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1 Einleitung

1.1 Organtransplantation und Steuerung der immunsuppressiven

Therapie

Die Transplantationschirurgie ist heute ein wichtiger Bereich der modernen Medizin. Organ-
transplantationen stellen oft den einzigen Ausweg bei einer Vielzahl von irreversibel lebens-
bedrohlichen Erkrankungen und angeborenen genetischen Defekten dar (Lauchart 1992).
In den Vereinigten Staaten von Amerika werden jahrlich ca. 30.000 Organtransplantationen
durchgefiihrt (siche Tabelle 1.1). Die Zahl der Patienten auf der Warteliste ist mit 100.000
jedoch deutlich grofer (Rollins 2012). Die entsprechenden Zahlen fiir Deutschland lauten
fiir das Jahr 2012: 3.522 Transplantationen gegeniiber 11.233 Patienten auf der Warteliste
(Rahmel 2012). Dieses zahlenméafige Missverhéltnis dokumentiert den Mangel an transplan-

tierbaren Organen.

Niere | Leber | Herz | Lunge | Pankreas | Darm

16.526 | 5.731 | 2.035 | 1.771 1.014 106

Tabelle 1.1: Transplantationszahlen im Jahr 2012 in den Vereinigten Staaten von Amerika
aus dem SRTR (The Scientific Registry of Transplant Recipients) 2012 Annual
Data Report (Matas et al. 2014; Kim et al. 2014; Colvin-Adams et al. 2014;
Valapour et al. 2014; Israni et al. 2014; Smith et al. 2014)

Besonders problematisch gestaltet sich die Steuerung der immunsuppressiven Therapie im
Anschluss an eine Transplantation, wodurch zum Teil nur unbefriedigende Langzeitergebnis-
se erreicht werden (Sagoo et al. 2010). Die Tabelle 1.2 zeigt, dass es innerhalb von 3 Jahren
bei der Niere in 14 bis 16%, bei der Leber in 22%, beim Herzen in 45% und beim Pankre-
as in 50% aller Falle zu akuten Abstofungsreaktionen der transplantierten Organe kommt

(Rollins 2012).



Niere Leber Herz Lunge | Pankreas | Darm

16,6 % 14,2 % 21,9 % 45.3 % 49.8 % 27,2 % 53,5 %
postmortale Lebendspenden
Spenden

Tabelle 1.2: Héaufigkeit des Auftretens akuter Abstofungsreaktionen in den ersten 3 Jahren
nach Transplantation (Rollins 2012)

Die Medikation bewegt sich dabei stets zwischen einer Unter-Immunsuppression auf der
einen und einer Uber-Immunsuppression auf der anderen Seite. Folgen einer unzureichenden
Suppression des Immunsystems sind Abstoffungen des Transplantates mit daraus resultie-
render — zum Teil irreversibler — Organschidigung und -dysfunktion. Bei einer Uberdosie-
rung kommt es hingegen vermehrt zu begleitenden Infektionen, Nierenschiadigungen, Herz-
Kreislauf-Erkrankungen und einer Erhohung des Risikos von Tumorerkrankungen (Wieland
et al. 2010). Viele Immunsuppressiva verfiigen zudem auch iiber neurologische und gastro-
intestinale Nebenwirkungen (Piedras et al. 2013). Die Notwendigkeit zur Suche nach einer
verbesserten Therapiesteuerung ergibt sich aus der Tatsache, dass es beispielsweise bei post-
mortalen Spenden in mehr als 50% der Nierentransplantationen zu einem Transplantatverlust
innerhalb der ersten 10 Jahre kommt (Schroppel und Heeger 2010). Erschwert wird die op-
timale Dosierung der Medikamente durch die Variabilitdt der Halbwertszeiten der meisten
Immunsuppressiva: Tacrolimus (FK 506) 34 + 5 Stunden, Everolimus 28 + 8 Stunden (Kova-
rik et al. 2010; van Damme-Lombaerts et al. 2002). Interaktionen mit anderen Medikamenten
und intra- sowie interindividuell unterschiedliche Verstoffwechselung kommen hinzu (Staatz
und Tett 2004; American Society of Nephrology 2005; Piedras et al. 2013). Daraus folgt, dass
dieselben Medikamente bei verschiedenen Patienten trotz gleicher Dosierung unterschiedlich
starke Wirkungen haben und es keine definierte Dosis gibt, die bei allen Patienten anwendbar
ist.

