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1 Einleitung

Die Lebertransplantation (LTx) stellt die einzige etablierte kausale Therapiemodalitat bei
akutem Leberversagen und bei verschiedenen chronischen Lebererkrankungen im End-
stadium dar. Jedoch ist die Transplantatfunktion haufig durch den sogenannten Ischéa-
mie-Reperfusionsschaden (IRS) limitiert. Bereits 1975 wurde der ischdmische Schaden
im Rahmen tierexperimenteller Studien als klinisch relevante, pathologische Stérung de-
tektiert." Jedoch wurde bis Mitte der 1980er Jahre der Begriff des Reperfusionsschadens
nicht generell in der Literatur verwendet.? Der IRS beschreibt das Phidnomen, bei dem es
zu einer zellularen Schadigung in einem hypoxischen Organ kommt, akzentuiert durch
das nachfolgende Wiedereinsetzen der Sauerstoffversorgung.? Der IRS kann im Rah-
men von Transplantation®, Traumata®® und operativen Resektionen® eine Rolle spielen.
Neben primérer Nichtfunktion, frilher schlechter Transplantatfunktion,” héherer Inzidenz
akuter und chronischer AbstoBungsreaktionen’® sowie Leberversagen'® ist der IRS mit
einer hdheren Morbiditat” assoziiert. Dabei stellt der Mangel an Spenderorganen ein
zentrales Problem dar. 2013 wurden in Deutschland insgesamt 970 LTx durchgefiihrt."
Demgegentber standen im Jahr 2013 1.534 Patienten auf der Warteliste fur eine LTX,
wobei in diesem Berichtsjahr 1.305 Patienten neu auf der Warteliste fir eine Leber an-
gemeldet wurden.'' Damit wird der vorherrschende Organmangel ersichtlich. Aus die-
sem Grund werden zunehmend sogenannte marginale Organe transplantiert,’®'* um
den Spenderpool zu erweitern’. Darunter versteht man Organe minderer Organqualitat,
die im Vergleich zu voll funktionsfahigen Organen von gesunden Spendern eine einge-
schrankte Funktion im Empfanger zeigen. Allerdings bergen solche marginalen Organe
beispielsweise ein gréBeres Risiko fir einen schweren IRS, was haufig in einer primaren
Nichtfunktion oder einer friihen schlechten Transplantatfunktion resultiert.” Mit der Erfor-
schung von IRS-Mediatoren und neuen molekularen Signalwegen wurde das Zusam-
menspiel von angeborenem Immunsystem, adaptivem Immunsystem und der Organre-
generation in Bezug auf die langfristige Transplantatfunktion erkannt.’® Die Pravention
und Therapie des IRS sowie die Erforschung der immunologischen Faktoren, die zu dem
IRS beitragen, stellen somit eine Herausforderung an die Transplantationsmedizin dar
und spielen eine immer entscheidendere Rolle, speziell im Hinblick auf die Allokation

marginaler Organe.



2 Einleitung

1.1  Indikationen zur Lebertransplantation

Obwohl sich die Transplantationsmedizin schon weit entwickelt hat, ist sie doch noch
eine relativ junge Wissenschaft, wenn man bedenkt, dass die ersten tierexperimentellen

1618 Die erste humane orthoto-

LTx-Versuche nur knapp sechs Jahrzehnte zurtckliegen
pe LTx wurde 1963 in Denver von dem amerikanischen Chirurgen Starzl durchge-
fiihrt."®%° Bereits im Jahre 1983 erklarten die National Institutes of Health die LTx nicht
langer far ein experimentelles Verfahren, sondern fir eine geeignete Therapie vieler Pa-
tienten mit schweren Lebererkrankungen.?’

Bis heute hat sich die LTx als das standardisierte Therapiekonzept zur Behandlung des
akuten Leberversagens und der terminalen Leberinsuffizienz durchgesetzt. Entspre-
chend der Datenerhebung des ELTR stellen bei Kindern im Alter von 0-2 Jahren bezie-
hungsweise 2-18 Jahren cholestatische Erkrankungen mit 71,2 % beziehungsweise
34,1 % die haufigste Indikation dar (1988-2015),* wobei die LTx am haufigsten im
Rahmen einer Gallengangsatresie® indiziert ist. Da viele Stoffwechselerkrankungen
auch extrahepatische Stérungen mit sich bringen, ohne notwendigerweise zu einer Le-
berzirrhose zu flhren, ist vor allem in dieser Gruppe das Feld der Indikationen in den
letzten Jahren vergréBert worden. So folgen auf Platz zwei bei den 0—2-Jahrigen bezie-
hungsweise 2—18-Jahrigen die metabolischen Erkrankungen mit 8,5 % beziehungsweise
23,4 % (1988-2015).2

Laut den Statistiken des ELTR von 1988-2015 stellen bei den primaren Erkrankungen,
die in Europa zu einer LTx fuhren, die Leberzirrhosen mit 56,1 % die haufigste Indikation
dar,®* wobei 36,9 % der Leberzirrhosen virusassoziiert sind, gefolgt von 33,6 % mit alko-
holischer Leberzirrhose®. Dahingegen ist in Deutschland die alkoholische Leberkrank-
heit im Jahr 2012 sogar auf Platz eins der Indikationen.?® Neben den Leberzirrhosen stel-
len Krebserkrankungen 16,5 % und cholestatische Erkrankungen 9,9 % der gesamten
Indikationen dar (1988—2015).2* Hinsichtlich der Transplantationsindikation im Rahmen
von Malignomen bestehen allerdings Einschrankungen. So missen Patienten mit hepa-
tozellularem Karzinom die Milan-Kriterien erfillen, dirfen keine extrahepatischen Meta-
stasen und keine makrovaskulére Invasion aufweisen, um fur eine LTx gelistet zu wer-
den.

Die auf dem Organmangel beruhende Diskrepanz zwischen der Anzahl der Patienten auf
der Warteliste und der geringen Spenderanzahl beziehungsweise der im Vergleich dazu
niedrigeren Anzahl durchgefiihrter LTx I&sst nicht nur die Diskussion um die Indikations-
stellung, sondern auch die gerechte Allokation der verfigbaren Transplantate in ein an-
deres Licht rtcken.
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1.2  Allokation von Organen und Problematik des
Organmangels

Verfahren der Allokation von Organen

In den 1950er und frihen 1960er Jahren existierte in Deutschland noch kein institutionell
organisiertes Transplantationssystem, sodass das Aufbringen der Spenderorgane und
der Transplantationsprozess allein in den Handen der transplantierenden Krankenh&user
lag.?” Mit dem 1997 in Kraft getretenen TPG wurde Eurotransplant als offizielle Vermitt-
lungsstelle fir die Bundesrepublik Deutschland eingesetzt.?® Die Bundesarztekammer
richtete die Standige Kommission Organtransplantation ein, die mithilfe von Eurotrans-
plant die Richtlinien zur Organvermittlung festlegt.?® Daneben stellt die Deutsche Stiftung
Organtransplantation die nationale Koordinierungsstelle in Deutschland dar und Ubermit-
telt alle notwendigen Spenderdaten an Eurotransplant.?®

Die Organisation Eurotransplant mit Sitz in Leiden wurde 1967 durch den niederlandi-
schen Immunologen und Transplantationsmediziner van Rood gegriindet® mit der Ziel-
setzung, eine zentrale Datenbank zu erstellen und die Organe bestmdglich zu vertei-
len®. Schon wahrend der 70er Jahre begann Eurotransplant mit der Verteilung von
Lebertransplantaten.?® Heute stellt die Organisation mit 72 Transplantationszentren in
den Landern Osterreich, Belgien, Kroatien, Deutschland, Ungarn, Niederlande, Luxem-
burg und Slowenien® den Inbegriff einer supranationalen Organvermittiung dar. Wh-
rend bis Mitte der 60er Jahre die Organe basierend auf einer Warteliste nach Blutgrup-
penkompatibilitat verteilt wurden, wéahlte van Rood mit dem HLA-System einen neuen
Ansatz.?° In den Jahren 2000-2006 verteilte Eurotransplant die Organe nach dem pa-
tientenorientierten ELAS®"*. Dabei wurden mehrere Dringlichkeitsstufen eingefiihrt.®’
Jedoch stieg laut den Statistiken der Jahresberichte von Eurotransplant die Mortalitat auf
der Warteliste zwischen 2002—2006 von 363 auf 479 Falle pro Jahr,** was einem Zu-
wachs von fast einem Drittel entspricht. Um die Mortalitat zu reduzieren, Gbernahm Euro-
transplant im Jahr 2007 das amerikanische Allokationssystem und implementierte den
MELD-Score zur Priorisierung elektiv transplantabler Patienten.** Der MELD-Score gibt
die Wahrscheinlichkeit an, mit der Patienten im Endstadium einer Lebererkrankung in-
nerhalb von drei Monaten versterben.** Mit dem MELD-Score wurden die zuvor verwen-
deten Dringlichkeitsstufen ersetzt.*® Lediglich die HU-Stufe fir Patienten in akut le-
bensbedrohlichen Situationen wurde beibehalten.®® Diese Patienten werden nicht (iber
den MELD-Score zugeteilt, sondern behalten ihre internationale Prioritt.



4 Einleitung

In Deutschland sieht der Allokationsalgorithmus Folgendes vor, dass zuerst HU-Patien-
ten transplantiert werden.* Falls zum Zeitpunkt des Transplantatangebots mehrere Pa-
tienten HU gelistet sind, fallt die HU-Wartezeit ins Gewicht.>* Als Nachstes werden die
Multiorgantransplantationen wieder unter Berlcksichtigung der Wartezeit bei mehr als
einer Nachfrage beriicksichtigt.** Dann folgen basierend auf dem MELD-Score Patienten
in den Landern, die zuvor einem anderen Land ein Organ Uberlassen haben und damit
noch eine offene Verpflichtung aussteht, gefolgt von Patienten im eigenen Spenderland
und schlieBlich Patienten anderer Eurotransplant-Mitgliedslander.** In diesem Allokati-
onsalgorithmus werden padiatrische Patienten immer vor erwachsenen Patienten priori-
siert.** Der MELD-Score berechnet sich aus den drei Laborparametern Kreatinin, Ge-
samtbilirubin und der Prothrombinzeit INR* und wird somit als Lab-MELD bezeichnet.*®
Um auch Erkrankungen zu bertcksichtigen, die nicht mit einer Veranderung der oben
genannten Laborparameter einhergehen,®® beispielsweise dem hepatozellularen Karzi-
nom, wurde der sogenannte Exceptional-MELD® eingefiihrt. Neben dem MELD-Score
wurde der PELD-Score entwickelt, um die Prognose padiatrischer Patienten, die auf eine
LTx warten, vorherzusagen.® 2005 veréffentlichten Freeman et al., dass sich die Uber-
lebensraten seit der Einfihrung des MELD-basierten Allokationssystems im Jahr 2002 in
den Vereinigten Staaten nicht verschlechterten.®

Problematik des Organmangels und der Allokation marginaler Organe

Der Bedarf an Spenderorganen hat infolge der zunehmenden Inzidenz von Organversa-
gen deutlich zugenommen, wahrend das Angebot optimaler, verstorbener Spender zu
niedrig und ungentgend geblieben ist, um dem steigenden Bedarf gerecht zu werden. Im
Jahr 1995 waren 387 Patienten der Lander Osterreich, Belgien, Deutschland und Nieder-
lande auf der Warteliste fiir eine LTx.*® Am Ende des Jahres 2013 waren es hingegen
2.041 Patienten der Lander Osterreich, Belgien, Kroatien, Deutschland, Ungarn, Nieder-
lande und Slowenien,*' was etwa einem 5-fachen Anstieg innerhalb von 18 Jahren ent-
spricht. Wahrend im Jahr 1995 148 Patienten*® entsprechend 38 % aller Patienten auf
der Warteliste fiir eine LTx starben, waren es 2013 mit 487 Patienten*' leider immer
noch nahezu ein Viertel. Daher gibt es viele Ansatze den Spenderpool zu erweitern, um
damit dem vorherrschenden Organmangel gerecht zu werden. So gab es bereits ab dem
Jahr 1988 den Versuch mittels Aufteilung von Organen in Form von Teil-LTx,** Leber-
lebendspenden*® sowie Dominotransplantationen** die stetig wachsende Nachfrage zu
decken. AuBerdem wurde im Jahr 2012 das TPG dahingehend modifiziert, dass insbe-
sondere die Bundeszentrale fur gesundheitliche Aufklarung und die Krankenkassen die
Bevélkerung Uber die Méglichkeiten der Organ- und Gewebespende aufzuklaren haben.
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Aufgrund des Organmangels steigt auch das Interesse an Organen herztoter Spender,’
wobei aber in Deutschland im Gegensatz zu einigen Nachbarldéndern die Organentnah-
me nach Herztod verboten ist. Die Organe herztoter Spender flr die Transplantation
werden jedoch aufgrund verlangerter warmer Ischamiezeiten vor der kalten Konservie-
rung als suboptimal betrachtet.” Aber auch der Hirntod des Spenders birgt Nachteile und
fOhrt zur Erhéhung proinflammatorischer Zytokine, wie IL-6, IL-10, TNF-a, TGF-B sowie
MIP-1a, und damit zu einem schwerer ausgepragten IRS.*® Dennoch stellt die Verwen-
dung marginaler Organe eine geeignete Methode zur Erweiterung des Spenderpools und
zur Reduktion der Wartelistensterblichkeit dar.*®

In der Vergangenheit wurden schon samtliche Faktoren untersucht, die zur Marginalitat
der Spenderorgane beitragen und damit die Organfunktion nach Transplantation beein-
flussen. So bergen marginale Organe beispielsweise ein gréBeres Risiko flr einen
schweren IRS, resultierend in einer primaren Nichtfunktion oder einer friihen schlechten
Transplantatfunktion.” Um solche marginalen Organe transplantieren zu kénnen, werden
erweiterte Spenderkriterien verwendet.” So gelten fiir die LTx spezifizierte erweiterte Kri-
terien fur die Spender, welche auch als sogenannte ECD bezeichnet werden (5.2.2.4,
Tab. 5-4). Trifft mindestens eines dieser Spenderkriterien zu, so wird die Spenderleber
von Eurotransplant als marginales Organ definiert.>* Allerdings hat diese ECD-Ein-
teilung keine Konsequenz fiir die Allokation innerhalb von Eurotransplant,*” sondern stellt
vielmehr eine explorative Komponente der Organqualitat dar. Dieser Terminus wird kon-
trovers diskutiert, da es keine anerkannte Definition eines ECD gibt.*” Neben der ECD-
Einteilung existieren von der Bundesarztekammer definierte allgemeine »Kriterien fir die
Einschrédnkung der Vermittlungsféhigkeit« von Organen, die die Vorgeschichte des
Spenders betreffen.*® Dazu gehdren insbesondere maligne Tumoren in der Anamnese,
Drogenabhéangigkeit, Virushepatitis, Sepsis mit positiver Blutkultur und Meningitis.*® Da-
bei muss die Vermittlungsfahigkeit von den an der Organentnahme beteiligten Arzten
beurteilt werden.*®

Unter dem Aspekt, dass marginale Organe haufiger mit schwerwiegenden Komplikatio-
nen, wie einem ausgepragten IRS, einhergehen, stellt die Erforschung der dahinterste-
henden Pathophysiologie die Basis fir das Verstandnis und die Entwicklung von Thera-
pien dar. Nur so kann die optimale Konditionierung und Verwendung marginaler Organe
realisiert werden, um kinftig zu einer weiteren Nutzbarmachung solcher Organe beitra-

gen zu kénnen.
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1.3  Der hepatische Ischamie-Reperfusionsschaden

1.3.1 Funktion und Aufbau des hepatobiliaren Systems

Die Leber Ubernimmt als zentrales Stoffwechselorgan und gréBte Driise des Korpers
lebenswichtige Funktionen. Sie ist Teil des hepatobiliaren Systems, welches sich aus
Leber, Gallenblase und Gallenwegen zusammensetzt.*® Nahrstoffe aus dem Gastroin-
testinaltrakt werden Uber die Pfortader aufgenommen und verwertet, womit die Leber in
den Kohlenhydrat-, Protein- und Lipidstoffwechsel eingebunden ist.*® Ferner dient die
Leber als Speicher-, Entgiftungs- sowie Metabolisierungsorgan, ist mit der Harnstoffsyn-
these an der Sdure-Base-Regulation involviert und Gbernimmt bereits in der Fetalperiode
mit ihrer Beteiligung an der Blutbildung eine essentielle Aufgabe.*®

Diese Vielfalt an Aufgaben spiegelt sich in der Komplexitat des anatomischen Aufbaus
wider. Histologisch wird das Leberparenchym in Leberldppchen unterteilt, die sich jeweils
um eine Zentralvene anordnen und eine etwa 2mm?® groBe Einheit bilden*® (Abb. 1 A).
Zwischen den Leberlappchen sind bindegewebige Portalfelder lokalisiert, in denen sich
die Glisson-Trias aus zufltihrenden portalvenésen GeféaBen, den Venae interlobulares,
aus arteriellen GefaBen, den Arteriae interlobulares, sowie aus den ableitenden Gallen-

gangen, den Ductuli biliferi interlobulares, befinden*® (Abb. 1 B).

Abb. 1. HE-gefarbte, humane Leberstanzbiopsie. Darstellung eines Zentralvenenldppchens mit der
Zentralvene (1) im Mittelpunkt, umgeben von Portalfeldern (2) (A). Darstellung eines Portalfelds mit
der Glisson-Trias aus Vena interlobularis (3), Arteria interlobularis (4) und Ductus biliferus interlobula-
ris (5) (B).

Die Hepatozyten bilden das Leberparenchym und sind unter anderem fir den Leberme-
tabolismus und die Entgiftung von Stoffen verantwortlich.*® Dabei stellen in der adulten
Leber 60—-80 % der Zellen Hepatozyten dar.”® Die restlichen Zellen bestehen zu 50 %
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aus Endothelzellen, zu 25 % aus Lymphozyten, zu 20 % aus Kupfferzellen, zu 5 % aus
bilidren Zellen und zu weniger als 1 % aus Sternzellen, auch Ito-Zellen genannt.>®
Anhand der Komplexitat des Aufbaus ist es nachvollziehbar, dass die Leberfunktion auf
lange Zeit gesehen nicht maschinell ersetzbar ist. Anders als bei der Niereninsuffizienz,
die mittels Dialyse iiber Jahre symptomatisch therapiert werden kann,®' dienen bei der
Leberinsuffizienz das MARS®® sowie das Prometheus-System®® nur zur Uberbriickung
der Zeit bis zur LTx. Die orthotope LTx stellt mit 1-Jahreslberlebensraten von 90 % und
5-Jahresiiberlebensraten von 75 %°* eine gute und die einzig effektive Therapie der ter-
minalen Leberinsuffizienz dar. Die Leber nimmt auch eine spezielle Rolle als immunolo-
gisch aktives Organ ein. Dies ist insbesondere im Hinblick auf den hepatischen IRS bei
der orthotopen LTx von groB3er Relevanz.

1.3.2 Aufgaben des Inmunsystems

Das Immunsystem hat die Funktion inne, den Koérper vor kérperfremden Organismen
und Substanzen zu schitzen. Allerdings kann es auch in Abwesenheit von Mikroorga-
nismen beispielsweise im Rahmen von Traumata, chemisch induziertem Schaden oder
eben im Zusammenhang mit Ischdmie und Reperfusion zu einer sogenannten sterilen
Entziindung kommen.*® Dabei kommt es &hnlich wie bei der mikrobiell induzierten Ent-
zindung zur Rekrutierung neutrophiler Granulozyten und Makrophagen sowie zur Frei-
setzung von Zytokinen.”® Granulozyten und Makrophagen werden zusammen mit T-Lym-
phozyten, B-Lymphozyten und NK-Zellen zu den wei3en Blutkérperchen, den sogenann-
ten Leukozyten, gezéhlt.*® Die Komponenten des Immunsystems werden iiber das Blut-
und Lymphsystem transportiert.”” Dabei erfolgen die Steuerung der Immunreaktion so-
wie die Interaktion zwischen den einzelnen Komponenten des Immunsystems mittels
Zytokinen.®” Darunter zusammengefasst werden unter anderem IL, Chemokine, IFN,
TNF und TGF.*”

Auf der Oberflache der Kérperzellen kommen MHC vor, auch bekannt unter dem Begriff
des HLA, die eine wichtige Rolle im Rahmen der Immunerkennung, der immunologi-
schen Individualitdt und der Gewebevertraglichkeit bei Transplantationen spielen.®” Kér-
perfremde Strukturen werden markiert, indem Faktoren des Komplementsystems oder
Antikdrper im Rahmen der Opsonisierung angelagert werden und Antigene Uber MHC-I-
oder MHC-II-Rezeptoren auf der Oberflache antigenprasentierender Zellen, wie Makro-
phagen und dendritischen Zellen, dargestellt werden.”” Monozyten, Makrophagen und
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Granulozyten erkennen mittels verschiedener Rezeptoren in der Plasmamembran pa-
thogene Strukturen, wobei die sogenannten TLR die bekanntesten sind.”’

Das Immunsystem wird in ein unspezifisches (angeborenes) und ein spezifisches (er-
worbenes) Immunsystem eingeteilt, wobei beide jeweils aus einer zellularen, das heift
zellgebundenen, und einer humoralen, das hei3t an Faktoren des Blutplasmas gebunde-
nen, Komponente bestehen.”” Wahrend das angeborene Immunsystem eine schnelle
Immunabwehr gegen ein breites Spektrum von Pathogenen initiiert, erkennt das erwor-
bene Immunsystem bestimmte Oberflachenstrukturen mit hoher Spezifitdt und kann eine

gezielte Immunabwehr durch spezielle Zellen hervorrufen.
Das angeborene Inmunsystem

Die humoralen Komponenten des angeborenen Immunsystems setzen sich aus dem
Komplementsystem, Lysozym, Akute-Phase-Proteinen und Zytokinen zusammen.®’ Die
beteiligten Zellen des angeborenen Immunsystems sind Granulozyten, Mastzellen, Mo-
nozyten, Makrophagen und NK-Zellen.*>” Neutrophile Granulozyten gehéren zu den Pha-
gozyten und werden durch Chemotaxine dazu stimuliert, im Rahmen der Emigration aus
der Blutbahn ins Gewebe einzuwandern, um dort unter anderem opsonisierte Antigene
zu phagozytieren.®” Monozyten haben die Funktion, ins Gewebe einzuwandern und sich
zu ortsstandigen Makrophagen zu differenzieren, die speziell in der Leber als Kupfferzel-
len bezeichnet werden.®” Neben ihrer ausgeprigten Phagozytoseaktivitdt erkennen Ma-
krophagen Pathogene Gber TLR und treiben die lokale Entzindung durch Freisetzung
von Zytokinen, wie IL-1, IL-12, TNF-a und TGF-B, voran.”” Ferner werden Immunzellen
anhand der An- oder Abwesenheit bestimmter immunphéanotypischer Oberflachenmerk-
male, die als CD bezeichnet werden, typisiert. So werden beispielsweise NK-Zellen auch
als CD3-Lymphozyten bezeichnet, da ihr Rezeptor im Gegensatz zu den CD3*-T-Lym-
phozyten nicht mit dem Oberflachenrezeptor CD3 assoziiert ist.”’

Das erworbene Immunsystem

Die humoralen Komponenten des erworbenen Immunsystems setzen sich aus Antikor-
pern und Zytokinen zusammen.®” Zu den beteiligten Zellen des erworbenen Immunsys-
tems gehéren B- und T-Lymphozyten.>” B-Lymphozyten sorgen fiir die spezifische hu-
morale Immunabwehr, indem sie nach der Differenzierung zur Plasmazelle spezifische
Antikdrper bilden, die wiederum durch Bindung Antigene neutralisieren, opsonisieren und
das Komplementsystem aktivieren, welches zur Lyse von Pathogenen und zur Aktivie-
rung von Leukozyten beitragt.>” Dahingegen sind T-Lymphozyten beispielsweise CD4*-
Th-Zellen oder CD8"-T-Killerzellen. Th-Zellen interagieren mit antigenprasentierenden
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Zellen (iber MHC-II, wahrend T-Killerzellen tiber MHC-I interagieren.®” T-Zellen besitzen
einen TCR, der unter anderem aus einer a- und einer -Kette sowie dem Oberflachenre-
zeptor CD3 besteht.”” Eine kleine Minderheit der T-Zellen besitzt statt eines ap-Hetero-
dimers ein y3-Heterodimer.”” Weiterhin werden die Th-Zellen entsprechend ihres Zyto-
kinprofils unter anderem in Th1-; Th2- und Th17-Zellen unterteilt.”® Dabei fordern Th1-
Zellen eine proinflammatorische, zellvermittelte Immunitat.>® In den Prozess der Diffe-
renzierung zu Thi-Zellen sind IL-12, IFN-y und die Transkriptionsfaktoren STAT-1,
STAT-4 und T-bet involviert,”® wobei der Transkriptionsfaktor T-bet auch als TBX-21°°
bezeichnet wird. Th1-Zellen bilden hauptséchlich IFN-y, IL-2, TNF-a und Lymphotoxin.*®
Th2-Zellen hingegen sind an der nicht inflammatorischen, direkten Immunreaktion betei-
ligt und bilden IL-4, -5, -6, -10 und -13.°® Die Differenzierung in Th2-Zellen erfolgt durch
IL-4 in Kombination mit den Transkriptionsfaktoren STAT-6 und GATA-3.>® Dagegen stel-
len Th17-Zellen die erste Gruppe dar, die wihrend einer Infektion generiert werden.?® In
Anwesenheit von TGF-B, IL-6 und IL-23 kommt es Uber die Transkriptionsfaktoren
RORyt und RORa sowie STAT-3 zur Differenzierung CD4*-Zellen zu Th17-Zellen.”® Da-
bei entspricht der Transkriptionsfaktor RORyt in der Maus dem humanen Homolog
RORGc.?®® Th17-Zellen bilden das proinflammatorische IL-17A, was durch IL-23 induziert
wird.”® IL-17 fiihrt Gber verschiedene Zytokine zur Rekrutierung neutrophiler Granulozy-
ten und Makrophagen,® womit die lokale Entziindungsreaktion vorangetrieben wird.

Immunzellen der Leber

Abgesehen von den parenchymbildenden Hepatozyten sind nahezu die Halfte der restli-
chen Zellen Immunzellen.® 25 % der nicht parenchymatdsen Leberzellen sind Lympho-
zyten.” Diese wiederum bestehen zu 63 % aus T-Zellen, zu 31 % aus NK-Zellen und zu
6 % aus B-Zellen.*® Die T-Zellen werden noch weiter unterteilt in konventionelle T-Zellen,
die positiv fur die Oberflachenantigene CD4 und CD8 sind, und in unkonventionelle
T-Zellen.* Die konventionellen T-Zellen umfassen MHC-I-a-abhéngige CD8*-ap-T-Zellen
und MHC-Il-abhangige CD4*-ap-T-Zellen.®’ Die unkonventionellen T-Zellen ohne
NK-Zellmarker werden neben diversen anderen Zellen als y3-T-Zellen bezeichnet.>®®’
Die unkonventionellen T-Zellen, die bestimmte NK-Zellmarker exprimieren, werden als
NKT-Zellen bezeichnet.’*®" Des Weiteren befinden sich in der Leber Zellen des mono-
nukledren Phagozytensystems, wie beispielsweise Kupfferzellen, die antigenprasentie-
rende Makrophagen darstellen, im Verband mit Sinusendothelzellen stehen und eine
Rolle bei der Beseitigung von Zelltriimmern, Bakterien und Fremdkérpern spielen.*

All diese Immunzellen in der Leber ermdglichen es, eine Vielfalt von Akute-Phase-
Proteinen, Chemokinen und Zytokinen zu generieren, womit die Leber neben seiner Rol-
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le als Stoffwechselorgan eine wichtige immunologische Funktion einnimmt, insbesondere
unter dem Aspekt der immunologischen Ursachen eines IRS.

1.3.3 Pathophysiologie des Ischamie-Reperfusionsschadens

Der IRS im Lebertransplantat stellt einen multifaktoriellen Prozess dar, der sowohl Ele-
mente des kalten als auch des warmen IRS beinhaltet.®” Der kalte IRS entsteht durch die
kalte Konservierung des Spenderorgans, gefolgt von der Reperfusion nach Implantati-
on.® Dahingegen tritt der warme IRS beispielsweise beim Abklemmen der Perfusion im
Rahmen operativer Leberresektionen auf® und stellt im Rahmen der LTx den Zeitraum
von der Implantation bis zur Reperfusion dar.

Hypoperfusion und Stérungen des Natrium-, Calcium- und Wasserstoffhaushalts

Der ischamische Schaden stellt einen Prozess zellularer metabolischer Stérungen dar

aufgrund von Glykogenverbrauch, mangelnder Sauerstoffversorgung und ATP-Abbau.®

Der ischamisch induzierte ATP-Mangel®®

in Hepatozyten, Kupfferzellen und Sinusendo-
thelzellen flhrt zu einer Stérung der ATP-abhangigen Natrium-Kalium-ATPase und somit
wird Natrium unzureichend aus den Zellen befdrdert®. Die erhdhte intrazelluldre Natri-
umkonzentration und die damit einhergehende Zellschwellung flihren zu einer zuneh-
menden Stérung der Perfusion.®® Zusatzlich kommt es zu einer Verminderung von Stick-
stoffmonoxid, am ehesten im Rahmen einer verminderten Funktion der Stickstoffmono-
xid-Synthase.®® Da Stickstoffmonoxid eine vasodilatatorische Funktion ausiibt,?® kommt
es mit dessen Verminderung zu einer zusatzlichen Verengung der Sinusoide. Neben
Zellschwellung und vermindertem Stickstoffmonoxid flihrt der IRS zu einer Zunahme von
Endothelin und Thromboxan-A2°’, die eine Vasokonstriktion und damit eine weitere Hy-
poperfusion herbeiflhren.

Im Rahmen des IRS kommt es nicht nur zu Stérungen der Natriumkonzentration, son-
dern auch zu Stérungen der Calcium- und Wasserstoffhomdostase.®® Calcium befindet
sich hauptsachlich im Zytosol, in den Mitochondrien und im ER.** Durch Calciumeintritt
(iber die Aktivierung von SOC-Kanalen® in der Plasmamembran und Calciumaustritt aus
dem ER ins Zytosol durch die Aktivierung von Ryanodinrezeptoren in der ER-Membran
kommt zu einer Erhdhung der zytosolischen Calciumkonzentration”. Zudem werden im
Rahmen der kalten Ischamie die Calcium-ATPasen der Plasmamembran und des ER
inhibiert, die normalerweise die zytosolische Calciumkonzentration senken.”' Durch die-

sen zytosolischen Calciumanstieg kommt es Uber Calciumuniporter auch zum Anstieg
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2 woraus eine Reduktion des mito-

der Calciumkonzentration in den Mitochondrien,”
chondrialen Transmembranpotenzials® resultiert. Die ATP-Synthase hydrolysiert ATP,
um Energie fur andere lonenpumpen bereitzustellen und das Transmembranpotenzial
damit aufrechtzuerhalten.” Die mitochondriale Calciumiiberladung fiihrt letztendlich zur
Bax-Translokation vom Zytosol zu den Mitochondrien”* und subsequent zur MPT-Forma-
tion, Cytochrom-C-Freisetzung und Apoptose”"®.

Der vorherrschende Sauerstoffmangel resultiert in einer anaeroben Respiration der He-
patozyten, wodurch eine intrazellulare Azidose’” hervorgerufen wird. Um den intrazellul&-
ren pH-Wert zu stabilisieren, wird der Natrium-Wasserstoff-Austauscher in den Hepato-
zyten aktiviert, wodurch die Natriumkonzentration in der Zelle zunimmt.”” Auf der ande-
ren Seite wird dadurch dem protektiven Effekt eines sauren pH-Werts entgegengewirkt,
da dieser die MPT-Formation unterdriickt.”® Diese Elektrolytverschiebungen resultieren

letztendlich in einer Zellschwellung, Nekrose und Apoptose der Hepatozyten.
Friihe Phase des IRS wird durch ROS von Kupfferzellen dominiert

Der Reperfusionsschaden entsteht aufgrund direkt und indirekt zytotoxischer Mechanis-
men.% Dabei wird ein Mangel des antioxidativ wirkenden Glutathions mit dem Reperfu-
sionsschaden in Zusammenhang gebracht.”® Auf zellularer Ebene wird der ex-vivo-ent-
stehende kalte IRS durch Sinusendothelzellschaden und Stérung der Mikrozirkulation
dominiert,?® wobei MMP eine wichtige Rolle beziiglich des Sinusendothelzellschadens
spielen®’. Dahingegen wird der warme hepatozelluldre Schaden in situ vor allem durch
kupfferzellabhangige zytotoxische Molekiile vermittelt.?* Trotz der Tatsache, dass
Ischamie und Reperfusion normalerweise in einer sterilen Umgebung auftreten, kommt
es zu einer Aktivierung des angeborenen und erworbenen Immunsystems,® wobei die
hauptsachlich beteiligten Zellen aus Kupfferzellen, dendritischen Zellen, neutrophilen
Granulozyten, T-, NK- und NKT-Zellen®® bestehen.

Der hepatische IRS besteht aus einer friihen und einer subakuten Phase. In der akuten
Frihphase innerhalb der ersten 6 Stunden nach Reperfusion fuhrt die Bildung der ROS

8485 72U einem milden hepatozelluldren Schaden.®® So werden nach

durch Kupfferzellen
Reperfusion erhdhte Level der ROS, wie Superoxide®®®, Wasserstoffperoxid®”®® und
Hydroxylradikale®”, detektiert. Die zellularen Quellen dieser reaktiven Sauerstoffspezies
stellen neben dem mitochondrialen Metabolismus®®’ die Xanthinoxidase®®" der Hepa-
tozyten sowie die kupfferzell-, neutrophilen-, und sinusendothelzell-assoziierte NADPH-
Oxidase®® dar. Diese ROS schadigen Membranlipide mit der Folge von Zellschwellung

und Zelltod®® und kénnen an zelluldren Reaktionen bei Entziindungen beteiligt sein®’.
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Letztendlich fOhrt das oxidative Umfeld zur Nekrose von Hepatozyten und Sinusendo-
thelzellen.*

In der Leber ansassige Kupfferzellen und dendritische Zellen werden durch DAMP-
Molekiile, auch Alarmine genannt®, aktiviert®*®® die durch den zellularen Schaden und
die Schadigung der extrazellularen Matrix freigesetzt werden®®. Im Rahmen des IRS
kdnnen solche DAMP-Molekile in mehrere Gruppen von TLR-Liganden eingeteilt wer-
den. Zum einen diejenigen, die von nekrotischen Zellen freigesetzt werden, wie HSP-60,
HSP-70, Gp-96, HMGB-1°""" und DNA%- oder RNA-Komplexe®®. Zum anderen diejeni-
gen, die von degradierter extrazellularer Matrix freigesetzt werden, einschlie3lich Hepar-
ansulfat, Hyaluronsdure®, Fibrinogen, Fibronektin-A-Domane und Tenascin-C.%* Des
Weiteren kdnnen der zytoplasmatische Calciumregulator S-100%° sowie ATP% als DAMP
fungieren.

Die DAMP-Molekile binden an PRR sowohl auf der Zelloberflache als auch im Zyto-
plasma.®® Diese PRR werden konstitutiv auf Zellen des angeborenen Immunsystems
exprimiert und initiieren nach Bindung von DAMP-Molekdilen eine inflammatorische Ant-
wort.®® Die folgenden zwei Klassen initiieren und propagieren die inflammatorischen Ant-
worten im Rahmen des IRS: die TLR und der RAGE.® Es konnte beispielsweise gezeigt
werden, dass TLR-4 auf Kupfferzellen®® und dendritischen Zellen®” vorkommt. Mit einge-
schlossen in den Prozess der TLR-4-Aktivierung sind Adapterproteine wie TRIF,% die
MAP-Kinase JNK®' sowie Transkriptionsfaktoren wie NF-kB®"%7%° Ap-1'% ynd STAT'",
Dahingegen kommt TLR-9 auf neutrophilen Granulozyten vor und wird sowohl durch
HMGB-1 als auch durch bakterielle und endogene DNA aktiviert.”® TLR-9 dient als Sen-
sor von Gewebsnekrosen, welches zu einer Exazerbation des angeborenen Immunsys-
tems der Leber fiihrt.** Daneben kénnten auch die Sinusendothelzellen eine wichtige
Rolle bei der Aktivierung des angeborenen Immunsystems spielen.®® So konnte gezeigt
werden, dass vaskuldre Endothelzellen direkt auf TLR-2-Liganden ansprechen.'%?

Der RAGE wird innerhalb der Leber hauptséchlich auf dendritischen Zellen und in einem
geringeren AusmaB auf Kupfferzellen exprimiert.'®'%* Der hepatische IRS filhrt zu einer
erhdéhten Expression des RAGE und Anbindung endogener DAMP, wie HMGB-1, mit
darauffolgendem hepatozellularem Schaden.'®™ Die HMGB-1-Bindung an den RAGE
fihrt zu einer Signalkaskade, bei der die JNK/ERK aktiviert wird, was die Expression und
Aktivierung des induzierbaren Transkriptionsfaktors Egr-1 verstarkt.?® Dabei fungiert
Egr-1 als ein koordinierender Regulator verschiedener Genfamilien, der im Setting des
hepatischen IRS MIP-2, auch als CXCL-2 bezeichnet, beinhaltet, welches Immunzellen
in die postischamische Leber rekrutiert'®. Die Aktivierung des RAGE durch andere
DAMP resultiert in der Aktivierung anderer intrazellularer Entzindungsmediatoren, wie
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p38-MAP-Kinase, und der Aktivierung der Transkriptionsfaktoren STAT-3 und Ap-1 mit
einer darauffolgenden Erhéhung proinflammatorischer Zytokine, wie TNF-a'%. Wahrend
der frihen Phase des IRS wird also angenommen, dass die Bildung von Oxidantien zur
Aktivierung redoxsensitiver Transkriptionsfaktoren, wie NF-kB und Ap-1, fihrt,'® die
wiederum die Expression proinflammatorischer Mediatoren, wie IL-12'% und TNF-a von

Kupfferzellen'%1%

, aktivieren. Zudem fordert Ap-1 die Apoptose von Leberzellen durch
Aktivierung von Caspase-3 und Freisetzung von Cytochrom-C'%.

Zusammenfassend wird die akute Frihphase des IRS innerhalb der ersten 6 Stunden
nach Reperfusion also durch ROS von Kupfferzellen® > dominiert,?® wobei die Kupffer-
zellen von aus Gewebsschaden hervorgehenden DAMP-Molekilen Uber Rezeptoren,

wie die TLR und der RAGE®*®, aktiviert werden.
Subakute Phase des IRS mit Infiltration neutrophiler Granulozyten

Die subakute Phase stellt den Zeitraum von etwa 20 Stunden nach Reperfusion
dar.”"®""" TNF-a stellt einen zentralen Mediator dar, der neben anderen Mediatoren die
subakute Phase einleitet, indem die Produktion und Freisetzung von CXC-Chemokinen
stimuliert und Adhasionsmolekiile auf vaskularen Endothelzellen induziert werden.®

In der subakuten Phase werden inflammatorische Mediatoren induziert, welche die Akti-
vierung, Diapedese und Migration neutrophiler Granulozyten in das Leberparenchym
erleichtern. Die fur die Akkumulation der neutrophilen Granulozyten verantwortlichen
Mediatoren sind beispielsweise TNF-a'"?, IL-1'"3, aktivierte Komplementfaktoren, wie
C5a'", und PAF'"™®. Des Weiteren dienen CXC-Chemokine,'® wie beispielsweise IL-8'"7,

8 sowie CXCL-1 und -2 von aktivier-

welches dem CINC in Ratten strukturell &hnlich ist
ten Kupfferzellen'™® als solche Mediatoren. Thrombozyten und neutrophile Granulozyten
adhérieren vermehrt an Endothelzellen der Leber aufgrund hochgeregelter Endothelzell-
adhasionsmolekille, wie verschiedener Selektine’' und ICAM-1"2°% sowie L-Selektin
auf Leukozyten'?"'?2_ Im Falle der neutrophilen Granulozyten werden die initialen selek-
tinvermittelten Interaktionen durch eine noch stéarkere Interaktion zwischen Integrinen,
wie MAC-1 (CD11b/CD18) auf neutrophilen Granulozyten'®, und Immunglobulinen, wie
ICAM-1 auf Endothelzellen, verstarkt®®. Bei der selektinvermittelten Bindung der Throm-
bozyten an die Sinusendothelzellen kommt es zu einer Apoptose der Letztgenannten,
wodurch eine Dysfunktion der Leber hervorgerufen wird.'* Die infiltrierenden neutro-
philen Granulozyten lassen Oxidantien und Proteasen frei, die zu einer Schadigung von
Hepatozyten und vaskuldren Endothelzellen fiihren.'® Dadurch verstopfen die hepati-
schen Sinusoide, resultierend in einer hepatischen Minderperfusion.'®® Vermutlich wer-
den Hepatozyten mit ICAM-1 Uber die Verbindung mit MAC-1 auf neutrophilen Granulo-
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zyten sogar mittels direktem Zellkontakt abgetétet.'®® Im Anschluss an den IRS kommt
es zu einer Aktivierung zytoprotektiver Mechanismen, einschlie3lich der Produktion von
HO-1,"#” welches dem HSP-32'?® entspricht. HO-1 degradiert die Hadm-Gruppe, um zwei-
wertiges Eisen, Biliverdin und Kohlenstoffmonoxid zu produzieren, die prakonditionieren-
de protektive Eigenschaften besitzen.'?® Dabei stellen mononukledre Zellen die Haupt-
produzenten von HO-1 in der Leber dar," wobei es Hinweise gibt, dass sich die HO-1-
und TLR-4-vermittelten Effekte antagonisieren'’.

Zusammenfassend bewirken in der subakuten Phase des IRS'®'"" Zelladhasionsmole-
klle und inflammatorische Mediatoren, wie beispielsweise TNF-a, eine vermehrte Infiltra-
tion neutrophiler Granulozyten®®, die durch Oxidantien und Proteasen das Leberparen-
chym schadigen'®®. Dabei stimuliert TNF-a die Produktion und Freisetzung von CXC-
Chemokinen®, wie CXCL-1, was die Akkumulation der neutrophilen Granulozyten her-

vorruft''®.

T-Zellen des IRS

Die Vielzahl der erforschten involvierten Faktoren verdeutlicht die Komplexitat der Me-
chanismen des IRS. Neben den oben aufgefiihrten Mechanismen, die mit den Kupffer-
zellen der akuten Frihphase und den neutrophilen Granulozyten der subakuten Phase
weitgehend die Faktoren des angeborenen Immunsystems einschlieBen, spielen auch
Komponenten des spezifischen Immunsystems eine entscheidende Rolle in der Patho-
physiologie des IRS. So konnten bisherige Untersuchungen mit T-Zell-defizienten Maus-
linien eine Abhangigkeit der Infiltration neutrophiler Granulozyten und des Leberscha-
dens von CD4*-T-Zellen zeigen.""" Zu den CD4*-T-Zellen gehdren unter anderem klassi-
sche NKT-Zellen, die CD1d-restriktiv sind und sowohl den TCR als auch NK-Marker, wie
NK1.1, exprimieren.®’ Weiterhin werden die CD1d-restriktiven NKT-Zellen in Typ-l und -II

eingeteilt, 3" 1%

wobei die Typ-1-NKT-Zellen den IRS férdern, wahrend die Aktivierung
von Typ-2-NKT-Zellen den IRS vermindern sollen'®,

Seither besteht die Annahme, dass hauptsachlich konventionelle CD3*-T-Zellen des
CD4*-Effektorphanotyps'®* entscheidend in der frilhen akuten IRS-bezogenen Immun-
antwort sind''"'®>'%_|m Hinblick auf die Differenzierung der T-Zelluntergruppen haben
weitere Analysen einen Bedarf des STAT-4-Signalwegs fir den warmen IRS in Mausen
gezeigt, was auf eine wahrscheinliche Th1-Polarisierung IRS-vermittelnder Effektorzellen
hindeutet.’®” In diesem Kontext wurde ebenfalls gezeigt, dass TIM-1 auf aktivierten Th1-
Zellen IFN-y triggert, welches darauffolgend Uber den indirekten Signalweg Makropha-

134

gen aktiviert. ™" Wahrenddessen kann TIM-1 auf Th2-Zellen mit dessen korrespondie-
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renden Liganden TIM-4'® auf Makrophagen interagieren, um diese Uber den direkten

134 2u aktivieren. Dabei wird TIM-1 unter anderem tiber den TLR-4 aktiviert."®

Signalweg
Uber die wichtige mechanistische Rolle von Th1- und Th2-Zellen beim IRS hinaus deu-
ten jingste Daten darauf hin, dass Thi17-Zellen auch entscheidend daran beteiligt
sind,"'® da die Neutralisierung von IL-17 oder die genetische Defizienz die Einwanderung
neutrophiler Granulozyten reduzieren und den hepatischen IRS verringern'®. Somit wur-
de bisher angenommen, dass konventionelle CD4*-Th17-Zellen die Hauptquelle fir
IL-17A im Rahmen des IRS sind.""® Die Mechanismen, die dem IL-17-vermittelten hepa-
tischen IRS zugrunde liegen, sind weitgehend unbekannt. Die Differenzierung naiver
T-Zellen zu Th17-Zellen wird durch vielfache Mechanismen reguliert. Angeblich induziert
ein proinflammatorisches Zytokinmilieu bestehend aus TGF-B und IL-6 die Th17-Diffe-
renzierung'*®'*" durch die Induktion von RORyt,®*'* den kennzeichnenden Transkripti-
onsfaktor von Th17, der STAT-3 nachgeschaltet ist'*®. In Bezug auf diese Zellen agiert
IL-17A auf eine Vielfalt von Zellen durch seine universellen Rezeptoren IL-17RA und
IL-17RC."* IL-17A ist ein entscheidender Mediator der Infiltration und Migration neutro-
philer Granulozyten durch die Induktion der Granulopoese und Produktion neutrophiler
Chemokine,'* einschlieBlich LIX, KC und MIP-2'*. Interessanterweise kdnnen neben
den CD4%-Th17-Zellen yd-T-Zellen eine zusatzliche potenzielle Quelle der IL-17A-Pro-
duktion sein,'** weil sie dafiir bekannt sind, umgehend IL-17A ohne Bindung an den TCR
freizulassen'*, womit sie eine filhrende Rolle bei der Abwehr von Pathogenen, autoim-

muner Entziindung und potenziell beim frihen IRS einnehmen.

Therapieansatze

Bezlglich der Strategien zur Minimierung des IRS gibt es noch keinen Konsens der
Transplantationszentren, was auf den Mangel randomisiert kontrollierter Studien und die
beschrénkte Evidenz in Bezug auf den gesundheitsékonomischen Benefit hindeutet.'®
So besteht bereits eine Vielzahl an Versuchen der Manifestation eines IRS entgegenzu-
wirken. Beispielsweise soll durch den Einsatz verschiedener Konservierungs- und Perfu-

129147148 \vobei die nor-

sionstechniken das Spenderorgan bestmdglich erhalten werden,
motherme Maschinenperfusion die Vorteile bietet, dass ECD-Organe langer konserviert
werden kdnnen'**°° Weitere Strategien zur Pravention des IRS stellen die ischami-
sche, ™! die heterotope’®* und die pharmakologische Prakonditionierung dar, wobei Letz-

183 129154 erwendet. Der

tere Substanzen wie Adenosin > oder Prolyl-Hyroxylase-Inhibitoren
IRS geht mit einem prokoagulatorischen Zustand einher, aber trotz des routinemaBigen
Einsatzes von Heparin zur Thromboseprophylaxe des Empfangers besteht nur wenig

Evidenz'®® in Bezug auf die IRS-Pravention.'®® Tierexperimentell konnte mit Antithrom-
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bin,"® Streptokinase'’ und dem Endothelin-Rezeptorantagonisten TAK-04
besserung der mikrovaskuldren Versorgung erreicht werden, wahrend in klinischen Stu-
dien Urokinase'® und TPA'® ebenso verbessernde Ansétze zeigten. Dariiber hinaus
existieren Ansatze zur Anwendung zytoprotektiver und antioxidativer Strategien, wie der

I"" und Nimodipin'®®. Dane-

Einsatz der Calcium-modulierenden Substanzen Verapami
ben soll durch die Modulation der Konservierungs- und Perfusionslésung, wie beispiels-
weise Kohlenstoffmonoxid-supplementierte UW-Lésung,'®® Zusatz des Pan-Caspase-
Inhibitors Emricasan (IDN-6556)'%* sowie Glycin'®, eine Reduktion des Zellschadens
herbeigeflihrt werden. Mit dem Einsatz einer rekombinanten Superoxiddismutase soll die
zellulare antioxidative Kapazitat gesteigert werden.'?'%¢7'%° Weitere Substanzen mit an-
tioxidativem Potenzial stellen Sevofluran'®'"", Vitamin-E'**'"2, auch als Tocopherol be-

173174 sowie N-Acetylcystein'”>'"® dar.

zeichnet, Trimetazidin
Zusammenfassend besteht eine Vielfalt an Therapieansatzen, die den hepatischen IRS
einddmmen sollen. Haufig sind die zugrunde liegenden Mechanismen zwar im Tiermo-
dell untersucht, jedoch fehlt die klinische Evidenz, diese Ansatze standardisiert in der
humanen Transplantationsmedizin umzusetzen. Auf der anderen Seite wird mit wach-
sendem Know-how im Hinblick auf den tierexperimentellen und humanen, hepatischen

IRS die Durchfiihrung klinischer Studien zunehmend ermdglicht.



2 Zielsetzung

Haufig stellt eine LTx die Ultima Ratio vieler Lebererkrankungen im Endstadium dar. Je-
doch ist die Organfunktion nach Transplantation in einer betrachtlichen Anzahl der Falle
eingeschrankt oder unzureichend. Dabei stellt der IRS nach wie vor eine relevante
Komplikation dar. Die Situation wird dadurch verschlimmert, dass in Anbetracht des vor-
herrschenden Organmangels eine zunehmende Allokation von Organen minderer Or-
ganqualitat, sogenannter marginaler Organe, stattfindet. Denn marginale Organe bergen
ein groBeres Risiko fir einen schweren IRS.” Die Aufklarung des Pathomechanismus ist
daher ein wichtiger Schritt zur Entwicklung therapeutischer Strategien. Daher soll der
frihe hepatische IRS in Bezug auf die LTx sowohl in einem Tiermodell als auch im Rah-
men einer klinischen, retrospektiven, explorativen und monozentrischen Fall-Kontroll-
Studie Forschungsgegenstand dieser Arbeit sein. Dabei werden auch die Kriterien der
Marginalitat im Zusammenhang mit dem IRS analysiert.

T-Lymphozyten spielen eine wichtige pathophysiologische Rolle bei der Vermittlung des
friihen IRS in Mausexperimenten.®? Dariiber hinaus werden y3-T-Zellen als wichtige Ef-
fektorzellen mit dem IRS in Zusammenhang gebracht.'” Im Tiermodell des partiellen
warmen IRS dieser Dissertation zeigen sich tatsachlich in histologischen, molekularbio-
logischen und durchflusszytometrischen Analysen unkonventionelle IFN-y'NK1.1°CD27 -
yOTCR'CD3*-T-Zellen und CD4'CD8CD3"*-T-Zellen, sogenannte DN-T-Zellen, als die
Effektorzellen des IRS. Diese sind von dem Transkriptionsfaktor RORyt abhangig und
agieren Uber einen IL-17A-bedingten Mechanismus. Zudem ist der IRS im Tiermodell mit
signifikant erhéhten mRNA-Expressionslevel fir TNF-a und CXCL-1 assoziiert. Die zent-
rale Fragestellung dieser Arbeit lautet, ob die im Tiermodell involvierten Faktoren glei-
chermalB3en beim hepatischen IRS der humanen LTx eine Rolle spielen. Der IRS wurde
histopathologisch anhand der beiden humanen Leberbiopsien am Ende der Kaltprapara-
tion und 2 Stunden nach Reperfusion diagnostiziert. Zudem wurden 2nd-Look-Biopsien,
die innerhalb von 1-2 Tagen nach LTx entnommen wurden, analysiert. Die Biopsien
wurden histologisch auf CD3*- und ydTCR*-Zellen sowie molekularbiologisch auf den
Oberflachenrezeptor CD3, das Zytokin TNF-a, das Chemokin CXCL-1, den Th1-kenn-
zeichnenden Transkriptionsfaktor TBX-21, den Transkriptionsfaktor RORc und den TCRy
hin untersucht. Unter dem Aspekt der zunehmenden Allokation marginaler Organe wird
in dieser Arbeit unter anderem auf Spendercharakteristika und Marginalitatskriterien ein-
gegangen. Weiterhin werden Empfangercharakteristika, die Pravalenzen akuter Absto-
Bungsreaktionen und Re-LTx sowie das Patienteniberleben im Zusammenhang mit dem
IRS und der Allokation marginaler Organe analysiert.






3 Material

3.1 Mausstamme

Wildtypmause des C57BL/6-Stamms'*® im Alter von 6-8 Wochen wurden von Charles
River Laboratories International Inc. (Sulzfeld) erworben. Die Tierexperimente wurden
geman den Richtlinien des National Research Council'”” und den Rechtsverordnungen
der Oberpfalz durchgefihrt.

