanten Abstof3ungsreaktion wird mit



bis zu 91% und einem positiv pradiktivem Wert von 70,9% beschrieben
(Hickman,1994).

Die Kklinische Relevanz des Reperfusionsschadens sowie der
Abstol3ungsreaktion in der frihen postoperativen Phase wurde durch
eine verminderte Lebersyntheseleistung bzw. Metabolismus deutlich.
So wiesen beide Patientenkollektive signifikant niedrigere Quickwerte
und signifikant erhdhte Bilirubinwerte im Serum, im Gegensatz zu den
Patienten mit unkompliziertem postoperativem Verlauf, auf.

Verringerte Plattchenproduktion und der erhdhte Verbrauch an
Thrombozyten nach einer Transplantation fihrt zu einer
Thrombozytopenie. Persistierende Thrombozytopenien nach
Reperfusion, wie sie bei der Patientengruppe der Reperfusionsschaden
in unserer Studie beobachtet wurde, stellte sich als unginstig fur die
Transplantatfunktion und das Outcome heraus. Dieser Fakt wurde
bereits von Mc Caughan et al vorher beschrieben. (McCaughan, 1992)
Dabei stellte sich der Thrombozytenabfall nach LTX als unabhangiger
Prediktor dar.

Wir untersuchten, ob die Thrombozytopenie mit der Aktivierung der
zellularen Hamostase zusammenhangt. Daflir bestimmten wir den
prokoagulatorischen  Aktivierungsstatus von Thrombozyten und
Monozyten bei Patienten mit Abstolung nach OLT. Bei der
Abstol3ungspatientengruppe waren weder P-Selektin, CD 40L, Tsp-1
und TF-Expression auf Thrombozyten noch die TF-Expression auf
Monozyten signifikant erhéht vom 0. bis 6. POD. Dies zeigt, dass
prokuagulante Monozyten und Thrombozyten nicht signifikant an der
immunologischen Pathogenese der Leberschéadigung bis zum 6. POD
beteiligt sind. Ob aktivierte Thrombozyten eine Rolle bei der Einleitung
der hepatischen AbstolRungsreaktion bei den Patienten ab dem 7. POD
spielen bleibt spekulativ, weil unser Untersuchungszeitraum fir die
Durchflusszytometrie nur 6 postoperative Tage umfasste.

Dass Thrombozyten eine wichtige Rolle in der Pathogenese des
Reperfusionsschadens spielen, wurde in einer Studie von Schulte am
Esch gezeigt. (Schulte am Esch, 2005) In unserer Studie geht eine

ausgepragte Plattchenaktivation mit einem Anstieg der P- Selektin



Expression in den ersten 48 h nach der LTX einher. Dieses kdnnte ein
weiterer Beweis fur eine aktive Beteiligung von P- Selectin in der
Pathogenese des Reperfusionsschadens sein. Wie préaklinisch
herausgefunden wurde, vermittelt P-Selectin die Adh&sion von
Thrombozyten und Leukozyten an die Endothelzellen. (Khandoga,
2002), (Khandoga, 2002). Ein p-selectinvermitteltes Zusammenspiel
von Thrombozyten und Leukozyten bei der Apoptose von
Endothelzellen in Rattenlebern wurde bereits von Sindram et al. 2001
beschrieben. (Sindram, 2001); (Gao, 1998). Ebenso spielt das
thrombozytenassoziierte P-Selektin durch die proinflammatorische
Wirkung auf Leukozyten beim postischamischen Nierenversagen eine
gro3e Rolle[Singbartl, 2001). Im Anstieg des P-Selektins der
Reperfusionsgruppe zeigt sich auch in unserer Studie der Unterschied
im Vergleich zur Gruppe mit der immunologisch bedingten
Leberschadigung.

Die vermehrte Expression von CD 40L auf aktivierten Plattchen kann
ebenfalls zu inflammatorischen und prokoagulatorischen Mechanismen
im Transplantat fuhren. Dieses wurde bereits an Tiermodellen nach
Hirninfarkten und Reperfusion gezeigt (Ishikawa, 2005). Plattchen sind
in der Lage innerhalb von Sekunden nach Aktivierung in vitro bzw. im
Geschehen der Thrombogenese in vivo CD40L zu expremieren. Durch
CD 40/CD40L Interaktionen kdénnen aus Endothelzellen Chemokine,
Cytokine und Adhasionsmolekule freigesetzt werden, die ihrerseits
Komplikationen im Transplantat hervorrufen (Monaco, 2002).
Thrombospondin ist als multifunktionelles Molekdl nicht nur ein
wichtiger Bestandteil der extrazellularen Matrix, sondern es ist auch als
Adhasionsvermittler an einer Vielzahl interzellularer Wechselwirkungen
beteiligt. Tsp-1 ist als Brickenmolekil bei der Plattchenaggregation
wahrend der Blutgerinnung beteiligt. Eine Studie von Thakar et al. von
2005 wies Thrombospondin eine fihrende Rolle beim Nierenversagen
durch Ischamie/ Reperfusionsschaden im Tierversuch zu (Thakar,
2005). In  unserer Studie zeigte sich eine  erhohte
Plattchen/Thrombospondin Aktivitat in der IRI-Gruppe. Dieses konnte