Es ist daher das Ziel, eine fiir den Patienten individuell angepasste, personalisierte im-
munsuppressive Therapie zu erreichen. Auf diesem Gebiet werden aktuell zahlreiche An-
strengungen unternommen. Diese umfassen sowohl die Entwicklung neuer Medikamente als
auch die Suche und Evaluierung neuer Biomarker. Die Bestrebungen, neue Biomarker in der
Transplantationsmedizin zu finden, ergeben sich aus der Tatsache, dass es mit herkémm-
lichen Methoden nicht moglich ist, Abstofungen und Organschiddigungen rechtzeitig und

zuverldssig zu erkennen (Henley et al. 1992; Rodriguez-Perélvarez et al. 2012). Auferdem



fehlen pradiktive Marker, die vor oder nach Transplantation das Abstofiungsrisiko beurteilen

lassen konnen.

1.2 Moglichkeiten und Grenzen der

Medikamentenspiegelbestimmung von Immunsuppressiva

Bei den gebrauchlichsten Immunsuppressiva, wie z. B. den Calcineurin-Inhibitoren (CNIs)
Tacrolimus und Cyclosporin A (CsA) sowie dem mTOR-(mammalian Target of Rapamycin)-
Inhibitor Everolimus, hat sich die Medikamentenspiegelbestimmung (TDM, engl. Therapeu-
tic Drug Monitoring) im klinischen Alltag durchgesetzt (siche Tabelle 1.3). Hierbei werden
die Konzentrationen der Medikamente im Vollblut bestimmt. Dadurch lasst sich zwar vielfach
eine Uberdosierung mit toxischen Nebenwirkungen verhindern, eine sichere Aussage iiber die
Wirksamkeit ist aber nicht moglich. Grundlage des TDM ist die Annahme, dass die Blutspie-
gel des Wirkstoffes den therapeutischen Effekt besser widerspiegeln als die eingenommene
Menge des Medikamentes (Koch-Weser 1972). Dabei wird jedoch nicht berticksichtigt, dass
die Immunzellen den eigentlichen Wirkungsort darstellen. Aus den Konzentrationen im Voll-
blut kann nur bedingt auf die intrazelluldren Konzentrationen geschlossen werden (Lemaitre

et al. 2013).

Pharmakon TDM

Tacrolimus (FK 506) ja

Sirolimus ja

Everolimus ja

Cyclosporin A (CsA) ja

Voclosporin (ISA247) ja
Mycophenolsaure (MPA) (ja)
Anti-Human-T-Lymphozyten-Immunglobulin (ATG) | nein
Basiliximab nein

Belatacept nein

Tabelle 1.3: Anwendung der Medikamentenspiegelbestimmung (TDM, engl. Therapeutic
Drug Monitoring) gangiger Immunsuppressiva (Klupp et al. 2002; Streit et al.
2002; Su et al. 2012; Ling et al. 2013)



Die Entwicklung des TDM zeigt sich am Beispiel der Mycophenolsiure (MPA): Urspriing-
lich wurde MPA unter dem Handelsnamen CellCept® in Europa im Jahr 1996 ohne TDM
zugelassen (Shaw et al. 1998; Land 2006), obwohl MPA eine pharmakokinetische Variabilitét
von 44% aufweist (van Hest et al. 2005). Daraus ldsst sich bereits ableiten, dass nicht fiir alle
Patienten eine identische Dosis sinnvoll ist. Studien zeigen hier, dass es einen direkten und
positiven Zusammenhang zwischen der Vermeidbarkeit akuter Abstofsungsereignisse und der
Anwendung des TDM gibt (Starling et al. 2004; Schiff et al. 2007; Lemaitre et al. 2013).