3.2 Patientendaten und Leberbiopsien

Zur Aufklarung des adaptiven Pathomechanismus der ischamie-reperfusionsbedingten
Leberschadigung im Rahmen der humanen LTx wurden retrospektiv Daten und Materia-
lien von 46 orthotopen LTx analysiert, die im Zeitraum vom 27.7.2011 bis einschlieBlich
14.5.2013 am Universitatsklinikum Regensburg durchgefuhrt wurden. Tats&chlich sind in
der Studie 44 Patienten eingeschlossen. Da bei 2 dieser Patienten jeweils zweimal eine
LTx stattfand, die jeweils beide in der Studie eingeschlossen sind, handelt es sich somit
um insgesamt 46 in die Studie eingeschlossene LTx. Im Folgenden werden daher immer
46 Patientenfalle betrachtet. Die Verwendung von Leberbiopsien und Blutproben leber-
transplantierter Patienten fir IRS-bezogene genetische, histologische und laborchemi-
sche Analysen wurde von der Ethikkommission der Universitatsklinik Regensburg ge-
nehmigt (Zulassungsnummer der Ethikkommission 11-101-0163, Registriernummer des
Zentrums fir Klinische Studien in Regensburg Z-2012-0048-6). Alle eingeschlossenen
Patienten sind erwachsene Empféanger ABO-kompatibler, ganzer Lebertransplantate, die
ausschlieBlich von verstorbenen Spendern stammen. Padiatrische Patienten, Empfanger
von geteilten Lebern Verstorbener sowie Leberlebendspenden wurden aus der Studie
ausgeschlossen. Es wurden von allen 46 Patienten zwei perioperative Biopsien des
Transplantats histopathologisch untersucht. Die erste Biopsie wurde vor der Reperfusion
am Ende der Kaltprdparation entnommen, wahrend die zweite Biopsie nach der Reper-
fusion kurz vor dem abdominellen Bauchverschluss am Ende der Operation gewonnen
wurde. Die Biopsien der Lebertransplantate von 21 der 46 Patienten wurden jeweils in
zwei Teile geteilt, die dann separat in Formaldehydlésung (3.6) beziehungsweise RNA-
Stabilisierungsreagenz (3.6) eingelegt wurden, um den histologischen (4.2.2) und geneti-
schen Analysen (4.2.4) unterzogen zu werden. Von 6 Patienten wurden auch 2nd-Look-
Biopsien ausgewertet, die im Zeitraum zwischen 1-2 Tagen nach Transplantation ent-

nommen wurden.
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Material

3.3 Gerate und sonstige Materialien

Tab. 3-1. Geréte und sonstige Materialien

Gerit
Durchflusszytometer

Eismaschine
Farbekammer mit Deckel
Farbekuvette
Farbeschiffchen
Gewebedissoziator
Gewebeeinbettautomat
Heizplatte

Immunhistochemiefarbungs-
modul

Klinisch-chemisches

Analysegerat
Kryostat

Kihlplatte

Kihlzentrifuge
Magnetwand

Mehrkanalpipette
Mikroplattenlesegerét

Mikroskop

Mikrotom

Pipetten, 2,5 pul, 10 ul, 20 pl,
100 pl, 200 pl, 1.000 pl
Pipettierhilfe

Prazisionswaage
Schuttler

Thermocycler

Thermomixer

Bezeichnung
FACS Canto™ ||

Ziegra-Eismaschine

GentleMACS™ Dissociator
Shandon Hypercenter XP

Thermal Pad Model
712.0000.03

BenchMark Ultra
Automated IHC/ISH slide
staining system Ventana®

Dimension Vista® 1500
Analyzer

Leica CM 1900

CP 60

Heraeus® Megafuge® 1.0 R
MACS® MultiStand

Eppendorf Research® Plus

EMax® Endpoint ELISA
Microplate Reader

Leica M 651

Thermo Scientific™ Microm
HM 350 S

Eppendorf Research® Plus
pipetus®

LC 620 P
Vortex Genie 2

LightCycler® 480 Real-Time
PCR Instrument

ThermoMixer® compact

Hersteller

Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg

Ziegra Eismaschinen GmbH,
Isernhagen

Sakura Finetek Germany
GmbH, Staufen im Breisgau
Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Miltenyi Biotec GmbH,
Bergisch Gladbach

Fisher Scientific GmbH,
Schwerte

Shor-Line, Kansas City,
Kansas, USA

Ventana Medical Systems Inc.,
Tucson, Arizona, USA

Siemens AG, Miinchen

Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar

Thermo Fisher Scientific,
Microm International GmbH,
Walldorf

Fisher Scientific GmbH,
Schwerte

Miltenyi Biotec GmbH,
Bergisch Gladbach

Eppendorf AG, Hamburg

Molecular Devices GmbH,
Biberach an der Riss

Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar

Thermo Fisher Scientific ,
Microm International GmbH,
Walldorf

Eppendorf AG, Hamburg

Hirschmann Laborgerate
GmbH & Co. KG, Eberstadt

Sartorius AG, Gottingen

Scientific Industries Inc.,
Bohemia, New York, USA

Roche Diagnostics
Deutschland GmbH, Mannheim

Eppendorf AG, Hamburg
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Tab. 3-1. Geréte und sonstige Materialien (Fortsetzung)

Thermoseparator

Tischrundschittler
Tischzentrifuge

Trockenschrank

Ultraschallhomogenisator mit
Ultraschallwandler

Umkehrmikroskop

Warmestrahler
Wasserbad

3.4

Tab. 3-2. Operationsmaterialien

Produkt

Dewar

Klemme
Klemmenhalter
Nadelhalter, grof3
Nadelhalter, klein
Ohrmarkenzange
Pinzette, gebogen
Pinzette, spitz

Pinzette, stumpf, 13 cm
Pinzette, stumpf, 26 cm
Schere, spitz

Wundspreizer

ThermoMACS™ Separator

Certomat® R
PerfectSpin Mini

ED 53

Sonopuls HD 2070 MS 72 UW
2070

Zeiss AxioVision Observer Z1

S-29-04
HIR-3

Operationsmaterialien

Bezeichnung
Dewar Transportgefa3 Typ B

Aesculap® Yasargil® Phynox
Aneurysm Clip

Aesculap® Aneurysm Clip
Applier

Rochester Pean Forceps,
16 cm

TC Mayo Hegar Needle Holder,
BM 65

Kleine Ohrmarkenzange
Octagon Forceps, Curved

Mueller Micro Forceps, Black,
0,2 mm, 110 mm

Stumpfe Pinzette, 18/8 Stahl
Stumpfe Pinzette, 18/8 Stahl

Fine Scissors-Tungsten
Carbide, Straight, 9 cm

Moria 7699 Speculum
Retractor

Miltenyi Biotec GmbH,
Bergisch Gladbach

Sartorius AG, Gottingen

Peglab Biotechnologie GmbH,
Erlangen

Binder GmbH, Tuttlingen

Bandelin electronic
GmbH & Co. KG, Berlin

Carl Zeiss Microscopy GmbH,
Jena

Albert Kerbl GmbH, Buchbach

Kunz Instruments AB,
Nynashamn, Schweden

Hersteller

KGW-Isotherm
Glastechnisches Werk —
Schieder GmbH, Karlsruhe

Aesculap AG, Tuttlingen
Aesculap AG, Tuttlingen
Aesculap AG, Tuttlingen
Aesculap AG, Tuttlingen

A. Hartenstein GmbH,
Wirzburg

Fine Science Tools GmbH,
Heidelberg

Aesculap AG, Tuttlingen

Laborinstrumente Gerd
Schneider, Solingen

Bochem Instrumente GmbH,
Weilburg

Fine Science Tools GmbH,
Heidelberg

Fine Science Tools GmbH,
Heidelberg
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3.5

Tab. 3-3. Verbrauchsmaterialien

Produkt
Adhasionsobjekttrager

ALT-96-Lochplatte
Citrat-Monovette®
Deckglas
Einwegmikrotomklinge
Einwegmikrotomklinge
Einwegskalpell

Einbettschalchen fir
Paraffinschnitte

Einbettschalchen far
Kryostatschnitte
ELISA-96-Lochplatte
Faden

Fettstift

GefaB, 0,5 ml

GefaBi, 1,5 ml
Gewebedissoziationsrohrchen

Glaskapillare

Kaniile

Kleiner Probenbehalter
Kompresse, 7,5 x 7,5 cm
Kompresse, 10 x 10 cm
24-Lochplatte
Magnetséule

Mikrofilter

Natriumfluorid-Monovette®

Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung
SuperFrost® plus

Costar® cell culture plate,
96 wells

S-Monovette®, Gerinnung
Citrat, 5 ml

DK22

Feather Disposable Microtome
Blades

Leica Disposable Microtome
Blades

Disposable scalpel Standard
No. 10

Histosette® |
Biopsy Processing/Embedding
Cassettes M 499-7

Cryomold® Intermediate,
15x 15 x5 mm

Nunc-Immuno™ MicroWell™
96 well solid plates

GL 889 Polysorb™, 75¢cm,
violet

Dako Pen
Multiply® Pro Gefas, 0,5 ml

Safe-Lock Tube, 1,5 ml
gentleMACS™ C Tubes

BD Microlance™ Kanile 30G
Y2, 0,29 x 13 mm

Small Sample Container
Dimension Vista® System

ES-Kompressen
ES-Kompressen

Costar® 24-well cell culture
plate

MACS® M Column

MACS® LysateClear Column p

S-Monovette®, Natriumfluorid,
2,7 ml

Hersteller

R. Langenbrinck GmbH,
Emmendingen

Corning GmbH, Wiesbaden

Sarstedt AG & Co. KG,
Nidmbrecht

A. Hartenstein GmbH,
Wiirzburg

Feather Safety Razor Co. Ltd.,
Osaka, Japan

Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar

Feather Safety Razor Co. Ltd.,
Osaka, Japan

Simport Scientific Inc., Beloeil,
Kanada

Sakura Finetek Germany
GmbH, Staufen im Breisgau
Fisher Scientific GmbH,
Schwerte

Tyco Healthcare Deutschland
GmbH, Neustadt an der Donau
Dako Deutschland GmbH,
Hamburg

Sarstedt AG & Co. KG,
Nimbrecht

Eppendorf AG, Hamburg
Miltenyi Biotec GmbH,
Bergisch Gladbach

Sarstedt AG & Co. KG,
Nimbrecht

Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg

Siemens Healthcare
Diagnostics GmbH, Eschborn
Paul Hartmann AG,
Heidenheim

Paul Hartmann AG,
Heidenheim

Corning GmbH, Wiesbaden

Miltenyi Biotec GmbH,
Bergisch Gladbach

Miltenyi Biotec GmbH,
Bergisch Gladbach

Sarstedt AG & Co. KG,
NUmbrecht
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Tab. 3-3. Verbrauchsmaterialien (Fortsetzung)

Objekttrager

Ohrmarke
PCR-96-Loch-Mikrotiterplatte
Petrischale

Pflaster, 2,5cm x5 m
Pflaster, 1,25cm x 9,1 m
Pipette, serologisch, 10 ml

Pipettenspitze, 0,1-10 pl
Pipettenspitze, 20 pl
Pipettenspitze, 100 pl
Pipettenspitze, 200 pl
Pipettenspitze, 1.000 pl
Pipettenspitze weil3, < 10 pl
Pipettenspitze gelb, < 100 pl
Pipettenspitze blau, < 1.000 pl
Probenréhre, 5 ml

Rundbodenrdhrchen, 2 ml

Roéhrchen, Polypropylen, 15 ml
Réhrchen, Polypropylen, 50 mli
Salbe

Serum-Monovette®

Spritze

Verschlussfolie
Wattestébchen

Zellfilter

SuperFrost® Objekttrager
Ohrmarken fiir Labortiere

LightCycler® 480 Multiwell
Plate 96, white

Corning® Cell Culture Dish,
60 x 15 mm

3M™Durapore™ Surgical Tape
3M™Durapore™ Surgical Tape

Costar® 10 ml Stripette®
Serological Pipets

SafeSeal-Tips® premium,
0,1-10 pl

ART® Aerosol-Resistant Tips
20P Pipet Tips

ART® Aerosol-Resistant Tips
200 Pipet Tips

ART® Aerosol-Resistant Tips
1000 Pipet Tips

Pipettenspitzen Sarstedt
Pipettenspitzen Sarstedt
Pipettenspitzen Sarstedt

Flow Cytometry tube

Corning® 2 ml External
Threaded Polypropylene
Cryogenic Vial

15 ml PP Cellstar® Tube

50 ml PP Cellstar® Tube
Bepanthen® Augen- und

Nasensalbe
S-Monovette®, Serum

Gerinnungsaktivator, 5,5 ml
BD Plastipak™, Spritze, 1 ml
LightCycler® 480 Sealing foil

Bel® Premium Wattestdbchen

BD Falcon™ Cell Strainers,
100 pum

Gerhard Menzel GmbH,
Braunschweig

A. Hartenstein GmbH,
Wiirzburg

Roche Diagnostics
Deutschland GmbH, Mannheim

Corning GmbH, Wiesbaden

3M Deutschland GmbH, Neuss
3M Deutschland GmbH, Neuss
Corning GmbH, Wiesbaden

Biozym Scientific GmbH,
Hessisch Oldendorf

Promega GmbH, Mannheim

Biozym Scientific GmbH,
Hessisch Oldendorf

Promega GmbH, Mannheim
Promega GmbH, Mannheim

Sarstedt AG & Co.
NUmbrecht

Sarstedt AG & Co.
Nidmbrecht

Sarstedt AG & Co.
Nimbrecht

Sarstedt AG & Co.
NUmbrecht

Corning GmbH, Wiesbaden

KG,
KG,
KG,

KG,

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Bayer Vital GmbH, Leverkusen

Sarstedt AG & Co. KG,
Nidmbrecht

Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg

Roche Diagnostics
Deutschland GmbH, Mannheim
Paul Hartmann AG,
Heidenheim

Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg
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3.6 Chemikalien und sonstige Stoffe

Tab. 3-4. Chemikalien und sonstige Stoffe

Reagenzien Summenformel Hersteller

Aceton, 2 99 % C3HsO Merck KGaA, Darmstadt

a-Ketoglutarsaure, = 99 % CsHgOs5 Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Antikérperverdinnungslésung — = Ventana Medical Systems Inc.,

Antibody Diluent Tucson, Arizona, USA

BD GolgiStop™ = Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

BSA (bovine serum albumin) — = Biomol GmbH, Hamburg

Blockierungslésung

Calciumchlorid (0,5 M) CaCl, Merck KGaA, Darmstadt

DAPI (4',6-Diamidin-2-Phenylindol- C1sHy5N5"2HCI Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Dihydrochlorid) Steinheim

Dinatriumhydrogenphosphat, = 99 % Na,HPO, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Dinitrophenylhydrazin, = 99 % CeHgN4O, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

D-L-Alanin, 2 99 % C3H,NO» Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

DNase |

EDTA (ethylene diamine tetraacetic
acid) disodium salt dihydrate

C1oH14sN2NazOsg -
2H,0

Steinheim

Roche Diagnostics
Deutschland GmbH, Mannheim

AppliChem GmbH, Darmstadt

BioChemica
Einbettmedium — Tissue-Tek® OCT™  — Sakura Finetek Germany GmbH,
Compound Staufen im Breisgau

Entellan — Entellan® Neu Schnellein-
deckmittel fur die Mikroskopie
Eosin-Lésung, Eosin G-Lésung, 0,5 %
wassrig fur die Mikroskopie
Erythrozyten-Auflésungspuffer —
Erythrocyte Lysis Buffer

Merck KGaA, Darmstadt
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Qiagen GmbH, Hilden

Essigsaure, 100 % C,H,0, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Ethanol C,HsO Merck KGaA, Darmstadt

FBS (fetal bovine serum) - Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Fixierungs-/ = eBioscience Inc., Frankfurt

Permeabilisierungslésung —

Fixation/Permeabilization solution

Fluoreszenzeindeckmedium — Dako®  — Dako Deutschland GmbH, Hamburg

Fluorescence mounting Medium

Formaldehydlésung, 4 % mit CH.O SG Planung, Holzkirchen

Natriumphosphatpuffer

GIBCO® RPMI Medium 1640 — Thermo Fisher Scientific Life
Technologies GmbH, Darmstadt

Glucose CeH120¢ Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Glutamin CsH1oN2O3 Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Hamalaunlésung — Mayers
Hamalaunlésung fiir die Mikroskopie

Steinheim
Merck KGaA, Darmstadt
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Tab. 3-4. Chemikalien und sonstige Stoffe (Fortsetzung)

Hepes — 4-(2-Hydroxyethyl)-Piperazin-
1-Ethansulfons&ure
Hydrogenchlorid (1 M)

lonomycin, 550 ng/ml
Isofluran, =2 99 %

Isopropanol, 70 %
Kaliumchlorid

Kaliumhydrogenphosphat, = 99 %
Ketamin, 5 %

Kollagenase Typ 4 — Collagenase
Type 4, 280 u/mg CLS4

Magnesiumchlorid (0,2 M)

Mastermix — 2x QuantiFast® SYBR®
Green PCR Master Mix

Natriumcarbonat

Natriumchlorid
Natriumchloridlésung, isotone, 0,9 %
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid

Natriumpyruvat (100 mM)

Paraffin — Paraplast®, Bulk

PBS —
Phosphatgepufferte Kochsalzlésung —

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
Penicillin-Streptomycin

Permeabilisierungspuffer —
eBioscience™ Permeabilization
Buffer (10x)

Phosphorséure

PMA — Phorbol-12-myristat-13-acetat,
50 ng/mi

RNase Dekontaminationsreagenz —
RNase-ExitusPlus™

RNase freies Wasser — RNase-free
water

RNA-Stabilisierungsreagenz —
RNAlater® RNA Stabilization Reagent

Schwefelsdure
Tetramethylbenzidin
Trypanblau, 0,5 %

Tween — TWEEN® 20

Wasser, steril — Millipore Sterile

CgH13N204S

HCI
C41H70Ca0q

C3H.CIFs0

CsHsO
KClI

KH,PO,

MgCl

Nach3

NaCl
NaCl
NaHCO,
NaOH

C21H39N7()13-
C16H18N2(D4S

H;PO,
Ca6Hs60s

H,SO,
CisH20N2

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Baxter Deutschland GmbH,
UnterschleiBheim

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Merck KGaA, Darmstadt

Wirtschaftsgenossenschaft
deutscher Tierarzte eG, Garbsen

CellSystems Biotechnologie Vertrieb
GmbH, Troisdorf

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Qiagen GmbH, Hilden

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Thermo Fisher Scientific Life
Technologies GmbH, Darmstadt

Leica Biosystems Nussloch GmbH,
Nussloch

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

eBioscience Inc., Frankfurt

Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

AppliChem GmbH, Darmstadt
Qiagen GmbH, Hilden
Qiagen GmbH, Hilden

Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Biochrom GmbH, Berlin
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt
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Tab. 3-4. Chemikalien und sonstige Stoffe (Fortsetzung)

Wasserstoffperoxid
Xylazin, 2 %

Xylol (Isomerengemisch)
Ziegenserum — goat serum

3.7 Kits
Tab. 3-5. Kits
Kit

Mouse IL-17 DuoSet® ELISA

Mouse TNF (Mono/Mono) ELISA Set
BD OptEIA™

gMACS™ mRNA Isolation Kit
gMACS™ One-step cDNA Kit
QuantiFast® SYBR® Green PCR Kit

3.8 Antikorper

H0;

C8H10

Merck KGaA, Darmstadt
Serumwerk Bernburg AG, Bernburg
Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Hersteller
R&D Systems GmbH, Wiesbaden-Nordenstadt
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach
Qiagen GmbH, Hilden

Tab. 3-6. Antikérper fiir die immunhistochemischen Farbungen

Antikérper
Alexa594
CDh3

Gr-1

CDh3
yoTCR

Maus

Human

Hersteller

eBioscience Inc., Frankfurt

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Fisher Scientific GmbH, Schwerte
BioLegend GmbH, Fell

Tab. 3-7. Antikérper fiir die durchflusszytometrischen Analysen

Antigen
Oberflache CD3 APC-Cy7
CD4 APC
CD4 PE
CD8
CD27 PE-Cy7
yoTCR APC
NK1.1 PE
NK1.1 PE-Cy7
Intrazelluldar  IFN-y FITC
IL-17A PB

IL-17A PE

Fluorochrom

PB (eFluor450)

Nummer
47-0032
17-0041
12-0042
48-0081
25-0271
17-5711
12-5941
25-5941
11-7311
560522

12-7177

Hersteller
eBioscience Inc., Frankfurt

eBioscience Inc., Frankfurt
eBioscience Inc., Frankfurt
eBioscience Inc., Frankfurt
eBioscience Inc., Frankfurt
eBioscience Inc., Frankfurt
eBioscience Inc., Frankfurt
eBioscience Inc., Frankfurt
eBioscience Inc., Frankfurt

Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg

eBioscience Inc., Frankfurt
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3.9 Primer

Tab. 3-8. Primer

Bezeichnung Gen Nummer Hersteller

Maus Mm_CxCl1_1_SG CXCL-1 QT00115647 Qiagen GmbH, Hilden
Mm_GAPDH_3 SG  GAPDH QT01658692 Qiagen GmbH, Hilden
Mm_IL17a_2_SG IL-17A QT00103278 Qiagen GmbH, Hilden
Mm_RORC_1_SG RORC QT00197722 Qiagen GmbH, Hilden
Mm_TNF_1_SG TNF-a QT00104006 Qiagen GmbH, Hilden

Human Hs CD3G_1_SG CD3 QTO00001477 Qiagen GmbH, Hilden
Hs_CxCl_1_SG CXCL-1 QT00199752 Qiagen GmbH, Hilden
Hs GAPDH 2 SG GAPDH QT01192646 Qiagen GmbH, Hilden
Hs RORC_1_SG RORC QT00097888 Qiagen GmbH, Hilden
Hs TBX21 1 _SG T-Box 21 QT00042217 Qiagen GmbH, Hilden
Hs TNF 3 SG TNF QT01079561 Qiagen GmbH, Hilden
Hs TCRG_F TCRYy, vorwarts, Sequenz: F. Hoffmann-La Roche

ccccaagcccactatttttc Ltd., Basel, Schweiz

Hs TCRG_R TCRYy, rickwarts, Sequenz: F. Hoffmann-La Roche

caagaagacaaaggtatgttccag Ltd., Basel, Schweiz

3.10 Puffer und Lésungen

Tab. 3-9. Puffer und Lésungen

Beschichtungspuffer fiir den TNFa-ELISA (maximal 7 Tage bei 2-8 °C lagern)
7,13 g NaHCO; (3.6) pH bei 9,5 mit 10 N NaOH (3.6)
1,59 g Na,CO; (0,1 M, pH 9,5) (3.6) mit sterilem Wasser auf 1 | aufflllen

KRB - Krebs-Ringer-Puffer — Krebs ringer buffer

9 g NaCl (3.6) 2,1 g NaHCO; (3.6)

0,4175 g KClI (3.6) 21 ml Hepes (10 M) (3.6)

0,99 g Glucose (3.6) mit destilliertem Wasser auf 1 | auffillen
Kulturmedium

500 ml GIBCO® RPMI Medium 1640 (3.6)
5 ml Penicillin-Streptomycin (3.6)
MACS-Puffer

0,37 g EDTA (3.6)

2,59 BSA (3.6)

PBS fiir die immunhistochemische Farbung der Mausleber

5 ml Glutamin (3.6)
10 % FBS (3.6)

500 ml PBS (3.6)

7,4 g Na;HPO, (141,96 M) (3.6)
36 g NaCl (58,44 M) (3.6)

Probenverdiinnungslésung (maximal 3 Tage bei 2-8 °C lagern)
mit 10 % FBS (3.6), pH 7,0

PBS (3.10)
Volimedium

4 pul BD GolgiStop™/6 ml Endvolumen (3.6)
1 ul PMA/ml Endvolumen (3.6)

2,15 g KH,PO, (136,09 M) (3.6)

5| destilliertes Wasser

0,55 pl lonomycin/ml Endvolumen (3.6)

Kulturmedium (3.10)
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Tab. 3-9. Puffer und Lésungen (Fortsetzung)

Waschpuffer fiir den IL-17- und TNF-a-ELISA (maximal 3 Tage bei 2—8 °C lagern)
mit 0,05 % Tween, pH 7,2—7,4 (3.6)
Waschpuffer fiir die durchflusszytometrischen Analysen

PBS (3.6)

100 pl Permeabilisierungspuffer (3.6)

3.1

Computersoftware und Datenbanken

Tab. 3-10. Computersoftware und Datenbanken

Produkt

Bildverarbeitungsprogramm fur
die immunhistochemische
Quantifizierung

Durchflusszytometriesoftware

GPT-Assay- und
ELISA-Software

Literaturverwaltungsprogramm

Patientendatenmanagement-
system

Patientendatenmanagement-
system flr ICU, OP, Notfall

Schreibprogramm

Spender- und
Transplantatdaten

Statistiksoftware, klinische
Studie
Statistiksoftware, Tiermodell

Thermocycler-Software

Umkehrmikroskopsoftware

Bezeichnung

ImagedJ

FlowJo®

SoftMax® Pro 4

Citavi 3.3.0

SAP®

iMDsoft MetaVision®
Microsoft® Office 2007

Eurotransplant International
Foundation

IBM® SPSS® Statistics 20
GraphPad Prism 5.0
LightCycler® 480 Software

release 1.5.0
AxioVision Rel. 4.8.2

900 pl steriles Wasser (3.6)

Hersteller

Wayne Rasband von den
National Institutes of Health,
Bethesda, Maryland, USA
Tree Star Inc., Ashland,
Oregon, USA

Molecular Devices GmbH,
Biberach an der Riss

Swiss Academic Software
GmbH, Wadenswil, Schweiz

SAP Deutschland
SE & Co. KG, Walldorf

Hillus Engineering KG, Krefeld

Microsoft Corporation,
Redmond, Washington, USA
Eurotransplant International
Foundation, Leiden,
Niederlande

IBM Deutschland GmbH,
Ehningen

GraphPad Software Inc.,

La Jolla, Kalifornien, USA

Roche Diagnostics
Deutschland GmbH, Mannheim

Carl Zeiss Microscopy GmbH,
Jena



4 Methoden
4.1 Methoden im Tiermodell

4.1.1 Tiermodell des Ischamie-Reperfusionsschadens

Um die Schadigung der Leber durch Ischamie und Reperfusion erforschen zu kénnen,
wurde entsprechend dem Modell nach Abe et al.'”® ein partieller warmer IRS in Wildtyp-

mausen (3.1) induziert.

Anasthesie

Zur Betaubung der Tiere wurde eine Mischung aus 8 ml 5%igem Ketamin (3.6), 1 ml
2%igem Xylazin (3.6) und 1 ml 0,9%iger Natriumchloridlésung (3.6) hergestellt. Das Ge-
wicht der Tiere wurde jeweils vor der Injektion mithilfe einer Prazisionswaage (3.3) be-
stimmt. Mit einer Spritze (3.5) wurden jeweils 0,07 ml pro 20-23 g Kérpergewicht in den
rechten unteren Quadranten des Tieres intraperitoneal injiziert.

Vorbereitung

Die Tiere wurden mit Ohrmarken (3.5) mittels einer Ohrmarkenzange (3.4) gekennzeich-
net. Das Fell der Tiere wurde bis knapp oberhalb des Xiphoids entfernt und die Haut mit
Kompressen (3.5) und 70%igem Isopropanol (3.6) gereinigt. Um einer Auskihlung der
Tiere entgegenzuwirken, wurden diese auf einer Heizplatte (3.3) operiert und dort fir den
Zeitraum der 90-min{tigen Ischamie gelagert. AuBerdem wurde zum Schutz der Augen
eine Salbe (3.5) aufgetragen. Die Tiere wurden mit Pflaster (3.5) auf einer Unterlage fi-
xiert. Eine ausreichende Narkosetiefe wurde mittels fehlender Reaktion des Tieres auf
manuellen Druck auf die untere Extremitat sichergestellt.

Laparotomie

Mit einer spitzen Schere (3.4) und einer stumpfen Pinzette (3.4) wurde die Haut des Tie-
res beginnend in der Mittellinie unterhalb der Leber nach kranial bis oberhalb des Xi-
phoids inzidiert. Im nachsten Schritt wurde das Bauchfell mit einer gebogenen Pinzette
(3.4) angehoben und eingeschnitten. Um die Wunde offen zu halten, wurden ein Wund-
spreizer (3.4), ein am Xiphoid und am Mikroskop (3.3) fixierter Nadelhalter (3.4) sowie ein
an der Unterlage fixiertes Pflaster (3.5) eingesetzt. Um das Austrocknen der Bauchhdhle
zu verhindern, wurde diese mit 0,9%iger Natriumchloridlésung (3.6) angefeuchtet. Im
nachsten Schritt wurden zwei Wattestabchen (3.5) mit 0,9%iger Natriumchloridlésung
(3.6) angefeuchtet, um damit den Lobus medialis und Lobus lateralis sinister (Abb. 2 A) an
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das Diaphragma nach kranial zu mobilisieren und das Darmkonvolut vorsichtig nach
kaudal zu verschieben. AnschlieBend wurde mit einer spitzen Pinzette (3.4) das interlobu-
lare Bindegewebe zwischen Lobus lateralis sinister und Lobus quadratus (Abb. 2 A) vor-
sichtig getrennt, um die portale Trias besser zuganglich zu machen.

Lobus lateralis sinister

Lobus
medialis

Lobus
Lobus quadratus
lateralis
dexter
Lobus Processus
caudatus papillaris

Abb. 2. Anatomie der Mausleber.
Schematische Darstellung der Anatomie
der Mausleber (A) und der Ischdmie von
Lobus medialis und Lobus lateralis sinister
durch Abklemmen der Trias aus Vena
portae (blau), Arteria hepatica propria (rot)
und Ductus hepaticus communis (gelb),
modifiziert nach Abe et al.'”® (B). Fotogra-
fie der ischdmischen Lobus medialis und
Lobus lateralis sinister. Der eingelegte
Faden markiert die oben genannte Trias.
Die im Bereich der entfdrbten Lobus me-
dialis und Lobus lateralis sinister liegende
Gallenblase stellt sich gelb dar (C).

Ischamie und Reperfusion

Zur Induktion der Ischamie wurde mithilfe eines Klemmenhalters (3.4) die Klemme (3.4)
knapp proximal der Abzweigung zum Lobus lateralis dexter an der Vena portae, der Ar-
teria hepatica propria und dem Ductus hepaticus communis angesetzt (Abb. 2 B und C).
Der Lobus medialis und Lobus lateralis sinister, die zusammen ungeféhr 70 % der Leber
reprasentieren'’®, zeigten eine deutliche Entfarbung (Abb. 2 B und C). Wahrend der
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ischamischen Phase wurde die gedffnete Bauchhdhle mit einer angefeuchteten Kom-
presse (3.5) temporar bedeckt.

Nach 90-mindtiger Ischamie wurde die Klemme (3.4) entfernt und die Leber reperfundiert.
Die Reperfusion konnte visuell verifiziert werden, indem die blasse Farbe der ischami-
schen Leber innerhalb weniger Sekunden in das urspriingliche Rotbraun umschlug.'”®
Dann wurde nach erneutem Anfeuchten der Bauchhdhle die Wunde mit einem Faden
(3.5) in durchgangiger Naht verschlossen. Postoperativ wurde die Kérpertemperatur der
Tiere durch einen Warmestrahler (3.3) aufrechterhalten. Die scheinoperierten Tiere wur-
den derselben Prozedur unterzogen, inbegriffen der Andsthesie und Laparotomie, jedoch
ohne Abklemmen der portalen Trias.

4.1.2 Laborchemische Diagnostik

Mithilfe der GPT als leberspezifischer Transaminase kann das Ausmaf des induzierten
IRS der Leber in den Tieren naher betrachtet und quantifiziert werden. Die Tiere wurden
24 Stunden nach der Reperfusion in einem verschlieBbaren Glasbehélter inhalativ mit
Isofluran (3.6) betaubt und mithilfe einer Glaskapillare (3.5) Blut aus dem retrobulbaren
Venenplexus gewonnen. Im Anschluss wurde das Blut jeweils in 1,5-ml-GefaBBe (3.5) mit
Granulat aus Serum-Monovetten® (3.5) Uberflhrt, 2-mal fir 3 min bei 6.000 rpm zen-
trifugiert (3.3) und das Serum abpipettiert (3.3; 3.5), wahrend die Blutbestandteile mit ho-
her Dichte am Boden des GefaBes verworfen wurden. Das gewonnene Serum wurde
sowohl zur laboreigenen Bestimmung der GPT im Rahmen des GPT-Assay (4.1.2.1) als
auch im Institut fir Klinische Chemie des Universitatsklinikums Regensburg mit einem
klinisch-chemischen Analysegerat (3.3) gemessen. Die Proben zur Bestimmung im Insti-
tut fir Klinische Chemie wurden zuvor in einem kleinen Probenbehélter (3.5) 1:3 ver-
ddnnt, indem 167 pl Serum mit 333 pl PBS (3.6) vermischt wurden.

4.1.2.1 GPT-Assay

Probenvorbereitung

Das aus der retrobulbaren Blutentnahme gewonnene Serum wurde 1:5 verdiinnt, indem
5 pl Serum mit 20 pl PBS (3.6) in einem 1,5-ml-Gefal3 (3.5) vermischt wurden. Anschlie-
Bend wurde 100 pl Substratlésung (CsH;NO. (3.6) (0,2 M in PBS, pH 7,5), CsHeOs (3.6)
(1,8 M in PBS, pH 7,5)) dazugegeben. SchlieBlich folgte ein einstiindiger Inkubations-
schritt auf einem Thermomixer (3.3) bei 37 °C und 1.400 rpm.
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Standard

Um eine Standardkurve mit den Konzentrationen 0, 23, 50, 83 und 125 pg/ml zu erhal-
ten, wurden von der Standardlésung bestehend aus Natriumpyruvat (1,5 M in PBS,
pH 7,5) (3.6) 0, 10, 20, 30 und 40 pl in 1,5-ml-GefaBe (3.5) pipettiert (3.3; 3.5), jeweils mit
Substratlésung (C3H/NO. (3.6) (0,2 M in PBS, pH 7,5), CsHsOs (3.6) (1,8 M in PBS,
pH 7.,5)) auf 100 pl aufgeflllt und zu jeder Verdinnungsstufe zusatzlich 20 pl bidestillier-
tes Wasser hinzugeflgt.

Durchfiihrung

Sowohl zu den Proben als auch zu den Standardverdiinnungen wurden jeweils 100 pl
Farbreagenz (Ce¢HsN4O4 (3.6) (20 mg/100 ml in 1 M HCL (3.6))) dazugegeben und flr
20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Um nach diesen 20 min die Farbreaktion zu been-
den, wurde 1 ml 0,4 M Natriumhydroxid (3.6) hinzugeftgt und far 5 min bei Raumtempe-
ratur inkubiert. SchlieBlich wurden von den Proben und Standardverdiinnungen jeweils
200 pl pro Vertiefung als Triplikate in eine ALT-96-Lochplatte (3.5) Gberflhrt und flr 1 min
bei 1.200 rpm zentrifugiert (3.3).

Auswertung

Die Auswertung fand an einem Mikroplattenlesegerét (3.3) mithilfe einer GPT-Assay- und
ELISA-Software (3.11) bei einer Wellenlange A von 490 nm statt. Nach manueller Einga-
be der Probenlokalisation, der Standardverdiinnungen, des Verdinnungsfaktors 5 flr die
Proben sowie der Standardkonzentrationen wurden nach automatischer Erstellung der
Standardkurve die Ergebnisse generiert.

4.1.3 Leberaufarbeitung

Um das Lebergewebe weiteren aufwendigen Analysen, wie histologischer, molekularbio-
logischer und durchflusszytometrischer Untersuchungen, zuganglich zu machen, bedurf-
te es zuvor einer sorgféltigen Entnahme und Aufteilung des Gewebes.

Euthanasie

Die Euthanasie der Tiere wurde in einem durchsichtigen Behalter mittels ansteigender
Kohlenstoffdioxidkonzentration durchgefiihrt. Die ansteigende Kohlenstoffdioxidkonzen-
tration fOhrt durch den direkt narkotisierenden Effekt zunachst zur Bewusstlosigkeit und
schlieBlich durch die Hypoxie zum Tod.'”®
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Hepatektomie

Die Tiere wurden in Rilckenlage mittels Kandlen (3.5) an den Extremitaten auf einer
Korkplatte befestigt. Nach Befeuchtung des Fells mit 70%igem Isopropanol (3.6) wurden
die Tiere mit einer spitzen Schere (3.4) ventral vom Beckenrand ausgehend nach kranial
bis oberhalb des Xiphoids erneut eréffnet. Mit einem Wattestabchen (3.5) wurden die
ischamischen Leberlappen, bestehend aus Lobus medialis und Lobus lateralis sinister
(Abb. 2), nach kranial mobilisiert, sodass der Blick auf die Porta hepatis mit der Arteria
hepatica propria, der Vena portae und dem Ductus hepaticus communis frei wurde. An-
schlieBend wurden die Porta hepatis sowie abgehende GefaBe der Leber mit einer spit-
zen Schere (3.4) durchtrennt, sodass die ischamischen Leberlappen mithilfe einer an der
Gallenblase fixierten, gebogenen Pinzette (3.4) entnommen werden konnten. In einer
kleinen Petrischale (3.5) wurden mit einem Einwegskalpell (3.5) drei kleine Leberanteile
von der ischamischen Mausleber fir die HE-Farbung von Paraffinschnitten (4.1.4.1), die
immunhistochemische Farbung von Kryostatschnitten (4.1.4.2) sowie die Genexpres-
sionsanalyse (4.1.5) abgetrennt (Abb. 3).

HE-Farbung

Immunhistochemische Farbung

Genexpressions-

analyse Enzymimmunoassay und

Durchflusszytometrie

Abb. 3. Ischdmische Anteile der Tierleber zur weiteren Analyse. Modifiziert nach Abe et al."”>.

Der verbliebene Rest des Lobus medialis und Lobus lateralis sinister wurde mittels Pra-
zisionswaage (3.3) gewogen, nach Entfernung der Gallenblase aufgearbeitet und an-
schlieBend flr den Enzymimmunoassay (4.1.6), kurz ELISA, und die Durchflusszytome-
trie (4.1.7), kurz FACS, verwendet. Bis zur Weiterverarbeitung wurde der Leberanteil fir
die RT-PCR (4.1.5.2) in 2-ml-Rundbodenrdéhrchen (3.5) aufbewahrt. Der Anteil fir die im-
munhistochemische Farbung von Kryostatschnitten (4.7.4.2) wurde mit Einbettmedium
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(3.6) in Einbettschalchen (3.5) fixiert, temporar in flissigem Stickstoff im Dewar (3.4) gefro-
ren und dann bei —80 °C aufbewahrt. Der Anteil fir die HE-Farbung von Paraffinschnitten
(4.1.4.1) wurde zunachst in Einbettschalchen (3.5) gelagert und in Formaldehydlésung
(3.6) fixiert.

Einzelzellsuspensionsgewinnung

Nach Abtrennung der drei Leberanteile fir die oben genannten experimentellen Verfah-
ren wurden die Ubrig gebliebenen Anteile des Lobus medialis und Lobus lateralis sinister
mit der MACS®-Technologie zur Erstellung von Einzelzellsuspensionen aufgearbeitet,
womit eine hohe und reine Zellausbeute wahrend der Zelltrennung erreicht werden
kann'®. Zur Abmessung der Volumina wurde eine Pipettierhilfe (3.3) verwendet. Die Ge-
webedissoziationsrdhrchen (3.5) wurden zunachst mit einem Inkubationsmix, bestehend
aus 4,4 ml KRB (3.10), 500 pl Kollagenase-IV (3.6), 50 ul Magnesiumchlorid (3.6), 20 pl
Calciumchlorid (3.6) und 25 pl DNAse (3.6), beflllt und fir 30 min bei 37 °C auf einem
Tischrundschuttler (3.3) inkubiert. Dann wurde die zuvor mit KRB (3.70) gewaschene Le-
ber in den Inkubationsmix gegeben und in einem Gewebedissoziator (3.3) mit dem ersten
Leberprogramm zerkleinert, fir 30 min bei 37 °C auf einem Tischrundschittler (3.3) inku-
biert und anschlieBend ein zweites Mal im Gewebedissoziator (3.3) mit dem zweiten Le-
berprogramm weiter zerkleinert. Im néachsten Schritt wurde die Probe im Gewebe-
dissoziationsréhrchen (3.5) fiir 5 min bei 1.500 rpm zentrifugiert (3.3), um dann den Uber-
stand zu verwerfen. AnschlieBend wurden zur Resuspension 5 ml PBS (3.6) verwendet.
Das resuspendierte Gewebe wurde im nachsten Schritt Uber einen Zellfilter (3.5) in ein
50-mI-Réhrchen (3.5) filtriert, verbliebene Leberreste im Gewebedissoziationsréhrchen
(3.5) in weiteren 5 ml PBS (3.6) gel6st und in dasselbe 50-ml-Rdéhrchen (3.5) filtriert. Um
kontaminierende Hepatozyten in dem 50-ml-Réhrchen (3.5) aus der Probe zu entfernen,
wurde diese fur 5 min bei 300 rpm zentrifugiert (3.3), sodass sich die Hepatozyten am
Boden absetzten. Der Uberstand wurde mit einer serologischen 10-ml-Pipette (3.3; 3.5) in
ein weiteres 50-ml-Réhrchen (3.5) Uberfiihrt, welches im nachsten Schritt flir 5 min bei
1.500 rpm zentrifugiert (3.3) wurde. Der dabei entstandene Uberstand wurde dann ver-
worfen. Um das sich am Boden des 50-ml-Réhrchens (3.5) befindliche Pellet zu resus-
pendieren, wurden 1 ml PBS (3.6) und 9 ml erwarmter Erythrozyten-Auflésungspuffer
(3.6) dazugegeben, mittels Schuttler (3.3) vermischt und fir 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Danach schloss sich eine 5-minltige Zentrifugierung (3.3) bei 1.500 rpm an, um
dann den Uberstand wieder zu verwerfen. AnschlieBend wurde das Pellet mit 10 m| PBS
(3.6) in dem 50-ml-Réhrchen (3.5) wieder resuspendiert und davon 10 pl verwendet, um
die enthaltenen Zellen in einer Neubauer-Zahlkammer zu quantifizieren. Zur Quantifizie-
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rung wurden zu den 10 ul des mit PBS (3.6) resuspendierten Pellets 90 ul Trypanblau
(3.6) gegeben und die entstandene 1:10-Verdlnnung in einer ELISA-96-Lochplatte (3.5)
gemischt. Dann wurden 10 pl der gemischten Verdinnung in die Z&dhlkammer gegeben,
die &uBeren vier Quadranten ausgezahlt und daraus die Zellzahl pro ml errechnet. Nach
Wegnahme der 10 pl von dem resuspendierten Pellet fir die Quantifizierung wurde der
Rest noch 2-malig mit jeweils 5-minltiger Zentrifugierung (3.3), erneuter Zugabe von
10 ml PBS (3.6) und Verwerfung des Uberstands gewaschen.

Zellaktivierung

Unter einer Sterilbank wurde das aufgearbeitete resuspendierte Pellet aus der Einzel-
zellsuspensionsgewinnung in 1 ml Kulturmedium (3.10) Gberfihrt und gemischt, um dann
in einer 24-Lochplatte (3.5) mit jeweils 100 pl Vollmedium (3.10) versetzt zu werden. Da-
nach wurden die Zellen fiir 4 Stunden bei 37 °C inkubiert. Das Vollmedium (3.10) enthéalt
neben Kulturmedium auch PMA, lonomycin und BD-GolgiStop™. Unter der Annahme,
dass die Anzahl von Zellen, die ein bestimmtes Zytokin produzieren, sehr klein ist, wird
eine externe Aktivierung durch unspezifische Stimulatoren, wie PMA oder lonophor, er-
reicht.”®’ Um dann die Zytokinsekretion und -akkumulation in der Zelle zu vermeiden,
wird GolgiStop, auch Monesin genannt, verwendet.'®’

Im Anschluss an die abgeschlossene Inkubation wurden die Zellen aus der 24-Loch-
platte (3.5) abgeerntet und bei 1.500 rpm fUr 5 min zentrifugiert (3.3). Der dabei entstan-
dene Uberstand wurde jeweils in 1,5-ml-GeféaBe (3.5) aliquotiert und fiir den ELISA (4.1.6)
weiterverwendet, wahrend das Pellet fir die durchflusszytometrische Analyse (4.1.7) wei-

terverarbeitet wurde.

4.1.4 Histologische Farbungen

Neben der Beurteilung des Leberschadens anhand der Flache nekrotischer Areale
HE-gefarbter Gewebedinnschnitte wurde auch die Rolle des Immunsystems anhand der
Beurteilung der Infiltration neutrophiler Granulozyten und CD3"-Zellen ins Lebergewebe
histologisch exploriert.
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4.1.4.1 HE-Farbung von Paraffinschnitten

Durchfiihrung

Die entsprechenden Anteile der ischamischen Tierleber zur HE-Farbung der Paraffin-
schnitte (4.1.3, Abb. 3) wurden nach einer mindestens eintdgigen Fixierung in Formalde-
hydlésung (3.6) weiterverarbeitet. Die Entwasserung fand im Institut fir Pathologie der
Universitatsklinik Regensburg mithilfe eines Gewebeeinbettautomatens (3.3) in einer auf-
steigenden Alkoholreihe mit 70%igem, 96%igem und 100%igem Ethanol (3.6) sowie Xylol
(3.6) statt. Im Anschluss wurden die Proben in Paraffin (3.6) eingebettet und zum Schnei-
den aufgeblockt. Die Temperatur der Paraffinblécke wurde auf einer Kihlplatte (3.3) ge-
senkt, um dann mittels Mikrotom (3.3) 4 um starke Schnitte zu erstellen. Die Ubertragung
auf den Objekttrager (3.5) erfolgte in einem 45 °C warmen Wasserbad (3.3), in dem die
Schnitte gestreckt wurden. Nach einer einstiindigen Lagerung in einem 50 °C warmen
Trockenschrank (3.3) konnte mit der Entparaffinierung begonnen werden. Danach wur-
den die Schnitte bei Raumtemperatur mithilfe von Farbekivetten und -schiffchen (3.3)
gefarbt.

Entparaffinierung

10 min in Xylol (3.6)

10 min in 100%iges Ethanol (3.6)
5 min in 96%iges Ethanol (3.6)
4. 5 minin 70%iges Ethanol (3.6)

wp =

Farbung

10 min in destilliertes Wasser

5 min in Hamalaun (3.6)

2 min in Leitungswasser blauen

Kurz in destilliertem Wasser waschen

2 min in mit 3-5 Tropfen Essigsaure (3.6) behandeltes Eosin (3.6)
Kurz in destilliertem Wasser waschen

2 x kurz in 70%iges Ethanol (3.6)

2 X 5 min in 96%iges Ethanol (3.6)

9. 2x5minin 100%iges Ethanol (3.6)

10.2 x 5 min in Xylol (3.6)

11. Eindecken mit Entellan (3.6) und Deckglas (3.5)

© N Ok~

Auswertung

Das Ausmal3 des Leberschadens wurde durch morphometrische Messung der HE-ge-
farbten Schnitte bestimmt, indem das Mess- und Analysesystem MosaiX der Umkehr-
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mikroskopsoftware (3.117) verwendet wurde, bei dem der prozentuale Anteil der Nekrose
anhand der totalen Mikrometerflache von jeweils 5 Gewebedinnschnitten pro Tier kalku-

liert wurde.

4.1.4.2 Immunhistochemische Farbung von Kryostatschnitten

Durchfiihrung

Nach Lagerung in Einbettmedium (3.6) bei =80 °C wurden von dem Anteil der Tierleber
fir die immunhistochemische Farbung (4.1.3, Abb. 3) mit einem Kryostaten (3.3) und Ein-
wegmikrotomklingen (3.5) 4 um starke Schnitte erstellt. Die Schnitte wurden auf Adhasi-
onsobjekttragern (3.5) gelagert und Uber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet.

Farbung

Die Farbung wurde in einer Farbekammer mit Deckel (3.3) durchgefihrt. Die Schnitte
wurden fir 5 min in Aceton (3.6) fixiert und dann fir 1 Stunde getrocknet. Anschlie3end
wurde das Gewebe auf dem Adhasionsobjekttrager (3.5) mit einem Fettstift (3.5) umran-
det. Um das Gewebe anzufeuchten, wurden die Schnitte 2-mal fir je 5 min in PBS (3.10)
getaucht. Dann wurden die Schnitte, einschlieBlich der Negativkontrolle, mit 100 pl des
mit PBS (3.70) 1:10 verdinnten Ziegenserums (3.6) bedeckt und fir 1 Stunde inkubiert,
um unspezifische Reaktionen zu verhindern. Dann wurden die Schnitte 2-mal fir je 5 min
in PBS (3.10) gewaschen. Die Adhé&sionsobjekttrager (3.5), die Negativkontrollen ausge-
nommen, wurden mit 100 pl der Primarantikérper fir Gr-1 (3.8, Tab. 3-6) und CD3 (3.8,
Tab. 3-6) in einer 1:100-Verdinnung mit PBS (3.70) fir 30 min im Dunkeln gefarbt. Die
Negativkontrollen wurden mit 100 pyl PBS (3.70) fir 30 min inkubiert. Nach erneutem
2-maligem Waschen wurden die Adhasionsobjekttrager (3.5), einschlielich der Negativ-
kontrollen, mit 100 ul eines sekundaren Alexa594-Ziegen-gegen-Ratten-Antikérpers (3.8,
Tab. 3-6) (1:200) und DAPI (3.6) (1:10.000) fr 1 Stunde im Dunkeln inkubiert. Danach
wurden die Schnitte erneut 2-mal fir je 5 min in PBS (3.70) gewaschen. Dann wurden die
Adhasionsobjekttrager (3.5) mit Fluoreszenzeindeckmedium (3.6) und Deckglas (3.5) be-

deckt und mindestens 1 Tag lang getrocknet.

Auswertung

Mithilfe eines Umkehrmikroskops (3.3) wurde zur quantitativen Analyse Gr-1*- und CD3"-
Zellen in den Leberdlnnschnitten von scheinoperierten und IRS-Tieren die Anzahl der
Zellen in den nekrotischen Bereichen mittels Auswertung von 5 Gesichtsfeldern pro Tier

in 200-facher VergréBerung bestimmt.
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4.1.5 Genexpressionsanalyse

Mithilfe der Genexpressionsanalyse wurden die am IRS beteiligten immunologischen
Faktoren naher untersucht. Um das Genexpressionsmuster in Zellen und Geweben ana-
lysieren zu kénnen, ist es notwendig, mRNA zu isolieren. Mit der RT-PCR werden die
mRNA-Zielsequenzen in vitro amplifiziert.'® In dem experimentellen Verfahren der re-
versen Transkription wird diese mRNA dann in cDNA umgewandelt, die als Vorlage fir
die Amplifikation der DNA genutzt wird.'®® Die amplifizierte DNA kann beispielsweise

anhand eines Fluoreszenzsignals quantifiziert werden.

4.1.5.1 Messenger-RNA-Isolierung und reverse Transkription

Die mRNA ist das Produkt transkribierter Gene und enthélt die Informationen, welche die
Aminosauresequenz eines Proteins festlegen.'® Die RNA-Isolierung ist mit dem Risiko
der Degradierung der RNA durch Ribonukleasen, sogenannten RNasen, diffizil, da RNa-
sen zu den widerstandsfahigsten Enzymen gehéren.'® Daher ist es erforderlich, alle
bendtigten Materialien mit RNase-Inhibitoren zu behandeln beziehungsweise spezielle
RNase-freie Reagenzien zu verwenden.'® Im Rahmen der reversen Transkription wird
dann die gewonnene mRNA in cDNA umgewandelt, die fir das Analyseverfahren der
RT-PCR genutzt werden kann.'®

Durchfiihrung

Zunachst wurden samtliche Oberflachen mit RNase-Dekontaminationsreagenz (3.6) ge-
reinigt. Es wurde das gMACS™-mRNA-Isolation-Kit (Tab. 4-1; 3.7) verwendet, welches
eine direkte Isolierung der mRNA ohne vorherige Aufarbeitung der Gesamt-RNA ermdg-
licht."®* Die darauffolgende cDNA-Synthese mit dem gMACS™-One-step-cDNA-Kit'®
(Tab. 4-2; 3.7) erfolgte in demselben GefaB, wodurch weniger Material verloren geht.'®
Beide Kits wurden bei 4 °C gelagert. Die Magnetkligelchen (Tab. 4-1) stellen die Haupt-
komponente dieses speziellen Verfahrens dar, da sie mit dem Adenylylrest, einer Kette
von Adenosinmonophosphaten am 3' Ende eukaryontischer mRNA'®, hybridisieren. Da-
bei wird die magnetisch markierte mRNA in der Magnetsaule (3.5) festgehalten, wahrend
der Rest des Filtrats hindurchflieBt und verworfen wird.'%*

Die Tierproben fir die RT-PCR (4.1.3, Abb. 3) wurden ohne Stabilisierungsreagenz bei
—20 °C gelagert. Diese wurden zusammen mit 1 ml Lyse-/Bindepuffer (Tab. 4-1) in 15-ml-

Rohrchen (3.5) (iberfiihrt, wobei der Lyse-/Bindepuffer SDS'® enthalt, welches Protein-
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strukturen denaturiert'®”. AnschlieBend wurde das Gewebe mittels Ultraschallhomogeni-
sator (3.3) zerkleinert. Um den dabei entstandenen Schaum zu entfernen, wurden die
15-ml-Réhrchen (3.5) fir 2 min bei 1.500 rpm zentrifugiert (3.3). Dann wurde das lysierte
Gewebe in Mikrofilter (3.5) Uberflhrt und wieder flr 3 min bei 13.000 rpm zentrifugiert
(3.3). Im nachsten Schritt wurden 50 ul Magnetklgelchen (Tab. 4-1) zu den Filtraten hin-
zugeflgt und gemischt. Die mit den Magnetkigelchen markierten Filtrate wurden dann
jeweils in die zuvor mit 100 pl Lyse-/Bindepuffer (Tab. 4-1) befeuchteten Magnetsaulen
(3.5), die am Thermoseparator (3.3) der Magnetwand (3.3) befestigt waren, Uberfihrt. Im
letzten Schritt der RNA-Isolierung wurde die Magnetsaule (3.5) 2-mal mit 200 pl
Lyse-/Bindepuffer (Tab. 4-1) gespilt und schlieBlich 4-mal mit 100 pl Waschpuffer
(Tab. 4-1) gewaschen, um DNA und rRNA zu entfernen'®*.