auch in einer erhdhten Thrombospondinbindekapazitat der IRI-



Patienten bis zum 6. postoperativen Tag nachgewiesen werden und
scheint dabei unabhangig vom Tsp-1 Rezeptor CD 36 zu sein. Wie
auch P-Selectin und CD 40L ist Tsp-1 ein weiterer wichtiger Modulator
der Entzindungsreaktion bei dem Leberreperfusionsschaden.

In dieser Studie war der Tissue factor (TF) —Hauptinitiator der
extrinsischen  Koagulationskaskade und wichtiger Bestandteil
unterschiedlicher Entzindungsprozesse- signifikant auf Thrombozyten
und Monozyten in der IRI Gruppe im Gegensatz zur Kontrollgruppe 48h
nach Perfusion erhoht. Da TF vermehrt nach inflammatorischen bzw.
hypoxischen Zustdnden expremiert wird, zeigte sich damit seine
klinische Bedeutung fur Lebertransplantatversagen nach Reperfusion.
Die Rolle von TF auf Monozyten nach Nierentransplantation wurde an
préaklinischen Studien aufgezeigt. (Ushigome, 2002). P-Selectin und
CD 40L sind beides Induktoren der Tissuefactor Expression auf
Monozyten (Lindmark, 2000). Beide Marker waren auf Thrombozyten
und parallel dazu der Tissue factor auf Monozyten in unserer IRI
Gruppe am 2. postoperativen Tag erhoht. Das heil3t, sie kbénnten als
Vermittler der TF Expression auf Monoyzten und damit durch
Stimulation der Blutgerinnung und Adhasion der Leukozyten an den
GefalBen einen wichtigen Anteil am Leberreperfusionsschaden
innehaben. Ein direkter Transfer von TF von Monozyten auf
Thrombozyten gelingt durch Mikropartikel. Mikropartikel sind von der
Membran abgetrennte Vesikel, die von Zellen bei Aktivierung oder
wahrend der Apoptose freigesetzt werden. Plattchen-Mikropartikel, die
P-Selektin exprimireren, kbnnen Monozyten zur Hochregulierung der
TF- Expression aktivieren (Barry1998). Das Monozyten abgeleitete
Mikropartikel nach Stimulation im Vollblut nachgewiesen werden
konnten, zeigten Monroe et al (Monroe, 1996). Ebenso sind
Thrombozyten in der Lage TF zu synthetisieren und zu expremieren
(Panes, 2007). Umgekehrt ist auch ein P-Selektinabhangiger Ubergang
von TF von Plattchen auf Monozyten beschrieben (Scholz, 2002).
Thrombozyten spielen eine zentrale Rolle bei der Entschlisselung der
TF-Aktivitat von Monozyten, denn lediglich ein kleiner Teil wird an der

Oberflache expremiert, der andere Anteil liegt verschliisselt —ohne



prokoagulatorische Aktivitat- in der Membran intakter Monozyten vor
(Osterud, 2003). Wir konnten desweiteren beobachten, dass
gesteigerte TF- Werte auf Monozyten, nicht aber auf Thrombozyten,
kompensiert wurden durch ebenfalls gesteigerte Werte an TFPI in der
IRI-Gruppe mit einer Verzogerung von 4 Tagen also am 6.
postoperativen  Tag. Dieser Fakt koénnte als  negativer
Ruckkopplungsmechanismus der prokoagulatorischen Aktivitdt von
Monozyten gewertet werden.

Die ermittelten Spenderdaten zeigten keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen. Lediglich das Spenderalter in der IRS-Gruppe
war im Mittel 15 Jahre alter als das der Kontrolle. Dies ist dahin gehend
von Relevanz, als das das Alter als unabhangiger Faktor in
multivariaten Analysen fur frihe postoperative Komplikationen nach
LTX qilt (Ploeg, 1993) und somit zur Préadisposition fir einen
Perfusionsschaden beigetragen haben kann.

Die Vergleichbarkeit der anderen Baseline-Daten der untersuchten
Kollektive gewahrleistet die Vergleichbarkeit der Qualitdt der
transplantierten Organe. Transplantatrelevante Faktoren wie z.B. Art
des Organs, warme und kalte Ischamiezeit, Patientencharakteristika,
sowie Art der Immunsuppression und praoperative Laborwertewaren
zwischen beiden Kollektiven vergleichbar.