Tab. 4-1. qMACS™ mRNA Isolation Kit'®* (3.7)

Komponenten Bezeichnung Bestandteile
Lyse-/Bindepuffer Lysis/Binding Buffer Hoher Salzgehalt
1 % SDS
Magnetkigelchen Oligo(dT) MicroBeads Nicht sedimentierende Micro-
beads mit Oligo(dT).s konju-
giert
Waschpuffer Wash Buffer Geringer Salzgehalt
NaCl
Tris-HCI
EDTA

Tab. 4-2. qMACS™ One-step cDNA Kit'® (3.7)

Komponenten Bezeichnung Bestandteile

Aquilibrierungs-/ Equilibration/Wash Buffer -

Waschpuffer

Resuspensionspuffer Resuspension Buffer -

Gefriergetrockneter Enzymmix  Lyophilized Enzyme Mix Reverse Transkriptase
dNTPs

Dichtungslésung Sealing Solution -

cDNA-Freisetzungslésung Release Solution -

Elutionspuffer Elution Buffer RNase-freies Wasser

AnschlieBend wurde mit der cDNA-Synthese in jeweils derselben Magnetsaule (3.5) fort-
gefahren, indem 2-mal mit 100 pl Aquilibrierungs-/Waschpuffer (Tab. 4-2) nachgesplilt
wurde. Im néchsten Schritt wurde mit jeweils 20 pul Resuspensionspuffer (Tab. 4-2) der
gefriergetrocknete Enzymmix (Tab. 4-2) aufgel6st. Es wurden jeweils 20 pl des resuspen-
dierten Enzymmix (Tab. 4-2) auf die Magnetsaulenmatrix pipettiert (3.3; 3.5). Um einer
Verdunstung des Enzymmix (Tab. 4-2) entgegenzuwirken, wurde jeweils 1 pl Dichtungslé-
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sung (Tab. 4-2) direkt auf die Magnetsaulenmatrix gegeben. Nach Erhéhung der Tempe-
ratur des Thermoseparators (3.3) auf 42 °C und einer Inkubationszeit von 1 Stunde wur-
de die Magnetsaule (3.5) 2-mal mit 100 pl Aquilibrierungs-/Waschpuffer (Tab. 4-2) gespillt,
um dann im letzten Schritt der cDNA-Synthese die Magnetsaule (3.5) mit jeweils 20 pl
cDNA-Freisetzungslésung (Tab. 4-2) fur 10 min bei 42 °C zu inkubieren. Danach wurde
die synthetisierte cDNA mittels 50 pl Elutionspuffer (Tab. 4-2) aus der Magnetsaule (3.5)
geldst, in ein 0,5-ml-Gefal (3.5) Gberfihrt und bei 20 °C gelagert.

4.1.5.2 Echtzeit-Polymerasekettenreaktion

Prinzipiell erfolgt ein Zyklus der PCR in drei Schritten. Im ersten Schritt erfolgt die Auf-
trennung der Vorlage durch thermische Denaturierung in Einzelstrange (Melting).'®® Im
nachsten Schritt erfolgt die spezifische Hybridisierung zweier verschiedener Oligonu-
kleotidprimer an die jeweiligen Einzelstrange (Annealing) der DNA."®® Im letzten Schritt
flgt eine thermostabile DNA-abhangige DNA-Polymerase dNTP, die Bausteine der DNA,
an die Primer an, sodass die Einzelstrange zu Doppelstrangen komplementiert werden
(Elongation/Extension).'®® Dabei werden in einer ideal ablaufenden Reaktion eines Zyk-
lus von jeder Vorlage zwei komplette Molekile synthetisiert, was dann als 100%ige Effi-
zienz beziehungsweise eine Effizienz mit dem Wert 2 definiert wird.'®® Der Nachweis der
amplifizierten DNA erfolgt mit dem Fluoreszenzfarbstoff SYBR®-Green-l, der sich unter
Ausstrahlung eines Fluoreszenzsignals in die doppelstrangige DNA einlagert, die mit
jedem Zyklus verdoppelt wird.'®® Die Fluoreszenzsignale werden von dem Thermocycler
detektiert, wobei die Zunahme der Fluoreszenz direkt proportional zur Zunahme der DNA
ist.'® Fiir jede zu messende Probe werden die Fluoreszenzsignale in einen numerischen
Wert konvertiert.'® Dabei erméglicht es die Thermocycler-Software, den Verlauf der

Amplifikationskurve fiir jede einzelne Probe auf dem Monitor mitzuverfolgen.'®®

Durchfiihrung

Es wurde cDNA von scheinoperierten Tieren und Tieren mit induziertem IRS untersucht.
Die cDNA sowie der Mastermix (3.6) wurden bei —20 °C gelagert. Die RT-PCR wurde mit
einem Thermocycler (3.3) bei einem gesamten Reaktionsvolumen von 25 ul (Tab. 4-4)
unter Verwendung einer PCR-96-Loch-Mikrotiterplatte (3.5) auf Eis (3.3) durchgefiihrt. Die
verdinnte cDNA und die zur Herstellung des Reaktionsmix (Tab. 4-4) verwendeten Sub-
stanzen wurden vor Gebrauch mit einem Schiittler (3.3) aufgelockert und einer Tischzen-
trifuge (3.3) kurz herunterzentrifugiert. In alle Wells, einschlieBlich Standard und Negativ-
kontrollen, wurden 22,5 ul Reaktionsmix (Tab. 4-4) vorgelegt. AnschlieBend wurden 2,5 pl
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der 1:10 verdinnten cDNA (Tab. 4-4) als Triplikat dazu pipettiert (3.3; 3.5). Fir jede Platte
wurde eine Negativkontrolle mitgefiihrt, die alle Komponenten des Reaktionsansatzes
(Tab. 4-4) bis auf cDNA enthielt. Dadurch konnte eine Kontamination des Reaktionsmix
mit DNA ausgeschlossen werden, um sicherzugehen, dass bei den zu messenden Pro-
ben keine falsch positiven Ergebnisse resultierten.'® Vor der Messung im Thermocycler
(3.3) wurden die pipettierten Platten mit einer Verschlussfolie (3.5) luftdicht verschlossen

und anschlieBend fir mindestens 2 min bei 1.500 rpm zentrifugiert (3.3).

Tab. 4-3. Tier- und Human- | Schritt Temperatur Zeitdauer
proben: Programm der Ther- |Initiale Aktivierung 95 °C 300 s
mocycler-Software (3.11) Denaturierung 95 °C 10 s
Annealing/Extension 60 °C 30s
Schmelzkurve 95 °C 1s
62 °C 1s
Klhlung 40 °C 1s

Tab. 4-4. Tierproben: RT-PCR-Reaktionsansatiz fiir GAPDH, TNF-a, CXCL-1, IL-17A und RORc

Reaktionsansatz Komponenten Bestandteile Volumen
1:10 verdiinnte 1 ul cDNA
cDNA 9 ul RNase-freies Wasser (3.6) 2,5 ul
Reaktionsmix Mastermix (3.6), HotStarTag® Plus DNA Polymerase
QuantiFast® QuantiFast® SYBR® Green PCR Puffer mit
SYBR® Green Tris-Cl, KCI, (NH) S04, MgCl,, Q-Bond®,
PCR Kit (3.7) SYBR® Green |, andere Zusatzstoffe
dNTP-Mix aus dATP, dCTP, dGTP und
dTTP
ROX
RNase-freies Wasser (3.6) 12,5 ul
RNase-freies Wasser (3.6) 7,5 pl
Primer (3.9) 2,5 pl
Gesamtvolumen 25 pl
Auswertung

Fir die Auswertung mit einer Thermocycler-Software (3.77) wurden zunachst die
Schmelzkurven ermittelt und davon die ersten Ableitungen dieser Kurven erstellt, wo-
durch Kurven mit Peaks resultieren, welche die Schmelztemperatur T, angeben.'®® Wird
die richtige DNA amplifiziert, das heif3t, die Proben sind nicht mit unspezifischer DNA
kontaminiert, dann weichen die T, der Triplikate einer Probe nicht voneinander ab. Da-
hingegen weisen verschiedene T, darauf hin, dass unspezifische Produkte gebildet wur-
den."®® Kurven mit Peaks einer niedrigeren T,, als derjenigen spezifischer PCR-Produkte
deuten auf die Bildung von Primerdimeren hin."®® Wenn bei den Triplikaten der Tierpro-
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ben die Schmelztemperaturen um mehr als 0,5 °C voneinander abwichen, wurden diese
Proben aus der Wertung genommen.

Die Quantifizierung der mRNA-Expressionslevel erfolgte in den drei Schritten der absolu-
ten, der relativen sowie der fortgeschrittenen relativen Quantifizierung. Um die absolute
Quantifizierung, das heif3t die absolute Menge eines Zielgens angegeben als Kopienzahl
oder Konzentration, zu bestimmen, ist es notwendig, eine Standardkurve zu erstellen.'®
Dabei missen die Primerbindestellen der Standardproben und die Zielsequenzen der
Probenzielgene identisch sein, was bei der Amplifikation sowohl der Standardproben als
auch der Probenzielgene eine aquivalente Effizienz gewahrleistet,'® die im Bereich zwi-
schen 1,8-2 liegen sollte. Bei einer Messverdinnung der Proben von 1:10 wurden fir die
Standardreihe im Mausmodell die Verdinnungsstufen 1:2, 1:5, 1:20, 1:50 verwendet,
wobei die dafir eingesetzte cDNA aus einem Pool bestand, der die gleiche Menge an
cDNA jeder Probe enthielt. Von der Software wurden dann die C,-Werte, auch als
Cr-Werte' bezeichnet, berechnet, indem die Maximalpunkte der zweiten Ableitung der
Amplifikationskurve kalkuliert wurden'®®. Der Cr-Wert stellt den Zyklus dar, bei dem die
durch die akkumulierenden PCR-Produkte entstehende Fluoreszenz einen fixen Schwel-
lenwert Gbersteigt, der sich in der exponentiellen Phase der Amplifikationskurve befin-
det.' Je groBer die Menge der cDNA im Reaktionsansatz ist, desto frilher wird der
Cr-Wert erreicht.’ Wenn die Amplifikation des Zielgens zu einem sehr spaten Zyklus
stattfindet, ist der Cr-Wert sehr hoch und es muss in Betracht gezogen werden, dass
Amplifikationsinhibitoren anwesend waren, eine unspezifische Amplifikation stattgefun-
den hat oder eine Kontamination in sehr geringer Konzentration vorgelegen hat.'®" Pro-
ben mit Cr-Werten Uber 35 Zyklen wurden aus der Wertung genommen.

Bei der relativen Quantifizierung im Rahmen der internen Kontrolle wurde das Verhaltnis
von der Menge des Probenzielgens zu der Menge eines Referenzgens der jeweils glei-
chen Probe bestimmt.'® Als solches Referenzgen dient ein sogenanntes House-
keeping-Gen, dessen Expression unter verschiedenen experimentellen Bedingungen
oder in unterschiedlichen Zustédnden des gleichen Gewebes, wie zum Beispiel erkrank-
tes im Vergleich zu gesundem Gewebe, nicht variiert, sodass dessen Expressionslevel
als Referenzwert fiir die Quantifizierung verwendet werden kann.'®® Hierfir wurde ein
Enzym des Kohlenhydratstoffwechsels, die GAPDH, verwendet.'®® Da die Amplifikations-
effizienzen des Referenzgens und des Probenzielgens aufgrund unterschiedlicher Pri-
merbindestellen, Produktsequenzen und PCR-ProdukigréBen verschieden sind, musste
sowohl fir das Referenzgen als auch fir das Probenzielgen eine Standardkurve erstellt
werden.'® Die Mengen der Probenzielgene und des Referenzgens wurden jeweils durch

Vergleich ihrer Cr-Werte mit deren korrespondierenden Standardkurven ermittelt.'®®
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Im nachsten Schritt der fortgeschrittenen relativen Quantifizierung wurden die Verhalt-
nisse zwischen der Menge des Zielgens der Probe und dem Referenzgen derselben

Probe'®® anhand der Formel »ACt = Cr (zieigen) — CT (Referenzgen)« kalkuliert.™

4.1.6 Enzymimmunoassay

Um die Expression des hauptsachlich von Makrophagen gebildeten Zytokins TNF-a und
des Zytokins IL-17A zu quantifizieren, wurden leberinfiltrierende mononukleare Zellen
aus der Einzelzellsuspensionsgewinnung (4.1.3, Abb. 3) von IRS- und scheinoperierten
Tieren verwendet. Dazu wurde im Anschluss an die Zellaktivierung (4.1.3) der Uberstand
der 24-Lochplatte (3.5) abgeerntet und in 5-ml-Probenréhren (3.5) Gberfihrt, um dann bei
1.500 rpm fr 5 min zentrifugiert (3.3) zu werden. Der dabei entstandene Zellkulturiiber-
stand wurde jeweils in 1,5-mI-GeféBe (3.5) aliquotiert und als Probe im Rahmen des
ELISA quantifiziert.

4.1.6.1 TNF-a

Zur Durchfihrung des TNF-a-ELISA wurde das Mouse-TNF-(Mono/Mono)-ELISA-Set-
BD-OptEIA™ (3.7) mit monoklonalen Antikérpern gegen Maus-TNF, biotinylierten mono-
klonalen Antikérpern gegen Maus-TNF, Streptavidin-Meerrettichperoxidase sowie re-
kombinantem Maus-TNF als Standard verwendet.'®? Alle Reagenzien mussten vor Ein-

satz auf Raumtemperatur erwarmt werden.

Fanger- und Detektionsantikorper

Als Fangerantikdrper wurden die mit Beschichtungspuffer (3.70) 1:250 verdinnten, mo-
noklonalen Antikérper gegen Maus-TNF verwendet. Der Detektionsantikdrper stellt den
biotinylierten monoklonalen Antikérper gegen Maus-TNF dar, der in einer Verdinnung
von 1:500 mit einer Probenverdinnungslésung (3.70) eingesetzt wurde. Die als Enzym-
reagenz funktionierende Streptavidin-Meerrettichperoxidase wurde mithilfe des 1:500
verdunnten Detektionsantikdrpers auf 1:250 verdinnt, wobei diese Verdinnung dann als
aktivierter Detektor eingesetzt werden konnte.

Vorbereitung der Standardverdiinnungen

Als Standard wurde das rekombinante Maus-TNF verwendet, das in lyophilisierter Form
bis zum Verfallsdatum stabil ist. Nach Erwarmung des lyophilisierten Standards wurde
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dieser bei einer Dauer von mindestens 15 min in 1 ml entionisiertem Wasser gelést und
damit eine Standardstammlésung hergestellt, die maximal 6 Monate bei -80 °C gelagert
werden kann. Aus der Standardstammlésung wurde die héchste Standardkonzentration
mit 1.000 pg/ml und entionisiertem Wasser hergestellt. Zur Erstellung der 7 Standard-
verdunnungsstufen mit den Nummern 1-7 in absteigender Konzentration wurden 1,5-ml-
GefaBe (3.5) verwendet. Die GefaBe (3.5) mit den Nummerierungen 2—7 wurden jeweils
mit 500 pl Probenverdinnungslésung (3.70) beflllt. Aus dem ersten Gefal mit der hdchs-
ten Konzentration von 1.000 pg/ml wurde 500 pl enthommen und in das zweite Gefal3
gegeben, vermischt und schlieBlich aus dem zweiten Gefal wiederum 500 ul entnom-
men und in das dritte Gefal3 Uberfihrt, sodass daraus 7 Standardverdiinnungsstufen mit
den Konzentrationen 1.000, 500, 250, 125, 62,5, 31,3 und 15,6 pg/ml resultierten.

Vorbereitung der Lochplatte

Die Vertiefungen der ELISA-96-Lochplatte (3.5) wurden mit jeweils 50 pl des 1:250 ver-
dinnten Fangerantikdérpers abgedeckt Gber Nacht bei 4 °C inkubiert. Danach wurden die
Vertiefungen entleert und unter Zuhilfenahme einer Mehrkanalpipette (3.3) insgesamt
3-mal mit jeweils 150 pl Waschpuffer (3.70) gewaschen und zwischen den Waschschrit-
ten jeweils die in der Lochplatte (3.5) befindliche FlUssigkeit sorgfaltig entleert. Anschlie-
Bend wurden zur Blockade jeweils 100 pl Probenverdiinnungslésung (3.70) aufgetragen
und fir 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubation wurde erneut 3-mal
gewaschen.

Durchfiihrung

Von jeder Probe und jeder der 7 Standardverdinnungsstufen wurden jeweils 50 pl pro
Vertiefung als Duplikat aufgetragen und mit einer Klebefolie verschlossen flr 2 Stunden
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem 5-fachen Waschschritt mit jeweils 150 pl
Waschpuffer (3.10) wurden jeweils 50 ul des aktivierten Detektors auf die Platte aufgetra-
gen und abgedeckt fir 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde
5-mal gewaschen. Dann wurden 50 pl Substratlésung (Farbreagenzien H.O. (3.6) und
CisH2oN2 (3.6)) aufgetragen und in einem 30-minltigen Inkubationsschritt abgedunkelt
bei Raumtemperatur inkubiert. SchlieBlich wurde mit jeweils 25 pl Stopplésung (1 M
HsPO, (3.6) oder 2 N H,SO, (3.6)) die Farbreaktion unterbrochen.

Auswertung

Die Auswertung fand an einem Mikroplattenlesegerat (3.3) unter Verwendung einer GPT-
Assay- und ELISA-Software (3.11) statt. Innerhalb von 30 min nach der Stoppreaktion
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wurde bei einer Wellenldnge A von 450 nm nach manueller Eingabe der Probenlokalisa-
tion sowie Standardverdinnungen und -konzentrationen automatisch die Standardkurve
erstellt und daraus die Ergebnisse generiert.

4.1.6.2 IL-17A

Der IL-17A-ELISA wurde mit dem Mouse-IL-17-DuoSet®-ELISA-Kit (3.7) mit Ratten-ge-
gen-Maus-IL-17-Antikérper, biotinyliertem Ziegen-gegen-Maus-IL-17-Antikérper, Strepta-
vidin-Meerrettichperoxidase sowie rekombinantem Maus-IL-17 als Standard durchge-

fiihrt."® Alle Reagenzien mussten vor Einsatz auf Raumtemperatur erwirmt werden.

Fanger- und Detektionsantikorper

Der Fangerantikorper stellt den Ratten-gegen-Maus-IL-17-Antikérper dar. Die Lagerung
fand bei 4 °C in einer Konzentration von 360 pg/ml in PBS (3.6) fir maximal 60 Tage
statt. Der AntikGrper wurde in einer Arbeitskonzentration von 2 pg/ml eingesetzt, wofur
5,56 pl der 360-pug/mi-Konzentration mit 994,44 ul PBS (3.6) versetzt wurden. Der Detek-
tionsantikrper ist der biotinylierte Ziegen-gegen-Maus-IL-17-Antikdrper, der in einer
Konzentration von 72 pug/ml mit Reagenzlésung (1 % BSA (3.6) in PBS (3.6), pH 7,2—7,4)
bei 2—8 °C fir maximal 60 Tage gelagert werden kann. Der Antikdrper wurde in einer
Arbeitskonzentration von 400 ng/ml eingesetzt, woftr 55,55 ul der 72-ug/ml-Konzentrati-
on mit 9944,44 ul Reagenzlésung (1 % BSA (3.6) in PBS (3.6), pH 7,2—7,4) versetzt wur-
den. Die Streptavidin-Meerrettichperoxidase diente als Enzymreagenz, die bei 2—-8 °C fir
maximal 6 Monate gelagert werden kann. Mittels Reagenzlésung (1 % BSA (3.6) in PBS
(3.6), pH 7,2—7,4) wurde entsprechend der Angabe auf der Ampulle verdiinnt.

Vorbereitung der Standardverdiinnungen

Der Standard stellt ein rekombinantes Maus-IL-17 dar und wurde in einer Konzentration
von beispielsweise 105 ng/ml in Reagenzlésung (1 % BSA (3.6) in PBS (3.6), pH 7,2-7,4)
bis maximal 6 Monate bei -70 °C gelagert. Die Standardkonzentration variiert je nach
geliefertem Kit. Vor Erstellung der 7 Standardverdinnungsstufen wurde der Standard fir
mindestens 15 min auf einem Thermomixer (3.3) in leichter Bewegung gehalten. Die
héchste Standardkonzentration sollte 1.000 pg/ml in Reagenzlésung (1 % BSA (3.6) in
PBS (3.6), pH 7,2—-7,4) enthalten. Dazu wurden bei einer Standardkonzentration von bei-
spielsweise 105 ng/ml 9,52 ul des Standards mit 990,48 pl der Reagenzlésung (1 % BSA
(3.6) in PBS (3.6), pH 7,2-7,4) vermischt und ausgehend davon 6 weitere Standardver-
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dinnungsstufen in einer 2-fach seriellen Verdinnungsreihe erstellt, wodurch Konzentra-
tionen von 1.000, 500, 250, 125, 62,5, 31,3 und 15,6 pg/ml resultierten.

Vorbereitung der Lochplatte

Im ersten Schritt wurden jeweils 50 pl des verdinnten Fangerantikérpers in jede Vertie-
fung der ELISA-96-Lochplatte (3.5) pipettiert (3.3; 3.5) und Uber Nacht bei Raumtempera-
tur abgedeckt inkubiert. Im zweiten Schritt wurden nach der Inkubation die Vertiefungen
entleert, mithilfe einer Mehrkanalpipette (3.3) 3-mal mit je 200 ul Waschpuffer (3.10) ge-
waschen und jeweils die in der Platte befindliche FlUssigkeit entleert. AnschlieBend
konnte mit der Blockade fortgefahren werden, indem 150 ul Reagenzlésung (1 % BSA
(3.6) in PBS (3.6), pH 7,2—7,4) in jede Vertiefung pipettiert (3.3; 3.5) und fir 1 Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert wurde. SchlieBlich wurden entsprechend dem zweiten Schritt
die Vertiefungen erneut gewaschen.

Durchfiihrung

Von jeder Probe und jeder der 7 Standardverdinnungsstufen wurden jeweils 50 pl pro
Vertiefung als Duplikat pipettiert (3.3; 3.5) und mit einer Klebefolie verschlossen fir
2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Vertiefungen
entleert und mithilfe einer Mehrkanalpipette (3.3) 3-mal mit je 200 ul Waschpuffer (3.70)
gewaschen. Dann wurden jeweils 50 ul des verdinnten Detektionsantikdrpers in jede
Vertiefung pipettiert (3.3, 3.5) und erneut fir 2 Stunden mit einer Klebefolie verschlossen
bei Raumtemperatur inkubiert. Wiederum wurde nach Entleerung der Vertiefungen ein
3-maliger Waschschritt mit je 200 pul Waschpuffer (3.70) durchgefiihrt, um anschlie3end
50 ul der verdinnten Streptavidin-Meerrettichperoxidase in jede Vertiefung zu pipettieren
(3.3; 3.5) und lichtgeschitzt fir 20 min bei Raumtemperatur zu inkubieren. Nach einem
erneuten 3-maligen Waschschritt mit je 200 ul Waschpuffer (3.70) wurden 50 pl der Sub-
stratlésung (1:1 Farbreagenzien H.O, (3.6) und CisHxoN2 (3.6)) aufgetragen und lichtge-
schitzt fur 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dieser Inkubationszeit wurde die
Farbreaktion mit jeweils 25 pl Stopplésung (2 N H.SO, (3.6)) unterbrochen.

Auswertung

Die Auswertung fand unmittelbar nach der Stoppreaktion an einem Mikroplattenlesegerat
(3.3) mithilfe einer GPT-Assay- und ELISA-Software (3.71) bei einer ersten Wellenlange A
von 450 nm und einer zweiten Wellenlange A von 570 nm statt, wobei die Messergebnis-
se der zweiten Wellenlange von denen der ersten Wellenldnge subtrahiert wurden. Nach
manueller Eingabe der Probenlokalisation sowie der Standardverdiinnungen und -kon-
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zentrationen wurden nach automatischer Erstellung der Standardkurve die Ergebnisse

generiert.

4.1.7 Durchflusszytometrie

Die FACS-Analyse stellt ein Verfahren dar, sowohl intrazellulare Proteine als auch Ober-
flachenantigene von Zellen mittels fluoreszenzmarkierter Antikérper zu identifizieren, um
Zellgemische zu analysieren.®* Die Oberflachenantigene sind fiir die verschiedenen Zel-
len des Immunsystems charakteristisch und werden als CD-Antigene bezeichnet.'®* Die
markierten Zellen werden in einem Probengefal3 elektrisch aufgeladen, um dann einzeln
einen Laserstrahl zu passieren, der den Fluoreszenzfarbstoff anregt.'®* Wenn die Zelle
den Laserstrahl passiert, streut sie das einfallende Laserlicht in alle Richtungen, wobei
zwischen dem Vorwartsstreulicht, kurz FSc, und dem Seitwartsstreulicht, kurz SSc, un-
terschieden wird.'® Das FSc einer Zelle korreliert naherungsweise mit deren ZellgréBe
wéahrend das SSc mit der Granularitat oder anderen intrazelluldren Komplexen, wie zum
Beispiel Vakuolen, korreliert."” Geeignete Detektoren erfassen das FSc und SSc und
wandeln deren Energie in ein elektrisches Signal um, das proportional zur Lichtintensitat
ist."®® Anhand der Fluoreszenzsignale wird die Anzahl der jeweiligen Zellen in einer Gra-

fik dargestellt, in der jeder Punkt eine Zelle darstellt.'®*

Durchfiihrung

Die FACS-Analyse wurde mit dem Durchflusszytometer FACSCanto™-1l (3.3) durchge-
fiihrt, welcher bis zu acht Fluoreszenzfarbstoffe detektieren kann.'®® Das aus der Zellak-
tivierung im Rahmen der Leberaufarbeitung hervorgegangene Pellet (4.1.3, Abb. 3) wurde
in 5-ml-Probenréhren (3.5) mit MACS-Puffer (3.10) unter Zuhilfenahme eines Schiittlers
(3.3) resuspendiert. Da das Durchflusszytometer maximal acht Farbstoffe pro Lauf detek-
tieren kann, wurde jede Probe fur zwei verschiedene Ansétze (Tab. 4-5 A und B; Tab. 4-6 A
und B) jeweils auf 5-ml-Probenréhren (3.5) aufgeteilt und mit MACS-Puffer (3.70) auf 2 ml
aufgeflllt. Dann wurden diese resuspendierten Zellen bei 1.500 rpm far 5 min zentrifu-
giert (3.3). Der dabei entstandene Uberstand wurde verworfen und das Pellet in einem
zweiten Waschschritt mit 1 ml MACS-Puffer (3.10) wieder resuspendiert, zentrifugiert (3.3)
und der Uberstand wieder verworfen.
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Oberflachenfarbung

Im nachsten Schritt der Oberflachenfarbung wurden die aufgeteilten Proben jeweils mit
100 pl Mastermix zweier Ansatze (Tab. 4-5 A und B) versetzt und fir 15 min bei 4 °C im
Dunkeln inkubiert. Die Mastermixe wurden in zwei Ansatzen entsprechend der unten
stehenden Tabellen (Tab. 4-5 A und B) angefertigt.

Wenn mehrere Fluoreszenzfarbstoffe verwendet werden, besteht die Moglichkeit der
Fluoreszenziiberlagerung durch die (iberlappenden Emissionsspektren.'’ Beispielswei-
se werden FITC und PE bei 488 nm angeregt, wobei deren maximale Emissionspeaks
bei 520 nm beziehungsweise 575 nm liegen.’®” Da jedoch die Emissionswellenlange die-
ser Fluoreszenzfarbstoffe relativ breit ist, findet trotz des Einsatzes von Filtern eine Uber-
lappung zwischen den beiden Emissionen statt.”®” Die Programme des Durchflusszyto-
meters eliminieren diese Uberlappungen der Fluoreszenz, was als Kompensation be-
zeichnet wird."®” Um praktischerweise diese Kompensation einzustellen, wurde flir jeden
Fluoreszenzfarbstoff jeweils eine 5-ml-Probenréhre (3.5) als Kompensationsrohrchen
mitgemessen. Zur Kompensation der Uberlappung der Fluoreszenzfarbstoffe wurde von
jedem Fluorochrom ein Kompensationsréhrchen mit Leberzellen einer C57BL/6-Wildtyp-
maus (3.1) erstellt, indem die jeweils in den Tab. 4-5 A und B angegebenen Mengen des
entsprechenden fluoreszenzfarbstoffmarkierten Antikérpers mit 100 pl MACS-Puffer
(3.10) versetzt wurden.

Tab. 4-5. Durchflusszytometrie-Mastermix fiir die Oberfldchenfdrbung

A Antigen Fluorochrom Menge in pl/Probe
Antikérper CDs3 APC-Cy7 (3.8, Tab. 3-7) 1
CcDh27 PE-Cy7 (3.8, Tab. 3-7) 1
yoTCR APC (3.8, Tab. 3-7) 1,25
NK1.1 PE (3.8, Tab. 3-7) 1
Aqua 0,1
Puffer MACS-Puffer (3.10) 95,65
B Antigen Fluorochrom Menge in pl/Probe
Antikérper CDs3 APC-Cy7 (3.8, Tab. 3-7) 1
CD4 APC (3.8, Tab. 3-7) 1
CcD8 PB (eFluor450) (3.8, 0,625
Tab. 3-7)
NK1.1 PE-Cy7 (3.8, Tab. 3-7) 1
Aqua 0,1
Puffer MACS-Puffer (3.10) 96,275
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Zur Negativkontrolle, die ungefarbte Zellen einer C57BL/6-Wildtypmaus (3.7) enthalt,
wurde lediglich 100 pl MACS-Puffer (3.10) zugegeben. Diese ungefarbten Zellen sind
notwendig, um vor der eigentlichen Messung der Proben die Detektorspannung des
Durchflusszytometers (3.3) fir das FSc und SSc manuell einzustellen. Im Anschluss wur-
den sowohl die zu messenden Proben als auch die Kompensationsréhrchen mit 1 ml
MACS-Puffer (3.10) gewaschen, bei 1.500 rpm fiir 5 min zentrifugiert (3.3) und der Uber-

stand verworfen, um ungebundene fluoreszenzmarkierte Antikdrper zu entfernen.
Intrazellulare Farbung

Im Anschluss an die Oberflachenfarbung wurde mit der Prozedur der intrazellularen Far-
bung fortgefahren. Dabei wurde zunachst eine Fixierungs-/Permeabilisierungslésung
(3.6) verwendet. Die fixierten Zellen werden durch Reagenzien, wie Saponin, permeabili-
siert, was den Antikdrpern ermdglicht ins Zytoplasma einzudringen, um mit intrazellular
akkumulierten Zytokinen zu reagieren.’®' Daher ist es notwendig, die Oberflachenfar-
bung einer Zelle vor der intrazellularen Farbung durchzuflihren, da sonst durch die per-
meabilisierte Membran die Oberflachenantikérper auch intrazelluldre Bereiche anfarben
warden.

Zur Durchfihrung der intrazelluldren Farbung wurden im nachsten Schritt die zu mes-
senden Proben und die entsprechenden Kompensationsréhrchen jeweils mit 500 pl Fi-
xierungs-/Permeabilisierungsldosung (3.6) versetzt und tber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am
nachsten Tag erfolgte dann die intrazellulare Farbung, wozu im ersten Schritt die inku-
bierten Proben fiir 5 min bei 1.500 rpm zentrifugiert (3.3) wurden und der Uberstand ver-
worfen wurde. Um die Reste der Fixierungs-/Permeabilisierungslésung (3.6) zu entfer-
nen, wurden die Proben und Kompensationsréhrchen mit 1 ml Waschpuffer (3.70) in
einem Schiittler (3.3) gewaschen, fir 5 min bei 1.500 rpm zentrifugiert (3.3) und der Uber-
stand verworfen. Dann wurden die Kompensationsréhrchen mit 100 pul Waschpuffer (3.10)
vermischt, wahrend die Proben aus Ansatz A der Oberflachenfarbung (Tab. 4-5 A) mit
100 pl des Ansatzes A der intrazellularen Farbung (Tab. 4-6 A) versetzt wurden. Dasselbe
wurde flr den jeweils anderen Teil der aufgeteilten Proben in Ansatz B (Tab. 4-5 B;
Tab. 4-6 B) durchgefuhrt. Alle Proben und Kompensationsréhrchen wurden dann auf Eis
(3.3) gestellt und abgedunkelt fir 40 min inkubiert. Im letzten Schritt vor der Messung im
Durchflusszytometer (3.3) wurden die Proben und Kompensationsréhrchen nochmals mit
1 ml Waschpuffer (3.10) gewaschen, zentrifugiert (3.3) und abgeschuttet, um danach wie-
der mit 300 ul Waschpuffer (3.10) versetzt zu werden. Zu den ungefarbten Zellen wurden
zusatzlich 200 pl Waschpuffer (3.70) gegeben.
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Tab. 4-6. Durchflusszytometrie-Mastermix fiir die intrazellulére Farbung

A Antigen Fluorochrom Menge in pl/Probe
Antikérper IFN-y FITC (3.8, Tab. 3-7) 1

IL-17A PB (3.8, Tab. 3-7) 1,5
Puffer Waschpuffer (3.10) 98
B Antigen Fluorochrom Menge in pl/Probe
Antikorper IFN-y FITC (3.8, Tab. 3-7) 1

IL-17A PE (3.8, Tab. 3-7) 1
Puffer Waschpuffer (3.70) 98

Auswertung

Die Auswertung erfolgte mit einer speziellen Durchflusszytometriesoftware (3.77). Nach
Auswahl von Geratekonfiguration, Erstellung eines Experiments und Auswahl der Para-
meter und verwendeten Fluorochrome (Tab. 4-5 A und B; Tab. 4-6 A und B) wurde die Kom-
pensationsautomatik gestartet. Dazu wurden mithilfe der Messung der ungefarbten Zel-
len die Grundspannungen des Detektors fur FSc und SSc sowie der Schwellenwert
eingestellt, ab dem bestimmte Zellen oder Zellschrott nicht miterfasst werden. Mithilfe
des Fluorochroms und Vitalfarbstoffs Aqua wurde zwischen vitalen und toten Zellen un-
terschieden. Im nachsten Schritt wurde mit den fur jeden Fluoreszenzfarbstoff vorbereite-
ten Kompensationsréhrchen die Kompensation berechnet. Nach der Einstellung der
Durchflussrate, des Stoppziels und der Stoppzeit konnte mit der Messung der einzelnen
Proben begonnen werden. Die verschiedenen Zellpopulationen konnten durch gegensei-
tiges Auftragen der verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffe in X-Y-Diagrammen aufge-

trennt und quantifiziert werden.

4.1.8 Statistische Auswertung

Die Auswertung der experimentellen Verfahren des Tiermodells wurde mit der Statistik-
software GraphPad-Prism-5.0 (3.71) durchgefihrt. Alle Werte wurden als Mittelwerte mit
Standardabweichungen angegeben. Die Daten wurden mit dem einpaarigen, zweiseiti-
gen t-Test ausgewertet. Der statistische Vergleich mehrerer verschiedener Gruppen
wurde mit ANOVA durchgefihrt, gefolgt von einem Posttest mittels Bonferronivergleich
aller Paare. Unterschiede mit p < 0,05 wurden signifikant gewertet.
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4.2 Methoden der klinischen Studie

4.2.1 Datenerfassung

Um sowohl die Auswirkung verschiedener Spendercharakteristika auf die Entwicklung
eines IRS als auch auf die Organqualitat zu untersuchen, wurden verschiedene Spen-
dervariablen ausgewertet. Ebenso wurden einige Empfangercharakteristika analysiert.

4.2.1.1 Spenderdaten

Folgende Spenderdaten wurden von Eurotransplant (3.71) eingeholt: Geschlecht, Alter,
BMI, Auftreten hypotensiver Perioden und Asystolien, letzte Medikation und letzte Trans-
fusionen (Noradrenalin, Kortikoide, Blut), verwendete Perfusionslésungen und -volumina,
Vorerkrankungen (arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus), Daten Uber Alkohol-, Nikotin-
und Drogenkonsum, Laborparameter (y-GT, AP, Albumin, Fibrinogen, Quick, Kreatinin,
Harnstoff, Kalium, Glucose, HbA1c, LDH, CK, CKMB, GPT, GOT, Bilirubin, Natrium) und
intensivmedizinische Aufenthaltsdauer. Der Steatosegrad der Spenderlebern wurde vom
Institut fir Pathologie der Universitatsklinik Regensburg festgelegt.

4.2.1.2 Empfangerdaten

Die Informationen Uber die Anwesenheit eines histopathologischen IRS sowie zellularer
AbstoBungsreaktionen binnen 6 Wochen nach LTx wurden den Befunden des Instituts
fir Pathologie der Universitatsklinik Regensburg entnommen. Daten Uber Alter, Ge-
schlecht, BMI, Grunderkrankungen und Uberleben nach LTx wurden dem klinikumsinter-
nen Patientendatenmanagementsystem SAP® (3.77) entnommen. Das Sterbedatum zur
Berechnung der Uberlebenszeit extern verstorbener Patienten wurde durch den behan-
delnden Hausarzt ermittelt. Daten bezlglich einer Dialyse vor LTx sowie des Lab- und
Exceptional-MELD wurden von Eurotransplant (3.717) eingeholt. Der Anteil der HU-LTx
konnte den Operationsablaufdokumenten aus dem Patientendatenmanagementsystem
SAP® (3.11) entnommen werden. Die Ischamiezeiten wurden mithilfe der Operationsab-
laufdokumente aus dem Patientendatenmanagementsystem SAP® (3.77) und der Spen-
derdaten von Eurotransplant (3.77) berechnet und als Gesamtischamiezeit, Kaltischamie-
zeit und Warmischamiezeit dargestellt. Die Gesamtischamiezeit errechnet sich aus der
Addition von Kalt- und Warmischamiezeit. Die Kaltischamiezeit ist definiert als Zeitraum
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zwischen der Transplantatektomie des Spenders bis zur Implantation im Empfanger,
wahrend die Warmischamiezeit den Zeitraum von der Implantation bis zur Reperfusion
darstellt.

4.2.2 Histologische Farbungen

Die Spenderleberstanzbiopsien der Patienten (3.2) wurden im Institut fir Pathologie der
Universitatsklinik Regensburg beziglich eines IRS beurteilt. AuBerdem wurden immun-
histochemische Farbungen fir CD3 und ydTCR durchgeflihrt.

4.2.2.1 HE-Farbung von Paraffinschnitten

Durchfiihrung

Die Leberstanzbiopsien (3.2) wurden vom Institut fir Pathologie der Universitatsklinik
Regensburg HE-gefarbt. Dazu wurden die Leberstanzbiopsien (3.2) fir etwa 2 Stunden in
4%iger Formaldehydlésung (3.6) gelagert. Die Entwasserung fand analog der Entwasse-
rung der Tierproben statt (4.7.4.7). Im Anschluss wurden die Proben in Paraffin (3.6) ein-
gebettet, die Paraffinblocke auf einer Kihlplatte (3.3) ausgehértet und zum Schneiden in
3 um starke Schnitte aufgeblockt. Die Ubertragung auf Objekttrager (3.5) erfolgte in ei-
nem Wasserbad, in dem die Schnitte gestreckt wurden. AnschlieBend konnte mit der
Entparaffinierung fir 30 min in einem 72 °C heiBen Warmeschrank, der HE-Farbung und
der Eindeckung mit Entellan (3.6) fortgefahren werden. Zum Teil wurden neben der
HE-Farbung zur weiteren diagnostischen Beurteilung Sonderfarbungen mit PAS, EVG
und Eisen durchgeflihrt. Der pathologische Befund wurde temporar im klinikumsinternen
Patientendatenmanagementsystem SAP® (3.11) gespeichert.

4.2.2.2 Immunhistochemische Farbung von Kryostatschnitten

Durchfiihrung

Die immunhistochemischen Farbungen fir CD3 (3.8, Tab. 3-6) und yOTCR (3.8, Tab. 3-6)
der Leberstanzbiopsien (3.2) von 21 der 46 Patienten wurden vom Institut flr Pathologie
der Universitatsklinik Regensburg durchgefiihrt. Die Entwésserung fand analog der Ent-
wasserung der Tierproben statt (4.7.4.1). Die Lagerung in Formaldehydlésung (3.6), das
Einbetten und das Schneiden erfolgte analog der fir die HE-Farbung vorgesehenen Par-
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affinschnitte, wobei mit dem Mikrotom etwa 1-2 uym starke Schnitte hergestellt wurden.
Die immunhistochemische Farbung wurde automatisiert mit einem Immunhistochemie-
farbungsmodul (3.3) durchgefiihrt, wobei die CD3-Antikérper (3.8, Tab. 3-6) in einer 1:300-
Verdinnung und die ydTCR-Antikdrper (3.8, Tab. 3-6) in einer 1:50-Verdinnung mit Anti-
kdrperverdiinnungslésung (3.6) eingesetzt wurden. SchlieBlich wurden die Leberdlnn-
schnitte mit Entellan (3.6) und Deckgléasern (3.5) eingedeck.

Auswertung

Die mit einem Umkehrmikroskop (3.3) fotografierten Bereiche wurden mit dem Bildverar-
beitungsprogramm Imaged (3.17) ausgewertet, mit dem die positiv gefarbten Zellen un-
terstiitzt quantifiziert werden konnten. Die Infiltration CD3"-Zellen wurde gesondert in
Leberlappchen und Portalfelder untersucht. Zur Quantifizierung der lobularen Bereiche
wurde von jeder CD3-gefarbten Leberbiopsie der Mittelwert der Anzahl CD3-Zellen von
10 Gesichtsfeldern in 200-facher VergrdBerung gebildet, wobei Areale ausgezahlt wur-
den, die keine Portalfelder enthielten. Alle komplett einsehbaren Portalfelder der CD3-
gefarbten Biopsien wurden ausgewertet, indem die Zelldichte jedes einzelnen Portalfelds
anhand der Anzahl CD3"-Zellen pro Flache in mm? berechnet und anschlieBend der Mit-
telwert aus den einzelnen Zelldichten bestimmt wurde, wobei das Mess- und Analyse-
system einer Umkehrmikroskopsoftware (3.11) zur Berechnung der Fldche herangezogen
wurde. Die Anzahl der Portalfelder pro Leberstanzbiopsie variierte dabei abhangig von
der GréBe der Schnittflache von 1-12. Zur relativen Quantifizierung wurde pro Patient
der Quotient aus Mittelwert der Leberstanzbiopsie nach Reperfusion zum Mittelwert der
Leberstanzbiopsie vor Reperfusion bestimmt, jeweils fir den lobularen und den portalen
Bereich. Eine Quantifizierung der ydTCR-gefarbten Leberdlinnschnitte war aufgrund ei-
ner zu geringen Infiltration y0TCR*-Zellen nicht moglich, wobei hierflir Positivkontrollen

auf Dunnschnitten von Adenoiden mitgefihrt wurden.

4.2.3 Laborchemische Diagnostik

Mithilfe der Erfassung und Auswertung die Leber betreffender Laborparameter konnte
insbesondere der postoperative Verlauf in Bezug auf die An- oder Abwesenheit eines
IRS bei den Patienten (3.2) analysiert werden. Im Institut fir Klinische Chemie des Uni-
versitatsklinikums Regensburg wurde die laborchemische Diagnostik mithilfe eines kli-
nisch-chemischen Analysegerats (3.3) durchgeflihrt. Die Ergebnisse der Blutanalysen
wurden tempordr im klinikumsinternen Patientendatenmanagementsystem SAP® (3.11)
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gespeichert, wobei die in Tab. 4-7 aufgeflhrten laborchemischen Parameter praoperativ

sowie am 1.—7. POT analysiert wurden.

Tab. 4-7. Humane Blut- und Serumanalysen

Probe Menge Behiltnis Indikation Parameter
Serum 1x7,5ml Serum-Monovette® (3.5) Leberzellschaden GPT
GOT
GLDH
Cholestase Gesamtbilirubin
y-GT
AP
Gerinnung 1 x5ml Citrat-Monovette® (3.5) Syntheseleistung Faktor V
Plasma 1 x 2,7 ml Natriumfluorid- Stoffwechsel- Laktat
Monovette® (3.5) endprodukt

Die Werte des intraoperativen Laktats wurden mittels arterieller Blutgasanalyse ermittelt
und vom Verantwortlichen der Andsthesie im Beatmungsprotokoll halbstindlich festge-
halten. Die postoperativen Laktatwerte der arteriellen Blutgasanalyse wurden aus dem
Patientendatenmanagementsystem iMDsoft-MetaVision® (3.71) bezogen.

4.2.4 Genexpressionsanalyse

Um die Rolle der im Mausmodell detektierten immunologischen Faktoren bei der huma-
nen orthotopen LTx zu explorieren, wurde die RT-PCR durchgefiihrt. Von 21 der 46 Pa-
tienten (3.2) wurden die Leberstanzbiopsien, die unmittelbar vor und etwa 2 Stunden
nach Reperfusion enthommen wurden, untersucht. Von 6 dieser 21 Patienten (3.2) wur-

den zusétzlich 2nd-Look-Biopsien analysiert.

4.2.4.1 Messenger-RNA-Isolierung und reverse Transkription

Durchfiihrung

Vor Beginn der RNA-Isolierung wurden die humanen Leberbiopsien (3.2) in RNA-
Stabilisierungsreagenz (3.6) bei -4 °C Uber Nacht inkubiert. Daflr wurden etwa 10 pl
RNA-Stabilisierungsreagenz (3.6) pro mg Gewebe verwendet.'®® AnschlieBend konnte
das Gewebe bei —20 °C gelagert werden.'®® Die weitere Aufarbeitung erfolgte analog
dem Tiermodell (4.1.5.1) unter Verwendung des gMACS™-mRNA-Isolation-Kit (3.7) und
gMACS™-One-step-cDNA-Kit (3.7).
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4.2.4.2 Echtzeit-Polymerasekettenreaktion

Durchfiihrung

Die cDNA sowie der Mastermix (3.6) wurden bei —20 °C gelagert. Die Thermocycler-
Software (3.11) wurde analog dem Tiermodell programmiert (4.1.5.2, Tab. 4-3).

Tab. 4-8. Humanproben: RT-PCR-Reaktionsansatz fiir GAPDH, CD3, TNF-a, CXCL-1, TBX-21
und RORc

Reaktionsansatz Komponenten Bestandteile Volumen
1:5 verdiinnte 1 ul cDNA
cDNA 4 pl RNase-freies Wasser (3.6) 2l
Reaktionsmix Mastermix (3.6), HotStarTag® Plus DNA Polymerase
QuantiFast® QuantiFast® SYBR® Green PCR Puffer mit
SYBR® Green Tris-Cl, KCI, (NH) S04, MgCl,, Q-Bond®,
PCRKit (3.7) SYBR® Green |, andere Zusatzstoffe (3.7)
dNTP-Mix aus dATP, dCTP, dGTP und
dTTP
ROX
RNase-freies Wasser (3.6) 10
RNase-freies Wasser (3.6) 6 pl
Primer (3.9) 2ul
Gesamtvolumen 20 pl

Tab. 4-9. Humanproben: RT-PCR-Reaktionsansatz fiir TCRy

Reaktionsansatz Komponenten Bestandteile Volumen
1:5 verdlinnte 1 ul cDNA
cDNA 4 pl RNase-freies Wasser (3.6) 2l
Reaktionsmix Mastermix (3.6), HotStarTag® Plus DNA Polymerase
QuantiFast® QuantiFast® SYBR® Green PCR Puffer mit
SYBR® Green Tris-Cl, KCI, (NH,)2S0,, MgCl,, Q-Bond®,
PCRKit (3.7) SYBR® Green |, andere Zusatzstoffe (3.7)
dNTP-Mix aus dATP, dCTP, dGTP und
dTTP
ROX
RNase-freies Wasser (3.6) 10
RNase-freies Wasser (3.6) 4 ul
TCRG-Vorwartsprimer (3.9) 2 ul
TCRG-RUckwartsprimer (3.9) 2 ul
Gesamtvolumen 20 pl

Fir die humanen Zielgene GAPDH, TNF-a, CXCL-1, CD3, TBX-21 und RORc bestand
der Reaktionsmix fir jede Probe aus den in Tab. 4-8 angegebenen Substanzen. Abwei-
chend davon wurde fir das Zielgen TCRy der in Tab. 4-9 angegebene Reaktionsmix ver-
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wendet. Die verdinnte cDNA und die zur Herstellung des Reaktionsmix (Tab. 4-8;
Tab. 4-9) verwendeten Substanzen wurden vor Gebrauch mit einem Schittler (3.3) aufge-
lockert und mithilfe einer Tischzentrifuge (3.3) kurz herunterzentrifugiert. Aufgrund von
nur begrenzt vorhandenem Material wurde fir die humane Analyse die RT-PCR mit ei-
nem Thermocycler (3.3) bei einem gesamten Reaktionsvolumen von nur 20 ul unter Ver-
wendung einer PCR-96-Loch-Mikrotiterplatte (3.5) auf Eis (3.3) durchgefiihrt. In alle Wells,
einschlieBlich Standard und Negativkontrollen, wurden 18 ul des Reaktionsmix (Tab. 4-8;
Tab. 4-9) vorgelegt, um anschlieBend 2 pl der 1:5 verdiinnten cDNA je Probe als Duplikat
dazu zu pipettieren (3.3; 3.5). Fur jede Platte wurde eine Negativkontrolle mitgeflhrt, die
alle Komponenten des Reaktionsansatzes bis auf cDNA enthielt. Vor der Messung in
einem Thermocycler (3.3) wurden die Platten mit einer Verschlussfolie (3.5) luftdicht ver-
schlossen und dann far mindestens 2 min bei 1.500 rpm zentrifugiert (3.3).

Auswertung

Die Auswertung erfolgte mit einer Thermocycler-Software (3.77). Wichen die Schmelz-
temperaturen der jeweiligen Duplikate der humanen Proben um mehr als 0,5 °C vonein-
ander ab, so wurden diese Proben aus der Wertung genommen. Die Auswertung erfolg-
te, abgesehen von Messverdinnung und Verdinnungsstufen der Standardreihe fir die
absolute Quantifizierung, analog dem Tiermodell (4.1.5.2). Proben mit Cr-Werten Uber
35 Zyklen wurden aus der Wertung genommen. Bei einer Messverdinnung der Proben
von 1:5 wurden zur relativen Quantifizierung fir die Standardreihe die Verdiinnungsstu-
fen 1:3, 1:6, 1:12, 1:24, 1:36 und 1:50 verwendet, wobei die dafiir eingesetzte cDNA aus
einem Pool bestand, der jede Proben-cDNA in gleicher Menge enthielt. Der Wert ACy
aus der fortgeschrittenen relativen Quantifizierung wurde jeweils analog dem Tiermodell
(4.1.5.2) berechnet. Wie im Folgenden dargestellt, wurden jeweils die relativen Expressi-
onsunterschiede einer Probe »nach Reperfusion« versus »vor Reperfusion« beziehungs-
weise »2nd-Look« versus »vor Reperfusion« berechnet.

Nach Reperfusion/vor Reperfusion = ACr (nach Reperiusion) / ACT (vor Reperfusion)

2nd-Look/vor Reperfusion = ACt 2nd-Look) / ACT (vor Reperfusion)

4.2.5 Statistische Auswertung

Bis zum Ende des Beobachtungszeitraums, dem 8.8.2013, wurden alle Daten fortlaufend
erfasst, aktualisiert und mit der Statistiksoftware IBM®-SPSS®-Statistics-20 (3.77) doku-

mentiert und analysiert.
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Alle kontinuierlichen Variablen wurden als Mittelwerte mit Standardabweichungen ange-
geben. Der Test auf Normalverteilung erfolgte mithilfe des Shapiro-Wilk-Tests. Die Pri-
fung der Variablen auf statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen wur-
de bei mindestens 5 Werten pro Gruppe durchgefiihrt. Zwei Gruppen mit unabhangigen,
normalverteilten, kontinuierlichen Variablen wurden unter Berlcksichtigung der Varianz-
homogenitat mit dem Student-t-Test bei unabhangigen Stichproben ausgewertet. Zwei
Gruppen mit nicht normalverteilten, kontinuierlichen Variablen wurden mittels nichtpara-
metrischer Tests, wie dem Mann-Whitney-U-Test, analysiert. Der Vergleich normalver-
teilter, kontinuierlicher Variablen von mehr als zwei Gruppen wurde mit ANOVA analy-
siert. Der Vergleich nicht normalverteilter, kontinuierlicher Variablen von mehr als zwei
Gruppen erfolgte mit dem Kruskal-Wallis-H-Test. Hinsichtlich kategorischer Variablen
wurde die prozentuale Verteilung in den einzelnen Gruppen angegeben. Diese wurden
mit dem Chi-Quadrat-Test auf signifikante Unterschiede analysiert. Voraussetzungen fir
diesen Test sind, dass weniger als 20 % aller Zellen eine erwartete Haufigkeit kleiner als
5 haben und keine Zelle eine erwartete Haufigkeit kleiner als 1 aufweist. Waren diese
Voraussetzungen nicht gegeben, so wurde der exakte Test nach Fisher angewandt.

Die Korrelationsanalysen intervallskalierter und normalverteilter Variablen wurden mit der
Produkt-Moment-Korrelation nach Pearson durchgefiihrt. Falls eine der beiden Variablen
ordinalskaliert oder nicht normalverteilt war oder wenn eine der beiden Variablen dicho-
tom war, wurde die Rangkorrelation nach Kendalls-Tau verwendet. Im Falle, dass beide
Variablen dichotom waren, wurde mittels Vierfelder-Korrelation mit Distanz- und Ahnlich-
keitsmaBen nach Russel und Rao der Zusammenhang berechnet. Der Zusammenhang
wurde jeweils mit dem Korrelationskoeffizienten r angegeben.

Zur Bestimmung des kumulativen Patienteniberlebens, definiert als Zeitraum zwischen
Transplantation und Tod oder Ende der Datenerfassung, wurden Kaplan-Meier-Kurven
erstellt und mit dem Log-Rank-Test hinsichtlich ihrer statistischen Signifikanz Gberpruft.
Derselbe Test wurde fur die Bestimmung des kumulativen Transplantatiberlebens, das
definiert ist als Zeitraum zwischen Transplantation und Retransplantation, Tod oder Ende
der Datenerfassung, verwendet.

Die Boxplots zeigen jeweils den Median sowie das 25%- und 75%-Perzentil an, wobei
AusreiB3er, die zwischen 1,5 und 3 Boxlangen auBBerhalb der Box liegen, mit Kreisen, und
Extremwerte, die Uber 3 Boxlangen auBerhalb der Box liegen, als ovale Form markiert
wurden. Unterschiede mit p < 0,05 wurden signifikant gewertet.






5 Ergebnisse

Nach wie vor stellt der IRS im Rahmen der humanen orthotopen LTx ein klinisch relevan-
tes Problem dar, das unter anderem durch eine eingeschrankte Transplantatfunktion
gekennzeichnet ist. Daher werden in dieser Arbeit zunéchst die pathomechanistischen
und immunologischen Faktoren des friihen IRS in einem Tiermodell des partiellen war-
men IRS analysiert. Darauf aufbauend werden anhand einer klinischen Studie neben
diesen Faktoren weitere Parameter, die mit dem IRS im Zusammenhang stehen kdnn-

ten, untersucht.

5.1 Ergebnisse des partiellen warmen IRS im Tiermodell

5.1.1 Der partielle warme IRS im Tiermodell

Um zuné&chst die Auswirkungen des IRS im Tiermodell zu erforschen, wurde in C57BL/6-
Wildtypmausen (3.7) durch eine 90-minltige warme Ischamie mit anschlieBender Reper-
fusion ein Leberschaden im Lobus medialis und Lobus lateralis sinister induziert (4.1.1).

Im Tiermodell zeigen sich nach 90-minltiger Ischamie und 24 Stunden nach Re-
perfusion signifikante Leberschaden

Der Leberschaden wird bei einem induzierten IRS bereits in Form von makroskopisch
sichtbaren Lasionen manifest (Abb. 4 B). Im Gegensatz dazu imponiert die Leber eines
scheinoperierten Tieres, bei dem kein IRS induziert wurde, makroskopisch homogen
(Abb. 4 A).

Abb. 4. Lobus medialis und Lobus lateralis sinister der Tierleber. Makroskopisch homogen
erscheinende Lobi der Leber eines scheinoperierten Tieres (A). Im Vergleich dazu zeigt sich nach
90-mindtiger warmer Ischdmie und 24 Stunden nach Reperfusion eine sichtbare Schéddigung (B).
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Nicht nur bei der makroskopischen Betrachtung, sondern auch auf histologischer Ebene
(4.1.4.1) kann demonstriert werden, dass Tiere nach 90-minUtiger Ischamie und 24 Stun-
den nach Reperfusion signifikant mehr nekrotische Areale aufweisen als scheinoperierte
Tiere (Abb. 5 A und B). Darliber hinaus wird das Ausmal des Leberschadens bei IRS-
Tieren anhand signifikant erhéhter GPT-Spiegel (4.1.2) im Vergleich zu scheinoperierten
Tieren deutlich (Abb. 5 C).
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Abb. 5. Parameter der Leberschéddigung im Tiermo-
dell. Exemplarische Aufnahme einer HE-geférbten Tier-
leber nach 90-minlitiger warmer Ischdmie und 24 Stun-
den nach Reperfusion. Nekrotische Areale sind mit
gestrichelten Linien umrandet (A). Leberschaden anhand
der prozentualen nekrotischen Flédche der totalen Mikro-
meterflache von 5 Gewebediinnschnitten pro Tier (B)
und der GPT-Spiegel (C) von Tieren nach 90-minditiger
warmer Ischdmie und 24 Stunden nach Reperfusion im
Vergleich zu scheinoperierten Tieren. Jeweils 8 Tiere pro
Gruppe. Signifikanzniveau tber dem Querbalken.

GPT [u/l]

Passend zu vorangegangenen Studien zeigen Wildtypmause, die einer 90-mindtigen
partiellen warmen Ischamie unterzogen wurden, 24 Stunden nach Reperfusion Eigen-
schaften des IR-vermittelten hepatischen Schadens, der anhand signifikant vermehrt
auftretender hepatozellularer Nekrosen sowie signifikant erhdhter Lebertransaminasen

festgemacht werden kann.'3* 1%

5.1.2 Immunzellinfiltration im Zusammenhang mit dem IRS

Neueste Untersuchungen haben gezeigt, dass Ischdmie und Reperfusion enorme Im-
munreaktionen hervorrufen, womit das Immunsystem in der Pathophysiologie des IRS
eine entscheidende Rolle spielt. So wurde auf der Ebene des angeborenen Immunsys-
tems die Entstehung des IRS mit einer Infiltration neutrophiler Granulozyten in Zusam-
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menhang gebracht.®® Daher wurde in dieser Arbeit die Infiltration neutrophiler Granulozy-
ten in nekrotische Leberareale mittels immunhistochemischer Farbung fir Gr-1 (4.1.4.2)
quantifiziert (Abb. 6 A und B).

Der IRS im Tiermodell ist mit einer signifikanten Inmunzellinfiltration assoziiert

Es zeigt sich, dass Tiere mit induziertem IRS in Gegenuberstellung zu scheinoperierten
Tieren eine signifikant vermehrte Infiltration neutrophiler Granulozyten in nekrotische
Leberanteile ausweisen (Abb. 6 A und B).
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Abb. 6. Infiltration neutrophiler Granulozyten im Tiermodell. Exemplarische immunhistochemisch
Gr-1-geférbte Aufnahme einer Tierleber nach 90-mindtiger warmer Ischdmie und 24 Stunden nach
Reperfusion. Nekrotische Areale sind mit gestrichelten Linien umrandet. Beilage mit héherer Vergro-
Berung infiltrierender Granulozyten (A). Infiltration neutrophiler Granulozyten pro 5 Gesichtsfelder pro
Tier in 200-facher VergréBerung in nekrotische Areale von Tieren nach 90-mindtiger warmer Ischdmie
und 24 Stunden nach Reperfusion im Vergleich zu scheinoperierten Tieren. Jeweils 8 Tiere pro Grup-
pe. Signifikanzniveau (iber dem Querbalken (B).

Nicht nur das unspezifische Immunsystem in Form der Infiltration neutrophiler Granulo-
zyten, sondern auch das spezifische Immunsystem ist in den Prozess der IRS-Entste-
hung involviert. So konnten bereits mehrere Arbeiten zeigen, dass der IRS im Tiermodell
mit einer Infiltration von T-Zellen einhergeht.''""**'% Hinsichtlich dieser T-Zellen be-
stand geman Uchida et al. seither die Annahme, dass hauptséchlich konventionelle
CD3"-T-Zellen des CD4"*-Effektorphanotyps entscheidend in der friilhen akuten IRS-be-
zogenen Immunantwort sind."* Dabei stellt CD3 einen Oberflachenrezeptor und Teil des
TCR dar, der normalerweise aus einer a- und einer B-Kette besteht.”” Um die Ergebnisse
von Uchida et al. zu verifizieren, wurde in dieser Arbeit die Infiltration CD3"-Zellen
(4.1.4.2) in die Leber mit induziertem IRS im Vergleich zu der Infiltration in die Leber
scheinoperierter Tiere analysiert (Abb. 7 A und B). Das Ergebnis dieser Analyse offenbart,
dass Tierlebern, die einem 90-minltigen partiellen warmen IRS unterzogen wurden, 24
Stunden nach Reperfusion eine betrachtliche Anzahl infiltrierender CD3-Zellen zeigen,
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die in Gegenuberstellung zu der Anzahl der scheinoperierten Tiere signifikant hdéher ist
(Abb. 7 C).
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eines scheinoperierten Tieres (A) sowie
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Ischdmie und 24 Stunden nach Reperfusion
(B). Infiltration CD3*-Zellen pro 5 Gesichts-
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nekrotische Areale von Tieren nach 90-
mindtiger warmer Ischdmie und 24 Stunden
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Diese Ergebnisse des Tiermodells verdeutlichen, dass sowohl Faktoren des unspezifi-
schen als auch des spezifischen Immunsystems eine entscheidende Rolle in der Atiolo-
gie des IRS spielen. Insbesondere bedarf die Gegenwart des Immunsystems im Hinblick
auf die beteiligten T-Zellpopulationen, die Steuerung der Immunreaktion sowie die Inter-
aktion zwischen einzelnen Komponenten des Immunsystems mittels Zytokinen und

Transkriptionsfaktoren einer ndheren Betrachtung.

5.1.3 Zytokine und Transkriptionsfaktoren des IRS im Tiermodell

Zum einen ist der partielle warme IRS im Tiermodell mit einer signifikanten Infiltration
neutrophiler Granulozyten assoziiert. Zum anderen werden verschiedene Zytokine und
Chemokine, wie TNF-a und CXCL-1, im Anschluss an die T-Zellaktivierung mit dem he-

patischen IRS in Zusammenhang gebracht.'"
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Der IRS im Tiermodell ist mit signifikant erh6hten mRNA-Expressionslevel fir
TNF-a und CXCL-1 assoziiert

TNF-a wird vor allem von Makrophagen produziert und stellt einen zentralen Mediator
des IRS dar, der die Produktion und Freisetzung von CXC-Chemokinen stimuliert.®
CXCL-1 wird unter anderem von neutrophilen Granulozyten und Makrophagen produziert
und fungiert als chemischer Signalstoff mit der Folge einer vermehrten Infiltration neutro-
philer Granulozyten.

Tatsachlich offenbaren die Ergebnisse der RT-PCR (4.1.5) dieser Arbeit, dass Tierlebern,
die einer 90-mindtigen partiellen warmen Ischdmie ausgesetzt waren, 24 Stunden nach
Reperfusion signifikant héhere mRNA-Expressionslevel sowohl fir TNF-a (Abb. 8 A) als
auch fur CXCL-1 (Abb. 8 C) aufweisen. Die Ergebnisse des ELISA (4.1.6.1) zeigen, dass
die TNF-a-Proteinspiegel in Uberstadnden restimulierter, leberinfiltrierender Leukozyten in
IRS-Tieren signifikant héher sind als in scheinoperierten Tieren (Abb. 8 B).
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S Abb. 8. Das Zytokin TNF-a und das Chemokin CXCL-1
[~ ) im Tiermodell. M-RNA-Expressionslevel des Zytokins
2 4 TNF-a, gemessen mittels RT-PCR (A), und Proteinspiegel
f'-\‘ ) aus Uberstidnden restimulierter, leberinfiltrierender Leuko-
- 3 zyten im ELISA (B). M-RNA-Expressionslevel des Chemo-
A\ kins CXCL-1, gemessen mittels RT-PCR (C). Jeweils Ver-
S 21 gleich von Tieren nach 90-minltiger warmer Ischdmie und
T4 24 Stunden nach Reperfusion mit scheinoperierten Tieren.
o 11 Jeweils 8 Tiere pro Gruppe. Signifikanzniveau lber dem
Querbalken.
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Der IRS im Tiermodell geht mit signifikant erh6hten mRNA-Expressionslevel fir
IL-17A und RORyt einher

Zur weiteren analytischen Differenzierung der infiltrierenden CD3*-Zellsubpopulationen
sollten zunachst mittels RT-PCR (4.1.5) die mRNA-Expression und mittels ELISA (4.1.6.2)
die Proteinspiegel des Zytokins IL-17A betrachtet werden. Denn jlingste Daten deuten
darauf hin, dass Th17-Zellen entscheidend an der Pathophysiologie des IRS beteiligt
sein sollen."'%'% Wahrhaftig zeigen Tiere mit 90-minltiger partieller warmer Ischamie
und 24 Stunden nach Reperfusion neben signifikant erhéhten IL-17A-mRNA-Expres-
sionslevel signifikant hdhere IL-17A-Proteinspiegel in Uberstanden restimulierter, leberin-
filtrierender Leukozyten (Abb. 9 A und B).

Um der Bedeutung der Th17-Zellen hinsichtlich des IRS im Tiermodell weiter auf den
Grund zu gehen, wurde der kennzeichnende Transkriptionsfaktor der Th17-Zellen
RORyt®* 2 mithilfe der RT-PCR (4.1.5) analysiert. Tatsé&chlich wird der Transkriptionsfak-
tor RORyt signifikant mehr in Mausen mit induziertem IRS exprimiert als in scheinope-
rierten Tieren (Abb. 9 C).
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51 p<005 Abb. 9. Das Zytokin IL-17A und der Transkriptions-
| ' faktor RORyt im Tiermodell. M-RNA-Expressionslevel
des Zytokins IL-17A, gemessen mittels RT-PCR (A), und
Proteinspiegel aus Uberstédnden restimulierter, leberinfilt-
rierender Leukozyten im ELISA (B). M-RNA-Expres-
sionslevel des Transkriptionsfaktors RORyt, gemessen
mittels RT-PCR (C). Jeweils Vergleich von Tieren nach
90-mindtiger warmer Ischdmie und 24 Stunden nach
Reperfusion mit scheinoperierten Tieren. Jeweils 8 Tiere
pro Gruppe. Signifikanzniveau (ber dem Querbalken.
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Die Ergebnisse zeigen, dass der induzierte IRS im Tiermodell mit einer signifikant erhéh-
ten IL-17A- und RORyt-Expression tbereinkommt. Allerdings bedarf dieses Resultat ei-
ner weiteren Analyse in Bezug auf die Possibilitat, dass IL-17A nicht nur von Th17-Zellen
gebildet werden kann. Ferner ist der Transkriptionsfaktor RORyt nicht nur fir die Expres-
sion von Th17-Zellen verantwortlich, weshalb eine weitere Phanotypisierung mittels
durchflusszytometrischer Analyse erfolgte.

5.1.4 IFN-y'NK1.1°CD27ydTCR*CD3"- und CD4'CD8 CD3"*-T-Zellen als
Effektorzellen des IRS

Um die zellulare Hauptquelle fur IL-17A nach 90-minltiger Ischamie und 24 Stunden
nach Reperfusion im Tiermodell zu detektieren, wurde eine durchflusszytometrische
Analyse (4.1.7) mittels Farbung isolierter Leukozyten aus der Leber von IRS- und schein-
operierten Tieren zur weiteren Phanotypisierung herangezogen. Interessanterweise kon-
nen neben den CD4"-Th17-Zellen beispielsweise yd-T-Zellen eine zusatzliche potenziel-
le Quelle der IL-17A-Produktion sein,’** weil sie dafiir bekannt sind, umgehend IL-17A
ohne Bindung an den TCR freizulassen'*, womit sie eine potenzielle Rolle beim frithen
IRS einnehmen kdnnen. Daneben gehdren zu den CD4%-Zellen unter anderem klassi-
sche NKT-Zellen, die CD1d-restriktiv sind und sowohl den TCR als auch NK-Marker, wie
NK1.1, exprimieren,®’ wobei Typ-1-NKT-Zellen angeblich den IRS férdern.'®

Unkonventionelle IFN-y'NK1.1"CD27ydTCR*CD3*- und CD4'CD8 CD3*-T-Zellen stel-

len die prominenteste Quelle fiir IL-17A dar

Die intrazellulare IL-17A-Farbung (4.1.7) isolierter Leukozyten aus der Leber von Tieren
mit induziertem IRS und scheinoperierten Tieren zeigt allerdings, dass CD3*NK1.1"-T-
Zellen, aber nicht CD3"NK1.1"-NKT-Zellen oder CD3'NK1.1"-NK-Zellen die hauptsachli-
chen Produzenten von IL-17A in der Leber im Rahmen des IRS sind (Abb. 10).

Im Rahmen der Phénotypisierung der isolierten Leukozyten wurde ebenfalls die Bedeu-
tung IFN-y-produzierender Zellen untersucht, die angeblich zum hepatischen IRS beitra-
gen sollen.”* Unerwarteterweise offenbart die detaillierte durchflusszytometrische Ana-
lyse, dass das IRS-bezogene Schlisselmolekil IFN-y von Thi-Zellen in Mausen nach
90-minutiger Ischdmie und 24 Stunden nach Reperfusion im Vergleich zu scheinoperier-
ten Tieren nicht unterschiedlich exprimiert wird (Abb. 10), womit CD4"-Th1-Zellen beim
akuten IRS keine Rolle zu spielen scheinen. Uberraschenderweise sind unkonventionelle
CD4'CD8CD3"*-T-Zellen in der Leber von IRS-Tieren die prominenteste zellulare Quelle
von IL-17A und nicht CD4*CD3*-T-Zellen (Abb. 10).
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Die weitere Phanotypisierung der Untergruppen deckt auf, dass die IL-17A-produzieren-
den, unkonventionellen CD4 CD8CD3*-T-Zellen, die sogenannten DN-T-Zellen, in der
Leber hauptséchlich aus ydTCR*CD3*-T-Zellen bestehen und eine kleinere Fraktion aus
den CD4'CD8CD3*-T-Zellen (Abb. 10). Dabei zeigt sich in diesem Tiermodell, dass die
DN-T-Zellen eine relativ geringe Quelle von IL-17A darstellen im Vergleich zu den y&-T-
Zellen (Abb. 10). Darliber hinaus werden die IL-17-produzierenden ydTCR*CD3"*-T-Zellen
ausschlieBlich zu der CD27ydTCR*-T-Zelluntergruppe gezéahlt (Abb. 10).
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Weiterhin zeigt sich, dass in Tieren mit induziertem IRS sowohl die absolute Anzahl
CD3"-T-Zellen als auch die der IL-17A-produzierenden CD27 ydTCR™-T-Zellen statistisch
signifikant erhéht ist im Vergleich zu den scheinoperierten Tieren (Abb. 11). Demzu-
folge stellen vor allem unkonventionelle IFN-y'NK1.1"CD27ydTCR*CD3"-T-Zellen neben
CD4'CD8CD3"*-T-Zellen die prominenteste Quelle flir IL-17A dar, womit ein wichtiger
Schritt zur Aufklarung des immunologisch vermittelten hepatischen IRS in der Maus un-

ternommen wurde.
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5.2 Ergebnisse des IRS der humanen Lebertransplantation

Die urséchlichen immunologischen Faktoren des IRS sind basierend auf den Ergebnis-
sen des partiellen warmen IRS im Tiermodell neben CD4 CD8 CD3*-T-Zellen vor allem
unkonventionelle IFN-y'NK1.1°CD27ydTCR*CD3*-T-Zellen (5.1.4)."*° Diese Zellen verur-
sachen in Abhangigkeit des Transkriptionsfaktors RORyt Uber einen IL-17A-bedingten
Mechanismus den IRS (5.1.4).""° Die neuen Erkenntnisse gewinnen umso mehr an klini-
scher Bedeutung, als die Arbeitsgruppe um Eggenhofer et al. sogleich eine Mdglichkeit
der therapeutischen Intervention aufgezeigt hat und zwar dergestalt, dass bei Rorc®™*"-
Mausen ein IRS erst induziert und dieser darauffolgend mit dem Herzglykosid Digoxin
therapiert wurde.'® Diese im Tiermodell demonstrierte, gezielte RORyt-Therapie mittels
Digoxin kdnnte ebenso in der Behandlung des humanen IRS zum Einsatz kommen. Um-
so wichtiger ist es, den Pathomechanismus des humanen IRS ausfindig zu machen. In-
folgedessen widmet sich diese Arbeit basierend auf den Ergebnissen des Tiermodells
der Erforschung der pathomechanistischen und immunologischen Faktoren und der Be-
deutung der im Tiermodell detektierten T-Zellsubpopulationen hinsichtlich des humanen,
hepatischen, frihen IRS. Zu diesem Zweck wurden HE-gefarbte Biopsien der Leber-
transplantate eines Patientenkollektivs, bestehend aus 46 Patienten, histopathologisch
auf das Vorhandensein eines IRS geprift. Im Hinblick auf den gegenwartigen Organ-
mangel wurde auch der Aspekt der Transplantate minderer Organqualitat, sogenannter
marginaler Organe, naher beleuchtet. Denn solche marginalen Organe bergen ein gré-
Beres Risiko fiir einen schweren IRS,” weshalb die Transplantate gleichermaBen auf
Organqualitat und Spenderkriterien hin untersucht wurden. Uberdies wurden Daten und
laborchemische Parameter der 46 Patienten retrospektiv analysiert und mit den Kriterien
des IRS und der Marginalitat in Zusammenhang gebracht. Neben dieser Auswertung von
Spender- und Empfangerkriterien in Bezug auf den IRS und die Marginalitat sowie der
laborchemischen Analyse wurden im experimentellen Teil dieser Arbeit die Leberbiop-
sien von 21 der 46 Patienten mittels spezieller immunhistochemischer Farbungen und
RT-PCR untersucht. Ein besonderes Augenmerk des Forschungsgegenstands dieser
Arbeit liegt damit auf der Eruierung, ob die im Mausmodell detektierten Faktoren glei-
chermaBen im Rahmen des humanen, hepatischen IRS eine Rolle spielen.
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5.2.1 Haufigkeit des histopathologischen IRS

Die Einteilung des Patientenkollektivs (n = 46) (3.2) in Patienten mit vorhandenem bezie-
hungsweise nicht vorhandenem histopathologischem IRS erfolgte durch das Institut far
Pathologie in Regensburg unter Befundung der beiden HE-gefarbten Biopsien (4.2.2.1)
der Lebertransplantate. Diese wurden zum einen am Ende der Kaltprdparation und zum
anderen etwa 2 Stunden nach Reperfusion vor Bauchdeckenverschluss enthnommen.
Diesbezlglich fand die Einteilung in Zusammenschau der Kriterien hepatozellularer Ein-
zelzell- und Gruppenzellnekrosen, granulozytérer Abrdumreaktion der Nekrosen, intra-
und interzellularer Odeme, Infiltration von Kupfferzellen, Granulozyten und Lymphozyten,
Leberparenchymverfettung, hepatokanalikularer Cholestase sowie portaler und intraazi-
nar-perizellularer Faservermehrung statt. Diese Befundung ergibt, dass die Biopsien vor
Reperfusion in 26 % (n = 12) einen ischamischen Konservierungsschaden und die Biop-
sien nach Reperfusion in 59 % (n = 27) der Félle einen IRS aufweisen, wobei die Be-
trachtung beider Biopsien ergibt, dass 63 % (n = 29) des Patientenkollektivs einen IRS
aufweisen (5.2.2.4, Tab. 5-6). Dabei zeigt in 2 Fallen jeweils die Biopsie vor Reperfusion
einen Konservierungsschaden, die Biopsie nach Reperfusion jedoch keinen Konservie-
rungs-Reperfusionsschaden. Diese beiden Falle wurden dennoch den Patienten mit IRS
zugeordnet, da bekannt ist, dass abhangig von der Entnahmelokalisation unterschiedlich
schwere pathologische Befunde resultieren kbnnen und méglicherweise die Biopsie nach
Reperfusion nicht reprasentativ war. Beispielsweise ist vor allem das subkapsulare Par-
enchym anféllig fir Schaden und Austrocknung und kann somit im Vergleich zu tiefer
sitzendem Parenchym schwerere pathologische Prozesse aufweisen.?® Nachfolgend
sind exemplarische mikroskopische Aufnahmen HE-gefarbter Schnitte eines Patienten
ohne IRS (Abb. 12) sowie eines Patienten mit IRS abgebildet (Abb. 13). Interessanterweise
entwickelte das Transplantat mit der deutlich héheren Verfettung von circa 30 % einen
IRS, wahrend das weniger steatotische Organ mit nur 5%iger Verfettung von einem IRS
verschont blieb (Abb. 12; Abb. 13). Der IRS nach der Reperfusion wird in dem exemplari-
schen Beispiel anhand einer enormen Infiltration von Granulozyten, fedrig degenerierten
Hepatozyten sowie Einzelzellnekrosen manifest (Abb. 13).
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Abb. 12. HE-gefirbte Leberstanzbiopsien eines Patienten in Abwesenheit eines IRS in unter-
schiedlichen VergréBerungsstufen. Die oberen und mittleren Aufnahmen zeigen jeweils Portalfel-
der, wéhrend die restlichen Aufnahmen Bereiche aus den Leberldppchen darstellen. Die Biopsie vor
Reperfusion zeigt laut pathologischem Befund trabekuldr aufgebautes Leberparenchym mit minimaler,
gemischttropfiger Verfettung < 5 %, abschnittsweise mit mikrovesikuldrem Zytoplasma. Ldppchenzen-
trale Lipofuszinose in Hepatozyten. Keine hepatokanalikuldre Cholestase. Keine hepatozelluldren Ne-
krosen. Keine Granulozytenakkumulation. Portale Gallengdnge mit zartem, kubischem Epithel. Portal-
felder entziindungsfrei, regelrecht konfiguriert, keine portale Faservermehrung. In Leberldppchen foka-
le leichtgradige perizelluldre Faservermehrung. Kein héhergradiger fibrotischer Leberparenchymum-
bau. Einzelne Zentralvenen gering bindegewebig verbreitert. Zentralvenen entziindungsfrei mit luminal
zartem Endothel. Kein Konservierungsschaden. In der Biopsie nach Reperfusion ergeben sich, bis auf
eine kleinvesikuldre Zytoplasmadegeneration der Hepatozyten, fokal einzelne Lymphozyten, neutro-
phile und eosinophile Granulozyten in Sinusoiden sowie eine von einzelnen Portalfeldern ausstrahlen-
de, beginnende Kollagenisierung retikuldrer Fasern, keine Anderungen zur Biopsie vor Reperfusion.
Kein Konservierungs-/Reperfusionsschaden.
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Abb. 13. HE-geféirbte Leberstanzbiopsien eines Patienten mit IRS in unterschiedlichen Vergro-
Berungsstufen. Die oberen und mittleren Aufnahmen zeigen jeweils Portalfelder, wédhrend die restli-
chen Aufnahmen Bereiche aus den Leberldppchen darstellen. Die Biopsie vor Reperfusion zeigt laut
pathologischem Befund eine gemischttropfige Leberparenchymverfettung in circa 30 % mit ballonier-
ten Hepatozyten und ldppchenzentraler, leichtgradiger, hepatozelluldrer Cholestase mit fedriger De-
generation von Hepatozyten. Keine manifeste Architekturstérung. Portalfelder (berwiegend entziin-
dungsfrei, in einzelnen Portalfeldern einzelne Lymphozyten, Plasmazellen und eosinophile Granulo-
zyten. Keine Grenzzonenaktivitidt. Keine granulozytéren Infiltrate. Einzelne entziindliche Abrdumkndt-
chen. Geringgradige portale Faservermehrung mit beginnender Kollagenisierung der periportal gele-
genen retikuldren Fasern. Kein resultierender fibrotischer Leberparenchymumbau. Kein relevanter
Konservierungsschaden. In der Biopsie nach Reperfusion zeigt sich die Leberparenchymverfettung
mit disseminierten, zentroazindren Granulozytenaggregaten. Degenerativ verdnderte Hepatozyten mit
fedriger Degeneration und kleinfokalen resultierenden Einblutungen, entsprechend einem manifesten,
mittelschweren Konservierungs-/Reperfusionsschaden. Multifokale zentroazindre hepatozelluldre Ein-
zelzellnekrosen mit granulozytdrer Demarkierung. Initial portale Faservermehrung und multifokale
intraazindre-perizelluldre Faservermehrung bei vorbestehender Steatosis hepatis mit leichtgradiger
Steatohepatitis.
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Zusammenfassend offenbart die histopathologische Befundung der Leberdinnschnitte
des Patientenkollektivs, dass bereits 2 Stunden nach Reperfusion in 63 % der Falle Zei-
chen der friihen hepatischen Schadigung durch Ischamie und Reperfusion auftreten.

Dabei kann die Ausgangssituation der Lebertransplantate durchaus einen Einfluss auf
die Entwicklung eines IRS auslben. Bedeutenderweise entwickelte in den gezeigten
exemplarischen Aufnahmen das Organ mit der héheren Verfettung einen IRS. Aus die-
sem Grund bedarf es einer naheren Betrachtung der Spender- und Transplantateigen-
schaften, um darauffolgend auf Empfangereigenschaften sowie weitere pathomechanis-

tische und immunologische Faktoren eingehen zu kdnnen.

5.2.2 Einfluss der Spendercharakteristika auf den IRS

Unter der Annahme, dass bestimmte Spendereigenschaften einen Einfluss auf die Atio-
logie des hepatischen IRS ausliben und dass die Voraussetzungen des Transplantats im
Spenderorganismus entscheidend flr dessen spatere Funktion im Empfanger sind, be-
darf es einer prazisen Betrachtung des Spenderprofils, was Basischarakteristika, Vorer-
krankungen, laborchemische Parameter sowie Marginalitatskriterien angeht.

5.2.2.1 Basischarakteristika

Da die Transplantatfunktion ganz wesentlich von der Organbeschaffenheit der Trans-
plantate abhangt, werden in dieser Arbeit unter anderem diverse Charakteristika der Or-
ganspender im Vergleich der Patienten mit An- oder Abwesenheit eines IRS analysiert
(4.2.1.1).

Transplantate mannlicher Spender entwickeln signifikant haufiger einen IRS

Interessanterweise offenbart die nahere Betrachtung des Spendergeschlechts, dass
Transplantate mannlicher Organspender unabhangig vom Empfangergeschlecht signifi-
kant haufiger mit der Entwicklung eines IRS assoziiert sind, wobei der Geschlechts-
Mismatch keine signifikante Rolle spielt (Tab. 5-1). Die Ubrigen Parameter ergeben keine
signifikanten Unterschiede im Vergleich der Patienten mit An- beziehungsweise Abwe-
senheit eines IRS (Tab. 5-1).
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Tab. 5-1. Basischarakteristika der Spender. Vergleich der Patienten mit vorhandenem beziehungs-
weise abwesendem histopathologischem IRS. Patientenanzahl jeweils in runden Klammern.

Gesamt Kein IRS IRS p
Mannlich [%)] (46) 50,00 (23) 29,41 (5) 62,07 (18) 0,032
Geschlechts-Mismatch, gesamt [%] (46) 43,48 (20) 47,06 (8) 41,38 (12) 0,708
Geschlechts-Mismatch & 2> 2 [%] (23) 21,74 (5) 20,00 (1) 22,22 (4) 1,000
Geschlechts-Mismatch @ 2> & [%] (23) 65,22 (15) 58,33 (7) 72,73 (8) 0,667
Hypotensive Periode, Asystolie [%)] (8) 50,00 (4) 75,00 (3) 25,00 (1) 0,486
Noradrenalin [pug/kg/min] (39) 0,218 + 0,306 + 0,156 £ 0,055
0,409 (39) 0,532 (16) 0,292 (23)
Bluttransfusion [Beutelanzahl] (46) 1,780 1,650 £ 1,860 £ 0,903
4,599 (46) 4,636 (17) 4,658 (29)
Kortikoidtherapie [%)] (46) 45,65 (21) 47,06 (8) 44,83 (13) 0,883
HTK-Perfusionsldosung [%] (46) 89,13 (41) 94,12 (16) 86,21 (25) 0,637
UW-Perfusionslésung [%] (46) 10,87 (5) 5,882 (1) 13,79 (4) 0,637
Aortales Perfusionsvolumen [l] (46) 12,25 + 13,94 11,26 £+ 0,675
17,96 (46) 22,25 (17) 15,26 (29)
Portales Perfusionsvolumen [I] (5) 3,800 2,000 (1) 4,250 -
1,643 (5) 1,500 (4)

Die Eigenschaften des Spenders sind nicht unerheblich im Hinblick auf die IRS-
Pravalenz und Organfunktion nach Transplantation, weshalb die Betrachtung der Spen-
derkriterien weiterer Analysen beispielsweise hinsichtlich der Vorerkrankungen und des
Lebensstils bedarf.

5.2.2.2 Vorerkrankungen und Lebensstil

Es wurden die Haufigkeiten der arteriellen Hypertonie, des Diabetes mellitus und des
Alkohol-, Nikotin- und Drogenkonsums unter den Spendern im Vergleich der Patienten
mit an- beziehungsweise abwesendem IRS betrachtet (4.2.1.1).

Es ergeben sich keine signifikanten Unterschiede bezliglich Vorerkrankungen und
Lebensstil der Spender im Vergleich der Patienten mit beziehungsweise ohne IRS

Uberraschenderweise demonstriert diese Analyse keine statistisch signifikanten Unter-
schiede im Auftreten der oben genannten Erkrankungen der Spender bei Vergleich der
Patienten mit beziehungsweise ohne histopathologischen IRS (Tab. 5-2).
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Tab. 5-2. Vorerkrankungen und Lebensstil der Spender. Vergleich der Patienten mit vorhandenem
beziehungsweise abwesendem histopathologischem IRS. Patientenanzahl jeweils in runden Klam-
mern.

Gesamt Kein IRS IRS p
Arterielle Hypertonie [%)] (20) 80,00 (16) 83,33(5) 78,57 (11) 1,000
Diabetes mellitus [%] (11) 18,18 (2) 20,00(1) 16,67 (1) 1,000
Alkoholkonsum [%] (39) 51,28 (20) 46,67 (7) 54,17 (13) 0,648
Nikotinkonsum [%] (40) 62,50 (25) 60,00(9) 64,00(16) 0,800
Drogenkonsum [%)] (85) 2,857 (1) 7,143(1) —-(0) 0,400

Bei dieser Analyse korreliert das Auftreten einer arteriellen Hypertonie bei Spendern le-
diglich mittelgradig mit der IRS-Pravalenz (r = 0,550) (Tab. 5-2). Des Weiteren korrelieren
die Lebensstilfaktoren des Alkohol- (r = 0,333) und Nikotinkonsums (r = 0,400) schwach
mit einer gehauften IRS-Pravalenz (Tab. 5-2).

5.2.2.3 Laborchemische Parameter

Um einen Einblick in die Stoffwechselsituation und Organfunktion der Spender zu erlan-
gen, wurden die zuletzt dokumentierten Laborparameter der Spender im Hinblick auf
signifikante Unterschiede zwischen dem Auftreten beziehungsweise der Abwesenheit
eines IRS im Empfénger analysiert (4.2.1.1).

Laborchemisch korreliert das Auftreten eines IRS signifikant mit erhéhten Werten
der y-GT und der Glucose sowie mit einem erniedrigten CKMB-Wert des Spenders

Tatsachlich zeigen Lebertransplantate von Spendern mit erhéhter y-GT, einem Choles-
taseparameter, signifikant haufiger einen histopathologischen IRS (Tab. 5-3). Die Synthe-
seleistung der Leber gemessen an den Parametern Albumin, Fibrinogen und Quick er-
gibt keine statistisch signifikanten Unterschiede (Tab. 5-3). Im Hinblick auf den Kohlenhy-
dratstoffwechsel zeigt sich, dass Transplantate von Spendern mit hohem Glucosewert
signifikant haufiger einen IRS aufweisen (Tab. 5-3). Weiterhin besteht eine schwache Kor-
relation zwischen der H6he des HbA1c und der IRS-Préavalenz (r = 0,364) (Tab. 5-3). Pa-
radoxerweise offenbart die Analyse verschiedener Enzyme, die unter anderem bei Zell-
zerfall und im Rahmen von Schadigungen der Leber freigesetzt werden, dass die LDH
und CK tendenziell und die CKMB sogar signifikant héher sind in Spendern, flr deren
Transplantate kein histopathologischer IRS diagnostiziert wurde (Tab. 5-3). Die Ubrigen
Parameter ergeben keine signifikanten Unterschiede im Vergleich der Patienten mit An-
beziehungsweise Abwesenheit eines IRS (Tab. 5-3).



Ergebnisse 75

Tab. 5-3. Laborchemische Parameter der Spender. Vergleich der Patienten mit vorhandenem be-
ziehungsweise abwesendem histopathologischem IRS. Patientenanzahl jeweils in runden Klammern.

Gesamt Kein IRS IRS p
y-GT [U/]] (43) 42,95+40,54 (43) 24,56 +12,44 (16) 53,85+47,26 (27) 0,030
AP [U/]] (43) 74,44 £37,62 (43) 68,81 £21,15(16) 77,78 +44,69 (27) 1,000
Albumin [g/I] (27) 26,48 +7,763 (27) 27,40 £6,034 (13) 25,63 +9,235(14) 0,564
Fibrinogen [g/1] (27) 46,16 £160,4 (27) 5,485+3,013(11) 74,13 +206,2(16) 0,622
Quick [%] (46) 79,17 +15,86 (46) 76,24 +£17,90 (17) 80,90 + 14,59 (29) 0,593
Kreatinin [umol/I] (46) 100,9+£95,24 (46) 128,8+140,6 (17) 84,49 +50,26 (29) 0,241
Harnstoff [mmol/I] (45) 7,531 +14,08 (45) 6,850+7,735(16) 7,907 +16,70 (29) 0,749
Kalium [mmol/I] (46) 4,133+0,461 (46) 3,988+0,362(17) 4,217 +£0,496 (29) 0,104
Glucose [mmol/l] (44) 8,336 +2,116(44) 7,691+2,435(17) 8,743+1,819(27) 0,047
HbA1c [%] (9) 5,089 2,025 (9) 5,000 (1) 5,100 + 2,165 (8) -
LDH [U/]] (38) 320,8+176,0(38) 367,9+231,4(15) 290,0+124,5(23) 0,355
CK [u/] (41) 1.125+4.742 (41) 2.193 +7.577 (16) 442,0 +588,6 (25) 0,779
CKMB [U/1] (21) 93,79+193,2(21) 171,9+263,5(10) 22,77 +22,83(11) 0,017

Uber die hier analysierten laborchemischen Parameter hinaus bedarf es einer weiteren
Untersuchung insbesondere der leberspezifischen Transaminasen des Spenders, denen
unter Betrachtung der Marginalitat entsprechend den von Eurotransplant definierten Kiri-
terien® Rechnung getragen wird.

5.2.2.4 Bedeutung der Allokation marginaler Organe

Es ist naheliegend, dass Transplantate minderer Organqualitat eine eingeschrankte Or-
ganfunktion nach Transplantation aufweisen und dass marginale Organe ein gréBeres
Risiko fiir einen schweren IRS bergen.” Daher wird neben der Einteilung des Patienten-
kollektivs hinsichtlich eines IRS gleichermafen eine Einteilung der Transplantate dessel-
ben Patientenkollektivs im Hinblick auf die von Eurotransplant definierten Grenzwerte der
Marginalitatskriterien®* vorgenommen (Tab. 5-4). Sobald mindestens eines dieser Kriteri-
en den festgesetzten Grenzwert (Tab. 5-4) Gberschreitet, wird das entsprechende Trans-
plantat als marginales Organ eingestuft.>

In 54 % der Fille fand eine Allokation marginaler Lebertransplantate statt

Die Transplantate von Spendern mit einem Alter Uber 65 Jahre entwickeln nicht signifi-
kant haufiger einen IRS im Vergleich zu den Transplantaten ohne IRS (Tab. 5-4). Auch
die Veranderung des Grenzwerts des Spenderalters auf Gber 60 Jahre, entsprechend
der Arbeit von Bricefio et al.**"

Patienten ohne IRS (12 %, n = 2) versus mit IRS (24 %, n = 7) (p = 0,450), wobei in ins-

, ergibt keinen signifikanten Unterschied im Vergleich der
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gesamt 20 % (n = 9) der Félle der Spender Uber 60 Jahre alt war. Die Auswertung der
Ubrigen kategorisch eingeteilten Kriterien entsprechend den Grenzwerten ergeben keine
statistisch signifikanten Unterschiede im Vergleich der Transplantate mit An- bezie-
hungsweise Abwesenheit eines histopathologischen IRS (Tab. 5-4).

Tab. 5-4. Kategorisch eingeteilte Variablen der Grenzwerte der Marginalitédtskriterien laut Euro-
transplanl’” bezogen auf den Spender und das Transplantat. Vergleich der Patienten mit vorhan-
denem beziehungsweise abwesendem histopathologischem IRS. Patientenanzahl jeweils in runden
Klammern.

Gesamt KeinIRS IRS p
Alter > 65 Jahre [%)] (46) 8,696(4) 11,76(2) 6,897 (2) 0,619
ICU-Aufenthalt > 7 Tage [%] (46) 13,04(6) 5,882(1) 17,24 (5) 0,390
BMI > 30 kg/m2 [%] (46) 13,04 (6) —-(0) 20,69 (6) 0,071
Steatose > 40 % [%] (46) 10,87 (5) —(0) 17,24 (5) 0,142
Serum-GPT > 105 U/l [%] (46) 13,04(6) 17,65(3) 10,34(3) 0,655
Serum-GOT > 90 U/l [%] (45) 17,39(8) 29,41(5) 10,71 (3) 0,226
Serumbilirubin > 3 mg/dl [%] (46) —(0) —(0) —(0) -
Serumnatrium > 165 mmol/l [%] (46) —(0) —(0) —(0) -

Das Ausmal der Frequenz der Allokation marginaler Organe wird deutlich, wenn man
bedenkt, dass allein in der Eurotransplant-Region 50 % der Lebertransplantate von
Spendern mit erweiterten Spenderkriterien stammen.*’ In Ubereinstimmung mit dieser
Angabe wurden in dem Patientenkollektiv dieser Arbeit (n = 46) in 54 % der Falle
(n = 25) marginale Lebertransplantate alloziert (Tab. 5-6).

Abb. 14. Prozentuale Héufigkei-
m Kein IRS + NM ten des IRS des Patientenkollek-
EIRS + NM tivs und der Marginalitdt der
Transplantate. Vergleich der Pa-
tienten mit nicht marginalem (A)
und marginalem Transplantat (B).
Patientenanzahl in Tab. 5-6.

mKein IRS + M
BIRS+ M
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68 % des Patientenkollektivs entwickeln bei Transplantation eines marginalen Or-
gans einen IRS

Erstaunlicherweise entwickeln 68 % (n = 17) des Patientenkollektivs bei Transplantation
eines marginalen Organs einen IRS (p = 0,447) (Abb. 14 B). Dabei liegt bei Transplantati-
on eines marginalen Organs das Entwicklungsrisiko eines IRS gemafB Odds-Ratio 59 %
héher im Vergleich zur Transplantation nicht marginaler Organe. Umgekehrt haben Pa-
tienten, die einen IRS aufweisen, in 59 % (n = 17) der Falle ein marginales Transplantat
erhalten (p = 0,447).

Transplantate von Spendern mit hohem BMI, hepatischer Steatose tiber 30 % so-
wie hohen Natriumwerten entwickeln signifikant haufiger einen IRS

Im Gegensatz zur Auswertung der kategorisch eingeteilten Kriterien entsprechend den
von Eurotransplant definierten Grenzwerten (Tab. 5-4) ergeben sich bei der Analyse der
kontinuierlichen Werte dieser Kriterien zum Teil statistisch signifikante Unterschiede bei
der Gegeniberstellung der Gruppen mit beziehungsweise ohne histopathologischen IRS
(Tab. 5-5).

Tab. 5-5. Kontinuierliche Variablen der Marginalitétskriterien laut Eurotransplant™ und Steatose
liber 30% bezogen auf den Spender und das Transplantat. Vergleich der Patienten mit vorhande-
nem beziehungsweise abwesendem histopathologischem IRS. Patientenanzahl jeweils in runden
Klammern.

Gesamt Kein IRS IRS p
Alter [Jahre] (46) 47,91 +15,15(46) 47,12+13,86(17) 48,38+ 16,08 (29) 0,546
ICU-Aufenthalt [Tage] (46) 4,337 £7,314 (46) 2,459 +2,311 (17) 5,437 £8,918 (29) 0,122
BMI [kg/m?] (46) 25,42 +4,484 (46) 24,05+4,386(17) 26,23 +4,414(29) 0,045
Steatose > 30 % [%]  (46) 19,57 (9) —-(0) 31,03 (9) 0,017
Serum-GPT [U/]] (46) 52,54 +67,11 (46) 46,00 £39,12(17) 56,38 +79,52 (29) 0,750
Serum-GOT [U/]] (45) 66,93 +£96,79 (45) 78,94+111,0(17) 59,64 +88,46 (28) 0,582
Serumbilirubin [mg/dl] (46) 11,90 +7,722 (46) 11,49+8,314(17) 12,147,494 (29) 0,793
Serumnatrium [mmol/l] (46) 147,5+6,080 (46) 145,0+5,232(17) 148,9£6,152(29) 0,033

Bedeutenderweise entfalten Organe von Spendern mit hohem BMI und histopatholo-
gisch gesicherter hepatischer Steatose Uber 30 % des Leberparenchyms signifikant hau-
figer einen IRS (Tab. 5-5). Weiterhin zeigt sich das Serumnatrium signifikant verschieden
und in der Gruppe der Spender, deren Transplantate einen IRS entwickeln, erhdht
(Tab. 5-5).

Auf Basis der ersten Einteilung des Patientenkollektivs entsprechend histopathologischer
friher IRS-Zeichen in eine Gruppe mit An- und Abwesenheit eines IRS (5.2.7) und der



78 Ergebnisse

zweiten Einteilung entsprechend der Allokation marginaler Organe in eine Gruppe mit
marginalen und nicht marginalen Transplantaten (5.2.2.4) wird eine dritte Einteilung in vier
Untergruppen vorgenommen: Patienten ohne IRS mit nicht marginalem Transplantat,
Patienten ohne IRS mit marginalem Transplantat, Patienten mit IRS mit nicht margina-
lem Transplantat und Patienten mit IRS und marginalem Transplantat (Tab. 5-6).

Tab. 5-6. Ubersicht der 3 Gruppeneinteilungen des Patientenkollektivs anhand des IRS und der
Marginalitét. Patientenanzahl jeweils in runden Klammern.

Gruppen- 1 Kein IRS IRS 2 NM M
einteilung [%] 36,96 (17) 63,04 (29) 45,65 (21) 54,35 (25)
3  KeinlRS+NM KeinlRS+M  IRS +NM IRS + M
19,57 (9) 17,39 (8) 26,09 (12) 36,96 (17)

Dabei zeigt sich, dass Patienten mit IRS und marginalem Transplantat zugleich fast dop-
pelt so haufig vorkommen als Patienten ohne IRS mit nicht marginalem Transplantat,
womit die Dimension der Bedeutung des IRS und der Marginalitdt in der klinischen

Transplantationsmedizin nachvollziehbar wird.

5.2.3 Empfangercharakteristika

Da die Transplantatfunktion mitunter von den gegebenen Voraussetzungen im Empfan-
gerorganismus beeinflusst wird, wird auf die Basischarakteristika, Grunderkrankungen
und Allokationskriterien (4.2.1.2) ndher eingegangen. DarlUber hinaus kann der Erfolg der
Transplantation nicht nur an der Haufigkeit von AbstoBungsreaktionen und Re-LTx, son-
dern auch am Patienten- und Transplantatiberleben (4.2.1.2) festgemacht werden.

5.2.3.1 Basischarakteristika

In diesem Abschnitt werden die Empfanger-Basischarakteristika Alter, Geschlecht, BMI,
Dialyse und Ischédmiezeiten (4.2.1.2) analysiert.

Patienten, die im Vorfeld der LTx symptomatisch mittels Dialyse therapiert wur-
den, entwickeln signifikant haufiger einen IRS

In Bezug auf den Zusammenhang der Nierenfunktion mit einem IRS ist bemerkenswert,
dass Patienten, die vor LTx mittels Dialyse symptomatisch therapiert wurden, signifikant
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haufiger einen IRS entfalten (Tab. 5-7). Die Analyse der Ubrigen Parameter ergibt keine
signifikanten Unterschiede (Tab. 5-7). Es zeigen sich allenfalls schwache beziehungswei-
se sehr schwache Korrelationen eines hohen Alters (r = 0,155) beziehungsweise eines
hohen BMI (r = 0,135) mit dem IRS (Tab. 5-7). Zudem tritt ein IRS haufiger bei mannlichen
Empfangern auf, wobei eine mittelgradige Korrelation (r = 0,478) besteht (Tab. 5-7).

Tab. 5-7. Basischarakteristika der Empfénger. Vergleich der Patienten mit vorhandenem bezie-
hungsweise abwesendem histopathologischem IRS. Patientenanzahl jeweils in runden Klammern.

Gesamt Kein IRS IRS p

Alter [Jahre] (46) 50,11 £12,55 (46) 46,47 £14,82(17) 52,24 +10,71 (29) 0,214
Mannlich [%] (46) 71,74 (33) 64,71 (11) 75,86 (22) 0,505
BMI [kg/m2] (46) 28,90 8,227 (46) 27,91 +9,001 (17) 29,48 +7,844 (29) 0,275
Dialyse 36,96 (17) 17,65 (3) 48,28 (14) 0,038
vor LTx [%] (46)

Kalte 8,747 £2,397 (44) 8,734 £3,057 (16) 8,754 £1,990 (28) 0,982
Ischamiezeit [h]  (44)

Warme 0,824 £ 0,177 (44) 0,836+0,186 (16) 0,818 +£0,175(28) 0,756
Ischamiezeit [h]  (44)

Gesamte 9,571 £2,397 (44) 9,570 £3,035(16) 9,572 +2,008 (28) 0,998

Ischamiezeit [h]  (44)

Das Auftreten eines IRS ist mitunter von der Nierenfunktion des Empféngers abhéangig,
womit das Empféangerprofil entscheidend zum Erfolg nach Transplantation beitragt, wes-
halb im Zuge weiterer Analysen der Empfanger hinsichtlich deren Grunderkrankungen

Stellung genommen wird.

5.2.3.2 Grunderkrankungen

Im Folgenden soll mit den transplantationsindizierten Grunderkrankungen der Empfanger
(4.2.1.2) in Gegenuberstellung der Patienten mit beziehungsweise ohne IRS ein mdgli-
cher Einfluss der Grunderkrankung auf die Entstehung eines IRS detektiert werden.

Das hepatozelluldare Karzinom und die alkoholische Leberzirrhose stellen die hau-
figsten transplantationsindizierten Grunderkrankungen der Empfanger dar

Grafisch dargestellt ist die Verteilung der Grunderkrankungen des gesamten Patienten-
kollektivs (Abb. 15). Bei einigen Patienten bestehen zugleich mehrere Grunderkrankun-
gen. Die beiden haufigsten Grunderkrankungen sind das hepatozellulare Karzinom und
die alkoholische Leberzirrhose (Tab. 5-8; Abb. 15).
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Tab. 5-8. Grunderkrankung der Empfénger. Vergleich der Patienten mit vorhandenem beziehungs-
weise abwesendem histopathologischem IRS. Patientenanzahl jeweils in runden Klammern.

Gesamt Kein IRS IRS p
Hepatozellulares Karzinom [%)] (46) 30,43 (14) 29,41 (5) 31,03 (9) 0,908
Alkoholische Leberzirrhose [%] (46) 28,26 (13) 11,76 (2) 37,93 (11) 0,090
Pfortaderthrombose [%] (46) 17,39 (8) 5,882 (1) 24,14 (7) 0,226
Transplantatversagen [%] (46) 17,39 (8) 23,53 (4) 13,79 (4) 0,443
Hepatitis B und C [%] (46) 17,39 (8) 17,65 (3) 17,24 (5) 1,000
Leberversagen [%] (46) 13,04 (6) 11,76 (2) 13,79 (4) 1,000
SSC, SBZ [%)] (46) 10,9 (5) 11,76 (2) 10,34 (3) 1,000
Kryptogene Leberzirrhose [%] (46) 6,5 (3) 11,76 (2) 3,448 (1) 0,545
Budd-Chiari-Syndrom [%] (46) 2,2(1) 0,000 (0) 3,448 (1) 1,000
Autoimmunhepatitis [%] (46) 2,2(1) 5,882 (1) - (0) 0,370
Morbus Wilson [%] (46) 2,2(1) 5,882 (1) —-(0) 0,370

m Hepatozellulares Karzinom
Alkoholische Leberzirrhose

= Pfortaderthrombose

® Transplantatversagen

® Hepatitis B und C
Leberversagen
SSC und SBZ
Kryptogene Leberzirrhose
Budd-Chiari-Syndrom

= Autoimmunhepatitis
Morbus Wilson

Abb. 15. Grunderkrankungen der Empfédnger. Angabe der Patientenanzahl.

Es ergeben sich keine signifikanten Unterschiede im Vergleich der Grunderkrankungen
zwischen Patienten mit beziehungsweise ohne IRS (Tab. 5-8).

5.2.3.3 Allokationskriterien

Mit der Intention die prognostische Aussagefahigkeit der Allokationskriterien Lab-MELD
und Exceptional-MELD sowie der HU-LTx (4.2.1.2) auf die Entwicklung eines IRS zu pri-
fen, wurden diese Faktoren in Gegenlberstellung der Patienten mit beziehungsweise
ohne histopathologischen IRS untersucht.
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Allokationskriterien zeigen keinen Zusammenhang mit dem Auftreten eines IRS

Es ware denkbar, dass die Schwere der Allokationskriterien der Empfanger und die Not-
wendigkeit einer HU-LTx eine eingeschrankte korperliche Verfassung signalisieren, die
wiederum die Schadigung des Transplantats durch Ischamie und Reperfusion unterhélt.
Entgegen dieser Annahme zeigen sich jedoch keine statistisch signifikanten Unterschie-
de bei Vergleich der Allokationskriterien zwischen den beiden Gruppen (Tab. 5-9).

Tab. 5-9. Héhe des Lab-MELD, Héufigkeiten von Exceptional-MELD und HU-LTx der Empfédnger.
Vergleich der Patienten mit vorhandenem beziehungsweise abwesendem histopathologischem IRS.
Patientenanzahl jeweils in runden Klammern.

Gesamt Kein IRS IRS p
Lab-MELD (46) 29,54 +10,34 (46) 28,29 £8,608 (17) 30,28+ 11,31 (29) 0,212
Exceptional-MELD [%)] (46) 26,09 (12) 35,29 (6) 20,69 (6) 0,314
HU-LTx [%] (46) 19,57 (9) 23,53 (4) 17,24 (5) 0,707

Wéhrend die Allokationskriterien keinen Zusammenhang mit dem Auftreten eines IRS
zeigen, kdnnten die Haufigkeiten von AbstoBungsreaktionen und Re-LTx schon eher als
Folge eines IRS auftreten, was im folgenden Abschnitt ndher betrachtet wird.

5.2.3.4 AbstoBungsreaktionen und Re-Lebertransplantationen

Unter der Annahme, dass sich nicht nur das Vorhandensein eines IRS, sondern auch der
Faktor der Marginalitat auf die Transplantatfunktion nach Transplantation auswirkt, wur-
den hier die Haufigkeiten des Auftretens sowohl von AbstoBungsreaktionen als auch von
Re-LTx (4.2.1.2) jeweils innerhalb der 3 Gruppeneinteilungen (5.2.2.4, Tab. 5-6) analysiert.
Es wurden 2nd-Look-Biopsien der Lebertransplantate in einem Zeitraum binnen 6 Wo-
chen nach Transplantation durch das Institut flir Pathologie in Regensburg bezlglich des
Vorhandenseins akuter AbstoBungsreaktionen befundet.

AbstoBungsreaktionen und Re-Lebertransplantationen treten gehauft in der Grup-
pe der Patienten mit histopathologischem IRS auf

IRS-Patienten besitzen entsprechend der Odds-Ratio ein 56 % hdheres Risiko binnen
6 Wochen nach LTx eine zelluldre AbstoBungsreaktion zu entwickeln und ein 85 % hé-
heres Risiko sich einer erneuten LTx unterziehen zu missen. Paradoxerweise weisen
Patienten mit marginalem Transplantat gegenlUber Patienten mit nicht marginalem

Transplantat ein 0,58-mal so groBes Risiko einer zellularen AbstoBungsreaktion und ein
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0,83-mal so groBes Risiko der Notwendigkeit einer Re-LTx auf. Statistisch signifikante

Unterschiede ergeben sich jedoch nicht (Tab. 5-10).

Tab. 5-10. Haufigkeiten zelluldrer AbstoBungsreaktion binnen 6 Wochen nach LTx sowie Re-
LTx der Empfénger. Vergleich der Patienten mit vorhandenem beziehungsweise abwesendem histo-
pathologischem IRS sowie marginalem und nicht marginalem Transplantat, entsprechend der 1., 2.
(A) und 3. (B) Gruppeneinteilung (5.2.2.4, Tab. 5-6). Patientenanzahl jeweils in runden Klammern.