Therapiekonzepte zielen primar oder sekundar auf das TF/TFPI System
ab. So wird zum Beispiel das Einsetzen des GPIlIbllla Antagonisten
Clopidogrel durch Hemmung der Degranulation und damit zum Senken
des zirkulierenden TF genutzt (Stellbaum, 2007). Ein weiterer
Therapieansatz konnte auch die Verwendung von Atostatin zur
Reduktion von CD 40 L sein (Pignatelli, 2007), welches zur Reduktion
der TF Expression fuhrt. Dieses wiederum hatte, durch das Abmildern
der thrombotischen Antwort, einen positiven Effekt auf das
Transplantat. Kritisch anzumerken ist dabei, dass eine Veranderung der
Thrombozytenaktivitdit genau abgewogen werden muss, einerseits
durch ein erhdhtes Risiko fur postoperative Blutungen und andererseits
wegen der Wichtigkeit der Thrombozyten fir die Leberzelleregeneration
(Pereboom, 2008).



6. Zusammenfassung

Die Ergebnisse konnten zeigen, dass Thrombozyten nicht nur an der
Koagulation beteiligt sind, sondern auch das Potenzial innehaben, sich
an der Entziindungsreaktion der Gefallwande des Transplantates beim
Ischamie-und Reperfusionsschaden zu beteiligen. Trotz der nur
geringen Anzahl an eingeschlossenen Patienten kbnnen wir mit unserer
Studie verlassliche Ergebnisse (ber die prokuagulatorische und
inflammatorische Rolle der Monozyten und Thrombozyten und dem
zellassoziierten  Tissue factor in  der Pathogenese des
Transplantatversagens nach LTX erbringen.

Wir fanden Korrelationen zwischen dem Anstieg von TF Expression auf
Monozyten, Leberschadigung und Entzindungsreaktion am 2.
postoperativen Tag und zeigten damit den engen Zusammenhang
zwischen Gerinnung und Entztindungsreaktion in der Pathogenese des
Leberreperfusionsschadens nach Lebertransplantation.

Unsere Ergebnisse betonen die Wichtigkeit des Zusammenspieles von
Immunreaktion und zellularer Gerinnung im Ischamie- und
Reperfusionsschaden. Obwonhl aktivierte Thrombozyten und Monozyten
in Immunprozesse involviert sind, scheinen sie nicht den Anstol3 zur
akuten Abstol3ungsreaktion zu geben.

Prospektiv sollten Studien mit gré3erer Patientenanzahl zeigen, ob der
funktionelle Status der Empfangerthrombozyten und Monozyten
Einfluss auf die Frihkomplikationen hat.

Unsere Daten legen nahe, dass Therapiekonzepte, die auf den
Aktivierungszustand der Thrombozyten in der frihen Phase des
Reperfusionsschaden abzielen, durch Hemmung der
Mikrothrombenbildung und Modulation der plattchenbedingten
Entziindung, das grof3e Potential tragen, positiv in das Geschehen des

IRI einzugreifen.



7. Publikationen

Teile dieser Arbeit konnten bereits veroffentlicht werden:
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Platelet activation and increased tissue factor expression on monocytes
in reperfusion injury following orthotopic liver transplantation.
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9. Verzeichnis der verwendeten Abklrzungen

ADP Adenosindiposphat

ATP Adenosintriphosphat

°C Grad Celsius

CD  Cluster of differensation

CIT  cold ischaemic time

EC endothelial cells

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
FFP fresh frozen plasma

g Gramm

GP  Glukoprotein

GOT Glutamat-Oxalacetat-Transaminase
GPT Glutamat-Pyruvat-Transaminase
h Stunde

I/IR  Ischamie/Reperfusion

IRl ischemic reperfusion injury

IRS Ischamie-Reperfusionsschaden
KDa Kilodalton

I Liter

LPS Lipopolysaccharid

M/l Mol/Liter

mg  Milligramm

Mg Mikrogramm

min  Minute

ml Milliliter



pl Mikroliter

mmol Millimol

OLTX orthotope Lebertransplantation
PBS Phosphat puffered saline

PMN polymorph neutrophils

PNF primary non function

p.o. postoperativ

POD postoperative day

ROS reaktive Sauerstoffspezies
PRP Plattchenreiches Prpm  rounds per minute
RT  Raumtemperatur

S.C.  subkutan

sec Sekunde

TF  Tissue factor

TFPI Tissue factor pathway inhibitor
TSP-1Thrombospondin-1

U units

VWF von Willebrand Faktor

WIT warm ischaemic time
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