A Gesamt Kein IRS IRS p NM M p
AbstoBung [%] 15,22 (7) 11,76 (2) 17,24(5) 1,000 19,05(4) 12,00(3) 0,686
(46)

Re-LTX [%] (46) 8,696 (4) 5,882(1) 10,34(3) 1,000 9,524 (2) 8,000 (2) 1,000

B Kein IRS + NM  Kein IRS + M IRS + NM IRS + M P
AbstoBung [%] 11,11 (1) 12,50 (1) 25,00 (3) 11,76 (2) 0,805
(46)

Re-LTX [%] (46) 11,11 (1) -(0) 8,333 (1) 11,76 (2) 1,000

Die Analyse offenbart somit, dass Patienten mit IRS nicht nur haufiger eine histopatholo-
gische AbstoBungsreaktion zeigen, sondern auch haufiger retransplantiert werden, wo-
mit der IRS mit einem schlechteren Outcome nach Transplantation assoziiert ist. Um
Uberdies die Prognose des IRS und marginaler Organe noch genauer zu analysieren,
bedarf es einer Betrachtung des Patienten- und Transplantatiiberlebens.

5.2.3.5 Uberlebensdaten

Um eine Vorhersage des Transplantationserfolgs bei Auftreten eines IRS beziehungs-
weise bei marginalen Organen treffen zu kénnen, wird in diesem Abschnitt ein Blick auf
das Patientenliberleben (4.2.1.2) geworfen.

Patienten mit IRS versterben haufiger und haben eine kiirzere Uberlebensdauer
sowie geringere Uberlebenswahrscheinlichkeit im Vergleich zu Patienten ohne IRS

Unter der Annahme, dass Patienten mit IRS beziiglich des Uberlebens gegeniiber Pa-
tienten ohne IRS benachteiligt sind, wird zunachst ein Vergleich zwischen diesen beiden
Gruppen aufgefuhrt. Dabei zeigt der Vergleich entsprechend der 1. Gruppeneinteilung
nach dem Auftreten beziehungsweise der Abwesenheit eines IRS (5.2.2.4, Tab. 5-6 A),
dass Patienten gehauft in der IRS-Gruppe versterben und diese eine im Schnitt kirzere
Uberlebensdauer aufweisen im Vergleich zu Patienten ohne IRS, wobei jedoch kein Sig-
nifikanzniveau erreicht wird (Tab. 5-11 A). Die Uberlebenswahrscheinlichkeit, das soge-
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nannte kumulierte Patientenlberleben, zeigt ebenfalls keine statistisch signifikanten Un-
terschiede im Vergleich dieser beiden Gruppen (Abb.16; Tab. 5-11 A).
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Abb.16. Kumuliertes Patienteniiberleben im Vergleich der Patienten mit vorhandenem bezie-
hungsweise abwesendem histopathologischem IRS. Patientenanzahl jeweils in Tab. 5-11.

Patienten mit marginalem Transplantat versterben signifikant haufiger, haben eine
kiirzere Uberlebensdauer und besitzen eine signifikant geringere Uberlebens-
wahrscheinlichkeit als Patienten mit nicht marginalem Transplantat

Im zweiten Schritt wurde analysiert, ob die Allokation marginaler Organe einen Einfluss
auf das Uberleben zeigt. Erstaunlicherweise offenbart diese Analyse innerhalb der
2. Gruppeneinteilung von Patienten mit marginalem beziehungsweise nicht marginalem
Transplantat (5.2.2.4, Tab. 5-6 A), dass Patienten mit marginalem Transplantat nicht nur
signifikant haufiger versterben, sondern auch eine signifikant geringere Uberlebenswahr-
scheinlichkeit besitzen, wie in Abb. 17 gezeigt wird (Tab. 5-11 A).
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Abb. 17. Kumuliertes Patienteniiberleben im Vergleich der Patienten mit marginalem bezie-
hungsweise nicht marginalem Transplantat. Patientenanzahl jeweils in Tab. 5-11.

Patienten mit IRS und zugleich marginalem Transplantat versterben nicht nur sig-
nifikant haufiger, sondern weisen auch signifikant schlechtere Uberlebenswahr-
scheinlichkeiten auf im Vergleich zu Patienten mit IRS und nicht marginalem
Transplantat

Das AusmaB, dass Patienten mit marginalem Transplantat signifikant schlechtere Uber-
lebensdaten aufweisen als Patienten mit nicht marginalem Transplantat wird im dritten
Schritt der Analyse deutlich. Dabei wird das Uberleben von Patienten ohne IRS mit nicht
marginalem Transplantat, Patienten ohne IRS mit marginalem Transplantat, Patienten
mit IRS mit nicht marginalem Transplantat und Patienten mit IRS und marginalem
Transplantat, entsprechend der 3. Gruppeneinteilung (5.2.2.4, Tab. 5-6 B), verglichen
(Abb. 18; Tab. 5-11 B). Es zeigt sich nadmlich, dass Patienten mit IRS und marginalem
Transplantat nicht nur signifikant haufiger versterben, sondern auch signifikant schlech-
tere Uberlebenswahrscheinlichkeiten aufweisen (Abb. 18; Tab. 5-11 B). Die genauere Be-
trachtung der Analyse der Uberlebenswahrscheinlichkeit, des sogenannten kumulierten
Patiententiberlebens, entsprechend der 3. Gruppeneinteilung (5.2.2.4, Tab. 5-6 B), de-
monstriert, dass der signifikante Unterschied der verschiedenen Uberlebenswahrschein-
lichkeiten im Vergleich der IRS-Patienten mit marginalem beziehungsweise mit nicht
marginalem Organ herrihrt (Abb. 18; Tab. 5-11 D). Zwischen den IRS-Patienten mit margi-
nalem und den IRS-Patienten mit nicht marginalem Transplantat besteht also statistisch
betrachtet der signifikante Unterschied innerhalb der 3. Gruppeneinteilung (5.2.2.4,
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Tab. 5-6 B) in Bezug auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit (Abb. 18; Tab. 5-11 D), aber auch
auf die Anzahl der verstorbenen Patienten (Abb. 18; Tab. 5-11 C). Analog dazu besteht der
gréBte Unterschied der 1-Jahresiberlebensrate ebenfalls zwischen diesen beiden Grup-
pen mit 51 % versus 91 % (Tab. 5-12 B).
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Abb. 18. Kumuliertes Patienteniiberleben im Vergleich der Patienten mit vorhandenem bezie-

hungsweise abwesendem histopathologischem IRS sowie marginalem und nicht marginalem
Transplantat. Patientenanzahl jeweils in Tab. 5-11.

Patienten mit marginalem Transplantat weisen bei zusatzlicher Entwicklung eines
IRS deutlich schlechtere Uberlebensdaten auf, als Patienten, die trotz eines margi-
nalen Transplantats vom IRS verschont bleiben

Interessanterweise zeigt sich sowohl grafisch (Abb. 18) als auch bei der Betrachtung der
Uberlebensdaten (Tab. 5-12 B), dass es innerhalb der Gruppe der Patienten mit nicht
marginalem Transplantat fiir das Uberleben kaum eine Rolle spielt, ob ein IRS an- oder
abwesend ist. Beachtlicherweise sticht aber bei dieser Form der Betrachtung ins Auge,
dass sich bei Patienten mit marginalem Organ der Einfluss der zusatzlichen Entwicklung
eines IRS enorm negativ auf das Uberleben auswirkt im Vergleich zu Patienten mit mar-
ginalem Organ, die keinen IRS entwickeln (Abb. 18). Anschaulicherweise betragt dem-
nach die 1-Jahrestiberlebensrate innerhalb der Gruppe der Patienten mit marginalem
Transplantat bei abwesendem IRS 75 % im Vergleich zu den nur 51 % bei Vorhanden-
sein eines IRS (Tab. 5-12 B).
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Tab. 5-11. Hiufigkeit der verstorbenen Patienten, Uberlebensdauer und Uberlebenswahrschein-
lichkeit. Vergleich der Patienten mit vorhandenem beziehungsweise abwesendem histopathologi-
schem IRS sowie marginalem und nicht marginalem Transplantat, entsprechend der 1., 2. (A) und
3. (B) Gruppeneinteilung (5.2.2.4, Tab. 5-6), mit zusétzlicher Darstellung der p-Werte zwischen den
verschiedenen Gruppen innerhalb der 3. Gruppeneinteilung fir die Uberlebenswahrscheinlichkeit (C)
und die Haufigkeit der verstorbenen Patienten (D). Patientenanzahl jeweils in runden Klammern.

A Gesamt Kein IRS IRS

Verstorben [%] 28,26 (13) 17,65(3) 34,48 (10)

(46)

Uberlebens- 369,2 + 403,0 + 3494 +

dauer [Tage] 241,2 (46) 253,7 (17) 235,9 (29)

Uberlebens- 557,0 (46) 662,7 (17) 509,1 (29)

wahrsch. [Tage]

B Kein IRS + NM  Kein IRS + M

Verstorben [%] 11,11 (1) 25,00 (2)

(46)

Uberlebens- 4246 + 378,8 +

dauer [Tage] 267,9 (9) 252,6 (8)

Uberlebens- 671,0 (9) 536,1 (8)

wahrsch. [Tage]

C Gruppe vs. Gruppe p

Ver- Kein IRS + NM  Kein IRS + M 0,576

storben [%]  kein IRS + NM  IRS + NM 1,000
Kein IRS + NM  IRS + M 0,087

D Gruppe vs. Gruppe p

Uber- Kein IRS + NM  Kein IRS + M 0,420

lebens- Kein IRS + NM  IRS + NM 0,854

wabhrsch.

[Tage] KeinIRS+NM IRS +M 0,061

p NM M p
0,315 9,524 (2) 44,00 (11) 0,010
0,381 410,3 + 334,7+ 0,221

233,6 (21) 246,9 (25)
0,248 678,4(21) 454,6 (25) 0,014
IRS + NM IRS + M p
8,333 (1) 52,94 (9) 0,038
399,6 + 3139+ 0,561

216,1 (12) 2491 (17)

667,2 (12) 409,8 (17) 0,047
Gruppe vs. Gruppe p
KeinIRS+M IRS + NM 0,537
KeinIRS+M IRS+M 0,234
IRS + NM IRS + M 0,019
Gruppe vs. Gruppe p
KeinIRS+M IRS + NM 0,294
KeinlIRS+M IRS+M 0,278
IRS + NM IRS + M 0,028

Tab. 5-12. Uberlebensraten des Patientenkollektivs. Darstellung des kumulierten Anteils Uberle-
bender und Standardfehler im Vergleich der Patienten mit vorhandenem beziehungsweise abwesen-
dem histopathologischem IRS sowie marginalem und nicht marginalem Transplantat, entsprechend
der 1., 2. (A) und 3. (B) Gruppeneinteilung (5.2.2.4, Tab. 5-6). Patientenanzahl jeweils in runden

Klammern.

A Gesamt Kein IRS IRS NM M

30 Tage 0,93 + 0,94 + 0,93 + 1,00 0,88 +
0,04 (43) 0,06 (16) 0,05 (27) 0,00 (21) 0,06 (22)

90 Tage 0,85 + 0,88 + 0,83 + 1,00 0,72 +
0,05 (38) 0,08 (15) 0,07 (23) 0,00 (20) 0,09 (18)

1 Jahr 0,72 + 0,82 + 0,67 £ 0,90 £ 0,59 +
0,07 (23) 0,09 (9) 0,09 (14) 0,07 (12) 0,10 (11)

B Kein IRS + NM Kein IRS + M IRS + NM IRS + M

30 Tage 1,00 £ 0,00 (9) 0,88+0,12(7) 1,00x0,00(12) 0,88 +£0,08 (15)

90 Tage 1,00 £ 0,00 (9) 0,75+0,15(6) 1,00+0,00 (11) 0,71 £0,11 (12)

1 Jahr 0,89 £ 0,10 (5) 0,75 0,15 (4) 0,91 £ 0,09 (7) 0,51 £0,12 (7)
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Neben dem Patientenlberleben wurde auch das Transplantatiberleben betrachtet. In-
nerhalb des Patientenkollektivs kam es in 33 % (n = 15) der Falle durch die Notwendig-
keit einer Re-LTx oder durch den Tod des Patienten zum Transplantatverlust. Es liegen
damit lediglich 2 zuséatzliche Félle im Vergleich zu der Anzahl verstorbener Patienten
(Tab. 5-11 A) vor. Damit unterscheidet sich das Transplantatiiberleben im Wesentlichen
nicht vom Patiententberleben.

Wahrend Patienten mit nicht marginalem Transplantat unabhangig vom Vorhandensein
oder der Abwesenheit eines IRS eine etwa gleich lange 1-Jahreslberlebensrate aufwei-
sen, haben Patienten mit marginalem Transplantat, die zudem noch einen IRS entwi-
ckeln, eine viel schlechtere Prognose, als Patienten mit marginalem Organ, die keinen
IRS aufweisen. Erst damit wird die Dimension der Problematik marginaler Organe im
Zusammenhang mit dem IRS sowohl im Hinblick auf die zunehmende Allokation margi-
naler Organe als auch auf die hohe Pravalenz des IRS im Rahmen der orthotopen LTx
deutlich. Aus diesem Grund wurde die Analyse der Spuren, die der IRS im klinisch-
laborchemischen Verlauf nach Transplantation hinterlasst, nicht nur auf den Vergleich
des Patientenkollektivs mit An- beziehungsweise Abwesenheit eines IRS angewendet.
Vielmehr wurde die Analyse der laborchemischen Parameter vor dem Hintergrund der
hiesigen Uberlebensanalyse im Hinblick auf die Patienten mit marginalem Transplantat
und zusatzlicher An- beziehungsweise Abwesenheit eines IRS durchgefihrt.

5.2.4 Laborchemische Verlaufe lebertransplantierter Patienten

Um sowohl die Ausgangssituation der Empfanger vor der Transplantation abzubilden als
auch die Funktion der Lebertransplantate nach Transplantation, wurden die praoperati-
ven Laborparameter der Empfanger und die Werte der ersten 7 POT analysiert. Neben
Parametern, die den Leberzellschaden, die Cholestase und die Syntheseleistung der
Leber abbilden, wurde auch das Stoffwechselendprodukt Laktat untersucht. Dabei wur-
den nicht nur Patienten mit An- beziehungsweise Abwesenheit eines IRS verglichen,
sondern insbesondere auch isoliert die Patienten mit marginalem Organ in Bezug auf die
An- beziehungsweise Abwesenheit eines IRS, was auf den Ergebnissen der Uberle-
bensanalyse basiert (5.2.3.5). Denn diese offenbart, dass Patienten mit marginalem
Transplantat, die zudem noch einen IRS entwickeln eine viel schlechtere Prognose auf-
weisen gegeniber Patienten mit marginalem Organ ohne IRS.
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5.2.4.1 GPT, GOT und GLDH

Mit der Intention, die Auswirkungen des IRS und der Marginalitat auf die Leberzellen zu

analysieren, wurden die laborchemischen Parameter GPT, GOT und GLDH (4.2.1.2) he-

rangezogen, die Indikatoren des Leberzellschadens darstellen.
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gebildet. In A und B jeweils nicht abgebildet: 1. POT 6983 U/l (0 IRS); 2. POT 7.000 U/l (0 IRS). Signi-
fikanzniveau ber dem Querbalken. Referenzbereich unterhalb der gestrichelten Linie. Patientenan-
zahl der Gruppen jeweils im Anhang A1.
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Die Marginalitat der Lebertransplantate und die zuséatzliche Entwicklung eines IRS
sind zum Teil mit einer signifikant héheren GPT assoziiert

Interessanterweise ist die GPT, die ein zytosolisches Enzym und das organspezifische
Leitenzym fiir Erkrankungen von Leber und Gallenwegen darstellt,®® bei Vergleich des
Patientenkollektivs mit An- beziehungsweise Abwesenheit eines IRS statistisch nicht
signifikant verschieden, wobei allerdings in der IRS-Gruppe postoperativ tendenziell hé-
here GPT-Spiegel aufzufinden sind (Abb. 19 A; Anhang A1 A). Wéhrend der mittlere Wert
praoperativ in der Gruppe der Patienten mit nicht marginalem Transplantat erhéht ist,
zeigen sich am 1., 2. und 6. POT deutlich héhere Werte in der Gruppe der Patienten mit
marginalem Transplantat (Anhang A1 A). Die isolierte Analyse der Patienten mit margina-
lem Transplantat zeigt, dass Patienten mit zusatzlichem IRS eine signifikant héhere Le-
berzellschadigung an den POT 3, 6 und 7 aufweisen als Patienten ohne IRS (Abb. 19 B;
Anhang A1 B).

Patienten mit marginalem Transplantat und IRS zeigen an den POT 4-7 eine signi-
fikant langsamere Normalisierung der GOT im Vergleich zu Patienten ohne IRS

Die GOT ist neben der Bindung an mitochondriale Strukturen zytosolisch gelést und
nicht nur bei Erkrankungen von Leber und Gallenwegen, sondern auch bei Muskeldys-
trophie, Herzinfarkt, Lungeninfarkt und hamolytischen Anamien erhdht.?®® Damit ist die
GOT weniger leberspezifisch als die GPT. Die GOT ist bei Vergleich des Patientenkol-
lektivs mit An- beziehungsweise Abwesenheit eines IRS nur am 7. POT signifikant ver-
schieden (Abb. 20 A; Anhang A2 A). Wiederum zeigt die isolierte Analyse der Patienten mit
marginalem Transplantat, dass an den POT 4-7 Patienten mit zusétzlichem IRS eine
signifikant langsamere Normalisierung der GOT im Vergleich zu den Patienten ohne IRS
zeigen (Abb. 20 B; Anhang A2 B). AuBerdem fallt auf, dass AusreiBer und Extremwerte
hauptsachlich in der IRS-Gruppe zu finden sind (Abb. 20).

Patienten mit marginalem Transplantat und IRS zeigen an den POT 1, 2 und 5 sig-
nifikant héhere GLDH-Werte im Vergleich zu Patienten ohne IRS

Die GLDH ist ein organspezifisches Enzym der Mitochondrien.?%® Da die zentrilobularen
Anteile der Leberlappchen besonders empfindlich gegentiber Hypoxie sind und in die-
sem Bereich im Vergleich zur AuBenzone eine 1,8-fach hdhere Konzentration an GLDH
vorliegt, kommt es bei hypoxischen Zustdnden zu einem schnellen Anstieg der GLDH.?%
Analog zur GPT ergibt der Vergleich der GLDH der Patienten mit An- und Abwesenheit
eines histopathologischen IRS keinen statistisch signifikanten Unterschied (Abb. 21 A;
Anhang A3 A). Wiederum kommt ein signifikanter Unterschied der GLDH zwischen Patien-
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ten mit und ohne IRS nur bei der isolierten Betrachtung der Patienten mit marginalem
Organ an den POT 1, 2 und 5 zustande (Abb. 21 B; Anhang A3 B).
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Signifikanzniveau dber dem Querbalken. Referenzbereich unterhalb der gestrichelten Linie. Patien-
tenanzahl der Gruppen jeweils im Anhang A2.
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Die Analyse der laborchemischen Parameter des Leberzellschadens verdeutlicht, dass
der alleinige IRS, unbeachtet des Faktors der Marginalitat, bis auf eine Ausnahme fir die
GOT am 7. POT, keinen signifikanten Einfluss auf die Hohe des Leberzellschadens aus-
dbt im Vergleich zu Patienten ohne IRS. Werden allerdings alleinig die Werte der Patien-
ten mit marginalem Transplantat betrachtet, so ergeben sich zunehmend signifikante
Unterschiede in der H6he des laborchemisch detektierbaren Schadens in Abhangigkeit
von dem Vorhandensein oder der Abwesenheit eines IRS. Damit fallt die Darstellung des
Faktors der Marginalitat erneut einmal mehr ins Gewicht, weshalb dieser auch in weite-
ren Analysen BerUcksichtigung finden soll.
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5.2.4.2 Bilirubin, y-GT und AP

Cholestatische Zustande der Leber gehen mit einer Erhéhung der y-GT, der AP und des

Bilirubins (4.2.1.2) einher, weshalb diese Parameter auch im Zuge der Erforschung des

IRS im Empfanger analysiert wurden.

Der IRS und die Marginalitdt von Organen bewirken einen signifikanten Anstieg

des Cholestaseparameters und Stoffwechselendprodukts Gesamtbilirubin
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gebildet. Signifikanzniveau (ber dem Querbalken. Referenzbereich innerhalb der gestrichelten Linie.
Patientenanzahl der Gruppen jeweils im Anhang A4.
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Bilirubin, das Abbauprodukt des Hamoglobins, wird in der Leber mit Glucuronsaure kon-
jugiert, um dann Uber die Galle und den Darm ausgeschieden zu werden.?*® Bei Biliru-
bintberproduktion, gestérter Aufnahme in die Leber, verminderter Konjugation, gestorter
Sekretion in die Galle und erhéhtem Ruckstrom aus der Leber und den Gallenkapillaren
ins Blut kommt es zum Anstieg des Parameters, was sich klinisch als Ikterus manifes-
tiert.?®> Das Gesamtbilirubin setzt sich aus unkonjugiertem (indirektem) und konjugiertem
(direktem) Bilirubin zusammen.?* Bereits die Analyse des Gesamtbilirubins bei Gegen-
Uberstellung der Patienten mit An- beziehungsweise Abwesenheit eines IRS demons-
triert am 1. und 2. POT signifikante Unterschiede (Abb. 22 A; Anhang A4 A). Beachtlicher-
weise zeigt die alleinige Analyse der Patienten mit marginalem Transplantat, dass an
allen 7 POT Patienten mit IRS statistisch signifikant héhere Bilirubinwerte aufweisen im
Vergleich zu Patienten, die keinen IRS entwickelt haben (Abb. 22 B; Anhang A4 B).

Der IRS und die Marginalitat von Organen haben keinen signifikanten Einfluss auf
die Hohe der y-GT und der AP des Empfangers

Die y-GT stellt ein an Zellmembranen gebundenes Enzym dar, das in Zellen vorkommt,
die Aminosduren aus Kérperfliissigkeiten aufnehmen.?®® Die y-GT kommt vor allem in
der Leber, im proximalen Tubulus der Niere und in den Mukosazellen des Dinndarms
vor.? Einen Anstieg findet man beispielsweise bei Hepatitiden und toxisch-nutritiven

202

Leberschaden durch Alkohol und Verschlussikterus.== Obwohl die im Serum messbare

y-GT-Aktivitat ausschlieBlich auf die Leber zurlickzufihren ist und damit ein organspezi-

fisches Leitenzym darstellt,?%

ergeben sich keine relevanten statistisch signifikanten Un-
terschiede im Vergleich der verschiedenen Gruppen (Anhang A5).

Dahingegen versteht man unter der AP eine Gruppe von Enzymen, die nur geringe Sub-
stratspezifitit zeigen und membranstindig sind.?®* Die AP ist nicht nur bei einem choles-
tatischen Leberzustand erhdht, sondern auch bei Knochenerkrankungen, wie dem Mor-
bus Paget, Skelettmetastasen oder dem Hyperparathyreoidismus.?®> Es ergeben sich
keine relevanten statistisch signifikanten Unterschiede im Vergleich der verschiedenen
Gruppen (Anhang A6).

Zusammenfassend ergeben sich keine signifikanten Unterschiede der y-GT und AP, wo-
bei aber AusreiBer und Extremwerte hauptséchlich in der Gruppe der Patienten mit IRS
vorkommen. Demgegentber kommt es im postoperativen Verlauf zu einer massiven Er-
héhung des Gesamtbilirubins im Zusammenhang mit dem Auftreten eines IRS und der

Allokation marginaler Organe.
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5.2.4.3 Faktor V und Laktat

Ein méglicher Einfluss des IRS und der Marginalitat auf die Syntheseleistung der Leber
wurde anhand des Parameters Faktor V (4.2.1.2) detektiert. Faktor V wird auch als

Proakzelerin bezeichnet und ist ein Gerinnungsfaktor der gemeinsamen Endstrecke des

Gerinnungssystems.?? Faktor V ist bei Leberfunktionsstérungen, Verbrauchskoagulopa-

thie, systemischer Fibrinolyse oder angeborenen Stérungen vermindert.
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Der IRS und die Marginalitait von Organen gehen mit einer verminderten hepati-

schen Syntheseleistung einher
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Patientenanzahl der Gruppen jeweils im Anhang A7.
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Bedeutenderweise zeigen sich bereits bei Vergleich des Patientenkollektivs mit und ohne
IRS am 1., 2. sowie 4. POT statistisch signifikante Unterschiede (Abb. 23 A; Anhang A7 A).
Die GegenUberstellung der Patienten mit marginalem Transplantat und An- beziehungs-
weise Abwesenheit eines IRS demonstriert, dass Patienten ohne IRS am 1. und 4. POT
signifikant héhere Faktor-V-Spiegel aufweisen (Abb. 23 B; Anhang A7 B).

Der IRS und die Marginalitat von Organen Gben somit einen Einfluss auf die Produktion
leberspezifischer Parameter aus. Mit der Beteiligung von Faktor V. am Gerinnungssystem
nimmt die Leber eine wichtige Rolle im gesamten Organismus ein, womit die Bedeutung
moglicher Folgen einer Leberschadigung deutlich wird.

Laktat geht aus der anaeroben Glykolyse hervor und wird bei Gewebshypoxie infolge
verschiedenster Stérungen, wie Hypoperfusion beispielsweise im Rahmen einer Ischa-
mie, freigesetzt. Uberraschenderweise ergibt die Laktatanalyse jedoch keine signifikan-
ten Unterschiede in Bezug auf das Vorhandensein eines IRS oder den Faktor der Margi-
nalitdt (Anhang A8). Ferner zeigt auch die isolierte Analyse der marginalen Transplantate
keine signifikanten Unterschiede bei An- oder Abwesenheit eines IRS (Anhang A8).

In Zusammenschau der laborchemischen Verldufe nach Transplantation wird deutlich,
dass der IRS und die Marginalitdt von Organen nicht nur zu einer Leberzellschadigung,
gemessen an GPT, GOT und GLDH, fuhren, sondern auch eine Erh6hung des Choles-
taseparameters und Stoffwechselendprodukts Bilirubin sowie eine verminderte hepati-
sche Syntheseleistung, gemessen an Faktor V, nach sich ziehen. Damit werden die
Auswirkungen des IRS und der Marginalitat im klinischen Verlauf manifest. Angesichts
des signifikant schlechteren Uberlebens im Zusammenhang mit dem IRS und der Margi-
nalitat ist es umso bedeutender, sowohl die Rolle der zellularen Mechanismen als auch
die der im Tiermodell detektierten genetischen Faktoren im Rahmen der humanen LTx

genauer zu eruieren.

5.2.5 Ergebnisse der immunhistochemischen Analyse

Im Tiermodell des partiellen warmen IRS zeigt sich eine betrachtliche Infiltration CD3"-
Zellen (Abb. 7 C). Dabei handelt es sich neben CD4CD8CD3"-T-Zellen um unkon-
ventionelle IFN-y'NK1.1°CD27ydTCR*CD3"*-T-Zellen, die die prominenteste Quelle fir
IL-17A sind, welches in den Pathomechanismus des IRS mafBgeblich involviert ist (5.1.4).
Darauf basierend wurden zur Quantifizierung der Infiltration CD3"- und ydTCR™-Zellen in
humane Lebertransplantate die Leberstanzbiopsien (3.2) von 21 Patienten des Patien-
tenkollektivs immunhistochemisch gefarbt (4.2.2.2).
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5.2.5.1 Infiltration CD3*-Zellen

Die Anzahl infiltrierender CD3*-Zellen wurde fiir die Leberlappchen und die Portalfelder
separat quantifiziert. Im Folgenden sind exemplarische mikroskopische Aufnahmen im-
munhistochemisch CD3-gefarbter Schnitte eines Patienten mit marginalem Transplantat
und IRS abgebildet (Abb. 24).

Vor Reperfusion 2 Stunden nach Reperfusion

P ;{"1‘"'#
CD3 CD3
200x 200x
5 : 2 e /
] % g L f;‘ : ‘o
6.;1— & “"-' :%" f :
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F ¢ e’
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Abb. 24. Exemplarische Abbildung immunhistochemisch CD3-gefdrbter Leberstanzbiopsien
eines Patienten mit IRS und marginalem Transplantat in unterschiedlichen VergréBerungs-
stufen. Die oberen und mittleren Aufnahmen zeigen jeweils Portalfelder, wdhrend die restlichen Auf-

nahmen Bereiche aus den Leberldppchen darstellen.
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Es ergeben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede bezliglich der Infiltra-

tion CD3*-Zellen in Leberlappchen und Portalfelder

Die Quantifizierung der Infiltration CD3*-Zellen in Leberlédppchen (4.2.2.2) zeigt, dass der
frthe IRS im Mittel eine tendenziell héhere Infiltration CD3*-Zellen in Leberldppchen
aufweist im Vergleich zu Patienten ohne IRS (Tab. 5-13 A). Dabei ergeben sich jedoch
keine statistisch signifikanten Unterschiede (Tab. 5-13 A). Bedeutenderweise sind jedoch
AusreiBer und Extremwerte in Richtung einer vermehrten Infiltration fast ausschlieBlich in
der IRS-Gruppe zu finden (Tab. 5-13 A). Auch der Vergleich der Patienten mit marginalem
beziehungsweise nicht marginalem Transplantat zeigt keine signifikanten Unterschiede
(Tab. 5-13 A). Patienten mit marginalem Transplantat, die zudem noch einen IRS entwi-
ckeln, weisen eine viel schlechtere Prognose auf als Patienten mit marginalem Organ
ohne IRS (5.2.3.5). Jedoch zeigt auch die isolierte Betrachtung der Patienten mit margina-
lem Transplantat, dass sich keine wesentlichen Unterschiede der CD3"-Zellinfiltration
im Vergleich der Patienten mit An- beziehungsweise Abwesenheit eines IRS ergeben
(Tab. 5-13 B).

Tab. 5-13. CD3*-Zellinfiltration in Leberlippchen der humanen Transplantate. Mittelwerte mit
Standardabweichungen der Anzahl CD3’-Zellen von 10 Gesichtsfeldern in 200-facher VergréBerung
der Biopsien vor Reperfusion, nach Reperfusion sowie im Verhdltnis nach/vor Reperfusion. Vergleich
entsprechend der 1., 2. (A) und 3. (B) Gruppeneinteilung (5.2.2.4, Tab. 5-6). Patientenanzahl in run-
den Klammern.

A Gesamt Kein IRS IRS p NM M p

Vor R. 35,47 + 28,71 + 38,84+ 0,628 36,62 + 3420+ 0,526
26,35 (21) 13,56 (7) 30,76 (14) 25,07 (11) 29,00 (10)

Nach R. 26,60 + 21,71 ¢ 29,04 + 0,881 28,31 + 2472+ 0,888
23,65 (21)  11,65(7) 27,90 (14) 28,88 (11) 17,56 (10)

Nach R. 0,778 + 0,784 + 0,774+ 0,955 0,682 + 0,883+ 0,238

Ivor R. 0,365 (21)  0,311(7) 0,400 (14) 0,216 (11) 0,470 (10)

B KeinIRS + NM  Kein IRS + M IRS + NM IRS + M p

Vor R. 27,75+ 11,33 (4) 30,00 +18,83 (3) 41,69 +30,01 (7) 36,00 * 33,63 (7) -
NachR. 18,68 +12,68 (4) 2577 +11,08(3) 33,81+34,82(7) 24,28 +20,52(7) -
NachR.  0,625+0,197 (4) 0,997 £0,338 (3) 0,714 +0,234 (7) 0,834 + 0,533 (7) -

/vor R.

Auch die Analyse der Infiltration CD3"-Zellen in die Portalfelder offenbart keine signifi-
kanten Unterschiede im Vergleich der Patienten mit An- und Abwesenheit eines IRS

(Tab. 5-14 A). Dahingegen deutlicher zeigen Patienten mit marginalem Transplantat eine



98 Ergebnisse

tendenziell héhere Infiltration in Portalfelder als Patienten mit nicht marginalem Trans-

plantat (Tab. 5-14 A).

Tab. 5-14. CD3*-Zellinfiltration in Portalfelder der humanen Transplantate. Mittelwerte mit Stan-
dardabweichungen der Anzahl CD3*-Zellen pro mm?’ aller komplett einsehbaren Portalfelder der Biop-
sien vor Reperfusion, nach Reperfusion sowie im Verhdltnis nach/vor Reperfusion. Vergleich entspre-
chend der 1., 2. (A) und 3. (B) Gruppeneinteilung (5.2.2.4, Tab. 5-6). Patientenanzahl in runden
Klammern.

A Gesamt KeinIRS  IRS p NM M p

Vor R. 1.568 + 1.765 + 1470+ 0,709 1.373 + 1.782+ 0,326
884,9 (21)  1.195(7) 717,2 (14) 494,0 (11)  1.171 (10)

Nach R. 1.452 + 1.300 * 1528+ 0,444 1.357 % 1556+ 0,181
624,4 (21)  516,1(7) 676,8 (14) 727,7 (11)  504,8 (10)

Nach R. 1,083 + 1,019 + 1,115+ 0,296 1,004 + 1,170+ 0,597

/vor R. 0,585 (21)  0,848(7) 0,437 (14) 0,450 (11) 0,720 (10)

B KeinIRS +NM  Kein IRS + M IRS + NM IRS + M p

Vor R. 1.312+£321,8 (4) 2.368+1.781(3) 1.408+5925(7) 1.531+868,7 (7) -

NachR.  1.086+470,6 (4) 1.586+502,6 (3) 1.513+833,4(7) 1.544 +5454 (7) -

Nach R. 0,790 +0,223 (4) 1,323+1,356(3) 1,126+0,514(7) 1,104 + 0,385 (7) -
/vor R.

Die relative Infiltration CD3*-Zellen bei Vergleich der Quotienten des Verhaltnisses
nach/vor Reperfusion findet eher in die Portalfelder als in die Leberlappchen statt

CD3*-Zellen infiltrieren nach der Reperfusion eher in die Portalfelder als in die Leber-
lappchen. Denn die Quotienten des Verhéltnisses nach/vor Reperfusion sind bei der por-
talen Infiltration im Mittel meist gréBer als der Wert 1 (Tab. 5-14), wahrend die Werte der

lobularen Infiltration im Mittel kleiner als 1 sind (Tab. 5-13).

5.2.5.2 Exemplarische Darstellung der Infiltration yTCR*-Zellen

Um die Rolle der im Tiermodell detektierten T-Zellpopulationen im Rahmen des huma-
nen IRS zu untersuchen, wurden die humanen Biopsien (3.2) nicht nur fiir CD3, sondern
auch fur ydTCR immunhistochemisch gefarbt (4.2.2.2). Im Folgenden ist eine exemplari-
sche histologische Abbildung eines marginalen Transplantats in Abwesenheit eines fri-
hen IRS abgebildet (Abb. 25).
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Abb. 25. Immunhistochemisch ydTCR- und HE-gefirbte Leberstanzbiopsien eines Patienten
mit marginalem Transplantat in Abwesenheit eines IRS in unterschiedlichen VergréBerungsstu-
fen. Der Leberdiinnschnitt der HE-gefdrbten Biopsie vor Reperfusion zeigt laut pathologischem Be-
fund trabekuldr aufgebautes Leberparenchym ohne pathologische zytoplasmatische Ablagerungen.
Keine Verfettung des Leberparenchyms. Einzelne Lymphozyten und Granulozyten in den Sinusoiden,
einzelne Kupfferzellen aktiviert. Keine hepatokanalikuldre Cholestase. Portalfelder entziindungsfrei
und regelrecht konfiguriert. Gallengdnge mit zartem kubischem Epithel. Fokal ldppchenzentral und
periportal leichtgradige Kollagenisierung der retikuldren Fasern, jedoch keine relevante Faservermeh-
rung. Kleines Cholangiom aus reifen kleinen Gallengangsproliferaten. Im Vergleich zum Befund vor
Reperfusion zeigen sich im Leberdiinnschnitt der HE-gefdrbten Biopsie nach Reperfusion ldppchen-
zentral einzelne fedrig degenerativ verdnderte Hepatozyten. Granulozyteninfiltrate nicht vorhanden.
Auch hier kein bindegewebiger Parenchymumbau.
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Die exemplarische Abbildung zeigt eine nur geringe Anzahl infiltrierender ydTCR™-Zellen.
Dabei bildet die Aufnahme in 400-facher VergréBerung nach Reperfusion ein identisches
Portalfeld mit CD3-Farbung sowie ydTCR-Farbung ab (Abb. 25). Wahrend dieses Portal-
feld mit CD3"-Zellen infiltriert ist, zeigen sich keine yOTCR*-Zellen (Abb. 25). Aufgrund der
sehr geringen Infiltration ydTCR*-Zellen war daher eine Quantifizierung nicht sinnvoll.

Zusammenfassend lassen sich 2 Stunden nach Reperfusion nur sparliche Infiltrate
yOTCR*-Zellen nachweisen, wohingegen sich eine reichliche Infiltration CD3"-Zellen
zeigt. Jedoch ergeben sich keine eindeutigen Praferenzen einer CD3"-Zellinfiltration in
Richtung des Vorhandenseins eines IRS beziehungsweise des Faktors der Marginalitat.
In Anbetracht des kurzen Zeitintervalls von nur 2 Stunden nach Reperfusion und unter
Berucksichtigung der kleinen Patientenanzahlen in den Gruppen zeigt aber die Infiltration
dieser CD3"-Zellen, dass das spezifische Immunsystem im Rahmen des IRS mdglicher-
weise eine entscheidende Rolle einnimmt. Umso mehr bedarf die Erforschung der am
IRS beteiligten Faktoren einem sensitiveren und spezifischeren experimentellen Verfah-
ren, welchem im Rahmen einer Genexpressionsanalyse mittels RT-PCR Rechnung ge-

tragen wird.

5.2.6 Bedeutung TBX-21"RORc*TCRy*CD3*-T-Zellen beim humanen
IRS

Im Rahmen der Erforschung des IRS mithilfe eines Tiermodells zeigen sich neben CD4 -
CD8CD3*-T-Zellen unkonventionelle IFN-y'NK1.1°"CD27ydTCR*CD3"*-T-Zellen als die
prominenteste Quelle fir IL-17A, welches den hepatischen IRS vorantreibt (5.1.4). Darauf
basierend soll die Bedeutung CD3"- und ydTCR™-Zellen, die Rolle des Zytokins TNF-a
und des Chemokins CXCL-1 sowie die Expression der Transkriptionsfaktoren TBX-21
und RORc im Rahmen einer Genexpressionsanalyse mittels RT-PCR (4.2.4) analysiert
werden. Dazu wurden die Biopsien (3.2) von 21 Patienten des Patientenkollektivs ver-
wendet, von denen jeweils eine Haélfte zur Genexpressionsanalyse weiterverarbeitet
wurde. Die Besonderheit liegt darin, dass auch 2nd-Look-Biopsien (3.2) gentechnisch
analysiert wurden, wobei insgesamt 6 Biopsien im Zeitraum zwischen 1-2 Tagen nach
Transplantation ausgewertet wurden. Es wurden jeweils die ACr-Werte der Leberstanz-
biopsien vor Reperfusion, nach Reperfusion sowie der 2nd-Look-Biopsien aus der fort-
geschrittenen relativen Quantifizierung analysiert (4.2.4.2). Darlber hinaus wurden aus
diesen ACt-Werten die relativen Veranderungen im Vergleich nach/vor Reperfusion so-
wie 2nd-Look/vor Reperfusion analysiert (4.2.4.2).
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5.2.6.1 mRNA-Expressionslevel von CD3

Um die Rolle der im Tiermodell detektierten CD4 CD8 CD3*-T-Zellen und unkonventio-
nellen IFN-y'NK1.1°CD27y0TCR*CD3*-T-Zellen (5.1.4) im Rahmen der humanen LTx zu
analysieren, wurden zunachst die CD3-mRNA-Expressionslevel geprift.

Der IRS und die Marginalitat von Organen sind mit erhohten Expressionslevel fir
CD3 assoziiert

Tatsachlich offenbart die Untersuchung des Oberflachenrezeptors CD3, dass Transplan-
tate mit IRS im Vergleich zu Transplantaten ohne IRS tendenziell héhere mRNA-
Expressionslevel in den Biopsien vor und nach Reperfusion sowie den 2nd-Look-
Biopsien aufweisen (Tab. 5-15 A). Uberdies weisen marginale Organe ebenfalls héhere
Expressionslevel auf im Vergleich zu nicht marginalen Transplantaten (Tab. 5-15 A). Auch
die isolierte Betrachtung der marginalen Transplantate zeigt bei vorhandenem IRS héhe-
re Expressionslevel im Vergleich zu Transplantaten ohne IRS (Tab. 5-15 B).

Tab. 5-15. CD3-mRNA-Expressionslevel der humanen Transplantate. Mittelwerte mit Standardab-
weichungen der AC+Werte der fortgeschrittenen relativen Quantifizierung der Biopsien vor Reperfusi-
on, nach Reperfusion, des 2nd-Look sowie im Verhéltnis nach/vor Reperfusion und 2nd-Look/vor Re-
perfusion. Vergleich entsprechend der 1., 2. (A) und 3. (B) Gruppeneinteilung (5.2.2.4, Tab. 5-6).
Patientenanzahl in runden Klammern.

A Gesamt Kein IRS IRS p NM M p

Vor R. 9,165 £ 9,833 8,581 + 0,105 9,536 * 8,841 £ 0,427
1,616 (15) 1,390 (7) 1,653 (8) 1,726 (7) 1,553 (8)

Nach R. 9,581 * 10,55 + 8,730 * 0,064 10,07 9,019 0,332
2,023 (15) 1,334 (7) 2,211 (8) 1,217 (8) 2,671 (7)

2nd 10,30 12,54 + 8,065 + — 12,23 9,657 + —

Look 3,032 (4) 0,431 (2) 2,722 (2) 0,000 (1) 3,362 (3)

Nach R. 1,025 + 1,077 £ 0,973 £ 0,244 1,069 * 0,981 £ 0,318

fvor R. 0,157 (14) 0,059 (7) 0,209 (7) 0,103 (7) 0,196 (7)

2ndLook 1,483 + 1,485 + 1,480 (1) - 1,680 (1) 1,385 + =

Ivor R. 0,195 (3) 0,276 (2) 0,134 (2)

B Kein IRS + NM Kein IRS + M IRS + NM IRS + M

Vor R. 9,653+ 1,868 (4) 10,070,638 (3) 9,380 +1,907 (3) 8,102 + 1,482 (5) —

Nach R. 10,38 £1,634 (4) 10,78 £1,094 (3) 9,765+0,731(4) 7,695 2,831 (4) —

2nd 12,23 (1) 12,84 (1) —(0) 8,065 +2,722(2) -

Look

NachR. 1,083 +0,056 (4) 1,070+0,076(3) 1,050 +0,161 (3) 0,915 + 0,244 (4) =

/vor R.

2ndLook 1,680 (1) 1,290 (1) - (0) 1,480 (1) -

/vor R.
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Die Resultate der im Tiermodell detektierten CD3*-T-Zellen unterstiitzend zeigt sich
ebenso in humanen Biopsien eine Assoziation einer hohen CD3-mRNA-Expression mit
dem IRS und der Marginalitat humaner Transplantate.

5.2.6.2 mRNA-Expressionslevel von TNF-a und CXCL-1

Der partielle warme IRS im Tiermodell geht mit signifikant erhéhten mRNA-Expressions-
level fir TNF-a und CXCL-1 einher (5.1.3). Diese Parameter wurden bereits mit der hepa-
tischen Schadigung im Rahmen von Ischdmie und Reperfusion im Anschluss an die

T-Zellaktivierung in Zusammenhang gebracht.''®

Das Zytokin TNF-a ist in der Gruppe der Patienten mit IRS erhoht

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen im Tiermodell zeigt sich eine tendenziell héhe-
re mRNA-Expression von TNF-a in der IRS-Gruppe (Tab. 5-16 A).

Tab. 5-16. TNF-a-mRNA-Expressionslevel der humanen Transplantate. Mittelwerte mit Standard-
abweichungen der AC+Werte der fortgeschrittenen relativen Quantifizierung der Biopsien vor Reper-
fusion, nach Reperfusion, des 2nd-Look sowie im Verhéltnis nach/vor Reperfusion und 2nd-Look/vor
Reperfusion. Vergleich entsprechend der 1., 2. (A) und 3. (B) Gruppeneinteilung (5.2.2.4, Tab. 5-6).
Patientenanzahl in runden Klammern.

A Gesamt Kein IRS IRS NM M P

Vor R. 10,83 = 11,95 10,13+ 0,143 10,72 + 10,93+ 0,910
2,820 (13) 2,562 (5) 2,902 (8) 4,083 (6) 1,409 (7)

Nach R. 10,91 11,16 = 10,32 + - 10,87 10,97 —
1,384 (10) 1,610 (7) 0,299 (3) 1,218 (6) 1,806 (4)

2nd 12,28 + 12,46 + 11,92 (1) - 12,72 (1) 12,06 = -

Look 0,406 (3) 0,368 (2) 0,198 (2)

Nach R. 0,889 + 0,912 + 0,850 + = 0,910 0,853 =

/vor R. 0,130 (8) 0,164 (5) 0,036 (3) 0,161 (5) 0,064 (3)

2ndLook 1,565 + 1,650 (1) 1,480 (1) - 1,650 (1) 1,480 (1) —

/vor R. 0,120 (2)

B Kein IRS + NM Kein IRS + M IRS + NM IRS + M

Vor R. 11,84 £3,591 (8) 12,12+0,615(2) 9,597 £5,000 (3) 10,45 + 1,376 (5) =

NachR. 11,13+1,463(4) 11,21+2,135(3) 10,35+0,417 (2) 10,26 (1) -

2nd 12,72 (1) 12,20 (1) —(0) 11,92 (1) —

Look

Nach R. 0,963 +0,203 (3) 0,835+0,078(2) 0,830 0,014 (2) 0,890 (1) =

/vor R.

2ndLook 1,650 (1) - (0) —(0) 1,480 (1) -

/vor R.
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Dahingegen zeigen sich bei Vergleich der Patienten mit marginalem versus nicht margi-
nalem Transplantat keine wesentlichen Unterschiede (Tab. 5-16 A). Uberdies demonstriert
die isolierte Betrachtung der marginalen Transplantate in Abhangigkeit von der An- be-
ziehungsweise Abwesenheit eines IRS hdhere Expressionslevel zugunsten der Trans-
plantate mit IRS (Tab. 5-16 B).

Die CXCL-1-mRNA-Expressionslevel vor Reperfusion sind im Mittel bei Patienten
mit IRS im Vergleich zu Patienten ohne IRS signifikant gesteigert

Analog zu dem Zytokin TNF-a prasentieren Transplantate mit IRS erhéhte mRNA-
Expressionslevel des Chemokins CXCL-1, wobei der Unterschied im Vergleich zu
Patienten ohne IRS in der Biopsie vor Reperfusion sogar signifikant verschieden ist
(Abb. 26 A; Tab. 5-17 A). Besonders deutlich fallen die Unterschiede auch bei der isolierten
Analyse der Patienten mit marginalem Organ auf, bei denen wiederum die Biopsien der
Transplantate mit IRS héhere Expressionslevel prasentieren (Abb. 26 B; Tab. 5-17 B). Fir
die alleinige Gegeniiberstellung der Patienten mit marginalem und nicht marginalem

Transplantat ergeben sich jedoch keine wegweisenden Unterschiede (Tab. 5-17 A).

Tab. 5-17. CXCL-1-mRNA-Expressionslevel der humanen Transplantate. Mittelwerte mit Stan-
dardabweichungen der ACr-Werte der fortgeschrittenen relativen Quantifizierung der Biopsien vor
Reperfusion, nach Reperfusion, des 2nd-Look sowie im Verhéltnis nach/vor Reperfusion und 2nd-
Look/vor Reperfusion. Vergleich entsprechend der 1., 2. (A) und 3. (B) Gruppeneinteilung (5.2.2.4,
Tab. 5-6). Patientenanzahl in runden Klammern.

A Gesamt Kein IRS IRS p NM M P

Vor R. 2,707 3,536 + 2,261+ 0,041 2,458 + 2,956+ 0,425
1,352 (20) 0,808 (7) 1,397 (13) 1,568 (10) 1,124 (10)

Nach R. 1,774 + 1,867 + 1,720+ 0,827 1,964 + 1,563+ 0,535
1,353 (19) 1,666 (7) 1,214 (12) 1,242 (10) 1,514 (9)

2nd 3,473 + 3,820 3,127 - 3,040 3,690 -

Look 1,458 (6) 1,861 (3) 1,220 (3) 1,810 (2) 1,504 (4)

Nach R. 0,625 + 0,624 + 0,626 + 0,997 0,648 + 0,602+ 0,884

/vor R. 0,632 (18)  0,652(7) 0,651 (11) 0,650 (9) 0,652 (9)

2ndLook 1,482 + 1,397 + 1,567 + = 1,230 + 1,608 + =

/vor R. 0,537 (6) 0,757 (3) 0,356 (3) 0,990 (2) 0,302 (4)

B Kein IRS + NM Kein IRS + M IRS + NM IRS + M p

Vor R. 3,180+ 0,665 (4) 4,010+0,839(3) 1,977 +1,861(6) 2,504 + 0,932 (7) -

Nach R. 1,760 £ 1,348 (4) 2,010+2,355(3) 2,100+1,277(6) 1,340+ 1,126 (6) -
2nd 3,040 + 1,810 (2) 5,380 (1) —(0) 3,127 £1,220 (3) —
Look

Nach R. 0,658 £ 0,683 (4) 0,580+0,756 (3) 0,640+0,703(5) 0,613 0,671 (6) -
/vor R.

2ndLook 1,230 = 0,990 (2) 1,730 (1) —-(0) 1,567 + 0,356 (3) -

/vor R.
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Dargestellt sind
die  Biopsien
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perfusion, des
2nd-Look  so-
wie im Ver-
héltnis  nach/
vor Reperfusi-
on und 2nd-
Look/vor  Re-
perfusion. Ver-
gleich der Pa-
tienten mit vor-

handenem bzw. abwesendem IRS (A) sowie der Patienten mit marginalem Transplantat und vorhan-
denem bzw. abwesendem IRS (B). AusreiBer o und Extremwerte 0 abgebildet. Signifikanzniveau
Uber dem Querbalken. Patientenanzahl der Gruppen jeweils in Tab. 5-17.

Im Einklang mit den Ergebnissen des Tiermodells weisen die Ergebnisse der humanen

Genexpressionsanalyse darauf hin, dass TNF-a und CXCL-1 und damit die Beteiligung

des unspezifischen Immunsystems beim humanen IRS eine Rolle spielen. Dabei sind die

mRNA-Expressionslevel der Patienten mit IRS bedeutenderweise bereits in der Biopsie

vor Reperfusion erhdéht, was mdoglicherweise Hinweise auf eine Vorschadigung der

Transplantate durch Ischamie abbildet. Basierend auf den Erkenntnissen des Tiermo-

dells bedarf es bezliglich der Beteiligung des Immunsystems insbesondere im Hinblick

auf die beteiligten T-Zellpopulationen im Folgenden einer ndheren Betrachtung.
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5.2.6.3 mRNA-Expressionslevel von TBX-21, RORc und TCRy

Basierend auf den Ergebnissen im hiesigen Mausmodell erfolgte eine weiterflihrende
Analyse der beteiligten T-Zellsubpopulationen im Hinblick auf den humanen IRS. CD3"-
Zellen stellen beispielsweise Th-Zellen dar, die entsprechend ihres Zytokinprofils unter
anderem in Thi-, Th2- und Th17-Zellen unterteilt werden.”® Dabei demonstrieren die
Ergebnisse verschiedener tierexperimenteller Verfahren, dass nicht nur Th1-Zellen unter

134,139

anderem durch die Freisetzung von IFN-y, sondern auch Th17-Zellen als Haupt-

quelle fiir IL-17A entscheidend an der Pathophysiologie des IRS beteiligt sein sollen'.
Entgegen dieser Ergebnisse demonstriert das Tiermodell dieser Arbeit, dass zum einen
das IRS-bezogene Schlisselmolekil IFN-y beim akuten IRS keine Rolle spielt (5.1.4).
Zum anderen sind CD4' CD8CD3"-T-Zellen sowie unkonventionelle IFN-y'NK1.1-CD27"-
yOTCR*CD3"-T-Zellen die prominenteste Quelle flr IL-17A (5.1.4). Dabei konnte mithilfe
einer Reportermauslinie bewiesen werden, dass die den frihen IRS vermittelnden DN-T-
Zellen und IL-17A-produzierenden yd-T-Zellen von dem Th17-induzierten Transkriptions-
faktor RORyt abhangig sind.'®® Daher wurden analog dazu sowohl die Rolle des in den
Differenzierungsprozess zu Th1-Zellen involvierten Transkriptionsfaktors TBX-21 als
auch des humanen Transkriptionsfaktors RORc bei der humanen LTx mittels RT-PCR
(4.2.4) untersucht. Dariiber hinaus wurde auch die Rolle des TCRy-Genlokus analysiert,
wobei die Ketten der yd-T-Zellen neben dem &-Genlokus durch den y-Genlokus kodiert

werden.

Es bestehen keine konstanten Assoziationen des histopathologischen IRS mit der
Hohe des TBX-21-Expressionsniveaus

Die Analyse des in den Differenzierungsprozess zu Th1i-Zellen involvierten Transkripti-
onsfaktors TBX-21 ergibt, dass sich im Mittel in den Biopsien vor und nach Reperfusion
sowie den 2nd-Look-Biopsien keine konstant vorhandenen Expressionserhé6hungen zu-
gunsten einer bestimmten Gruppe zeigen (Tab. 5-18 A). In einigen Proben wurden neben
unspezifischen Schmelztemperaturen in der RT-PCR keine spezifischen Peaks an dem
der TBX-21-entsprechenden Schmelztemperatur angezeigt. So konnten spezifische
Schmelztemperaturen in nur 8 der 21 Biopsien vor Reperfusion, in 5 der Biopsien nach
Reperfusion und in 3 der 2nd-Look-Biopsien nachgewiesen werden (Tab. 5-18).
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Tab. 5-18. TBX-21-mRNA-Expressionslevel der humanen Transplantate. Mittelwerte mit Stan-
dardabweichungen der ACr-Werte der fortgeschrittenen relativen Quantifizierung der Biopsien vor
Reperfusion, nach Reperfusion, des 2nd-Look sowie im Verhéltnis nach/vor Reperfusion und 2nd-
Look/vor Reperfusion. Vergleiche entsprechend der 1., 2. (A) und 3. (B) Gruppeneinteilung (5.2.2.4,
Tab. 5-6). Patientenanzahl in runden Klammern.

A Gesamt Kein IRS IRS p NM M p

Vor R. 13,74 + 13,90 + 13,58 + - 14,43 + 13,05 £ -
0,891 (8) 0,638 (4) 1,174 (4) 0,488 (4) 0,593 (4)

Nach R. 13,70 + 13,62 + 14,02 (1) - 12,44 + 14,54 + -
2,533 (5) 2,918 (4) 4,137 (2) 1,272 (3)

2nd 14,19 + 14,97 + 12,64 (1) - 14,57 (1) 14,00 + -

Look 1,399 (3) 0,559 (2) 1,923 (2)

Nach R. 1,070 + 1,070 + —(0) - 1,110 (1) 1,030 (1) -

/vor R. 0,057 (2) 0,057 (2)

B Kein IRS + NM Kein IRS + M IRS + NM IRS + M p

Vor R. 14,29 £ 0,714 (2) 13,52+0,354 (2) 14,58 +£0,346 (2) 12,59 +0,233 (2) —

Nach R. 12,44 +4,137 (2) 14,80+ 1,683 (2) —-(0) 14,02 (1) -

2nd 14,57 (1) 15,36 (1) - (0) 12,64 (1) -

Look

Nach R. 1,110 (1) 1,030 (1) —(0) —(0) -

/vor R.

In den Biopsien vor und nach Reperfusion sind im Vergleich zu Patienten ohne
IRS héhere RORc-Expressionslevel in der IRS-Gruppe zu verzeichnen

DN-T-Zellen und IL-17A-produzierende yd-T-Zellen sind gemaB dem Tiermodell von
dem Transkriptionsfaktor RORyt abhangig. Die Analyse ergibt, dass Transplantate mit
IRS erhéhte mRNA-Expressionslevel in der Biopsie vor und nach Reperfusion aufwei-
sen, wobei jedoch in den 2nd-Look-Biopsien Patienten in Abwesenheit eines IRS eine
héhere Expression zeigen (Tab. 5-19 A). FUr die Gegeniberstellung der Patienten mit
marginalem und nicht marginalem Transplantat ergeben sich in der Biopsie vor und nach
Reperfusion héhere Expressionslevel zugunsten der Patienten mit marginalem Trans-
plantat (Tab. 5-19 B). Genauso fallen die Unterschiede bei isolierter Analyse der Patienten
mit marginalem Transplantat aus, bei denen wiederum die Biopsien der Transplantate

mit IRS vor und nach Reperfusion héhere Expressionslevel préasentieren (Tab. 5-19 B).
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Tab. 5-19. RORc-mRNA-Expressionslevel der humanen Transplantate. Mittelwerte mit Standard-
abweichungen der AC+Werte der fortgeschrittenen relativen Quantifizierung der Biopsien vor Reper-
fusion, nach Reperfusion, des 2nd-Look sowie im Verhéltnis nach/vor Reperfusion und 2nd-Look/vor
Reperfusion. Vergleiche entsprechend der 1., 2. (A) und 3. (B) Gruppeneinteilung (5.2.2.4, Tab. 5-6).
Patientenanzahl in runden Klammern.

A Gesamt KeinIRS  IRS p NM M P

Vor R. 8,021 + 8,345 + 7,804+ 0,314 8,318 + 7,822+ 0,357
0,982 (15) 0,767 (6) 1,091 (9) 1,006 (6) 0,973 (9)

Nach R. 7,843 + 8,106 + 7,614+ 0,183 8,018 + 7,644+ 0,562
1,511 (15) 1,563 (7) 1,531 (8) 1,388(8) 1,730 (7)

2nd 9,602 + 8,633 + 10,57 + - 8,295 + 10,26 + -

Look 2,252 (6) 0,857 (3) 3,022 (3) 0,884 (2) 2,547 (4)

Nach R. 0,968 + 0,972 + 0,964+ 0,617 0,977 + 0,960+ 0,853

/vor R. 0,151 (13) 0,140 (6) 0,171 (7) 0,176 (6) 0,141 (7)

2ndLook 1,298 + 1,077 % 1,630 * - 1,100 = 1,430 + -

Ivor R. 0,354 (5) 0,184 (3) 0,255 (2) 0,255 (2) 0,390 (3)

B KeinIRS +NM  Kein IRS + M IRS + NM IRS + M p

Vor R. 8,067 +0,978 (3) 8,623 +0,530 (3) 8,570+ 1,176 (3) 7,422 + 0,908 (6) -
NachR. 7,603 +1,940 (4) 8,777 +0,705(3) 8,433 +0,521 (4) 6,795 + 1,848 (4) -

2nd 8,295 + 0,884 (2) 9,310 (1) —(0) 10,57 3,022 (3) —
Look

Nach R. 0,923 +0,203 (3) 1,020 +0,026 (3) 1,030+ 0,165 (3) 0,915+ 0,182 (4) -
/vor R.
2ndLook 1,100 + 0,255 (2) 1,030 (1) —(0) 1,630 0,255 (2) -
/vor R.

Transplantate mit IRS zeigen nach Reperfusion signifikant hohere mRNA-Expres-
sionslevel des TCRy-Genlokus im Vergleich zu Transplantaten ohne IRS

Im Hinblick auf die Analyse des TCRy-Genlokus mit der Frage nach einer Beteiligung
yOTCR™-Zellen am hepatischen IRS und der Bedeutung marginaler Organe ergeben sich
tatsachlich deutliche Unterschiede mit einer vermehrten Expression in Transplantaten
mit IRS im Vergleich zu Transplantaten ohne IRS (Abb. 27 A; Tab. 5-20 A). Dabei ist dieser
Unterschied in der Biopsie nach Reperfusion sogar statistisch signifikant verschieden
(Abb. 27 A; Tab. 5-20 A). Paradoxerweise zeigt die Gegenlberstellung der Patienten mit
marginalem und nicht marginalem Transplantat, dass eher nicht marginale Transplantate
im Mittel eine héhere Expression aufweisen im Vergleich zu marginalen Transplantaten
(Tab. 5-20 A). Dennoch zeigt die isolierte Analyse der Patienten mit marginalem Trans-
plantat, dass Transplantate mit zusatzlichem IRS deutlich héhere Expressionslevel auf-
weisen als Transplantate ohne IRS (Abb. 27 B; Tab. 5-20 B).
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Tab. 5-20. TCRy-mRNA-Expressionslevel der humanen Transplantate. Mittelwerte mit Standard-
abweichungen der AC+Werte der fortgeschrittenen relativen Quantifizierung der Biopsien vor Reper-
fusion, nach Reperfusion, des 2nd-Look sowie im Verhéltnis nach/vor Reperfusion und 2nd-Look/vor
Reperfusion. Vergleich entsprechend der 1., 2. (A) und 3. (B) Gruppeneinteilung (5.2.2.4, Tab. 5-6).
Patientenanzahl in runden Klammern.

A Gesamt Kein IRS IRS p NM M p

Vor R. 8,693 = 9,672 + 8,106 + 0,159 8,201 9,076 + 0,958
2,359 (16) 1,148 (6) 2,742 (10) 3,469 (7) 1,015 (9)

Nach R. 8,341 10,37 = 7,047+ 0,013 7,920 £ 9,003+ 0,892
3,278 (18) 1,188 (7) 3,562 (11) 3,784 (11) 2,397 (7)

2nd 9,680 10,19 = 8,915 + - 9,190 + 10,01 + -

Look 2,497 (5) 2,960 (3) 2,341 (2) 3,394 (2) 2,513 (3)

Nach R. 1,019 + 1,055 + 0,993+ 0,600 1,083 + 0,956+ 0,272

/vor R. 0,209 (14) 0,107 (6) 0,267 (8) 0,189 (7) 0,223 (7)

2ndLook 1,178 + 1,153 + 1,250 (1) - 1,125 + 1,230 + -

/vor R. 0,313 (4) 0,378 (3) 0,530 (2) 0,028 (2)

B Kein IRS + NM Kein IRS + M IRS + NM IRS + M p

Vor R. 9,310 + 1,700 (3) 10,03+0,120 (3) 7,370+4,471 (4) 8,597 £ 0,904 (6) =
NachR. 10,25+1,419(4) 10,54 +1,069 (3) 6,587 +4,142(7) 7,853 +2,572 (4) =

2nd 9,190 + 3,394 (2) 12,19 (1) —(0) 8,915+2,341 (2) -
Look

Nach R. 1,060+0,131 (3) 1,050+0,106 (3) 1,100+ 0,243 (4) 0,885 + 0,276 (4) -
/vor R.

2ndLook 1,125 + 0,530 (2) 1,210 (1) - (0) 1,250 (1) =
/vor R.

Diese Ergebnisse offenbaren, dass einige im Tiermodell detektierte und damit an der
Atiologie des IRS beteiligte Faktoren gleichermaBen im Setting des IRS der humanen
LTx eine Rolle spielen. So ist die hohe Expression von CD3 kennzeichnend fur die Betei-
ligung des spezifischen Immunsystems in Form von einer T-Zellinfiltration, wahrend die
erhéhten Expressionslevel des Zytokins TNF-a und des Chemokins CXCL-1 auf die atio-
logische Miteinbeziehung des unspezifischen Immunsystems hinweisen. Uber die T-Zell-
infiltration in Form der erhdhten CD3-Expressionslevel hinaus wird mit der gesteigerten
Expression des Transkriptionsfaktors RORc sowie vor allem des TCRy-Genlokus, in
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen des Tiermodells, ein wichtiger Schritt in Richtung
einer weiterfihrenden Differenzierung der beteiligten T-Zellsubpopulationen vollzogen.
Zusammenfassend kann damit angenommen werden, dass TBX-21"'RORc*TCRy*CD3"-
T-Zellen in der Pathophysiologie des humanen IRS im Rahmen der orthotopen LTx eine

entscheidende Rolle spielen.






6 Diskussion

Der IRS stellt ein zentrales Problem der Transplantationschirurgie dar, der durch den
zunehmenden Organmangel und der damit verbundenen Allokation marginaler Spender-
organe immer mehr zum Gegenstand intensiver Forschung wird. Denn marginale Orga-
ne tragen ein héheres Risiko fir die Entwicklung eines IRS. Dabei kommen zunehmend
Hinweise darauf auf, dass CD3"-T-Zellen eine zentrale Rolle in der Vermittlung des fri-
hen IRS einnehmen. Jedoch wird der prazise Phanotyp der T-Zellen, der dem Mecha-
nismus solch einer Immunreaktion zugrunde liegt, genauso wie dessen klinische Rele-
vanz in dem groBen Komplex der Literatur von Forschungsergebnissen im
Zusammenhang mit dem IRS noch nicht erwahnt. Zwar besteht die Mdglichkeit einer
T-Zellimmunsuppression mittels Calcineurininhibitoren, wie Cyclosporin A und Tacroli-
mus, auch FK506 genannt, welche die IL-2-Produktion und -Freisetzung hemmen, oder
mithilfe des Immunglobulins Antithymozytenglobulin. Jedoch gibt es in der Literatur keine
eindeutigen Daten, die die Schlisselrolle der T-Zellen in dem transplantationsbezogenen
humanen IRS identifizieren.

Daher werden im Rahmen dieser Dissertation zum einen in einem Tiermodell des partiel-
len warmen IRS die Effektor-T-Zellpopulationen, die den friihen IRS in der Maus vermit-
teln, exploriert. Zum anderen wird im Zuge der Erforschung des friihen IRS im Tiermodell
in dieser Arbeit das gréBte Augenmerk auf die Erforschung des frihen IRS im Kontext
der humanen orthotopen LTx im Rahmen einer retrospektiven klinischen Studie gerich-
tet. Dazu wurden neben dem Spenderprofil im Hinblick auf die Allokation marginaler Or-
gane auch die Empfangercharakteristika der in dieser Studie eingeschlossenen Patien-
ten in Augenschein genommen. Die Auswirkungen des IRS hinsichtlich der humanen
LTx wurden anhand der Pravalenzen von AbstoBungsreaktionen und Re-LTx, des Pa-
tientenuberlebens sowie der Resultate der laborchemischen Verlaufsparameter analy-
siert. Im experimentellen Teil dieser klinischen Studie wurde auf Grundlage der Ergeb-
nisse des Mausmodells die Relevanz der im Mausmodell ermittelten Faktoren, die fur
den friihen IRS verantwortlich sind, analysiert. Dazu wurden Leberbiopsien orthotop
transplantierter erwachsener Patienten histologisch und molekularbiologisch untersucht
mit der Hypothese, dass die im Mausmodell detektierten Faktoren ebenso beim friihen
humanen IRS eine Rolle spielen.
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6.1  Der partielle warme IRS im Tiermodell

Im IRS-Modell dieser Arbeit ist schon bei makroskopischer Betrachtung der Leber ein-
deutig ersichtlich, wie schadigend sich eine 90-minltige warme Ischamie mit anschlie-
Bender Reperfusion auf das Leberparenchym auswirkt. Dazu wurden die prozentuale
nekrotische Flache der totalen Mikrometerfliche und die GPT-Spiegel ausgewertet
(5.1.1). Ebenso schlagt sich die Leberschadigung durch warme Ischamie und Reperfu-
sion auch im IRS-Modell nach Abe et al. in einer Erhéhung der Lebertransaminasen nie-

der.'’®

Komponenten des unspezifischen Imnmunsystems

Diese bezeichnende ischamie-reperfusionsbedingte Schadigung der Leber wird mit einer
Aktivierung von Immunreaktionen in Zusammenhang gebracht. Dabei sind Faktoren des
unspezifischen Immunsystems in Form von signifikant hochgeregelten Zytokinen invol-
viert. So zeigen Tiere nach 90-mindtiger Ischdmie und 24 Stunden nach Reperfusion
neben signifikant erhéhten Expressionslevel des Zytokins TNF-a auch erhdhte Protein-
spiegel in isolierten, restimulierten hepatischen Leukozyten von IRS-Tieren (5.1.3). TNF-a
spielt vor allem in der akuten Frihphase des IRS eine Rolle, die innerhalb der ersten
6 Stunden nach Reperfusion ablauft.®* Weiterhin stellt TNF-a einen zentralen Mediator
des IRS dar, der neben anderen Mediatoren die subakute Phase des IRS einleitet.?® Ne-
ben TNF-a kann gezeigt werden, dass das Chemokin CXCL-1 ebenso signifikant hoch-
geregelte Expressionslevel im Zusammenhang mit dem IRS aufweist (5.1.3), wobei be-
kannt ist, dass es neben TNF-a und weiteren Mediatoren fur die Akkumulation neutro-

116 19 stammt.

philer Granulozyten verantwortlich ist'> und von aktivierten Kupfferzellen
Folglich spielen mit diesen beiden Komponenten auch Faktoren der Steuerung von Im-
munreaktionen eine wichtige Rolle im tierexperimentellen IRS.

Neben den involvierten Zytokinen sind auch zellulare Faktoren am Pathomechanismus
des IRS involviert. So zeigt sich eine signifikant héhere Infiltration neutrophiler Granulo-
zyten bei Tieren mit induziertem IRS (5.1.2). Dabei ist aus Tiermodellen bereits bekannt,
dass in der sogenannten subakuten Phase im Zeitraum von etwa 20 Stunden nach Re-
perfusion eine Infiltration neutrophiler Granulozyten in das Leberparenchym stattfin-
det.""®""" Allerdings zeigte die Arbeitsgruppe um Ziser et al. im humanen Setting mittels
radionuklidpraparierter Granulozyten, die innerhalb eines Tages nach humaner LTx ge-
wonnen und prapariert reinjiziert wurden, dass keine Korrelation zwischen der Aufnahme
der Granulozyten in die Leber und der biochemischen und histologischen Parameter des

Leberschadens bestand.?®® Die Arbeitsgruppe folgerte daraus, dass Granulozyten keine



Diskussion 113

wichtige Rolle beim IRS des neu transplantierten Organs innerhalb eines Tages nach
LTx einnehmen.?® Die Diskrepanz der Infiltration dieser Zellen im Tiermodell und im hu-
manen Setting kénnte darauf zuriickgefihrt werden, dass im humanen Setting eine der-
artige Infiltration zu einem spateren Zeitpunkt stattfinden kénnte.

Komponenten des spezifischen Imnmunsystems

Uber die Komponenten des angeborenen Immunsystems hinaus kommt es mit der signi-
fikant erhdhten CD3"-Zellinfiltration bei Tieren mit induziertem IRS im Vergleich zu
scheinoperierten Tieren (5.1.2) auch zu einer Beteiligung des spezifischen Immunsys-
tems. Die Ergebnisse des Tiermodells sprechen deutlich daftr, dass T-Lymphozyten mit
dem Oberflachenrezeptor CD3 in den Pathomechanismus des hepatischen IRS involviert
sind. Auf den ersten Blick ist diese CD3"-Zellinfiltration, ungeachtet weiterer T-Zell-
oberflachenmerkmale, Ubereinstimmend mit dem bisherigen Dogma, dass konventionelle
CD3"-T-Zellen des CD4*-Effektorphanotyps entscheidend in der friihen, akuten IRS-
bezogenen Immunantwort sind.''"'** Diese Annahme basiert hauptséchlich auf Maus-
studien, in denen spezifische T-zelldepletierende Antikérper'"" und Mause, die genetisch
defizient sind fiir verschiedene T-Zelluntergruppen, einschlieBlich CD3*-, CD4*'%>13%.
oder CD8*-T-Zellen'*®, eingesetzt wurden. Dabei konnte eine Abhéngigkeit der Infiltration
neutrophiler Granulozyten und des Leberschadens von CD4*-T-Zellen gezeigt werden,
wobei die Anzahl CD4*-T-Zellen eine Stunde nach Reperfusion am gréBten war.'"" Um
auf die Rolle der CD3*-T-Zellen noch genauer einzugehen, bedarf es einer praziseren
Differenzierung der beteiligten T-Zellsubpopulationen.

Konventionelle CD3"-T-Zellen des CD4"-Effektorphanotyps, die angeblich beim friihen,
akuten IRS beteiligt sein sollen,'* sind beispielsweise Th-Zellen*’. Diese Th-Zellen wer-
den entsprechend ihres Zytokinprofils unter anderem in Th1- und Th17-Zellen unter-
teilt.”® Daneben gehéren zu den CD4*-Zellen unter anderem klassische NKT-Zellen, die
CD1d-restriktiv sind und sowohl den TCR als auch NK-Marker, wie NK1.1, exprimieren,61
wobei Typ-1-NKT-Zellen angeblich den IRS férdern.'® In den Prozess der Differenzie-

%8 wobei Thi-Zellen wiederum

rung zu Thi-Zellen ist unter anderem IFN-y involviert,
IFN-y bilden®®, welches die Fahigkeit besitzt, iiber den indirekten Signalweg Makropha-
gen zu aktivieren'®®. Diverse Studien implizieren, dass Th1-Zellen die Schliissel-T-Zell-
untergruppe darstellen, die verantwortlich fir die Initierung und Verstarkung des hepati-
schen IRS mittels TIM-vermittelter T-Zell-Kupfferzell-Interkationen und Freisetzung von
IFN-y sind."®*'*® Allerdings zeigt das Ergebnis der durchflusszytometrischen Analyse

dieser Dissertation, dass das IRS-bezogene Schliisselmolekll IFN-y von Th1-Zellen in
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Mausen mit induziertem IRS im Vergleich zu scheinoperierten Tieren nicht unterschied-
lich exprimiert wird, womit CD4"-Th1-Zellen beim akuten IRS keine Rolle spielen (5.1.4).

Jungste Daten deuten darauf hin, dass Th17-Zellen entscheidend an der Pathophysiolo-
gie des IRS beteiligt sein sollen. Diese Th17-Zellen bilden das proinflammatorische
IL-17A.°® Dabei soll ein proinflammatorisches Zytokinmilieu bestehend aus TGF-B und
IL-6 die Th17-Differenzierung'*®'*' durch die Induktion von RORyt,**'** den kennzeich-
nenden Transkriptionsfaktor von Th17, férdern'*. In Bezug auf den IRS zeigte sich, dass
die Neutralisierung von IL-17 und die genetische Defizienz die Einwanderung neutrophi-
ler Granulozyten signifikant reduziert und den hepatischen IRS verringert.”*® Passend zu
dieser Theorie des IL-17A-vermittelten IRS zeigt auch diese Dissertation in Tieren mit
warmer Ischamie und 24 Stunden nach Reperfusion im Vergleich zu scheinoperierten
Tieren signifikant erhdhte Expressionslevel fur IL-17A (5.1.3). Dabei weisen isolierte, re-
stimulierte hepatische Leukozyten im Rahmen des IRS auch signifikant hdhere Protein-
spiegel von IL-17A im Vergleich zu scheinoperierten Tieren auf (5.1.3). Zudem zeigt die
mRNA-Expressionsanalyse von Tierlebern mit IRS signifikant erhéhte RORyt-Werte im
Vergleich zu scheinoperierten Tieren (5.1.3). Aber nur eine kleine Fraktion konventioneller
CD4"CD3"-T-Zellen produziert in der friihen Phase nach dem IRS IL-17A (5.1.4). Ebenso
offenbarte die sorgfaltige Bewertung der Daten von Kono et al., dass jeweils nur 0,29 %
und 2,11 % der CD4"-T-Zellen in der Leber und Milz von IRS-Tieren fahig waren, IL-17A
zu produzieren.'® Eine frilhere Veréffentlichung von Caldwell et al. konnte ebenfalls
nicht definitiv zeigen, dass CD4"-Th17-Zellen die IL-17A-Produzenten in diesem Setting
waren, da Beobachtungen hauptsachlich nur auf der Arbeit mit CD4-Knock-out-Mausen
oder dem Gebrauch von IL-17A-neutralisierenden Antikdrpern basierten.’®® Die Aussage,
dass CD4"-Th17-Zellen nicht die Hauptquelle von IL-17A innerhalb von 24 Stunden nach
Reperfusion sein kdnnen, deckt sich mit der Tatsache, dass deren Differenzierung in
IL-17A-bildende Effektorzellen im Kontext eines proinflammatorischen Zytokinmilieus mit
IL-6, IL-21 und TGF-B stattfindet und Tage benétigt®®?®. Interessanterweise kénnen ne-
ben den CD4*-Th17-Zellen yd-T-Zellen eine zusatzliche potenzielle Quelle der IL-17A-
Produktion sein,'** wobei sie dafiir bekannt sind, umgehend IL-17A ohne Bindung an den

TCR freizulassen'®.

Der partielle warme IRS im Tiermodell wird durch RORyt-exprimierende IFN-y-
NK1.1°"CD27'ydTCR*CD3"*- und CD4'CD8 CD3*-T-Zellen iiber einen IL-17A-vermittel-

ten Mechanismus vorangetrieben

Erstaunlicherweise offenbaren die Resultate der durchflusszytometrischen Analyse im
Tiermodell, dass unkonventionelle IFN-y'NK1.1°"CD27ydTCR*CD3"-T-Zellen neben
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CD4'CD8CD3"*-T-Zellen, den sogenannten DN-Zellen, die prominenteste Quelle flr IL-
17A sind (5.1.4). Dabei ist die absolute Anzahl IL-17A*CD27 ydTCR*CD3"-T-Zellen im
warmen IRS 24 Stunden nach Reperfusion signifikant héher im Vergleich zu scheinope-
rierten Tieren (5.1.4). Diese Hypothese spricht gegen die vorherrschende Ansicht, dass
CD3*-T-Zellen des CD4"-Effektortyps beim frilhen akuten IRS beteiligt sein sollen'** und
dass konventionelle CD4"-Th17-Zellen die Hauptquelle fir IL-17A in diesem Zusammen-
hang darstellen'®. Nichtsdestotrotz kann gezeigt werden, dass nur eine kleine Fraktion
konventioneller CD4*CD3"-T-Zellen IL-17A in der Friihphase nach dem hepatischen IRS
bilden (5.1.4). Die Resultate dieser Dissertation werden durch vorangegangene Studien
unterstitzt, die zeigten, dass ydTCR-Knock-out-Mause eine betrachtlich geringere Infil-
tration neutrophiler Granulozyten wahrend des hepatischen IRS aufweisen.?® Im Ge-
gensatz dazu zeigte diese Studie aber keine Unterschiede im Hinblick auf den Leberzell-
schaden zwischen y®TCR-Knock-out- und Wildtypmausen, quantifiziert anhand der
GPT-Spiegel.?® Dies kdnnte eventuell durch deren Verwendung einer kiirzeren Reperfu-
sionszeit von 8 Stunden®” im Vergleich zu der Reperfusionszeit dieser Dissertationsar-
beit von 24 Stunden erkléarbar sein. Dennoch behauptete eine frihere Veréffentlichung,
dass neutrophile Granulozyten die hauptsachlichen IL-17A-produzierenden Effektorzel-
len im Rahmen des renalen IRS sein sollen.?® Das bedeutet, dass eine zeitliche Ver-
schiebung der IL-17A-Sekretion neutrophiler Granulozyten ursachlich sein kdnnte, so-
bald der Prozess durch yd- und DN-T-Zellen initiiert wurde.

CD27-yd-T-Zellen spielen eine wichtige pathogenetische Rolle in anderen Modellen
IL-17A-vermittelter Immunreaktionen und sind beispielsweise auch im Darm und in der
Haut lokalisiert.?” Zudem konnte mittels der Analyse von yd-T-Zellen aus der Maus ge-
zeigt werden, dass die meisten das TNF-Rezeptorfamilienmitglied CD27 exprimieren und
IFN-y produzieren, wohingegen die IL-17-Produktion auf CD27-yd-T-Zellen beschrankt
ist.2® Auch CD4'CD8-T-Zellen sind bereits bekannt fiir IL-17A-abhangige Immunreaktio-
nen.?®#'% AuBerdem wurden y3-T-Zellen vor kurzem als Effektorzellen in Modellen mit

' und kardialen IRS'* in Zusammenhang gebracht, was die Tatsache

dem zerebralen®'
untermauert, dass yd-T-Zellen entscheidende Effektorzellen bei dem friihen ischami-
schen Schaden in Mausen darstellen. yo-T-Zellen und RORyt wurden bereits in einem
Mausmodell zur Erforschung der nicht autoimmunen Arthritis miteinander in Zusammen-
hang gebracht, da IL-23 die Expression von RORyt und IL-17A durch yd-T-Zellen regu-
liert.?'2

Weitere Analysen der Arbeitsgruppe um Eggenhofer et al. konnten mit dem Einsatz von
yOTCR-Knock-out-Mausen zeigen, dass die Abwesenheit von yd-T-Zellen den frihen

hepatischen IRS vermindert.'® Es wurden beispielsweise Rorc®®*-Reportermause ein-
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gesetzt, bei denen der Transkriptionsfaktor RORyt genetisch zur Koexpression von GFP
verkniipft ist."*? Dabei zeigten Rorc®™"-Mause ahnlich hohe Level des hepatischen
Schadens im Rahmen des partiellen warmen IRS wie Wildtypmause.'®® Mit dieser Re-
portermauslinie wurde demonstriert, dass die den frilhen IRS vermittelnden, IL-17A-
produzierenden y&-T-Zellen und DN-T-Zellen von dem Th17-induzierten Transkriptions-
faktor RORyt abhéngig sind.'®® Darliber hinaus wurde mithilfe einer Rorc®™9®-Mauslinie,
der die genetische Expression des Transkriptionsfaktors RORyt fehlt'*?, bewiesen, dass
die Expression von RORyt fur die Rolle von IL-17A-produzierenden, unkonventionellen

19 Damit ist die

T-Zellen bei der Initiierung des hepatischen IRS entscheidend ist
Rorc®™9®-Mauslinie im Vergleich zu den Wildtyp- und Rorc®®*-Kontrollen vor dem IRS
geschiitzt.'® Dementsprechend fehlen IL-17A-produzierende GFP*CD27-yd-T-Zellen
und DN-T-Zellen komplett in Leberproben der Rorc®®¢®-Mauslinie mit induziertem IRS,
was beweist, dass RORyt fir unkonventionelle T-Zellen unabdingbar notwendig ist, um
den IL-17A-abhangigen IRS zu vermitteln. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
wéahrend der akuten und subakuten Phase nach dem hepatischen IRS y&-T-Zellen nicht
nur die Hauptquelle fUr IL-17A in der Leber, sondern auch in der Milz von Wildtypm&usen
darstellen.'®

SchlieBlich bleibt noch offen, welche Upstreamfaktoren von RORyt die CD27"-yd- und
DN-T-Zellen dazu bringen, RORyt hochzuregeln und damit IL-17A im Rahmen des hepa-
tischen IRS zu produzieren. Wahrscheinlich kontrollieren IRF-3-abhangige Ereignisse die
IL-23/IL-17-Achse in der Leber, wobei IRF-3 einen Transkriptionsfaktor im Rahmen des
TLR-4-Signalwegs darstellt.?'® So zeigte sich bei einer Defizienz von IRF-3, dass die
TLR-4-induzierte IL-27-Expression in Kupfferzellen und dendritischen Zellen supprimiert
war, wobei eine verstarkte Expression von IL-23 in den Kupfferzellen vorlag, wahrschein-
lich resultierend in vermehrten IL-17A-produzierenden invarianten NKT-Zellen und y&-T-
Zellen in der Mausleber und damit einem verstarkten hepatischen IRS.%"® Dabei zeigte
sich eine IL-17A-abhangige Rekrutierung neutrophiler Granulozyten, die in der spéaten
Phase des Schadens 48 Stunden nach Reperfusion dominierte.?'

Auch die Daten der Arbeitsgruppe um Eggenhofer et al. bestatigten neben der Expressi-
on von IL-1B die Expression von IL-23 in Leberproben von Wildtypméausen, was andeu-
tet, dass diese Zytokine wahrend des hepatischen IRS eine Rolle dabei spielen kdnnten,
unkonventionelle T-Zellen in IL-17A-produzierende Effektorzellen umzuwandeln'®®, was
bereits in Studien veréffentlicht wurde'*®.

Im Kontext der vorliegenden Forschungsergebnisse betrachtet, werden in der akuten
Frihphase des IRS innerhalb der ersten 6 Stunden nach Reperfusion® Kupfferzellen

64,68

von aus Gewebsschaden hervorgehenden DAMP-Molekilen Uber Rezeptoren, wie
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die TLR und der RAGE, aktiviert®®. Daraufhin produzieren die Kupfferzellen dann nicht
nur ROS®*®° und schadigen damit die Leber, sondern exprimieren tiber IRF-3-abhéngige
Ereignisse auch verstarkt IL-23°'%, was mithilfe des Transkriptionsfaktors RORyt'*® zu

199,213 und

einer vermehrten Produktion von IL-17A beispielsweise durch yd-T-Zellen
DN-T-Zellen'® fiihrt. Vor allem in der subakuten Phase des IRS im Zeitraum von etwa
20 Stunden nach Reperfusion''®"'" bewirken dann Zelladhasionsmolekiile und inflamma-
torische Mediatoren, wie beispielsweise TNF-a, eine vermehrte Infiltration neutrophiler
Granulozyten®. Dabei stimuliert TNF-a die Produktion und Freisetzung von CXC-
Chemokinen® wie CXCL-1, was die Akkumulation der neutrophilen Granulozyten hervor-
ruft''®. Daneben bewirken die IL-17A-produzierenden yd-T-Zellen®'%*2® ynd DN-T-
Zellen'® ebenfalls eine vermehrte Infiltration neutrophiler Granulozyten, die durch Oxi-

dantien und Proteasen letztendlich das Leberparenchym folgenschwer schadigen'>.

Das Herzglykosid Digoxin als potenzielles Therapeutikum

Das AusmalR der klinischen Relevanz der Schlisselrolle dieser RORyt-abhangigen IRS-
vermittelnden Zellen wird bei Betrachtung der Ergebnisse der Arbeitsgruppe um
Eggenhofer et al. zunehmend deutlich. Diese Ergebnisse zeigten, dass Digoxin einen

199 Und

therapeutischen Effekt auf unkonventionelle RORyt*-T-Zellen beim IRS ausibt
damit die aktuelle Literatur erweiternd, dass Digoxin RORyt"CD4*-Th17-Zellen in Auto-
immunmodellen inhibieren kann®'*. Digoxin stellt ein kardiales Glykosid dar, das an die
ligandenbindende Doméane von RORyt andockt, wodurch dessen Aktivitdt gehemmt
wird.2" Rorc?™"-Mause, die mit Digoxin behandelt wurden, zeigten bezliglich des IRS
einen Phanotyp ahnlich dem von Rorc®9"-Mausen, da bei Rorc®™?®-Mausen die gene-

%2 Und die Tiere dadurch we-

199

tische Expression des Transkriptionsfaktors RORyt fehit
nigstens teilweise vor einem hepatischen IRS geschitzt waren *°. Obwohl die granulozy-
tare Infiltration in diesen Mausen nicht konsistent reduziert wurde, zeigten sich zum
einen niedrigere Level der hepatozellularen Nekrose und der Transaminase GPT." Zum
anderen waren die Sekretionslevel von IL-17A und TNF-a sowie die Expressionslevel
von TNF-a und CXCL-1 im Vergleich zu Rorc?™*-Méausen, die nicht mit Digoxin behan-
delt wurden, signifikant reduziert.'® Rorc®®*-Mause, die mit Digoxin behandelt wurden,
hatten auch signifikant niedrigere Expressionslevel von ydTCR und GFP, was einen di-
rekten antagonisierenden, therapeutischen Effekt von Digoxin auf IRS-vermittelnde
RORyt-exprimierende y3-T-Zellen untermauert.’® Die demonstrierten Ergebnisse des
partiellen warmen IRS im Mausmodell kénnten im Rahmen einer orthotopen LTx im
Mausmodell noch aussagekréftiger werden, da auch eine kalte Ischamiephase mit inbeg-

riffen ware. Zudem kdnnten héhere T-Zellinfiltrationslevel nach der Reperfusion entste-
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hen. AuBerdem sind weitere Experimente dazu notwendig, den protektiven Effekt von
Digoxin im Rahmen des IRS zu bestétigen. Die experimentelle Intervention mit Digoxin

stellt nur eine von vielen potenziellen Therapieoptionen dar.

6.2 Der IRS im Rahmen der humanen Lebertransplantation

6.2.1 Bedeutung des frithen IRS im menschlichen Organismus

Das Ausmaf der klinischen Relevanz des hepatischen IRS im Rahmen der orthotopen
LTx ist von enormer Dimension. Denn die histopathologische Befundung der beiden
Biopsien der Lebertransplantate, die zum einen am Ende der Kaltprgparation und zum
anderen etwa 2 Stunden nach Reperfusion entnommen wurden, ergibt erstaunlicherwei-

se, dass mit einer Pravalenz von etwa 63 % ein friher IRS vorliegt (5.2.1).

Erst mit der histopathologischen Befundung der Biopsien nach Reperfusion ergibt
sich die hohe Pravalenz des IRS von 63 %

Die isolierte Betrachtung des Auftretens eines IRS zeigt in etwa 26 % der Biopsien vor
Reperfusion und in etwa 59 % der Biopsien nach Reperfusion einen IRS (5.2.1). Eine
vergleichbare Studie von Gaffey et al. zeigte eine Pravalenz des Konservierungsscha-
dens in 8 % der Leberbiopsien vor und in 70 % der Leberbiopsien nach Reperfusion,
wobei diese Studie den Konservierungsschaden anhand der kombinierten Anwesenheit
sinusoidaler Neutrophilie und hepatozelluldrer Nekrose definierte.?’® Diese Daten signa-
lisieren Ubereinstimmend die hohe Pravalenz und Bedeutung des IRS im Rahmen der
humanen LTx.

Eine Studie von Kakizoe et al. verglich die Leberbiopsien vor Transplantation und nach
Reperfusion far lichtmikroskopische, immunhistochemische und ultrastrukturelle Analy-
sen.?® Laut Kakizoe et al. schadigt die kalte Ischamie vor allem Sinusendothelzellen.?'®
Dieser Schaden kann mit dem Lichtmikroskop unzureichend erfasst werden, weshalb
diesbeziglich nur die elektronenmikroskopische Untersuchung die Funktion nach Trans-
plantation vorherzusagen vermag.?’® Dahingegen kann mittels Lichtmikroskop die Le-
berbiopsie nach Reperfusion besser beurteilt und eine Aussage Uber die friihe Trans-
plantatfunktion getroffen werden.?’® Bei den meisten Patienten sagte die Prasenz
zonaler oder schwerer fokaler Nekrose und schwerer neutrophiler Exsudation in der
Biopsie nach Reperfusion einen schlechten friihen postoperativen Verlauf voraus.?'®
Diese Untersuchung deckt sich sowohl mit der Analyse dieser Dissertation als auch mit
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der Arbeit von Gaffey et al., dass erst mittels der Biopsien nach Reperfusion eine derart
hohe Pravalenz des IRS erreicht wird.

Die Problematik der einheitlichen Definition des IRS

Die histopathologischen Zeichen, die zur Beurteilung der Présenz eines IRS herangezo-
gen wurden, ergeben sich aus dem Gesamtbild der Kriterien hepatozellularer Einzelzell-
und Gruppenzellnekrosen, granulozytéarer Abraumreaktion der Nekrosen, intra- und
interzelluldrer Odeme, Infiltration von Kupfferzellen, Granulozyten und Lymphozyten,
Leberparenchymverfettung, hepatokanalikularer Cholestase sowie portaler und intraazi-
nar-perizelluldarer Faservermehrung (5.2.1). Jedoch definierten andere Arbeiten den IRS

" oder anhand von der

nur anhand von Hepatozytenschwellung und/oder -nekrosen®’
kombinierten Anwesenheit sinusoidaler Neutrophilie und hepatozellularer Nekrosen®'”.
Wieder eine andere Arbeit legte das AusmalB3 des IRS anhand erhdhter Lebertransami-
nasen- und Bilirubinspiegel sowie anhand einer erh6hten Rate akuter AbstoBungsreak-
tionen und primérer Nichtfunktionen fest.*

Somit wird die Problematik im Rahmen der Vergleichbarkeit der Ergebnisse verschiede-
ner Arbeiten zu dem Thema des IRS ersichtlich. Denn es werden jeweils verschiedene
Kriterien zur Definition eines IRS herangezogen. Ursache dafir ist, dass keine klare all-
gemeingultige Definition dieser Erkrankung existiert. Eine weitere Herausforderung stellt
zudem die Abgrenzung des IRS zu akuten zelluldren AbstoBungsreaktionen dar. Folglich
existieren bereits Arbeiten, die versuchten anhand von Biopsien, die eine Woche nach
Transplantation enthommen wurden, bestimmte histologische Kriterien dem Konservie-
rungs-Reperfusionsschaden oder der AbstoBungsreaktion zuzuordnen.?'® Dabei wurden
Verfettung, Cholestase und Schwellung weitgehend dem Konservierungs-Reperfusions-
schaden zugeordnet, wahrend der zentrilobuldre Hepatozytenverlust dem abstoBungs-
bezogenen Phanomen zugeordnet wurde.?'

Eine andere Arbeit sprach die Problematik der Neutrophilie an.?®® Dabei wurden als Indi-
katoren flir einen schweren Konservierungsschaden zonale oder konfluierende, koagula-
tive Nekrosen, vor allem, wenn diese periportal oder Uberbrickend auftreten, sowie eine
schwere neutrophile Exsudation herangezogen.?®® Dabei ist die Neutrophilie ohne Nekro-
se, die sogenannte operative Hepatitis, davon abzugrenzen, die allein durch operative
Manipulation auftreten kann und kein Zeichen des schweren Schadens darstellt.?® Da-
durch wird die allgemeingultige Abgrenzbarkeit zwischen physiologischen und pathologi-
schen Veranderungen im Rahmen von Transplantationen bezlglich des IRS erschwert.
AuBerdem ist bei der Beurteilung von Leberbiopsien zu berlicksichtigen, dass vor allem

das subkapsuldre Parenchym anfallig fiir Schaden und Austrocknung ist.?*® Somit kann
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dieses subkapsuldre Parenchym im Vergleich zu tiefer sitzendem Parenchym schwerere
pathologische Prozesse aufweisen und damit nicht mehr reprasentativ sein.?® Das be-
deutet, dass unterschiedliche Biopsieentnahmestellen die Schwere eines IRS falschli-

cherweise beeinflussen kénnten.

6.2.2 Einfluss von Spenderfaktoren auf den IRS

Bestimmte Spendereigenschaften tben einen Einfluss auf die Entwicklung eines hepati-
schen IRS aus. Eine Studie vertritt sogar die Ansicht, dass der Konservierungsschaden
nur in einer Teilmenge der Lebertransplantate fur die Nichtfunktion nach Transplantation
verantwortlich ist und dass eher die Spender- und Empfangerfaktoren diesbezlglich ana-

lysiert werden sollten.?'®

Die Bedeutung des Spendergeschlechts

So zeigt beispielsweise die Analyse des Spendergeschlechts dieser Arbeit, dass Trans-
plantate von ménnlichen Spendern, unabhéngig vom Geschlecht des Empfangers, signi-
fikant haufiger einen IRS entwickeln (5.2.2.7). Somit bilden Transplantate mannlicher
Spender eine schlechtere Voraussetzung bezliglich des Auftretens eines histopatholo-
gisch gesicherten IRS. Andererseits konnte eine klinische Studie mit 436 eingeschlosse-
nen lebertransplantierten Patienten keine Unterschiede hinsichtlich des Spenderge-
schlechts in Bezug auf die priméare Nichtfunktion und das verspatete Transplantat-
versagen aufgrund ischamischer Schadigungen feststellen.?'® Das kann unter anderem
daran liegen, dass in dieser Arbeit nicht primar der IRS analysiert wurde, sondern das
Transplantatversagen, definiert als Patiententod oder Notwendigkeit einer Re-Trans-

plantation.?™®

Der potenziell protektive Effekt des Einsatzes von Katecholaminen und Kortiko-
iden

Ferner kénnten im Hinblick auf die Organperfusion kreislaufrelevante Parameter einen
Einfluss auf die spatere Organfunktion ausiiben. Es zeigt sich, dass Spender von Orga-
nen ohne IRS im Mittel mehr Noradrenalin erhalten haben (5.2.2.1). Passend dazu konnte
in einem Experiment mit hirntoten Tieren die Applikation von Vasopressin und Adrenalin
synergistisch wirksame Effekte hervorbringen, die die Hamodynamik verbesserten und
den Energiestatus der Leber aufrechterhielten.?®® Eine retrospektive Studie, deren Daten
auf dem Eurotransplant-Register basierten, untersuchte systematisch 755 Spenderle-
bern im Hinblick auf die Applikation adrenerger Substanzen an die Spender.?' Durch die
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Anwendung adrenerger Substanzen konnte dabei ein Benefit auf das Outcome nach
Transplantation verzeichnet werden, wobei jedoch keine statistische Signifikanz erreicht
wurde.?®" Dariiber hinaus gibt es in der Literatur vermehrt Hinweise darauf, dass Ka-
techolamine einen modulierenden Effekt auf inflammatorische Reaktionen des Immun-
systems haben.??*??® |n Zusammenschau dieser Ergebnisse kénnte somit eine Spender-
behandlung mit Katecholaminen nicht nur durch eine Verbesserung der Hamodynamik,
sondern auch durch eine Beeinflussung des Immunsystems protektive Effekte im Hin-
blick auf die Entwicklung eines IRS auslben.

Da Kortikoide eine mdgliche antiinflammatorische und immunsuppressive Wirkung auf
den IRS austiben kénnten, wurde in dieser Arbeit auch der Einfluss der Behandlung der
Spender mit Kortikoiden analysiert. Das Ergebnis zeigt, dass bei etwa 47 % der Organe
ohne IRS und bei etwa 45 % der Organe mit IRS zuvor eine Kortikoidbehandlung des
Spenders, ungeachtet der Héhe der Dosierung, stattgefunden hat, wobei aber kein signi-
fikanter Unterschied zu verzeichnen ist (5.2.2.1). Demgegenlber stehen die Ergebnisse
einer prospektiven randomisierten Studie von Kotsch et al., die anhand einer Spender-
behandlung mit einer definierten Menge an Methylprednisolon eine Reduktion IRS-
bezogener Zytokine erreichen konnten, resultierend in einem verminderten IRS und einer
geringeren Inzidenz akuter AbstoBungsreaktionen.?** Die Diskrepanz dieser verschiede-
nen Ergebnisse liegt sicherlich unter anderem darin begriindet, dass bei Kotsch et al.
zum einen im Rahmen einer prospektiven randomisierten Studie eine definierte Menge
des gleichen Kortikoids zum Einsatz kam und zum anderen der IRS anhand der Hbéhe

der Lebertransaminasen definiert wurde.??*

Die Spender-y-GT ist bei Transplantaten mit IRS signifikant hoher im Vergleich zur
y-GT von Spendern mit Transplantaten ohne IRS

Diese Arbeit demonstriert, dass Lebertransplantate von Spendern mit erhéhter y-GT sig-
nifikant haufiger einen histopathologischen IRS entwickeln (5.2.2.3). Im Rahmen einer
ausgedehnten Studie von Silberhumer et al. in Kollaboration mit Eurotransplant und dem
ELTR wurde der Einfluss spenderspezifischer Risikofaktoren auf die 1-Jahresiber-
lebensraten nach LTx untersucht.?*® In deren Untersuchung war der Spenderlaborpara-
meter y-GT signifikant mit einem erhdhten Transplantatversagen im Rahmen einer Uni-
und Multivariatanalyse fir das 3- und 12-Monatsiberleben assoziiert, wahrend kein sig-
nifikanter Einfluss der spenderspezifischen Risikofaktoren GPT, GOT und Bilirubin zu
verzeichnen war.?®® Somit kdnnte die y-GT einen chronischen Organschaden eher wi-
derspiegeln als beispielsweise die Spendertransaminasen.?”® Im Einklang mit dieser
Aussage zeigen auch die Ergebnisse dieser Dissertation keinen signifikanten Einfluss
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der Spendertransaminasen und des Spenderbilirubins auf die IRS-Entstehung. Interes-
santerweise kénnen spenderbezogene Komorbiditdten, wie kardiovaskulare Erkrankun-
gen®®®, Diabetes mellitus Typ 11?*”, chronische Nierenerkrankungen®® oder Alkoholkon-

226,229

sum , auch zu einer Erhéhung der y-GT beitragen. Diese Erkrankungen kénnten mit

ursachlich fur einen chronischen Organschaden sein.

Das Auftreten eines IRS ist mit signifikant erhéhter Spenderglucose und signifi-
kant erniedrigter Spender-CKMB assoziiert

Im Hinblick auf den Kohlenhydratstoffwechsel zeigt sich, dass Transplantate von Spen-
dern mit hohem Glucosewert signifikant haufiger einen IRS aufweisen (5.2.2.3), was auf
eine Stérung des Glucosestoffwechsels hindeuten kdnnte, aber auch eine Auswirkung
von Hormonen, Medikamenten, Stresssituationen und Hirnschadigung darstellen kénnte.
Allerdings ist dieses Ergebnis mit Vorsicht als aussagekraftig zu erklaren, da entspre-
chend der Anleitung von Eurotransplant der Glucosehaushalt des Spenders beispiels-
weise mittels Insulin- und Glucoseapplikation in bestimmten Grenzen gehalten werden

soll?®

und damit stark beeinflusst wird. Interessanterweise offenbart die Analyse ver-
schiedener Enzyme, die unter anderem bei Zellzerfall und im Rahmen von Schéadigun-
gen der Leber freigesetzt werden, dass die LDH und CK tendenziell und die CKMB sogar
signifikant héher sind in Spendern, fir deren Transplantate kein histopathologischer IRS
diagnostiziert wurde (5.2.2.3). Die LDH kommt in allen Zellen des Kérpers vor und ist un-
ter anderem bei Lebererkrankungen erhéht. Die CK und CKMB werden bei ausgedehn-
tem Zellzerfall unter anderem im Rahmen von Leberschaden freigesetzt. Das Ergebnis
der signifikant erniedrigten CKMB der IRS-Gruppe erscheint jedoch paradox, da der IRS
normalerweise mit einem ausgedehnteren Zellzerfall assoziiert ist. Das kann dadurch
erklarbar sein, dass die diskutierten Laborparameter nicht ausschlieBlich von der Leber

abhangig sind.
Die Bedeutung der zunehmenden Allokation marginaler Organe

Es ist naheliegend, dass Transplantate minderer Organqualitat eine eingeschrankte Or-
ganfunktion nach Transplantation aufweisen. Daher ist die Analyse weiterer Spenderfak-
toren insbesondere in Bezug auf die An- beziehungsweise Abwesenheit eines IRS not-
wendig, der unter Betrachtung der Marginalitat, entsprechend den von Eurotransplant
definierten Kriterien®*, Rechnung getragen wird. Bedeutenderweise wurden entspre-
chend den von Eurotransplant definierten Kriterien und Grenzwerten (5.2.2.4, Tab. 5-4) in
etwa 54 % der Félle marginale Organe transplantiert (5.2.2.4, Tab. 5-46). Im Einklang mit
diesen Daten wird das Ausmalf der Allokation marginaler Organe augenscheinlich, wenn
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man bedenkt, dass allein in der Eurotransplant-Region 50 % der Lebertransplantate von
Spendern mit erweiterten Spenderkriterien stammen.*” Des Weiteren zeigt sich im Zu-
sammenhang mit dem Auftreten eines IRS, dass 68 % des Patientenkollektivs bei
Transplantation eines marginalen Organs einen IRS entwickeln (5.2.2.4). Hierbei liegt bei
einem marginalen Organ das Entwicklungsrisiko eines IRS etwa 59 % hdéher im Ver-
gleich zur Transplantation einer nicht marginalen Leber (5.2.2.4). Analog der Problematik
einer allgemeingtiltigen Definition des IRS existiert auch zur Begrifflichkeit der Marginali-
tat von Lebertransplantaten keine generelle Festlegung. Beispielsweise wurde im Rah-
men einer klinischen Studie der Einfluss méglicher Faktoren untersucht, welche die Mar-
ginalitdt eines Organs definieren kénnten: Spenderalter Uber 60 Jahre, ICU-Aufenthalt
mit Beatmung Uber 4 Tage, kalte Ischdmiezeit ber 14 Stunden, Dopaminapplikation
dber 15 pg/kg/min, hypotensive Episoden Gber 1 Stunde und unter 60 mmHg des systo-
lischen Blutdrucks, Serumnatriumspiegel tGber 155 mEq/l, Bilirubin Uber 2 mg/dl, GPT
{iber 170 U/l und GOT Uber 140 U/1.?°" Dabei zeigte sich ein schwerer viertgradiger IRS,
geman histologischer Einteilung in 4 Grade, in 46,8 % der Spenderorgane, deren Spen-
der ein Kriterium der Marginalitat erfillt hat.>®' Demgegeniiber beinhaltet die von Euro-
transplant festgelegte Definition marginaler Organe, von der auch in der hiesigen Arbeit
Gebrauch gemacht wird, das Abweichen mindestens eines Grenzwerts der folgenden
Kriterien: Alter Gber 65 Jahre, ICU-Aufenthalt Gber 7 Tage, BMI tber 30 kg/m?, Steatose
Uber 40 %, Serum-GPT Gber 105 U/l, -GOT Uber 90 U/I, -Bilirubin Gber 3 mg/dl, und -Na-
trium Gber 165 mmol/.** Die oben genannte Pravalenz eines schweren viertgradigen IRS
in 46,8 % der Spenderorgane®' kénnte mit der 68%igen Prévalenz dieser Dissertation
vergleichbar sein (5.2.2.4). Denn in dieser Dissertation wurde zum einen keine Einteilung
in Schweregrade vorgenommen und zum anderen wurden andere Grenzwerte bezie-
hungsweise Marginalitatskriterien angewendet. Die hohe Pravalenz des hepatischen IRS
kann nicht zuletzt auf die zunehmende Allokation marginaler Organe’ zuriickgefiihrt wer-
den. Analog zur Betrachtung der Haufigkeit eines IRS fallt bei der beachtlichen Menge
marginaler transplantierter Organe wiederum die klinische Relevanz dieser Thematik ins
Gewicht.

Die Problematik des hohen Spenderalters und des langen ICU-Aufenthalts im Zu-
sammenhang mit dem IRS und der Transplantatdysfunktion

Die Auswertung der kategorisch eingeteilten Marginalitatskriterien nach den von Euro-
transplant festgelegten Grenzwerten®® ergeben keine statistisch signifikanten Unter-
schiede im Vergleich der Transplantate mit An- beziehungsweise Abwesenheit eines IRS
(5.2.2.4, Tab. 5-4). Dabei wird ein Grenzwert des Spenderalters von Uber 65 Jahre ver-
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wendet.** Bei einer Veranderung dieses Grenzwerts auf iber 60 Jahre ist jedoch in ins-
gesamt 9 Fallen der Spender Uber 60 Jahre alt, wobei von diesen 9 Spendertransplanta-
ten 7 Falle einen IRS entwickelt haben (5.2.2.4). So konnte auch die klinische Studie von
Briceno et al. einen Einfluss des Spenderalters Uber 60 Jahre auf die IRS-Entstehung
zeigen.?®' Eine weitere Studie konnte zeigen, dass sich das Spenderalter ab der sechs-
ten Lebensdekade in einer signifikant haufigeren Rate eines schweren IRS, gemessen
an Lebertransaminasen und AP nach LTx, sowie einem signifikant verminderten 3- und
5-Jahrestransplantat- und -patiententiberleben niederschlagt.?' Um eine pradiktive Aus-
sage bezlglich des Risikos einer IRS-Entstehung treffen zu kénnen, sollte daher ein
Spenderalter ab 60 Jahren herangezogen werden. Ferner kann ein hohes Spenderalter
fiir eine erhdhte Rate spaterer Nichtfunktionen verantwortlich sein®** genauso wie fiir
eine friihe schlechte Transplantatfunktion®®*%%*,

Die Anzahl Uber 65-jahriger verstorbener Spender fir die LTx stieg allein von 284 Spen-
dern im Jahr 2007%*° auf 348 Spender im Jahr 2013*', was einem Zuwachs von 23 %
entspricht, wahrend die Spender im Alter von 56—64 Jahren von 260°* auf 303 Spen-
der*' nur um 17 % zugenommen haben und die Spender im Alter von 16-55 Jahren so-

0°* auf 811 Spender*' um 16 % abgenommen haben. Diese Entwicklung

gar von 96
spiegelt die zunehmende Allokation von Organen &lterer Spender wider, die das Risiko
der Entstehung eines IRS augmentiert.

Im Hinblick auf die ICU-Aufenthaltsdauer zeigt diese Arbeit, dass die der IRS-Patienten
im Mittel langer ist (5.2.2.4, Tab. 5-5). Auch die Arbeit von Bricefo et al. bestatigte den Ein-
fluss eines verlangerten intensivmedizinischen Aufenthalts Uber 4 Tage auf die IRS-
Entstehung.?’’ Zudem ist ein langer Aufenthalt des Spenders auf der Intensivstation mit
einer hdheren Rate von primarer Nichtfunktion und friiher schlechter Transplantatfunkti-

on assoziiert.?**

Signifikanter Zusammenhang des Grades der Leberverfettung mit der IRS-

Pravalenz

Weitere Faktoren, die in die Definition der Marginalitat entsprechend Eurotransplant mit
einflieBen, stellen die Ho6he des BMI sowie das Ausmal3 der Leberparenchymverfettung
dar.®* Dabei besteht eine signifikante Korrelation zwischen dem BMI und dem Grad der
Gesamtsteatose des Organs.?® Nach den von Eurotransplant festgesetzten Grenzwer-
ten ergeben sich keine signifikanten Unterschiede bei Vergleich der Patienten ohne ver-
sus mit IRS in Bezug auf einen BMI tber 30 kg/m2 und eine Steatose Uber 40 % (5.2.2.4,
Tab. 5-4). Jedoch offenbart die Verdnderung des Grenzwerts auf eine Steatose Uber 30 %
sowie die quantitative Auswertung des BMI im Mittel einen signifikanten Zusammenhang
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mit dem IRS (5.2.2.4, Tab. 5-45). Damit wird demonstriert, dass neben dem Grenzwert flir
das Spenderalter Uber 65 Jahre der Grenzwert der Steatose Uber 40 % beziglich der
Marginalitdt von Organen im Zusammenhang mit der IRS-Pravalenz mdglicherweise in-
adaquat gewabhlt ist, zumal der Grenzwert der Steatose von Eurotransplant von initialen
30 % auf 40 % erhdht wurde. Ebenso konnte im Rahmen einer klinischen Studie neben
anderen Spenderkriterien die Steatose Uber 30 % einen Einfluss auf die IRS-Entstehung
zeigen, wobei die Hauptursache fiir den schweren IRS in dieser Studie sogar die Steato-
se Uber 30 % darstellte.?®" AuBerdem fiihren Transplantate mit schwerer Verfettung hau-

figer zu primarer Nichtfunktion und friiher schlechter Transplantatfunktion.?*?%’

Hohe Spendernatriumwerte sind signifikant mit dem Auftreten eines IRS und ei-
nem frihem Transplantatverlust assoziiert

Die Natriumwerte des Spenders sind entsprechend dem Eurotransplant-Grenzwert®*
nicht signifikant mit dem Auftreten eines IRS assoziiert (5.2.2.4, Tab. 5-4). Die grenzwert-
unabhangige Analyse der kontinuierlichen Variablen hingegen zeigt, dass Spender mit
Organen, die einen IRS entwickeln, zuletzt signifikant héhere Serumnatriumwerte hatten
im Vergleich zu den Spendern mit Organen ohne IRS (5.2.2.4, Tab. 5-5). Dabei ist bekannt,
dass ein hoher Serumnatriumspiegel des Spenders nicht nur als potenzieller Risikofaktor
fiir eine Transplantatdysfunktion gilt,” sondern auch signifikant mit einem frilhen Trans-
plantatverlust in den ersten drei Monaten nach LTx assoziiert ist**®. Der Mechanismus,
der hinter dem schéadlichen Effekt hoher Spendernatriumwerte auf die Transplantatfunk-
tion liegt, wird der Zellschwellung und Exazerbation des reperfusionsvermittelten Scha-
dens zugeordnet.’

6.2.3 Rolle der Empfangercharakteristika im Hinblick auf den IRS

Die gegebenen Voraussetzungen im Empfangerorganismus, wie beispielsweise die Nie-

renfunktion, kdnnen zum Teil einen Einfluss auf die Entwicklung eines IRS ausiben.

Alter, Geschlecht, BMI, Ischamiezeiten, Grunderkrankungen und Allokationskrite-
rien der Empfanger zeigen jeweils keinen signifikanten Zusammenhang mit dem

Auftreten eines IRS

Es zeigt sich kein signifikanter Einfluss von Alter, Geschlecht und BMI auf die IRS-
Entstehung (5.2.3.1). In Ubereinstimmung mit diesen Daten wurde in einer klinischen Stu-
die gezeigt, dass Empfangeralter und -geschlecht keinen Effekt auf die Schwere des
unmittelbaren Transplantatschadens nach Transplantation ausiibten.?®' Ebenso konnte
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die Analyse der BMI-Daten einer prospektiv gewarteten Datenbank lebertransplantierter
Patienten keinen Unterschied zwischen verschiedenen Einstufungen des BMI in Bezug
auf das todeszensierte Transplantat- oder Patienteniiberleben nachweisen.**

Uberraschenderweise hat die Dauer der Ischamiezeiten keinen signifikanten Einfluss auf
die Entstehung eines IRS (5.2.3.1). Diese Daten widersprechen einer klinischen Studie,

die wohl einen Einfluss der kalten Ischamiezeit auf den IRS verzeichnen konnte®”’

, sowie
einer retrospektiven Datenanalyse, die signifikant verschiedene kalte Ischéamiezeiten
zwischen Patienten mit leichtem und schwerem IRS, gemessen an GOT-Werten des
zweiten POT, verzeichnen konnte®*°. Andererseits konnte eine Studie, die den Beitrag
der Apoptose zum IRS im Rahmen der humanen LTx untersuchte, ebenfalls keine signi-
fikante Korrelation zwischen dem prozentualen Anteil apoptotischer Hepatozyten und der
Dauer der kalten Ischamie aufzeigen.?*' Dazu wurde ein TUNEL-Assay zur Demonstrati-
on apoptotischer Zellen von Biopsien, die unmittelbar nach Reperfusion gewonnen wur-
den, angewendet.?*’

Ein weiterer méglicher Einfluss auf die Entstehung eines IRS kénnten die Grunderkran-
kungen der Empfanger darstellen, da diese den Gesundheitszustand des Empféngeror-
ganismus widerspiegeln. Die Analyse der Empfangergrunderkrankungen, die als Indika-
tion far eine LTx gestellt wurden, zeigt, dass die alkoholische Leberzirrhose und das
hepatozelluldre Karzinom die haufigsten Grunderkrankungen darstellen (5.2.3.2). Jedoch
ergeben sich keine signifikanten Unterschiede bezlglich der IRS-Entstehung (5.2.3.2). Im
Zuge einer retrospektiven Studie wurde gezeigt, dass es keinen Unterschied in Bezug
auf akute und chronische AbstoBungsreaktionen sowie auf die 1- und 5-Jahreslber-
lebensraten zwischen Patienten gibt, die wegen alkoholischer beziehungsweise nicht
alkoholischer Lebererkrankung transplantiert wurden.?*? Damit scheint die Indikation zur
LTx beziglich der Entstehung eines IRS und bezlglich des weiteren Verlaufs keine Rolle
zu spielen.

Neben den Ischamiezeiten und Grunderkrankungen der Empfanger zeigen auch die Al-
lokationskriterien Lab-MELD, Exceptional-MELD sowie HU-LTx keinen signifikanten Zu-
sammenhang mit dem IRS (5.2.3.3). In Ubereinstimmung dazu konnten auch im Rahmen
einer klinischen Studie keine Effekte des MELD-Scores auf die Schwere des unmittelba-
ren Transplantatschadens nach Transplantation detektiert werden.?®' Demzufolge kdn-
nen diese Allokationskriterien nicht zur Beurteilung des Risikos der Entwicklung eines
IRS verwendet werden.
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Signifikanter Einfluss der praoperativen Nierenfunktion auf den IRS

Patienten, die vor LTx symptomatisch mittels Dialyse therapiert wurden, entfalten signifi-
kant haufiger einen IRS (5.2.3.1). Die insuffiziente Nierenfunktion kénnte in einem hepato-
renalen Syndrom begriindet liegen, welches eine funktionelle und potenziell reversible
renale Dysfunktion darstellt, die primar mit Lebererkrankungen assoziiert ist**®. Patienten
mit hepatorenalem Syndrom werden haufig mittels Dialyse symptomatisch behandelt, bis
gegebenenfalls eine LTx mdglich wird. Dabei ist bekannt, dass das hepatorenale Syn-

drom mit einem schlechten Outcome nach LTx assoziiert ist.?**

Patienten mit IRS haben haufiger AbstoBungsreaktionen und Re-Lebertransplanta-
tionen

AbstoBungsreaktionen binnen 6 Wochen nach Transplantation treten gehauft in der
Gruppe der Patienten mit histopathologischem IRS auf (5.2.3.4). Dabei haben IRS-Pa-
tienten ein etwa 56 % hdheres Risiko einer akuten AbstoBungsreaktion (5.2.3.4). Parado-
xerweise zeigen marginale Organe keine groBe Tendenz zu einer Haufung von Absto-
Bungsreaktionen, wobei diese Patienten gegeniber Patienten mit nicht marginalem
Transplantat ein nur 0,58-mal so groBes Risiko einer zellularen AbstoBungsreaktion auf-
weisen (5.2.3.4). Auch fir die Notwendigkeit von Re-LTx ergeben sich keine groBen Un-
terschiede, wobei Patienten mit IRS etwas haufiger retransplantiert werden (5.2.3.4).
Dennoch kann gefolgert werden, dass Patienten mit eingetroffenem IRS, wenn auch
nicht signifikant, nicht nur etwas haufiger eine histopathologische AbstoBungsreaktion

zeigen, sondern auch haufiger retransplantiert werden.
Der Faktor der Marginalitat wirkt sich signifikant auf das Patienteniiberleben aus

Um Uberdies auf die Prognose des IRS und marginaler allozierter Organe noch genauer
einzugehen, bedarf es einer Betrachtung des langerfristigen Erfolgs nach der LTx. Dabei
besteht die Annahme, dass Patienten, deren Organe einen IRS entwickelt haben,
schlechtere Uberlebensdaten aufweisen. Diesbeziiglich zeigt der Vergleich, dass Patien-
ten gehauft in der IRS-Gruppe verstorben sind und diese eine im Schnitt kiirzere Uberle-
bensdauer und geringere Uberlebenswahrscheinlichkeit aufweisen im Vergleich zu Pa-
tienten ohne IRS, wobei Uberraschenderweise jedoch kein Signifikanzniveau erreicht
wird (5.2.3.5). Erstaunlicherweise offenbart demgegeniber der Vergleich der Patienten
mit marginalem beziehungsweise nicht marginalem Organ, dass Patienten mit margina-
lem Transplantat nicht nur signifikant hdufiger versterben, sondern dass diese Patienten
auch eine signifikant geringere Uberlebenswahrscheinlichkeit besitzen (5.2.3.5). Die Di-
mension der klinischen Relevanz dieser Ergebnisse wird jedoch erst bei der Analyse des
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Uberlebens, basierend sowohl auf dem Parameter des IRS als auch der Marginalitét,
ersichtlich. Denn Patienten mit marginalem Transplantat, die zudem noch einen IRS
entwickeln versterben nicht nur signifikant h&ufiger, sondern weisen auch signifikant
schlechtere Uberlebenswahrscheinlichkeiten auf (5.2.3.5). Demnach betragt die 1-Jahres-
Uberlebensrate innerhalb der Gruppe der Patienten mit marginalem Transplantat bei An-
versus Abwesenheit eines histopathologischen IRS 51 % versus 75 % (5.2.3.5). Dahinge-
gen spielt es innerhalb der Gruppe der Patienten mit nicht marginalem Transplantat fir
das Uberleben kaum eine Rolle, ob ein IRS an- oder abwesend ist (5.2.3.5).

Erst damit wird die Dimension der Problematik marginaler Organe im Zusammenhang
mit dem IRS evident. Denn der Bedarf an Spenderorganen hat infolge der zunehmenden
Inzidenz von Organversagen deutlich zugenommen, wohingegen das Angebot optimaler
verstorbener Spender niedrig und ungenligend ist, um dem steigenden Bedarf gerecht
zu werden. Aus diesem Grund werden zunehmend marginale Organe alloziert, die im
Zusammenhang mit der hohen Pravalenz des IRS eine unglnstige Kombination in Be-
zug auf das Outcome nach Transplantation abgeben. Der IRS stellt eine Untermauerung
der Transplantatdysfunktion in marginalen Organen dar,” womit deutlich wird, dass ins-
besondere marginale Organe einen IRS entwickeln und damit auch auf das Uberleben
Einfluss nehmen. So kam eine klinische Studie zu dem Ergebnis, dass die friihe Trans-
plantatdysfunktion in 56 % der Empféanger eintrat, wenn die Spender h6here BMI-Indizes
aufwiesen.?*® Wahrend dabei das Patienteniiberleben nicht signifikant verschieden war
in Bezug auf die An- beziehungsweise Abwesenheit einer friihen Transplantatdysfunkti-
on, war das Transplantatiiberleben in Abwesenheit einer friihen Transplantatdysfunktion
signifikant héher.?** Eine weitere klinische Studie zeigte, dass Spenderlebern mit tiber
30%iger Verfettung mit einer signifikanten Abnahme sowohl des 4-Monatstransplantat-
(iberlebens als auch des 2-Jahres-Empfangeriiberlebens einhergingen.?*® Neben dem
Spender-BMI definiert auch das Spenderalter die Marginalitdt von Organen und kann
damit einen Einfluss auf die Transplantatfunktion im Sinne eines marginalen Organs
ausliben. So untersuchte eine retrospektive Fall-Kontroll-Studie das Outcome nach LTx
im Vergleich von Spendern tber 70 Jahre mit Spendern unter 60 Jahre, wobei das
Langzeitiberleben von Transplantatempféangern der alteren Spender signifikant geringer
war.?*” Zudem ergab eine Multivariatanalyse im Rahmen dieser Arbeit, dass Transplan-
tatdysfunktion, Mortalitat und reduziertes Uberleben signifikant mit dem Spendergewicht
und Empfanger-MELD-Score assoziiert waren.?*’ In diesem Sinne demonstriert auch
diese Arbeit, dass sich die Marginalitdt von Organen, unter anderem definiert durch ei-
nen hohen Spender-BMI und ein hohes Spenderalter, auf das Patiententiberleben nega-

tiv auswirkt.
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6.2.4 Bedeutung der laborchemischen Verlaufe

Die Uberlebensanalyse demonstriert, dass Patienten mit marginalem Transplantat, die
zudem noch einen IRS entwickeln eine viel schlechtere Prognose aufweisen gegentber
Patienten mit marginalem Organ ohne IRS (5.2.3.5). Aus diesem Grund wurde auf den
Vergleich dieser beiden Gruppen ein besonderes Augenmerk gelegt.

Patienten mit marginalem Transplantat und IRS zeigen ab dem 3. POT zum Teil
eine signifikant langsamere Reduktion der GPT und GOT im Vergleich zu Patienten
mit marginalem Transplantat ohne IRS

Wie zu erwarten, sind sowohl die leberspezifische GPT als auch die GOT und GLDH bei
Patienten mit IRS und marginalem Organ erhéht. Dabei zeigt sich bei Patienten mit mar-
ginalem Transplantat bei vorhandenem IRS eine zum Teil signifikant langsamere Reduk-
tion der Transaminasen ab dem 3. POT im Vergleich zu Patienten ohne IRS (5.2.4.1). Die
Erhdhung der GPT steht damit im Einklang zu dem Ergebnis im Tiermodell (5.7.1) als
Zeichen einer frihen Leberzellschadigung im Rahmen des IRS. Eine klinische Studie
teilte die Schwere des Konservierungsschadens anhand histologischer Kriterien ein und
konnte zeigen, dass die GPT- und GOT-Hb6chstwerte bei Patienten mit moderatem bis
schwerem Konservierungsschaden am 2.—14. POT signifikant héher waren im Vergleich
zu Patienten mit mildem oder fehlendem Konservierungsschaden.?’> Damit korreliert die
Schwere des IRS mit der Hohe der Transaminasen. Jedoch war in dieser Studie durch
eine betréchtliche Uberlappung der GPT- und GOT-Werte zwischen den drei Gruppen
die HOhe der Transaminasen nicht zur Pradiktion der An- beziehungsweise Abwesenheit
eines Konservierungsschadens im individuellen Fall geeignet.?’® Genauso demonstriert
die Analyse dieser Dissertation, dass vereinzelt sehr hohe Werte dieser Parameter auch
bei Patienten ohne IRS auftreten (5.2.4.1).

Patienten mit marginalem Transplantat und IRS zeigen an allen POT signifikant
héhere Bilirubinwerte und zum Teil signifikant niedrigere Faktor-V-Werte als Pa-
tienten mit marginalem Transplantat ohne IRS

Die detaillierte Analyse der Serumbilirubinwerte im Vergleich der Patienten ohne versus
mit IRS demonstriert an den ersten beiden POT statistisch signifikante Unterschiede
(5.2.4.2). Der isolierte Vergleich der Patienten mit marginalem Organ und An- bezie-
hungsweise Abwesenheit eines IRS ergibt erstaunlicherweise, dass sogar an allen POT
die Bilirubinwerte von IRS-Patienten statistisch signifikant héher sind (5.2.4.2).
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Dahingegen zeigen die Vergleiche der cholestatischen Parameter y-GT und AP, dass
sich keine signifikanten Unterschiede zwischen Patienten mit An- beziehungsweise Ab-
wesenheit eines histopathologischen IRS sowie mit marginalem oder nicht marginalem
Organ ergeben (5.2.4.2). Jedoch treten die meisten AusreiBer und Extremwerte in der
Gruppe der Patienten mit IRS und marginalem Organ auf (5.2.4.2). Dennoch ist dieses
Ergebnis auffallend, da zwar die y-GT und AP auch im Rahmen anderer Erkrankungen
erhdht sein kdnnen, aber die im Serum messbare y-GT-Aktivitat ausschlieBlich auf die
Leber zurlckzufihren ist und damit eigentlich ein organspezifisches Leitenzym dar-
stellt.?** Uberdies sind die Spender-y-GT-Werte der Patienten mit Entwicklung eines IRS
signifikant héher, als die Spender-y-GT-Werte der Patienten, die von einem IRS ver-
schont bleiben (5.2.2.3). Das bedeutet, dass die Hohe der Spender-y-GT signifikant mit
dem IRS im Empfanger assoziiert ist, dass aber die Empfénger-y-GT dabei keine Rolle
spielt. Dies kdnnte darauf zurlickzufihren sein, dass die y-GT-Werte der Spender ver-
mutlich chronisch erhéht sind und damit eine Vorschadigung der Organe darstellen, wah-
rend es im Empfanger zu einer IRS-unspezifischen akuten Erhéhung der y-GT im Rah-
men des perioperativen Zeitfensters kommt. Im Rahmen einer retrospektiven Studie
wurden unter anderem die Parameter GPT, GOT, y-GT und AP im Zusammenhang mit
histologisch klassifizierten AbstoBungsreaktionen untersucht mit dem Ergebnis, dass
immer nur an vereinzelten Tagen der ersten 10 POT signifikante Unterschiede dieser
Parameter zwischen Patienten mit schwerer bis moderater im Vergleich zu milder bis
fehlender AbstoBungsreaktion zu verzeichnen waren.?*® Das spricht dafiir, dass der IRS
in Verbindung mit akuten AbstoBungsreaktionen nicht mit konstanten Veranderungen der
y-GT und AP einhergeht und diese daher haufig nicht auf den Individualfall angewendet
werden kénnen.

Die Analyse der Syntheseleistung der Leber anhand von Faktor V ergibt, dass Patienten
ohne IRS zum Teil signifikant bessere Syntheseleistungen der ersten 7 POT aufweisen
(5.2.4.3). Eine Studie, die den Beitrag der Apoptose zum IRS im Rahmen der humanen
LTx mittels TUNEL-Assay auf Postreperfusionsbiopsien untersuchte, zeigte, dass der
prozentuale Anteil TUNEL-positiver Hepatozyten signifikant mit den postoperativen GOT-
und invers mit den Faktor-V-Werten korrelierte.?*' Allerdings demonstrierte diese Studie
auch, dass sich keine statistisch signifikante Korrelation zwischen dem prozentualen An-
teil TUNEL-positiver Hepatozyten und den postoperativen Serumbilirubinwerten ergab.?*’
Dies kénnte darauf zurtickzuflihren sein, dass bei einer Leberschadigung der Anstieg der
GOT und GPT haufig vor dem des Bilirubins stattfindet.

Zusammenfassend demonstrieren die Ergebnisse, dass bereits in der ersten Woche
nach Transplantation Patienten mit marginalem Transplantat und IRS sowohl eine héhe-
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re Leberzellschadigung aufweisen als auch eine schlechtere Organfunktion beziglich
der Syntheseleistung von Faktor V und der Erhéhung des Cholestaseparameters Biliru-
bin, was sich letztendlich auch in der Uberlebensanalyse niederschlégt.

6.2.5 Bedeutung der Infiltration CD3*- und ydTCR*-Zellen

Im Folgenden wird eruiert, ob die im Mausmodell detektierte CD3*-T-Zellinfiltration beim

humanen IRS und marginalen Organen ebenfalls eine Rolle spielt.

Marginale Transplantate mit IRS weisen im Mittel eine hohere CD3*-Zellinfiltration
auf gegeniiber nicht marginalen Transplantaten ohne IRS

Interessanterweise kann im Tiermodell gezeigt werden, dass es im Zusammenhang mit
dem induzierten IRS zu einer betrachtlichen Infiltration CD3*-T-Zellen kommt (5.7.2). Da-
bei ergibt die Analyse der Transplantatbiopsien von 21 Patienten, dass marginale Trans-
plantate mit IRS zwar im Mittel eine hdhere CD3"-Zellinfiltration aufweisen gegenlber
nicht marginalen Transplantaten ohne IRS, sich aber keine statistisch signifikanten Un-
terschiede ergeben (5.2.5.1). Bedeutenderweise gehéren aber AusreiBer und Extremwer-
te in Richtung einer vermehrten Infiltration CD3"-Zellen in die lobuldren Bereiche fast
ausschlieBlich der IRS-Gruppe an (5.2.5.1). Trotzdem ist die Infiltration CD3*-Zellen nicht
zur Pradiktion der An- beziehungsweise Abwesenheit eines Konservierungsschadens im
individuellen Fall geeignet. Mdglicherweise findet eine signifikante CD3"-Zellinfiltration
erst zu einem spateren Zeitpunkt nach Transplantation statt, wenn man insbesondere
bedenkt, dass im Tiermodell die Lebern erst 24 Stunden nach Reperfusion untersucht
wurden im Gegensatz zu den humanen Biopsien, die bereits den Zeitpunkt von etwa
2 Stunden nach Reperfusion abbilden.

Ein weiterer Faktor, der die Vergleichbarkeit der Biopsien untereinander einschrankt, ist
die Tatsache, dass vor allem das subkapsuldare Parenchym anféllig fur Schaden und
Austrocknung ist und somit schwerere pathologische Prozesse aufweisen kann als tiefer
sitzendes Parenchym.?® AuBerdem zeigte eine Studie, die den Beitrag der Apoptose
zum IRS im Rahmen der humanen LTx mittels TUNEL-Assay auf Postreperfusionsbiop-
sien untersuchte, dass TUNEL-positive Hepatozyten in 30,4 % + 18,7 % in der subkap-
sularen Region, 14,5 % * 13,5 % in der zentrilobularen Zone und 10,3 % £ 9,5 % in der
periportalen Zone auftraten,?*' wodurch die Vergleichbarkeit der Biopsien sogar auf his-
tologischer Ebene erschwert ist.
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Interessanterweise hangen die Marginalitat und damit auch die Organqualitét unter an-
derem davon ab, ob das Transplantat von einem verstorbenen Spender oder einer Le-
berlebendspende stammt, wobei in diesen Fallen auch Infiltrationen CD3"-Zellen zu ver-
zeichnen sind.?*° So zeigte die Studie von Jassem et al. anhand des Vergleichs préope-
rativer Leberbiopsien von verstorbenen Spendern und Lebendspendern mittels Antikor-
perfarbung, dass signifikant hohere Level CD3"-Lymphozyten in Lebern von verstorbe-
nen Spendern gefunden wurden im Vergleich zu Lebendspenderorganen.?*® Die Studie
kam interessanterweise zu dem Schluss, dass Lebern verstorbener Spender bereits vor
Transplantation einen inflammatorischen Schaden erfahren, was zu einem subsequen-
ten IRS und erhdhter Suszeptibilitdit des Organs fir weitere Immunreaktionen flihren
kdnnte.?*® Diese Aussage von Jassem et al. steht unter der Beachtung des Aspekts der
Organqualitat somit im Einklang mit den Ergebnissen dieser Dissertation, da bereits vor
Reperfusion eine Infiltration CD3*-Zellen zu verzeichnen ist (5.1.2; 5.2.5.1).

Zwei Stunden nach Reperfusion besteht eine nur sehr geringe Infiltration ySTCR*-
Zellen

Der partielle warme IRS im Tiermodell wird durch RORyt-exprimierende IFN-y'NK1.1"-
CD27yd6TCR*CD3*- und CD4 CD8CD3"-T-Zellen iber einen IL-17A-vermittelten Mecha-
nismus vorangetrieben (5.1.4). Dazu wird der Zeitpunkt 24 Stunden nach Reperfusion
betrachtet (5.7.4). Im Setting der humanen LTx besteht 2 Stunden nach Reperfusion je-
doch nur sehr vereinzelt eine Infiltration y9TCR*-Zellen, weshalb eine Quantifizierung der
yo-T-Zellen nicht sinnvoll war (5.2.5.2). Das kann daran liegen, dass eine signifikante
yOTCR-Zellinfiltration in humane Lebertransplantate moglicherweise erst zu einem spa-
teren Zeitpunkt stattfindet. Darliber hinaus stellen y&-T-Zellen eine eher kleine Fraktion
aller in der Leber vorkommenden Immunzellen dar, wenn man bedenkt, dass nur 25 %
der nicht hepatozytischen Zellen Lymphozyten sind, von denen wiederum 63 % T-Zellen
sind.>® Dabei stellen lediglich 15-25 % dieser intrahepatischen T-Zellen y3-T-Zellen dar,
wobei unkonventionelle T-Zellen, die keine NK-Zellmarker exprimieren, die hauptséachli-
che Gruppe der yd-T-Zellen mit einschlieBen.”® Zusammenfassend gilt die Leber zwar
als eine der reichsten Quellen von yd-T-Zellen im Kérper,” jedoch stellt lediglich eine
kleine Population yd-T-Zellen dar. Diese Tatsache erschwert in Anbetracht des kurzen
Zeitintervalls von nur 2 Stunden nach Reperfusion den signifikanten Nachweis infil-
trierender ydTCR*-Zellen im Zusammenhang mit dem IRS und der Marginalitat von Le-

bertransplantaten.
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6.2.6 Diskussion der Ergebnisse der Genexpressionsanalyse

Die fUr den induzierten IRS urséchlichen CD3"-T-Zellen wurden im Tiermodell dieser
Arbeit mittels gentechnischer (5.7.3) und durchflusszytometrischer (5.1.4) Analysen weiter
differenziert. Dabei zeigt sich, dass neben CD4' CD8CD3"-T-Zellen, den sogenannten
DN-T-Zellen, unkonventionelle IFN-y'NK1.1°CD27ydTCR*CD3"*-T-Zellen die prominen-
teste Quelle fir IL-17A sind (5.1.4). Dabei ist IL-17A mafBgeblich in den Pathomechanis-
mus des IRS involviert und auch im Rahmen der RT-PCR signifikant erhéht im Zusam-
menhang mit dem IRS (5.1.3). Zudem konnte mithilfe einer Reportermauslinie bewiesen
werden, dass die den frihen IRS vermittelnden DN-T-Zellen und IL-17A-produzierenden
y5-T-Zellen von dem Transkriptionsfaktor RORyt abhingig sind,'®® der ebenso in der RT-
PCR eine signifikante Erhdhung aufweist (5.1.3). Die Besonderheit der Untersuchung der
humanen Proben mittels RT-PCR liegt darin, dass die zweite Biopsie bereits 2 Stunden
nach Reperfusion entnommen wurde und auch 2nd-Look-Biopsien von 6 der 21 Patien-
ten gentechnisch analysiert wurden, deren Entnahme im Zeitraum innerhalb von 1-2 Ta-
gen nach Transplantation stattfand. Dabei bietet die RT-PCR den Vorteil eines sensitive-
ren und spezifischeren experimentellen Verfahrens gegentber der immunhistochemi-

schen Quantifizierung.
Der T-Zelloberflachenrezeptor CD3

In Anlehnung an die tendenziell hdhere CD3*-Zellinfiltration in humane Biopsien mit IRS
(5.2.5.1) kann gezeigt werden, dass der T-Zelloberflachenrezeptor CD3 tendenziell erhéh-
te mMRNA-Expressionslevel in Verbindung mit dem IRS und der Marginalitat von Organen
aufweist (5.2.6.1). Dabei zeigen sich analog der immunhistochemischen Analyse (5.2.5.1)
interessanterweise bereits in den Biopsien vor Reperfusion beachtlich hdhere Expressi-
onslevel in der IRS-Gruppe, was mdglicherweise auf eine ischadmische Vorschadigung
der Transplantate zurtickgefihrt werden kann (5.2.6.1).

Um den Einfluss des Hirntods auf inflammatorische Veranderungen und auf die Verstar-
kung eines IRS des Spendertransplantats zu untersuchen, wurden in einer Studie Biop-
sien unmittelbar vor der Spenderlaparotomie, vor Perfusion, vor Reperfusion und eine
Stunde nach Reperfusion untersucht.*> Dabei zeigten sich zu allen untersuchten Zeit-
punkten signifikant h6here mRNA-Level von CD3 bei hirntoten Spendern im Vergleich zu
Lebendspendern.*® Diese Ergebnisse untermauern die erhdhte CD3*-Zellinfiltration im
Zusammenhang mit dem IRS, da der Hirntod zu einem schwerer ausgepragten IRS
fuhrt.*
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Das Chemokin CXCL-1 ist in der Biopsie vor Reperfusion bei Patienten mit IRS
signifikant erh6ht im Vergleich zu Patienten ohne IRS

Wie zuvor im Tiermodell demonstriert, geht der partielle warme IRS mit signifikant erhéh-
ten mRNA-Expressionslevel fir TNF-a und CXCL-1 einher (5.1.3), wobei TNF-a einen
zentralen Mediator des IRS darstellt, der die Produktion und Freisetzung von CXC-
Chemokinen stimuliert®®. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen im Tiermodell zeigen
die Resultate bezlglich der humanen Biopsien eine tendenziell héhere TNF-a-mRNA-
Expression in der IRS-Gruppe, die bereits in der Biopsie vor Reperfusion manifest wird
(5.2.6.2). Dahingegen zeigen sich bei Vergleich der Patienten mit marginalem versus
nicht marginalem Transplantat keine wesentlichen Unterschiede (5.2.6.2). Auch hier de-
monstriert der isolierte Vergleich der marginalen Organe, dass ein zusatzlicher IRS mit
einer hoheren mRNA-Expression flir TNF-a einhergeht als bei Transplantaten ohne IRS
(5.2.6.2). Hinweise darauf, dass der IRS mit einer TNF-a-Uberexpression assoziiert ist,
liefern auch Ergebnisse aus Ansatzen der Behandlung eines IRS mittels Methylpredniso-
lontherapie des Spenders, wobei der IRS allerdings anhand der Héhe der Lebertransa-
minasen festgemacht wurde.?*

Neben dem Zytokin TNF-a wurde auch das Chemokin CXCL-1 analysiert. CXCL-1, auch

250

als Gro-a bezeichnet,” ist neben anderen Chemokinen in der Leber dafiir bekannt,

durch Stimulation mit IL-1a, TNF-a oder durch bakterielle Invasion hochgeregelt zu wer-

1 Interes-

den, was zu einer vermehrten Infiltration neutrophiler Granulozyten flhrt
santerweise ergibt die Analyse dieser Arbeit, dass der humane IRS mit erhéhten mRNA-
Expressionslevel des Chemokins CXCL-1 einhergeht, wobei der Unterschied der IRS-
Patienten im Vergleich zu Patienten ohne IRS in der Biopsie vor Reperfusion sogar signi-
fikant verschieden ist (5.2.6.2). Dies ist ein Hinweis auf eine Vorschadigung der Trans-
plantate durch die Ischdmie. Besonders fallen die Unterschiede auch deutlich bei der
isolierten Analyse der Patienten mit marginalem Transplantat auf, bei denen wiederum

die Biopsien der Transplantate mit IRS hdhere Expressionslevel prasentieren (5.2.6.2).
Die Bedeutung verschiedener T-Zellsubpopulationen im Kontext des IRS

Da sowohl im Tiermodell als auch in der Untersuchung der humanen Proben eine Betei-
ligung des spezifischen Immunsystems am IRS in Form von CD3*-T-Zellen zu verzeich-
nen ist, wurde auf Basis der Ergebnisse im hiesigen Mausmodell eine weiterfiihrende
Analyse der beteiligten T-Zellsubpopulationen im Hinblick auf den humanen IRS durch-
geflhrt. CD3"-Zellen stellen beispielsweise Th-Zellen dar, die entsprechend ihres Zyto-
kinprofils unter anderem in Th1- und Th17-Zellen unterteilt werden kénnen, die CD4"
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sind. Bislang wurde angenommen, dass Th1-Zellen unter anderem durch die Freiset-

zung von [FN-y'3413¢

sowie Th17-Zellen als Hauptquelle fir IL-17A entscheidend an der
Pathophysiologie des IRS beteiligt sein sollen''’. Entsprechend den Ergebnissen der
durchflusszytometrischen Analyse im Tiermodell spielen IFN-y-produzierende Zellen, wie
beispielsweise Th1-Zellen, jedoch keine Rolle in Bezug auf den IRS (5.7.4). AuBBerdem
demonstriert das Tiermodell dieser Arbeit, dass zum einen CD4'CD8 CD3*-T-Zellen so-
wie unkonventionelle IFN-y'NK1.1"CD27ydTCR*CD3"-T-Zellen die prominenteste Quelle
fir IL-17A sind (5.1.4). Mithilfe einer Reportermauslinie wurde sogar bewiesen, dass die
den frihen IRS vermittelnden DN-T-Zellen und IL-17A-produzierenden y&-T-Zellen von
dem Th17-induzierten Transkriptionsfaktor RORyt abhéngig sind.'®® Daher wird die Hy-
pothese formuliert, dass der in den Differenzierungsprozess zu Th1i-Zellen involvierte
Transkriptionsfaktor TBX-21 im Komplex des humanen IRS keine Rolle spielt. Dartber
hinaus weisen der humane Transkriptionsfaktor RORc und der TCRy-Genlokus, der die
y-Kette des ydTCR der yd-T-Zellen kodiert, eine héhere Expression im Zusammenhang

mit dem humanen IRS auf.

Der Th1-Zelltranskriptionsfaktor TBX-21

Im Tiermodell spielen IFN-y-produzierende Zellen, wie Th1-Zellen, 24 Stunden nach Re-
perfusion keine Rolle im Pathomechanismus des humanen IRS (5.1.4). In Ubereinstim-
mung dazu zeigt die mMRNA-Expressionsanalyse der humanen Biopsien des in den Diffe-
renzierungsprozess zu Th1i-Zellen involvierten Transkriptionsfaktors TBX-21 keine kon-
stanten Assoziationen der Mittelwerte mit dem Auftreten eines IRS (5.2.6.3). So werden in
einigen Proben neben unspezifischen Schmelztemperaturen in der RT-PCR keine spe-
zifischen Peaks an dem der TBX-21-entsprechenden Schmelztemperatur angezeigt
(5.2.6.3). Das spricht daflir, dass TBX-21 in vielen Proben vermutlich gar nicht exprimiert
wird und somit Th1-Zellen im Rahmen des humanen IRS keine entscheidende Rolle
spielen.

Um den Einfluss des Hirntods auf inflammatorische Veranderungen und auf die Verstar-
kung eines IRS des Spendertransplantats zu untersuchen, wurden in einer Studie Biop-
sien unmittelbar vor der Spenderlaparotomie, vor Perfusion, vor Reperfusion und eine
Stunde nach Reperfusion untersucht.*® Dabei zeigte sich, dass trotz einer konsistenten
Erhéhung von IFN-y bei hirntoten Spendern im Vergleich zu Lebendspendern lediglich in
der Biopsie im Rahmen der Laparotomie die mRNA-Expression statistisch signifikant
erhoht war,* was die Daten der hiesigen Arbeit unterstreicht, dass Th1-Zellen wahr-
scheinlich nicht signifikant in den Pathomechanismus des IRS mit involviert sind.
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Der Transkriptionsfaktor RORc und der TCRy-Genlokus

Tatsachlich zeigt die detaillierte mMRNA-Genexpressionsanalyse dieser Arbeit, dass beim
IRS in den Biopsien vor und nach Reperfusion im Vergleich zu Patienten ohne IRS héhe-
re RORc-Expressionslevel in der IRS-Gruppe zu verzeichnen sind (5.2.6.3). Jedoch
scheint in der 2nd-Look-Biopsie, das hei3t 1—2 Tage nach Transplantation, die hohe
RORc-Expression bezlglich des IRS keine Rolle mehr zu spielen (5.2.6.3). Fur die Ge-
genuberstellung der Patienten mit marginalem und nicht marginalem Transplantat erge-
ben sich ebenso in der Biopsie vor und nach Reperfusion héhere RORc-mRNA-Expres-
sionslevel zugunsten der Patienten mit marginalem Transplantat (5.2.6.3). Das bedeutet,
dass der IRS und die Marginalitat der Organe mit einer erhéhten RORc-mRNA-Expres-
sion sowohl im ischdmisch vorgeschadigten Organ als auch in der reperfundierten Leber
einhergehen. Diese Ergebnisse sind somit ein Hinweis darauf, dass die im Tiermodell
24 Stunden nach Reperfusion detektierten RORyt-abhangigen yd- und DN-T-Zellen auch
im humanen Setting der ischdmie-reperfusionsbedingten Leberschadigung eine Funktion
einnehmen.

Der Transkriptionsfaktor RORyt ist im Zusammenhang mit hepatischen Stérungen be-
reits bekannt. So wurde interessanterweise fir RORyt neben RORa gezeigt, dass diese
im Zusammenhang mit einem akut-auf-chronischen Hepatitis-B-Leberversagen hochge-
regelt waren.?®? Dazu wurden genexpressionstechnisch periphere mononukledre Zellen
untersucht, wobei die Frequenz peripherer Th17-Zellen in Patienten mit Leberversagen
signifikant erhéht war im Vergleich zu Patienten mit chronischer Hepatitis B oder Kontrol-
len.2%

Im Hinblick auf die Analyse des TCRy-Genlokus mit der Frage nach einer Beteiligung
von y&-T-Zellen am hepatischen IRS und der Marginalitat von Organen ergeben sich
tatsachlich in der Biopsie nach Reperfusion statistisch signifikante Unterschiede in Rich-
tung einer erhéhten mRNA-Expression bei Patienten mit IRS (5.2.6.3). Paradoxerweise
zeigt die GegenUlberstellung der Patienten mit marginalem und nicht marginalem Trans-
plantat, dass eher nicht marginale Transplantate im Mittel eine h6here Expression auf-
weisen im Vergleich zu marginalen Transplantaten (5.2.6.3). Dennoch zeigt die isolierte
Analyse der Patienten mit marginalem Transplantat, dass Transplantate mit zusatzli-
chem IRS deutlich héhere Expressionslevel prasentieren als Transplantate ohne IRS
(5.2.6.3).
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Die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse deuten auf eine Beteiligung TBX-21"-
RORc*TCRy*CD3*-T-Zellen am IRS hin

In Anlehnung an die Resultate des partiellen warmen IRS im Tiermodell spielen mdgli-
cherweise die im Tiermodell detektierten Faktoren gleichermaBen im Setting des huma-
nen transplantationsassoziierten IRS eine entscheidende Rolle. Dabei wird angenom-
men, dass in der friihen Phase des IRS proinflammatorische Mediatoren, wie TNF-a von
Kupfferzellen,'®'% freigesetzt werden. TNF-a leitet neben anderen Mediatoren die sub-
akute Phase ein, indem die Produktion und Freisetzung von CXC-Chemokinen,®® wie
CXCL-1, stimuliert wird, was zu einer Akkumulation neutrophiler Granulozyten mit der
Folge einer Leberschadigung fiihrt''®. Das spezifische Immunsystem ist in Form von
CD3*-T-Zellen beteiligt. Dabei wird insbesondere mit der hohen mRNA-Expression des
Transkriptionsfaktors RORc sowie der signifikant hdheren TCRy-Expression ein wichti-
ger Schritt in Richtung einer weiterfihrenden Differenzierung der beteiligten T-Zellsub-
populationen vollzogen. Damit kann angenommen werden, dass TBX-21'RORc*TCRy"*-
CD3*-T-Zellen in der Pathophysiologie des humanen IRS im Rahmen der orthotopen

LTx eine entscheidende Rolle spielen.

6.2.7 yd-T-Zellen im Kontext anderer Erkrankungen

Bedeutenderweise werden y&-T-Zellen in der Literatur bereits in einer Vielzahl von Arbei-
ten im Zusammenhang mit Erkrankungen, wie beispielsweise entzindlichen Verande-
rungen, erwahnt. yd-T-Zellen wurden bereits mit Hirnldsionen bei multipler Sklerose in

#%3 und im Liquor eines Patienten mit subakuter sklerosierender

Zusammenhang gebracht
Panenzephalitis nachgewiesen, wobei die TCRy-Klone CD3*, CD4" und CD8 waren®*.
Eine weitere Studie offenbarte, dass IL-17-produzierende yd-T-Zellen bei Patienten mit
aktiver Lungentuberkulose erhdht waren.?*® Im Bereich der Hamatoonkologie analysierte
eine Studie CD4'CD8-yd-T-Zellen im peripheren Blut von allogenen Knochenmarksemp-
fangern.?®® Das Ergebnis zeigte, dass CD4 CD8-y3-T-Zellen in den ersten 4 Wochen
nach Transplantation bei Patienten erhdht waren, die hdmatopoetische Wachstumsfakto-
ren bekommen hatten, und 3—12 Monate nach Transplantation bei Patienten mit chroni-
scher Graft-versus-host-disease deutlich vermindert waren.?®

Auch in Bezug auf Lebererkrankungen wurden yo-T-Zellen bereits erwahnt. So fand eine
Studie heraus, dass die Proportion von yd-T-Zellen in Blutproben von Patienten mit He-
patitis-B-assoziiertem, akut-auf-chronischem Leberversagen viel niedriger war als in

Proben von Patienten mit chronischer Hepatitis-B-Virusinfektion oder gesunden Kontrol-
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len.?” Dabei produzierten y3-T-Zellen nach Stimulation mit PMA und lonomycin bei Pa-
tienten mit Hepatitis-B-assoziiertem, akut-auf-chronischem Leberversagen die gréfBte
Menge an TNF-a oder IL-17 im Vergleich dieser drei Gruppen.?®” Damit wird angenom-
men, dass yd-T-Zellen beim Hepatitis-B-assoziierten, akut-auf-chronischen Leberversa-
gen involviert sind durch die Produktion erhéhter Mengen inflammatorischer Zytokine
und oder durch zytotoxische Fahigkeiten.?®” Folglich spielen die im Tiermodell dieser
Arbeit abgebildeten IL-17-produzierenden yd-T-Zellen auch im Rahmen virusassoziierter
Leberversagen im menschlichen Organismus eine wichtige Rolle.

Untersuchungen des Migrationsverhaltens deuten auf eine hohe Migrationskapazi-
tat von y5-T-Zellen hin

Interessanterweise existieren auch Arbeiten zum Migrationsverhalten von T-Zellen im
Zusammenhang mit der LTx. So widmete sich eine prospektive Studie den Lymphozy-
tensubpopulationen, um die Persistenz und Migration der Spenderleukozyten zu unter-
suchen.?® Das Ergebnis dieser Arbeit zeigte, dass vor Transplantation aB-T-Zellen mit
94 % haufiger im peripheren Spenderblut auftraten im Vergleich zur Leber mit 75,5 %.2%®
Dahingegen waren yd-T-Zellen mit 24,5 % vor allem in der Leber lokalisiert im Vergleich
zum peripheren Spenderblut mit nur 6 %.2°® Im peripheren Empféangerblut blieben aB-T-
Zellen im Vergleich der Proben vor und 2 Stunden nach Reperfusion mit 87 % versus
92 % und yd-T-Zellen mit 13 % versus 8 % relativ unverandert.>*® Wahrend jedoch ap-T-
Zellen in der Leber im Vergleich vor Reperfusion und nach Transplantation mit 75,5 %
versus 81,5 % dazu tendierten zuzunehmen, nahmen y&-T-Zellen in der Leber von
24,5 % auf 18,5 % ab, wobei das Signifikanzniveau mit einem p-Wert von jeweils 0,09
aber nicht erreicht wurde.?*® Damit wurde die Hypothese aufgestellt, dass die Abnahme
der yd-T-Zellen sowohl im peripheren Blut als auch in der Leber auf einen Mechanismus
der Rezirkulation von yd-T-Zellen und der Abwanderung in andere lymphatische Organe
hindeutet.?*® Diese Daten implementieren, dass die Anzahl von y3-T-Zellen nach Reper-
fusion in der Leber abnimmt, ohne jedoch eine Differenzierung in Transplantate mit be-
ziehungsweise ohne histopathologischen IRS vorzunehmen. Diese Hypothese erklart
jedoch die Ergebnisse der hiesigen Dissertation. Denn ydTCR-gefarbte Zellen der Le-
berstanzbiopsien waren 2 Stunden nach Reperfusion nur in einer spéarlichen Anzahl
nachweisbar, sodass eine Quantifizierung dieser nicht sinnvoll war (5.2.5.2).

Eine weitere Studie untersuchte T-Zellen auf deren transendotheliale Migrationskapazitat
hin.?*° Diesbeziglich wiesen CD4-T-Zellen eine gréBere Kapazitit auf gegenilber CD4"-
T-Zellen, wahrend ydTCR*-T-Zellen die groBte migratorische Kapazitat zeigten, womit
ein Eingriff in inflammatorische Prozesse, durch den Vorzug der intrinsischen Fahigkeit
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(iber das Endothel zu migrieren, mdglich ist.*® Damit kann die Hypothese formuliert wer-
den, dass yo-T-Zellen bei der Inflammation im Rahmen eines transplantationsbedingten
IRS in die Leber migrieren, wobei eine signifikante Infiltration zu einem spateren Zeit-
punkt als 2 Stunden nach Reperfusion stattfindet.

Untergruppierung der y5-T-Zellen entsprechend deren Zytokinmuster

Eine sehr aufschlussreiche klinische Studie lieferte die Arbeitsgruppe um Caccamo et
al.?**® mit vielen Parallelen beziiglich der dort beteiligten humanen Zellen zur hiesigen
Zellpopulation des tierexperimentellen IRS. Diese Arbeitsgruppe analysierte periphere
mononukleare Blutzellen und die zerebrospinale Flissigkeit von Kindern mit bakterieller
Meningitis sowie Kontrollen mit nichtinflammatorischen neurologischen Erkrankungen.?*°
Interessanterweise wurde dabei eine weitere Untergruppierung der yd-T-Zellen entspre-
chend dem Zytokinmuster in yd1-, y52- und y517-T-Zellen vorgenommen.?®" Dabei kén-
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nen sich, analog zu den aB-T-Zellen, yd-T-Zellen in IFN-y (y&1)-, IL-4 (y52)
IL-17A (yd17)-produzierende Zellen®®® differenzieren. Ahnlich CD4*-T-Zellen, bei denen
eine Fulle spezialisierter Subsets die Empfangerreaktion affektiert, kbnnen yd-T-Zellen
ohne Weiteres und rasch verschiedene Th1-, Th2-, Th17-, Th-follikulare- und T-regula-
torisch-&hnliche Effektorfunktionen Ubernehmen, darauf hindeutend, dass diese tiefgrei-

fend zellvermittelte und humorale Immunreaktionen beeinflussen.?®

TGF-B, IL-1B, IL-6, und IL-23 als IL-17-polarisierende Bedingung fiir eine hohe Ex-
pression von RORc

In gesunden Erwachsenen exprimiert das hauptsachlich im Blut vorkommende y&-T-Zell-
subset den Vy9V52-TCR und zeichnet sich durch pleiotrope Merkmale aus.?**?**?% Die
Arbeitsgruppe um Caccamo et al. konnte zeigen, dass die Haufigkeit zirkulierender
IL-17*-Vy9Vo2-T-Zellen in allen Patienten mit bakterieller Meningitis signifikant erhéht
war im Vergleich zu den Kontrollen, wobei dieses Muster nach einer erfolgreichen anti-
bakteriellen Therapie aufgehoben wurde.?® Caccamo et al. fanden kaum IL-17-
produzierende Zellen unter den Vy9Vd2-T-Zellen im peripheren Blut gesunder Proban-
den auf kurzfristige Stimulation mit Antigen hin, wobei diese bei bakterieller Meningitis
dann signifikant erhdht waren.?®® Zudem demonstrierte diese Arbeitsgruppe mittels Ana-
lyse humaner Zellkulturen, dass die Kokultur naiver Vy9Vd2-T-Zellen mit Phosphoanti-
genen und den Zytokinen IL-1B, TGF-B, IL-6 und IL-23 zu einer selektiven Expression
des Transkriptionsfaktors RORyt und einer Polarisierung in Richtung einer IL-17-
Produktion fiihrte.?®® So zeigte die Kultur naiver Vy9Vd2-T-Zellen unter IL-17-polarisier-

ten Bedingungen mit IL-18, TGF-B, IL-6 und IL-23 eine hohe Expression von RORc, wo-
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hingegen die Expression von TBX-21 nur leicht oder gar nicht induziert wurde.?®® Eine
andere Studie untersuchte den Effekt von IL-23 auf neonatale Vy9V&2-T-Zellen, stimu-
liert via deren TCR, mit dem Ergebnis, dass neonatales IL-23, abgeleitet von dendriti-
schen Zellen, die Generierung von Vy9Vd2-T-Zellen férderte, ausgestattet mit einer Rei-
he an zytotoxischen Mediatoren und verschiedenen IFN-y- und IL-17-produzierenden
Subpopulationen.?®” Die Arbeitsgruppe um Eggenhofer et al. konnte im Rahmen des par-
tiellen warmen IRS im Tiermodell demonstrieren, dass eine hohe Expression von IL-13
und IL-23 in Tieren mit induziertem IRS besteht.'®® Des Weiteren wurden IL-17 und IL-23
im Zusammenhang mit der akuten AbstoBungsreaktion nach LTx erwahnt und wurden

268 womit diese Zyto-

mit einer Beteiligung von Th17-Zellen in Zusammenhang gebracht,
kine im Rahmen der Differenzierung von T-Zellen in IL-17-produzierende Effektorzellen

nicht nur beim IRS eine Rolle spielen.

Untergeordnete Rolle von IFN-y im Rahmen der Differenzierung zu y517-T-Zellen

Eine weitere Ubereinstimmung ergibt sich in Bezug auf die Tatsache, dass IFN-y-produ-
zierende Zellen, wie beispielsweise Th1-Zellen, keine Rolle im Rahmen des IRS im
Tiermodell spielen (5.1.4). So teilte auch die Arbeitsgruppe um Caccamo et al. die An-
sicht, dass die Differenzierung zu yd17-T-Zellen auf hohen Level der RORc- und Aryl-
Hydrocarbon-Rezeptor-Expression beruht gegentiber einem niedrigen Level der T-bet-
Expression in diesen Zellen.?®® T-bet stellt den Th1-Transkriptionsfaktor dar, der im hu-
manen Setting TBX-21 entspricht, flr den sich in der hiesigen humanen Analyse keine
wegweisenden Ergebnisse in Richtung eines Zusammenhangs mit dem IRS ergeben
(5.2.6.3). Analog der Rolle des Transkriptionsfaktors RORyt beim IRS im Tiermodell (5.1.3)
und auch der wahrscheinlichen Beteiligung im Rahmen des transplantationsassoziierten
humanen IRS (5.2.6.3) zeigt sich eine Beteiligung von RORc somit auch im Setting der

bakteriellen Meningitis®®°.

Bedeutung der CD27-Negativitat der y3-T-Zellen und der TCR-Bindung

Weitere Analysen von Caccamo et al. ergaben, dass IL-17"-Vy9Vd2-T-Zellen einen pra-
dominierenden, terminal differenzierten CD27 CD45RA*-Phanotyp haben.?*® Die Arbeits-
gruppe um Ribot et al. zeigte mittels der Analyse im Tiermodell, dass die meisten y&-T-
Zellen das TNF-Rezeptor-Familienmitglied CD27 exprimieren und IFN-y produzieren,
wohingegen die IL-17-Produktion auf CD27-y3-T-Zellen beschrankt ist.?*®

Im Mausexperiment von Sutton et al. konnte gezeigt werden, dass yd-T-Zellen IL-23R
und den Transkriptionsfaktor RORyt exprimieren und IL-17, IL-21 und IL-22 als Reaktion
auf IL-1B und IL-23 ohne TCR-Bindung produzieren.'* Im Gegensatz zu dieser Studie
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fand die Arbeitsgruppe um Caccamo et al. aber heraus, dass die TCR-Bindung fir die
Differenzierung humaner IL-17*-Vy9V&2-T-Zellen notwendig ist.?® Somit scheinen be-
zlglich der TCR-Bindung Unterschiede im Tierexperiment und im humanen Setting zu
bestehen. Folglich ist die Entschllisselung der relativen Funktionen der Zytokine und der
TCR-abhangigen oder TCR-unabhangigen Aktivierung humaner IL-17"-Vy9V52-T-Zellen
und deren Rolle in protektiven Immunreaktionen oder -pathologien eine gro3e Heraus-
forderung fiir deren potenziellen Nutzen im klinischen Setting.?*°

Zusammenfassend existieren also einige Parallelen der detektierten T-Zellen der bakte-

riellen Meningitis im menschlichen Organismus®®

zu den T-Zellen der hiesigen IRS-
Erforschung in Bezug auf den ydTCR, die IL-17-Produktion, den Transkriptionsfaktor
RORvt, die Zytokine IL-1B und IL-23 sowie die CD27-Negativitat (5.1.4). Diese Tatsache
demonstriert, dass die im Tiermodell detektierten Zellen auch im menschlichen Organis-
mus existieren und mdglicherweise eine Rolle im Rahmen von Entziindungsprozessen,
wie zum Beispiel dem IRS bei der humanen orthotopen LTx, spielen.

Diese Dissertationsschrift demonstriert in einem Tiermodell des partiellen warmen IRS,
dass CD4'CD8 CD3*-T-Zellen und unkonventionelle IFN-y'NK1.1°CD27 CD3"-yd-T-Zellen
in Abhangigkeit des Transkriptionsfaktors RORyt ber einen IL-17A-bedingten Mecha-
nismus den IRS vorantreiben (5.1.4). In Anlehnung daran zeigen die Ergebnisse des IRS
im humanen Setting eine Uberexpression von CD3, RORc und TCRy, wobei TCRy bei
Patienten mit IRS im Mittel nach Reperfusion sogar signifikant héher ist im Vergleich zu
Patienten ohne IRS (5.2.6.3). Dabei scheint TBX-21 keine Rolle zu spielen (5.2.6.3). Diese
Forschung zeigt als Erste, dass der histopathologische IRS bei der humanen LTx mit
erhdhten Expressionslevel fir CD3, TCRy und RORc bereits 2 Stunden nach Reperfusi-
on einhergeht. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass transplantatinfiltrierende IRS-
vermittelnde CD3*-T-Zellen héchstwahrscheinlich vielmehr unkonventionelle RORc*-yd-
T-Zellen sind als konventionelle CD4*-Th1-Zellen. Ferner kann eine starke Tendenz zu
héheren Expressionslevel IRS-bezogener Zytokine und Chemokine, wie TNF-a und
CXCL-1, der humanen IRS-Proben im Vergleich zu Proben mit abwesendem IRS ver-
zeichnet werden, wobei CXCL-1 in der Biopsie vor Reperfusion bei Patienten mit IRS
sogar signifikant erhdht ist (5.2.6.2). Uberraschenderweise offenbart die detaillierte Ex-
pressionsanalyse, dass das Th1-bezogene Schlisselmolekil TBX-21 in IRS-Patienten
im Vergleich zu Nicht-IRS-Patienten nicht unterschiedlich exprimiert wird (5.2.6.3). Dabei
wird TBX-21 in den meisten LTx-Proben nicht in relevanten Mengen exprimiert, was das
Argument gegen die These unterstltzt, dass TBX-21"CD4*-Th1-Zellen eine Rolle bei
dem akuten IRS nachfolgend der humanen LTx spielen. Dieses Argument steht Studien
gegenlber, die implizieren, dass STAT-4"-Th1-Zellen die Schlissel-T-Zelluntergruppe
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darstellen,'’ die verantwortlich fiir die Initierung und Verstarkung des hepatischen IRS
mittels TIM-vermittelter T-Zell-Kupfferzell-Interkationen'® und Freisetzung von IFN-y'®
sind. Stattdessen wird im Rahmen dieser Dissertationsschrift gezeigt, dass der Th17-
kennzeichnende Transkriptionsfaktor RORc neben dem TCRy-Genlokus, der die y-Kette
des ydTCR kodiert, in LTx-Biopsien von IRS-Patienten nach Reperfusion Uberexprimiert
wird, was darauf hindeutet, dass TBX-21"/RORc*TCRy*CD3*-T-Zellen die Haupteffektor-
zellen bei dem IRS im Rahmen der humanen LTx darstellen.

Problematisch ist bei der Vergleichbarkeit der Ergebnisse des Tiermodells mit denen der
humanen Proben, dass im Mausmodell die ischamische Phase konstant 90 Minuten bet-
rug und der Zeitpunkt 24 Stunden nach Reperfusion betrachtet wurde. Dahingegen ist
der Zeitraum der ischdmischen Phase im humanen Setting variabel. Uberdies wurde im
Rahmen der klinischen Studie die zweite Biopsie bereits etwa 2 Stunden nach Reperfu-
sion entnommen und damit ein deutlich friherer Zeitpunkt nach Reperfusion untersucht
als im Tiermodell. Auf der anderen Seite kdnnten damit die haufig nur tendenziell veran-
derten und nicht signifikanten Ergebnisse der mRNA-Expressionsanalyse dahingehend
erklart werden, dass der Zeitpunkt der Entnahme der zweiten Biopsie zu frih ist, um sig-
nifikante Unterschiede zu detektieren. Diesbeziglich kdnnten die 2nd-Look-Biopsien he-
rangezogen werden, die aber zum einen mit dem Entnahmezeitraum von 1-2 Tagen
nach Transplantation schon zu spéat sein kénnten, um die akute Zellinfiltration zu detek-
tieren. Zum anderen besteht die Problematik darin, dass nicht von allen Patienten 2nd-
Look-Biopsien entnommen und untersucht wurden und dadurch die Vergleichbarkeit
aufgrund der geringen Probenanzahl eingeschrankt ist. Generell bedarf es zudem einer
Betrachtung einer gréBeren Menge an Patienten, um gegebenenfalls signifikante Unter-
schiede feststellen zu kdnnen. In Bezug auf die vermutlich fehlende Beteiligung CD4*-T-
Zellen am IRS kdnnten weitere Analysen angeschlossen werden, die speziell den Ober-
flachenrezeptor CD4 und das Zytokin IFN-y in humanen Proben untersuchen. AuBerdem
wurde bei der Analyse der humanen Proben auch die Rolle der im Tiermodell untersuch-
ten Faktoren NK1.1, CD8, CD27 und IL-17 auBen vor gelassen. Die Analyse dieser Fak-
toren kénnte fir die weitere Differenzierung der TBX-21"/RORc*TCRy'CD3*-T-Zellen im

humanen Setting angeschlossen werden.
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6.3 Ausblick

Da eine Vielfalt an Faktoren die IRS-Entstehung beeinflusst, existieren verschiedenste
Ansatze potenzieller therapeutischer Mdglichkeiten. Beispielsweise kann die Korrektur
von Elektrolytstérungen des Spenders als Ansatzpunkt einer verbesserten Transplantat-
funktion dienen. Die hiesigen Ergebnisse zeigen, dass hohe Spendernatriumwerte signi-
fikant mit einer hohen IRS-Pravalenz assoziiert sind (5.2.2.3). Diesbezlglich ergab eine
Pilotstudie an der Universitat von Kalifornien einen protektiven Effekt der Infusion 5%iger
Dextrose in Wasser Uber die Vena mesenterica inferior der Spender, die Natriumspiegel
iiber 160 mmol/l aufwiesen, um das Serumnatrium auf unter 155 mmol/l zu reduzieren.’
In den 17 Spendern, die diese Infusion zur Reduktion der Hypernatridmie bekamen, tra-
ten keine verspateten und priméaren Nichtfunktionen auf im Vergleich zu einer histori-
schen Kontrollgruppe, die eine 60%ige Inzidenz verspateter und primarer Nichtfunktio-
nen zeigte.” Daneben werden vor allem auch immunmodulierende Therapieansétze
verfolgt. Ein potenzieller Nutzen kdnnte dabei beispielsweise aus der Spenderbehand-
lung mit Katecholaminen resultieren, von denen angenommen wird, dass sie einen mo-
dulierenden Effekt auf inflammatorische Reaktionen des Immunsystems ausiiben®? %22,
In tierexperimentellen und humanen Studien wird zudem nicht nur der Versuch unter-
nommen, die Einflisse von Prostaglandinen, Zytokinen sowie weiteren Faktoren des
angeborenen und erworbenen Immunsystems zu verdndern, sondern auch durch den
Einsatz immunsuppressiver Strategien einen therapeutischen Effekt auf den IRS zu er-

zielen.
Modulation des Immunsystems

Im Tierversuch zeigte niedrigdosiertes TNF-a paradoxerweise einen protektiven Effekt
gegentber dem IRS, der damit begriindet wird, dass durch die exogene Zufuhr von
TNF-a die TNF-a-Freisetzung wahrend des IRS vermindert wird, was dann in einer Re-
duktion von oxidativem Stress und entziindlichen Vorgangen resultiert.?®® Ferner hem-
men TNF-a-AntikOrper die Leberregeneration im Rahmen der partiellen Hepatektomie,
was darauf hindeutet, dass TNF-a die Leberregeneration unter diesen Bedingungen for-
dert.?”° Es bestehen Hinweise darauf, dass der PAF als Schliisselmediator der Induktion
von Zytokinen, wie TNF-a und CINC, fungiert und damit neutrophile Granulozyten akti-
viert.""” Der PAF wird von Thrombozyten,?”" Kupfferzellen®’, neutrophilen Granulozy-

2”1 und Endothelzellen®” freigesetzt. Im Tiermodell wurde ein protektiver Effekt von

274

ten

PAF-Antagonisten mit einer geringeren Infiltration neutrophiler Granulozyten gezeigt.
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Ebenso wurden bereits im Rahmen klinischer Studien durch den Einsatz von Prostaglan-
dinen Erfolge erzielt. Wahrend Prostaglandin-E; in klinischen Studien zur Therapie der
primaren Nichtfunktion in 80 % der Falle ein Transplantatiberleben herbeifthrte im Ver-
gleich zu den 17 % der unbehandelten Gruppe,?” zeigten andere Studien keinen Effekt
auf die primare Nichtfunktion, jedoch signifikant kiirzere intensivmedizinische Aufenthal-
te®’®#’’ Interessanterweise zeigte eine prospektive Studie, die Spender mit Prostaglan-
din-lI> (Epoprostenol) vor der kalten Perfusion behandelte, eine Reduktion des IRS und
der Lebertransaminasen.?”®

Das Komplementsystem als Teil des angeborenen Immunsystems hat unter anderem die
Aufgabe Leukozyten zu rekrutieren und zu aktivieren.>” Im Rahmen der klassischen Akti-
vierung der Komplementkaskade durch Antigen-Antikbrper-Komplexe kommt es zur
Formation eines Membranangriffkomplexes, der den nachfolgenden Zelltod herbeifiihrt.’
Im Tierversuch konnten durch die Inhibition des Komplementsystems eine Verbesserung
der Mikrozirkulation, eine Reduktion der Akkumulation neutrophiler Granulozyten und der
Kupfferzellaktivierung sowie ein verminderter Parenchymschaden erreicht werden.?”
Des Weiteren konnten im Tierversuch die Kupfferzellen dahingehend beeinflusst werden,
dass Gadoliniumchlorid die Kupfferzellfunktion inhibiert und den Sinusendothelzellscha-
den vermindert.?® In einem weiteren Tierversuch wurde sogar der Einfluss der Spender-
vorbehandlung mit Gadoliniumchlorid auf die LTx untersucht, mit dem Ergebnis einer
Reduktion des IRS, gemessen an histologischen Parametern, GPT-Spiegeln und der
Blutzirkulation.?®'

Die Infiltration von Immunzellen des erworbenen Immunsystems nimmt eine entschei-
dende Rolle in der Pathogenese des IRS ein und wird unter anderem durch Adhéasions-
molekile vermittelt. Das LFA-1 wird als CD11a/CD18-Heterodimer auf der Oberflache
von Lymphozyten und Monozyten exprimiert und vermittelt die Leukozytenadhésion
durch Bindung an ICAM-1 und ICAM-2 auf der konjugierenden Zelle.?®*%%* |CAM-1 wird
auf Kupfferzellen, Sinusendothelzellen und Hepatozyten exprimiert.?®* Interessanterwei-
se korrelierte die ICAM-1-Expression mit dem Ausmal3 des Postreperfusionsschadens,
gemessen an histologischen Veranderungen.?® In einer tierexperimentellen Studie wur-
de der histologische Leberschaden durch Einsatz monoklonaler Antikdrper gegen
ICAM-1 vermindert.?®® Ferner demonstrierte eine weitere Studie bei Einsatz von Antikér-
pern gegen ICAM-1 und LFA-1 eine bessere Uberlebensrate als bei alleinigem Einsatz
von Antikérpern gegen ICAM-1.2%
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Einsatz von Immunsuppressiva und Digoxin als potenzielles Therapeutikum

Immunsuppressiva kommen nicht nur zur Pravention von AbstoBungsreaktionen zum
Einsatz, sondern werden zunehmend auch im Hinblick auf einen IRS bewertet. Yamashi-
ta et al. setzten im Rahmen einer prospektiven randomisierten Studie die préoperative
intravendse Applikation von 500 mg Methylprednisolon ein.?®® Dabei zeigte sich eine Re-
duktion inflammatorischer Zytokine, wie IL-6, eine Reduktion von C-reaktivem Protein,
eine Erhdhung antiinflammatorischer Zytokine, wie IL-10, und eine Préavention vor post-
operativen Bilirubinerhdhungen.?®® Auch Kotsch et al. demonstrierten in einer prospekti-
ven randomisierten Studie durch die Spenderbehandlung mit Methylprednisolon bei-
spielsweise eine Reduktion von IL-2, IL-6, TNF-a, ICAM-1 und MHC-II, resultierend in
einem verminderten IRS und einer geringeren Inzidenz akuter AbstoBungsreaktionen.?**
Initial dachte man, dass der Calcineurininhibitor Tacrolimus eine konservierende Funkti-
on neben seiner hauptsachlich immunsuppressiven Funktion einnehmen kénnte.'*® Denn
Tacrolimus verbessert die Mikrozirkulation®® und vermindert zellulares Calcium®®. Die
Spullung der humanen Leber mit Tacrolimus vor der Transplantation zeigte eine bessere
frihe Transplantatfunktion und einen verminderten hepatozelluldren Schaden nach Re-
perfusion.?' Allerdings detektierte eine randomisierte kontrollierte Studie bei intrahepati-
scher Applikation von Tacrolimus keine Reduktion der Lebertransaminasen innerhalb der
ersten Woche nach Transplantation im Vergleich zur Placebogruppe.?® In einer prospek-
tiven multizentrischen Studie zur Behandlung des IRS in marginalen Organen wurde ei-
ne zunédchst vielversprechende Ex-vivo-Tacrolimusperfusion von ECD-Lebern ver-
sucht,?® die jedoch die postoperativen GPT-Spiegel im Vergleich zu Kontrollen nicht
reduzierte und sogar die GOT-Spiegel erhdéhte, womit eine Tacrolimusperfusion von
ECD-Lebern nicht geeignet ist***.

FTY720, auch als Fingolimod bezeichnet, ist ein neuer Immunmodulator, der bei einer

d®*® und dessen Wirksamkeit auf

Vielzahl solider Organtransplantationen eingesetzt wir
einer Sequestration peripherer T-Lymphozyten in sekundar lymphatische Organe be-
ruht®®*. Im Tiermodell verbesserte FTY720 biochemische und histologische Parameter
des IRS und sorgte fir ein verlangertes Uberleben.?®” Daneben stellt Sotrastaurin ein
neues Immunsuppressivum dar, das gezielt die Pan-Protein-Kinase-C inhibiert und damit
die friihe T-Zellaktivierung via Calcineurin-unabhingigem Signalweg verhindert.?®® In
einem tierexperimentellen Modell der orthotopen LTx zeigten sich bei Einsatz von Sotra-
staurin ein verbessertes Uberleben, ein verminderter hepatozellulérer Schaden und ver-

besserte histologische Merkmale.**®
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Die Arbeitsgruppe um Eggenhofer et al. machte die Entdeckung, dass RORyt-abhangige
y®6- und DN-T-Zellen die hauptsachlichen IL-17-produzierenden Effektorzellen des IRS
im Tiermodell darstellen.'®® Der dort demonstrierte, erfolgreiche Einsatz des kardialen
Glykosids Digoxin,' das an die ligandenbindende Domane von RORyt andockt, wo-

durch dessen Aktivitdt gehemmt wird®'*

, stellt eine potenzielle therapeutische Interventi-
on des humanen IRS im Rahmen der LTx dar. Da Digoxin in hohen Konzentrationen far
menschliche Zellen toxisch ist, kénnte die therapeutische Verwendung nicht toxischer,
synthetischer Derivate, von denen gezeigt wurde, dass sie humane CD4"-Th17-Zellen

hemmen,?'

eine mdgliche therapeutische Option darstellen, um unkonventionelle
IL-17A-produzierende RORyt*-T-Zellen beim IRS zu beeinflussen. Es kdnnte alternativ
ein therapeutischer Ansatz auf ein kurzes perioperatives Zeitfenster der Behandlung re-
duziert werden, um die medikamentenbezogenen Nebenwirkungen zu vermindern. Dar-
Uber hinaus konnten basierend auf den Ergebnissen dieser Dissertation bereits weitere
Erkenntnisse getroffen werden. So zeigten RORyt", IL-22-produzierende NKp46*-Zellen
einen protektiven Effekt auf den IRS in Mausen.*® Méglicherweise dienen diese Zellen
dazu, die proinflammatorischen Effekte der unkonventionellen, IL-17-produzierenden
RORyt*-Zellen zu kompensieren.®*

Zusammenfassend besteht eine Vielfalt an Therapieansatzen, den Pathomechanismus
des hepatischen IRS zu beeinflussen. Haufig sind die zugrunde liegenden Mechanismen
zwar im Tiermodell untersucht, jedoch fehlt die klinische Evidenz, diese Ansatze stan-
dardisiert in der humanen Transplantationsmedizin einzusetzen. Auf der anderen Seite
wird mit wachsendem Know-how im Hinblick auf den tierexperimentellen und humanen,
hepatischen IRS die Durchfihrung klinischer Studien zunehmend mdglich. Gleichwohl
hofft man darauf, dass durch das Verstandnis des Mechanismus des friihen IRS eine
spezifischere Therapie verantwortlicher Zellpopulationen mit weniger begleitenden Ne-
benwirkungen ermdglicht wird. Von diesem Ansatz kénnten Empfanger von Lebertrans-
plantaten genauso wie Patienten mit IRS in anderen Organen oder Geweben profitieren.



7 Zusammenfassung

In dieser Dissertationsschrift wird die Rolle der im Mausmodell identifizierten T-Zellsub-
populationen im Rahmen des frihen IRS bei der humanen orthotopen LTx erforscht. Da-
bei werden auch die Kriterien der Marginalitdt im Zusammenhang mit dem IRS analy-
siert.

Die fachkundige histopathologische Befundung der Leberstanzbiopsien, die von 46 Pa-
tienten vor und etwa 2 Stunden nach Reperfusion entnommen wurden, ergibt, dass in
63 % der Falle ein friher IRS bereits 2 Stunden nach Reperfusion vorliegt. AuBerdem
wurde entsprechend den von Eurotransplant definierten Kriterien in etwa 54 % der Félle
ein marginales Transplantat alloziert. Diesbeziglich entwickeln Transplantate von Spen-
dern mit hohem BMI, Uber 30%iger hepatischer Steatose sowie hohem Serumnatrium
signifikant haufiger einen IRS. Damit stellt der IRS vor dem Hintergrund des vorherr-
schenden Organmangels mit der Folge einer vermehrten Allokation marginaler Organe
ein zentrales Problem dar. In Anlehnung daran versterben Empfanger mit marginalem
Organ signifikant haufiger und weisen signifikant schlechtere Uberlebenswahrscheinlich-
keiten auf im Gegensatz zu Patienten mit nicht marginalem Transplantat. Zudem treten
AbstoBungsreaktionen und Re-LTx gehdauft in der Gruppe der Patienten mit IRS auf.
Interessanterweise weisen Patienten mit marginalem Lebertransplantat bei zusétzlicher
Entwicklung eines IRS deutlich schlechtere Uberlebensraten auf als Patienten ohne IRS.
Demnach betragt die 1-Jahresuberlebensrate innerhalb der Gruppe der Patienten mit
marginalem Transplantat bei abwesendem IRS 75 % im Vergleich zu 51 % bei Vorhan-
densein eines IRS. Demgegenlber spielt es innerhalb der Gruppe der Patienten mit
nicht marginalem Transplantat fiir das Uberleben kaum eine Rolle, ob ein IRS an- oder
abwesend ist. Des Weiteren ergibt die Analyse der Spenderkriterien, dass méannliche
Spenderorgane signifikant haufiger einen IRS entwickeln und der IRS mit einer signifi-
kant erhéhten y-GT und Glucose sowie erniedrigter CKMB des Spenders einhergeht. Im
Hinblick auf das Empfangerprofil zeigt sich, dass Patienten, die zuvor mittels Nierener-
satzverfahren behandelt wurden, signifikant haufiger einen IRS entwickeln. AuBerdem
manifestiert sich der IRS bereits friihzeitig in der ersten Woche nach Transplantation in
Form von signifikant schlechteren laborchemischen Verldufen. So weisen marginale
Transplantate mit IRS einen héheren Leberzellschaden, gemessen anhand von GPT,
GOT und GLDH, eine verminderte hepatische Syntheseleistung, demonstriert anhand
von Faktor V, sowie ein h6éheres Level des Cholestaseparameters Bilirubin auf. Anhand
der Uberlebensdaten und des Verlaufs nach Transplantation wird die klinische Relevanz
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des IRS bei der orthotopen LTx insbesondere im Hinblick auf den vorherrschenden Or-
ganmangel ersichtlich.

Diese Dissertationsschrift analysiert anhand eines Tiermodells des partiellen warmen
90-mindtigen IRS mithilfe histologischer, molekularbiologischer und durchflusszytometri-
scher Methoden die beim hepatischen IRS involvierten Zellpopulationen. Es zeigt sich,
dass 24 Stunden nach Reperfusion unkonventionelle IFN-y'NK1.1"CD27 ydTCR*CD3"-T-
Zellen und CD4CD8CD3"-T-Zellen, sogenannte DN-T-Zellen, in Abhangigkeit des
Transkriptionsfaktors RORyt Uber einen IL-17A-bedingten Mechanismus den IRS voran-
treiben. Dabei sind das IRS-spezifische Zytokin TNF-a und das Chemokin CXCL-1 bei
Tieren mit induziertem IRS signifikant erhéht im Vergleich zu Kontrolltieren. Somit schei-
nen entgegen der bisherigen Annahme CD4"-Th17- und CD4"-Th1-Zellen nicht in den
Prozess des IRS im Tiermodell involviert zu sein.

Die zentrale Fragestellung dieser Arbeit lautet, ob die im Tiermodell involvierten Faktoren
gleichermaBen im Rahmen des IRS der humanen LTx eine Rolle spielen. Die histologi-
sche Quantifizierung ergibt im Mittel eine héhere CD3"-Zellinfiltration in marginale
Transplantate mit IRS gegenlber nicht marginalen Transplantaten ohne IRS. In Anleh-
nung daran demonstriert die mMRNA-Genexpressionsanalyse, dass der IRS und die Mar-
ginalitdt von Organen mit erhbéhten Level des Oberflachenrezeptors CD3 einhergehen.
Neben dem Th1-kennzeichnenden Transkriptionsfaktor TBX-21 wurden der im Tiermo-
dell detektierte IRS-effektorzellvermitteinde Transkriptionsfaktor RORc und der TCRy
analysiert. Wahrend der IRS und die Marginalitdt von Organen offenbar keinen Einfluss
auf die H6he des TBX-21 haben, zeigen sich in den Biopsien mit IRS vor und nach Re-
perfusion im Vergleich zu Biopsien ohne IRS héhere RORc-Expressionslevel. Ferner ist
RORc in den Biopsien marginaler Transplantate vor und nach Reperfusion Gberexpri-
miert im Vergleich zu nicht marginalen Transplantaten. Uberraschenderweise ist eine
histologische Quantifizierung der Infiltration ydTCR*-Zellen 2 Stunden nach Reperfusion
aufgrund einer zu geringen Infiltration nicht méglich. Dennoch zeigen Transplantate mit
IRS nach Reperfusion signifikant héhere mRNA-Expressionslevel des TCRy-Genlokus,
der die y-Kette des ydTCR kodiert, im Vergleich zu Organen in Abwesenheit eines IRS.
Dabei exprimieren marginale Organe bei zuséatzlicher Entwicklung eines IRS verstarkt
TCRy im Vergleich zum Ausbleiben eines IRS. Darlber hinaus sind TNF-a und CXCL-1
ebenfalls in Biopsien mit IRS erhéht, wobei CXCL-1 in der Biopsie vor Reperfusion im
Mittel sogar signifikant héher ist im Vergleich zu Biopsien ohne IRS. Somit agieren mdg-
licherweise TBX-21"'RORc*TCRy*CD3"*-T-Zellen als die Haupteffektorzellen beim huma-
nen, hepatischen IRS als Pendant zu den RORyt-abhangigen IFN-y'NK1.1°CD27 CD3*-
yOTCR™- und CD4'CD8 CD3*-T-Zellen im Tiermodell.
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11 Anhang

A1. Empfinger-GPT prédoperativ und am 1.-7. POT. Vergleich entsprechend der 1., 2. (A) und
3. (B) Gruppeneinteilung (5.2.2.4, Tab. 5-6) mit zusétzlicher Darstellung ausschlieB3lich der signifikant
verschiedenen Gruppen innerhalb der 3. Gruppeneinteilung (C). Mittelwerte mit Standardabweichung.
Patientenanzahl in runden Klammern.

A Gesamt Kein IRS IRS p NM M P
Préaop. 263,3 + 263,4 + 263,3+ 0,110 336,6 + 196,4+ 0,664
724,3 (44) 396,2 (16)  754,0 (28) 862,0 (21)  583,2 (23)
1. POT 998,7 + 764,4 + 1136+ 0,228 910,9 £ 1072+ 0,956
1.242 (46)  953,3 (17) 1.381 (29) 926,7 (21) 1.471 (25)
2. POT 884,4 + 524,7 + 1095+ 0,109 772,6 £ 978,4+ 0,589
1.216 (46) 564,4 (17)  1.439 (29) 711,3 (21)  1.527 (25)
3. POT 626,4 + 413,1 7514+ 0,067 605,0 + 644,4+ 0,460
659,5 (46) 443,2(17)  736,8 (29) 482,3 (21)  788,0 (25)
4. POT 420,8 291,4 496,6 0,119 419,7 421,7 0,337
385,4 (46) 260,6 (17)  428,7 (29) 282,0 (21)  460,6 (25)
5. POT 317,5+ 2194 + 377,11+ 0,092 316,4 + 3185+ 0,328
303,6 (45) 201,8(17) 341,11 (28) 2412 (21)  354,7 (24)
6. POT 263,2 + 1745 £ 319,1+ 0,085 2175+ 301,3+ 0,637
309,0 (44) 140,3 (17)  370,7 (27) 130,8 (20)  401,3 (24)
7. POT 214,2 = 1441 + 258,4 0,051 201,7 = 225,7 = 0,372
215,5 (44) 102,8 (17)  255,1 (27) 128,2 (21)  274,8 (23)
B Kein IRS + NM Kein IRS + M IRS + NM IRS + M p
Praop. 136,9 £ 426,0 + 486,4 + 96,00+ 0,380
217,6 (9) 1.041 (7) 1.122 (12) 173,6 (16)
1. POT 1025 + 470,6 £ 825,0 + 1356 + 0,389
1.236 (9) 380,0 (8) 656,6 (12) 1.708 (17)
2. POT 706,9 £ 319,8 £ 821,8 + 1288+ 0,234
704,9 (9) 263,8 (8) 743,3 (12) 1.774 (17)
3. POT 570,4 + 236,1 + 630,9 + 836,5+ 0,134
556,2 (9) 166,7 (8) 4429 (12) 892,6 (17)
4. POT 393,2 + 176,9 + 439,5 + 536,9+ 0,158
311,9 (9) 125,4 (8) 270,0 (12) 517,0 (17)
5. POT 295,8 + 133,4 + 331,8 £ 4111+ 0,133
244.8 (9) 92,86 (8) 2482 (12) 401,8 (16)
6. POT 228,7 + 113,56 208,3 + 3953+ 0,119
166,6 (9) 72,23 (8) 100,4 (11) 465,1 (16)
7. POT 183,9 + 99,38 + 2151 + 293,0+ 0,087
114,5 (9) 69,44 (8) 141,1 (12) 319,8 (15)
C Gruppe vs. Gruppe p Gruppe vs. Gruppe p
3.POT KeinlIRS+M IRS +NM 0,013 | 7.POT Kein IRS + IRS +NM 0,011
M
4.POT KeinIRS+M IRS + NM 0,010 3.POT KeinlIRS+ IRS+M 0,048
M
5.POT KeinIRS+M IRS +NM 0,025 6.POT KeinlIRS+ IRS+M 0,037
M
6. POT KeinIRS+M IRS +NM 0,037 7.POT KeinIRS+ IRS+M 0,042

M
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A2. Empfanger-GOT prédoperativ und am 1.-7. POT. Vergleich entsprechend der 1., 2. (A) und
3. (B) Gruppeneinteilung (5.2.2.4, Tab. 5-6) mit zusétzlicher Darstellung ausschlieB3lich der signifikant
verschiedenen Gruppen innerhalb der 3. Gruppeneinteilung (C). Mittelwerte mit Standardabweichung.
Patientenanzahl in runden Klammern.

A Gesamt Kein IRS IRS p NM M P
Préaop. 389,2 + 570,5 + 292,11+ 0,290 331,0 + 4448+ 0,894
1.027 (43) 1.568 (15)  580,9 (28) 623,4 (21) 1.316 (22)
1. POT 1776 + 1444 + 1971+ 0,419 1351 ¢ 2133+ 0,501
3.401 (46) 2.168 (17)  3.974 (29) 1.958 (21)  4.266 (25)
2. POT 991,7 £ 476,8 + 1294 + 0,125 633,9 + 1292+ 0,974
1.895 (46) 501,2(17) 2.318(29) 643,4 (21)  2.486 (25)
3. POT 4928 + 2413 + 640,3+ 0,070 332,0 £ 6279+ 0,886
791,1 (46) 231,6 (17) 956,2 (29) 258,7 (21) 1.037 (25)
4. POT 2354 + 120,6 £ 302,7+ 0,084 148,4 + 308,4+ 0,808
345,1 (46) 87,91 (17)  417,5(29) 84,63 (21)  453,0 (25)
5. POT 158,6 + 79,41 206,7+ 0,228 122,2 + 190,5+ 0,609
267,0 (45) 49,52 (17)  329,2 (28) 154,5 (21)  336,7 (24)
6. POT 162,3 £ 64,29 + 224,0+ 0,096 70,05 + 239,11+ 0,860
534,8 (44) 46,03 (17)  679,3 (27) 36,12 (20)  721,1 (24)
7. POT 81,73 + 56,00 + 97,93+ 0,019 70,52 + 91,96+ 0,851
93,98 (44) 54,96 (17) 109,7 (27) 51,30 (21) 121,0 (23)
B Kein IRS + NM Kein IRS + M IRS + NM IRS + M p
Préaop. 246,9 + 1056 + 3941 + 2156+ 0,763
502,7 (9) 2.451 (6) 716,1 (12) 465,6 (16)
1. POT 1923 + 904,5 + 922,5 + 2712+ 0,192
2.818 (9) 1.018 (8) 852,4 (12) 5.073 (17)
2. POT 582,7 + 357,6 £ 672,3 £ 1732+ 0,248
568,5 (9) 417,3 (8) 716,7 (12) 2.925 (17)
3. POT 332,8 + 149,6 + 339,0 + 853,0+ 0,163
278,1 (9) 126,9 (8) 255,5 (12) 1.200 (17)
4. POT 154,4 + 82,50 + 143,8 £ 4148+ 0,130
99,60 (9) 56,54 (8) 75,86 (12) 518,5 (17)
5. POT 101,7 54,38 + 137,6 = 2586+ 0,137
48,85 (9) 39,04 (8) 202,6 (12) 397,9 (16)
6. POT 75,11 52,13 + 65,91 + 3326+ 0,178
49,19 (9) 41,93 (8) 22,38 (11) 876,7 (16)
7. POT 69,11 £ 41,25 + 71,58 + 119,0+ 0,093
68,00 (9) 33,93 (8) 37,66 (12) 142,1 (15)
C Gruppe vs. Gruppe p Gruppe vs. Gruppe p
5.POT Kein IRS + KeinIRS+M 0,045 5.POT KeinIRS + IRS + M 0,035
NM M
3.POT KeinlIRS+M IRS +NM 0,045 6. POT KeinIRS + IRS + M 0,017
M
7.POT KeinIRS+M IRS + NM 0,034 7.POT Kein IRS + IRS+M 0,014
M

4.POT KeinlIRS+M IRS+M 0,027
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A3. Empfénger-GLDH préaoperativ und am 1.—7. POT. Vergleich entsprechend der 1., 2. (A) und
3. (B) Gruppeneinteilung (5.2.2.4, Tab. 5-6) mit zusétzlicher Darstellung ausschlieB3lich der signifikant
verschiedenen Gruppen innerhalb der 3. Gruppeneinteilung (C). Mittelwerte mit Standardabweichung.
Patientenanzahl in runden Klammern.

A Gesamt Kein IRS IRS p NM M P
Praop. 84,56 + 107,6 £ 76,88 + - 146,2 £ 4759+ 0,083
158,0 (16) 187,5 (4) 155,5 (12) 204,0 (6) 120,0 (10)
1. POT 3711 355,3 + 379,1+ 0,108 479,7 + 2872+ 0,832
559,1(39) 817,0(13) 393,1 (26) 793,8 (17)  262,0 (22)
2. POT 447,0 + 224,0 £ 588,9+ 0,127 352,1 + 531,9+ 0,438
864,7 (36)  286,3 (14) 1.068 (22) 353,2 (17) 1.152 (19)
3. POT 360,3 + 208,3 + 4448+ 0,394 304,1 + 406,7+ 0,120
839,7 (42)  306,6 (15) 1.020 (27) 333,5 (19) 1.104 (23)
4. POT 203,6 + 141,7 £ 239,4+ 0,223 193,1 £ 212,8+ 0,308
353,3 (41) 229,8 (15)  408,1 (26) 232,7 (19)  437,2 (22)
5. POT 141,0 £ 111,0 £ 158,5+ 0,431 170,9 + 116,8+ 0,076
2289 (38) 191,8(14)  250,3 (24) 224,0 (17) 2355 (21)
6. POT 130,3 £ 118,2 £ 136,1+ 0,787 106,9 £ 1479+ 0,889
290,7 (28) 220,2(9) 324,3(19) 191,0 (12)  353,0 (16)
7. POT 75,84 + 61,16 + 83,51+ 0,728 73,18 + 77,84+ 0,230
135,6 (35) 98,26 (12) 153,0 (23) 97,12 (15) 161,1 (20)
B Kein IRS + NM Kein IRS + M IRS + NM IRS + M p
Préaop. - 107,6 £ 146,2 + 7,582 + -
(0) 187,5 (4) 204,0 (6) 6,205 (6)
1. POT 578,1 + 95,38 + 410,9 £ 359,2+ 0,141
1.099 (7) 54,91 (6) 550,3 (10) 273,5 (16)
2. POT 313,7 £ 134,3 + 378,9 £ 7639+ 0,198
353,7 (7) 183,7 (7) 369,4 (10) 1.412 (12)
3. POT 324,4 + 75,62 + 289,4 + 551,5+ 0,168
386,3 (8) 82,32 (7) 308,6 (11) 1.308 (16)
4. POT 226,6 + 44,59 + 168,7 £ 291,3+ 0,213
295,1 (8) 31,24 (7) 187,0 (11) 515,4 (15)
5. POT 160,4 + 21,95+ 182,7 + 146,4 + 0,080
228,2 (9) 9,704 (5) 234,2 (8) 264,6 (16)
6. POT 180,3 £ 40,60 + 54,49 + 183,7 = -
2929 (5) 19,86 (4) 44,62 (7) 405,3 (12)
7. POT 88,17 £ 23,34 + 60,07 + 96,01 £ 0,520
125,1 (7) 5,100 (5) 70,97 (8) 183,8 (15)
C Gruppe vs. Gruppe p Gruppe vs. Gruppe p
3.POT KeinlIRS+M IRS +NM 0,033 [ 1.POT KeinIRS + IRS + M 0,018
M
4.POT KeinIRS+M IRS + NM 0,033 2. POT KeinIRS + IRS + M 0,043
M
5.POT KeinIRS+M IRS +NM 0,008 5.POT Kein IRS + IRS+M 0,047

M
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A4. Empfianger-Gesamtbilirubin prdoperativ und am 1.-7. POT. Vergleich entsprechend der 1.,
2. (A) und 3. (B) Gruppeneinteilung (5.2.2.4, Tab. 5-6) mit zusétzlicher Darstellung ausschlie3lich der
signifikant verschiedenen Gruppen innerhalb der 3. Gruppeneinteilung (C). Mittelwerte mit Standarad-
abweichung. Patientenanzahl in runden Klammern.

A Gesamt Kein IRS IRS p NM M P
Préaop. 11,49 £ 11,58 £ 11,43+ 0,593 9,800 + 12,91+ 0,544
10,16 (46) 9,027 (17) 10,92 (29) 8,566 (21) 11,30 (25)
1. POT 7,211 £ 5,224 + 8,376 + 0,014 5,448 + 8,692+ 0,042
4,949 (46) 2,665 (17) 5,613 (29) 3,317 (21) 5,635 (25)
2. POT 6,163 + 3,882 + 7,500+ 0,004 4,905 + 7,220+ 0,193
4,907 (46) 2,661 (17) 5,444 (29) 3,583 (21) 5,647 (25)
3. POT 6,444 + 4,088 + 7,824 + 0,054 5,162 + 7,520+ 0,186
5,415 (46) 2,963 (17) 6,063 (29) 3,927 (21) 6,284 (25)
4. POT 5,967 + 4,024 + 7,107+ 0,057 5,067 + 6,724+ 0,270
5,193 (46) 3,912 (17) 5,564 (29) 4,328 (21) 5,801 (25)
5. POT 5,633 + 3,677 £ 6,821+ 0,051 4,719 £ 6,433+ 0,187
4,808 (45) 3,745 (17) 5,048 (28) 4,289 (21) 5,176 (24)
6. POT 5,073 + 3,165 + 6,274+ 0,109 4,200 + 5,800+ 0,191
4,474 (44) 2,116 (17) 5,144 (27) 3,764 (20) 4,950 (24)
7. POT 4,809 + 2,971 + 5,967+ 0,129 4,076 + 5,478+ 0,180
4,262 (44) 2,145(17) 4,859 (27) 3,926 (21) 4,529 (23)
B Kein IRS + NM Kein IRS + M IRS + NM IRS + M p
Préaop. 12,61 10,43 £ 7,692 + 14,08+ 0,554
8,996 (9) 9,533 (8) 7,952 (12) 12,14 (17)
1. POT 5,000 + 5,475 + 5,783 + 10,21+ 0,014
2,596 (9) 2,897 (8) 3,850 (12) 6,028 (17)
2. POT 4,500 + 3,188 £ 5,208 + 9,118+ 0,010
3,191 (9) 1,871 (8) 3,963 (12) 5,861 (17)
3. POT 4,844 + 3,238 + 5,400 + 9,635+ 0,071
3,796 (9) 1,424 (8) 4,173 (12) 6,697 (17)
4. POT 5,144 + 2,763 £ 5,008 + 8,588+ 0,071
5,109 (9) 1,313 (8) 3,882 (12) 6,179 (17)
5. POT 4,711 2,513+ 4,725 + 8,394+ 0,034
4,927 (9) 1,180 (8) 3,974 (12) 5,304 (16)
6. POT 3,689 + 2,575 + 4,618 + 7,413+ 0,094
2,576 (9) 1,380 (8) 4,602 (11) 5,325 (16)
7. POT 3,211 £ 2,700 4,725 + 6,960+ 0,132
2,555 (9) 1,702 (8) 4,712 (12) 4,901 (15)
C Gruppe vs. Gruppe p Gruppe vs. Gruppe p
1.POT Kein IRS + IRS+M 0,005 4.POT KeinIRS + IRS + M 0,001
NM M
2.POT Kein IRS + IRS+M 0,016 5.POT KeinIRS + IRS + M 0,008
NM M
5.POT Kein IRS + IRS+M 0,047 6.POT KeinIRS + IRS + M 0,003
NM M
1.POT KeinIRS+M IRS +M 0,048 7.POT KeinIRS + IRS + M 0,028
M
2.POT KeinlIRS+M IRS+M 0,001 1.POT IRS +NM IRS + M 0,034

3.POT KeinIRS+M IRS+M 0,002
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A5. Empfianger-y-GT prdoperativ und am 1.—7. POT. Vergleich entsprechend der 1., 2. (A) und
3. (B) Gruppeneinteilung (5.2.2.4, Tab. 5-6) mit zusétzlicher Darstellung ausschlieB3lich der signifikant
verschiedenen Gruppen innerhalb der 3. Gruppeneinteilung (C). Mittelwerte mit Standardabweichung.
Patientenanzahl in runden Klammern.

A Gesamt Kein IRS IRS p NM M P
Praop. 2953 + 372,4 251,3 ¢ 0,495 4946 + 181,4 + 0,759
4945 (22)  673,7(8)  380,7 (14) 762,0 (8)  209,8 (14)
1. POT 113,5 ¢ 130,5 £ 105,0 £ 0,988 129,6 + 99,67 + 0,855
120,3 (39) 186,0 (13) 71,99 (26) 163,0 (18) 67,09 (21)
2. POT 117,0 £ 1119+ 119,8 = 0,787 124,0 + 112,3 £ 0,988
81,85 (37) 81,12(13) 83,84 (24) 86,98 (15) 79,88 (22)
3. POT 172,6 £ 176,8 £ 170,6 £ 0,746 169,7 + 174,8 + 0,818
167,4 (37) 160,2(12)  173,9 (25) 144,0 (16)  186,7 (21)
4. POT 179,8 + 188,3 + 175,3 £ 0,465 202,2 + 158,6 + 0,058
111,1 (35) 85,02 (12)  124,2 (23) 93,18 (17)  124,7 (18)
5. POT 221,6 = 241,0 = 211,8 = 0,502 263,4 195,0 + 0,060
156,2 (36) 171,0(12)  151,2 (24) 159,7 (14)  151,6 (22)
6. POT 283,4 216,3 £ 314,7 + 0,751 265,0 + 296,2 + 0,333
2419 (22)  98,40(7) 283,4 (15) 96,52 (9)  309,4 (13)
7. POT 249,8 + 306,0 + 219,56 ¢ 0,405 326,7 £ 172,9 £ 0,064
166,3 (20)  215,8(7) 132,9 (13) 191,5 (10) 92,49 (10)
B Kein IRS + NM Kein IRS + M IRS + NM IRS + M p
Praop. 1.101 129,7 £ 292,7 220,3 + —
1.312 (2) 92,83 (6) 522,5 (6) 267,5 (8)
1. POT 176,3 77,00 + 99,82 + 108,7+ 0,896
251,6 (7) 26,24 (6) 68,41 (11) 76,65 (15)
2. POT 1445 + 84,00 110,3 1255+ 0,757
108,1 (6) 38,07 (7) 73,55 (9) 91,46 (15)
3. POT 2315+ 122,0 £ 132,6 + 195,9 £ 0,781
215,8 (6) 51,84 (6) 67,81 (10) 217,2 (15)
4. POT 200,0 = 176,7 £ 203,5 ¢ 1495 0,210
86,49 (6) 89,98 (6) 100,7 (11) 141,7 (12)
5. POT 292,8 189,2 £ 241,3 = 1971 0,298
210,0 (6) 117,4 (6) 120,5 (8) 166,1 (16)
6. POT 227,0 208,3 + 284,0 = 335,2 + —
125,0 (3) 93,51 (4) 85,76 (6) 367,1 (9)
7. POT 3555+ 240,0 + 3075+ 1441 + —
262,5 (4) 157,9 (3) 153,5 (6) 36,10 (7)
C Gruppe vs. Gruppe P

7.POT  IRS + NM IRS + M 0,047
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A6. Empfinger-AP prédoperativ und am 1.—7. POT. Vergleich entsprechend der 1., 2. (A) und
3. (B) Gruppeneinteilung (5.2.2.4, Tab. 5-6) mit zusétzlicher Darstellung ausschlieBlich der signifikant
verschiedenen Gruppen innerhalb der 3. Gruppeneinteilung (C). Mittelwerte mit Standardabweichung.
Patientenanzahl in runden Klammern.

A Gesamt Kein IRS IRS p NM M P
praop. 199,0 £ 229,8 + 179,3+ 0,240 175,2 £ 219,6 + 0,055
192,2 (41)  216,7 (16) 176,7 (25) 206,5 (19) 181,3 (22)
1. POT 126,7 £ 139,5 £ 119,2+ 0,665 109,8 £ 141,0+ 0,242
111,7 (46) 108,8 (17) 114,6 (29) 75,00 (21) 135,1 (25)
2. POT 117,7 £ 110,9 + 121,3+ 0,552 95,65 + 136,1+ 0,248
101,2 (44) 78,07 (15)  112,4 (29) 4450 (20)  129,3 (24)
3. POT 142,1 £ 148,3 £ 138,7+ 0,972 126,1 £ 156,0+ 0,381
101,1 (45) 100,1 (16) 103,3 (29) 77,41 (21) 118,0 (24)
4. POT 152,2 + 161,0 £ 1471+ 0,882 146,8 £ 156,8 + 0,620
86,88 (46) 103,0 (17) 77,42 (29) 85,46 (21) 89,55 (25)
5. POT 159,2 + 161,5 + 1579+ 0,888 152,5 + 1652+ 0,517
80,65 (45) 87,77 (17) 77,65 (28) 76,75 (21) 85,10 (24)
6. POT 1745 £ 180,9 £ 170,9+ 0,710 164,3 £ 182,1+ 0,496
82,38 (42) 88,62 (15) 80,22 (27) 78,84 (18) 85,80 (24)
7. POT 178,7 = 180,0 £ 178,0+ 0,945 172,8 £ 184,1+ 0,686
88,77 (42) 101,9 (15) 82,63 (27) 90,09 (20) 89,32 (22)
B Kein IRS + NM Kein IRS + M IRS + NM IRS + M p
Préaop. 235,7 + 2223 + 120,8 + 218,3+ 0,112
289,1 (9) 76,17 (7) 63,62 (10) 216,4 (15)
1. POT 140,8 + 138,1 £ 86,58 + 1423+ 0,518
102,3 (9) 123,0 (8) 35,31 (12) 144,1 (17)
2. POT 104,9 + 117,7 £ 89,50 + 143,7+ 0,497
57,49 (8) 101,3 (7) 34,85 (12) 141,4 (17)
3. POT 162,2 £ 130,3 £ 99,00 + 166,7 £ 0,232
104,4 (9) 99,19 (7) 33,18 (12) 126,1 (17)
4. POT 181,7 = 137,8 £ 120,6 £ 165,8+ 0,358
116,6 (9) 86,91 (8) 40,63 (12) 91,96 (17)
5. POT 177,2 + 143,8 + 133,9 + 1759+ 0,469
98,75 (9) 76,06 (8) 52,36 (12) 89,66 (16)
6. POT 194,7 £ 168,9 + 145,0 £ 188,7+ 0,519
101,8 (7) 80,41 (8) 57,36 (11) 90,17 (16)
7. POT 191,4 + 167,0 £ 160,4 £ 192,11+ 0,801
116,9 (8) 89,13 (7) 70,05 (12) 91,36 (15)
C Gruppe vs. Gruppe p Gruppe vs. Gruppe p

Préop. KeinIRS +M IRS + NM 0,019 3.POT IRS +NM IRS + M 0,034
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A7. Empfédnger-Faktor-V prdoperativ und am 1.-7. POT. Vergleich entsprechend der 1., 2. (A) und
3. (B) Gruppeneinteilung (5.2.2.4, Tab. 5-6) mit zusétzlicher Darstellung ausschlieBlich der signifikant
verschiedenen Gruppen innerhalb der 3. Gruppeneinteilung (C). Mittelwerte mit Standardabweichung.
Patientenanzahl in runden Klammern.

A Gesamt Kein IRS IRS p NM M P
Préaop. 39,80 + 76,00 + 15,67 - 17,00 = 55,00 + -
46,34 (5) 63,64 (2) 9,292 (3) 12,73 (2) 57,86 (3)
1. POT 52,27 + 64,82 + 46,52+ 0,016 53,71 + 51,31+ 0,739
21,96 (35) 15,66 (11) 22,29 (24) 17,40 (14) 24,92 (21)
2. POT 72,28 + 88,08 + 62,95+ 0,012 76,07 £ 69,76 £+ 0,813
32,74 (35) 20,48 (13) 35,36 (22) 28,74 (14) 35,62 (21)
3. POT 87,28 + 100,0 £ 79,65+ 0,251 82,79 + 90,78+ 0,589
40,60 (32) 36,62 (12) 41,82 (20) 41,15 (14) 41,00 (18)
4. POT 95,56 + 115,1 £ 84,91+ 0,040 96,88 + 9439+ 0,864
41,44 (34) 43,65 (12) 36,92 (22) 39,89 (16) 43,88 (18)
5. POT 100,0 = 111,1 95,60+ 0,345 97,10 £ 101,7+ 0,770
38,52 (28) 4215 (8) 37,17 (20) 4511 (10) 35,67 (18)
6. POT 120,7 £ 112,3 £ 126,3+ 0,490 120,6 £ 1209+ 0,988
36,69 (15) 43,40 (6) 33,02 (9) 40,39 (7) 35,97 (8)
7. POT 123,4 £ 142,2 + 113,2+ 0,104 136,4 £ 1143+ 0,221
35,03 (17) 37,13 (6) 30,79 (11) 36,48 (7) 32,72 (10)
B Kein IRS + NM Kein IRS + M IRS + NM IRS + M p
Préaop. - 76,00 = 17,00 £ 13,00 -
(0) 63,64 (2) 12,73 (2) (1)
1. POT 59,20 + 69,50 50,67 + 44,03+ 0,053
16,22 (5) 14,90 (6) 18,19 (9) 24,69 (15)
2. POT 87,33 £ 88,71 67,63 £ 60,29+ 0,284
28,95 (6) 11,80 (7) 27,29 (8) 39,97 (14)
3. POT 90,17 109,8 + 77,25 + 81,25+ 0,470
44,97 (6) 26,36 (6) 40,23 (8) 44,55 (12)
4. POT 102,7 = 1275 93,40 + 77,83+ 0,108
51,09 (6) 34,82 (6) 34,15 (10) 39,08 (12)
5. POT 99,25 + 123,0 £ 95,67 + 95,57 + —
51,81 (4) 32,93 (4) 45,23 (6) 35,11 (14)
6. POT 108,3 £ 120,5 = 137,0 = 121,0 £ -
50,31 (4) 40,31 (2) 19,70 (3) 38,56 (6)
7. POT 160,0 = 124,3 = 118,8 = 110,0 = -
3,464 (3) 49,80 (3) 41,00 (4) 26,60 (7)
C Gruppe vs. Gruppe p Gruppe vs. Gruppe p
4. POT Kein IRS + IRS +NM 0,048 1.POT KeinIRS + IRS + M 0,026
NM M
4. POT Kein IRS + IRS+M 0,016 (4. POT KeinIRS + IRS + M 0,018

NM M
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A8. Empfinger-Laktat prdoperativ, vor und nach Reperfusion, sowie am 1.—7. POT. Vergleich
entsprechend der 1., 2. (A) und 3. (B) Gruppeneinteilung (5.2.2.4, Tab. 5-6). Mittelwerte mit Standard-
abweichung. Patientenanzahl in runden Klammern.

A Gesamt Kein IRS IRS p NM M P
Praop. 20,44 + 25,21 17,41 0,380 23,44 + 18,05 * 0,555
18,30 (36) 24,56 (14) 12,64 (22) 23,45 (16) 13,01 (20)
Vor R. 43,88 + 44 13 £ 43,72 £ 0,883 45,56 + 42 57 + 0,311
19,86 (41) 23,11 (16) 17,98 (25) 17,87 (18) 21,59 (23)
Nach R. 58,05 £ 58,00 £ 58,08 £ 0,904 63,67 * 53,65 £ 0,034
18,74 (41) 20,87 (16) 17,70 (25) 16,84 (18) 19,33 (23)
1. POT 21,41 £ 20,00 £ 22,24 + 0,546 21,81 £ 21,08 £ 0,589
15,18 (46) 15,10 (17) 15,43 (29) 14,05 (21) 16,35 (25)
2. POT 12,87 £ 11,47 £ 13,69 £ 0,361 11,95 £ 13,64 + 0,782
8,445 (46) 7,392 (17) 9,028 (29) 7,025 (21) 9,552 (25)
3. POT 10,69 £ 10,94 + 10,54 + 0,944 10,15 £ 11,12 £ 0,991
7,474 (45) 7,790 (17) 7,416 (28) 6,746 (20) 8,121 (25)
4. POT 11,49 8,294 + 13,43 0,741 8,400 + 13,96 * 0,791
20,55 (45) 3,687 (17) 25,88 (28) 3,803 (20) 27,36 (25)
5. POT 11,52 £ 7,000 £ 14,31 £ 0,136 8,000 £ 14,43 £ 0,365
22,06 (42) 2,633 (16) 27,80 (26) 4,485 (19) 29,51 (23)
6. POT 7,800 £ 7,267 £ 8,120 £ 0,602 8,056 + 7,591 £ 0,945
3,502 (40) 3,035 (15) 3,778 (25) 4,094 (18) 3,018 (22)
7. POT 9,026 + 9,067 * 9,000 + 0,706 9,111 £ 8,952 + 0,777
4,283 (39) 3,575 (15) 4,746 (24) 4,057 (18) 4,566 (21)
B Kein IRS + NM Kein IRS + M IRS + NM IRS + M p
Praop. 25,88 + 24,33 £ 21,00 £ 15,36 * 0,783
28,25 (8) 21,21 (6) 19,15 (8) 6,946 (14)
Vor R. 43,75 + 44 50 + 47,00 £ 41,53 0,719
20,75 (8) 26,72 (8) 16,23 (10) 19,29 (15)
Nach R. 61,88 £ 54,13 £ 65,10 £ 53,40 + 0,205
16,45 (8) 25,07 (8) 17,89 (10) 16,50 (15)
1. POT 24,22 + 15,25 + 20,00 £ 23,82 + 0,706
18,60 (9) 8,763 (8) 9,945 (12) 18,50 (17)
2. POT 10,56 * 12,50 13,00 £ 14,18 = 0,813
6,267 (9) 8,816 (8) 7,640 (12) 10,09 (17)
3. POT 12,11 9,625 + 8,546 * 11,82 0,847
9,387 (9) 5,854 (8) 3,110 (11) 9,071 (17)
4. POT 8,667 * 7,875 £ 8,182 £ 16,82 * 0,926
4,301 (9) 3,091 (8) 3,545 (11) 33,03 (17)
5. POT 6,556 * 7,571 £ 9,300 + 17,44 + 0,425
2,877 (9) 2,370 (7) 5,376 (10) 35,26 (16)
6. POT 8,000 + 6,429 + 8,100 + 8,133 £ 0,768
3,665 (8) 2,070 (7) 4,606 (10) 3,292 (15)
7. POT 10,50 £ 7,429 + 8,000 £ 9,714 + 0,389

3,464 (8) 3,155 (7) 4,320 (10) 5,060 (14)
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