Auf der anderen Seite gibt es aber auch Studien, die keinen signifikanten Zusammen-
hang zwischen Organabstoffungen und den Talspiegeln des traditionellen TDM finden (Falck
et al. 2008). Stattdessen werden hier direkt die intralymphozytidren Konzentrationen von
CsA als potentiellem Biomarker fiir Organabstofungen diskutiert und als dem TDM {iberle-
gen dargestellt. Begriinden lasst sich dies z. B. durch eine unterschiedlich starke Expression
bzw. Aktivitiat des P-Glykoprotein 1 (Multidrug Resistance Protein 1, MDR1), eines ABC-
Transporters und Produktes des ABCBI1-Gens (Soranzo et al. 2004). Dieses Glykoprotein
fungiert in der Zelle als Efflux-Transporter. Es zeigt sich, dass die intralymphozytiare CsA-
Konzentration vom 3/35 Genotyp abhéngt. Diese ist bei den Genotypen CT und TT 1,7 Mal
hoher als bei Patienten mit Genotyp CC (Crettola et al. 2008). Diese Patienten haben eine
geringe Aktivitdt des P-Glykoprotein 1 in ihren Lymphozyten, folglich eine geringere Aus-
scheidungsrate und somit hohere intrazellulare Wirkstoffspiegel. Im Gegensatz dazu haben
Trager des 1199A-Allels eine um das 1,8 fache erniedrigte intrazellulire CsA-Konzentration.
Diese Beobachtung stellt ein Beispiel fiir die interindividuell unterschiedliche Konzentra-
tion der Immunsuppressiva an ihrem Wirkort aufgrund genetischer Polymorphismen dar.
Auch bei Everolimus wird nur eine schwache Korrelation zwischen den Konzentrationen in
den Immunzellen und denen im Vollblut gefunden (Roullet-Renoleaua et al. 2012). Hier ist
ebenfalls anzunehmen, dass die intrazellularen Konzentrationen besser mit den klinischen

Beobachtungen korrelieren.

1.3 Wirkungsweise von Immunsuppressiva

Um die Wirkungsweise und Ansatzpunkte der verschiedenen Immunsuppressiva zu verste-
hen, ist es zunédchst notwendig, die einzelnen Schritte der T-Zell-Aktivierung genauer zu
betrachten. Dabei werden drei Signale voneinander unterschieden (Cooper und Wiseman

2010): Signal 1 ist die Présentation eines Antigens am T-Zell-Rezeptor durch eine Antigen-



prasentierende Zelle. Infolgedessen werden weitere Signaltransduktionswege aktiviert und
schlieflich iber Transkriptionsfaktoren die Proteinbiosynthese positiv beeinflusst. Wichtiges
Zwischenglied in dieser Kette ist Calcineurin. Signal 2 ist die Co-Stimulation durch CD80
und CD86 auf den Antigen-préasentierenden Zellen an den CD28-Rezeptoren der T-Zelle.
Durch die Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) wird Signal 1 verstérkt. Zell-Proliferation
wird durch Signal 3, die Bindung von Interleukin-2 (IL-2) an T-Zell-Rezeptoren und den
nachfolgenden JAK-(Januskinase)-STAT-(Signal Transducers and Activators of Transcrip-
tion)-Signalweg sowie durch mTOR-Aktivitiat ausgelost (sieche Abbildung 1.1).
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Abbildung 1.1: Modell der T-Zell-Aktivierung (Cooper und Wiseman 2010 — Abdruck mit
Genehmigung, Bildnachweis auf Seite 123)

Genau an diesen Signalwegen greifen die immunsuppressiven Medikamente an. Folglich eig-
nen sich die Zielenzyme wie Calcineurinphosphatase, Zytokine wie I1L-2, der IL-2-Rezeptor
CD28, STAT-Phosphorylierung und weitere Marker der T-Zell-Proliferation als potentielle
Biomarker. Calcineurinphosphatase wird dabei durch CNIs wie CsA, Voclosporin (ISA247)

sowie Tacrolimus gehemmt, PKC durch Sotrastaurin (AEB071) und Inosinmonophosphatase-



dehydrogenase (IMPDH) durch MPA (Kovarik und Slade 2010). Die Expression der durch
Nuclear factor of activated T-cell (N-FAT) regulierten Gene wie IL-2, Interferon-y (INF-
v) und Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor (G-CSF) ist ebenfalls ein spezifischer
Marker fiir das Monitoring von CsA, Tacrolimus und Sotrastaurin. Patienten mit akuten
Abstofungen haben signifikant hohere Konzentrationen der durch N-FAT regulierten Gene
(Sommerer et al. 2011). Der Anteil der IL-2-produzierenden CD8"-T-Zellen ist bei Patien-
ten mit Organabstofungen deutlich hoher als bei stabilen Patienten (Millan et al. 2010).
In einer weiteren Studie wurde gezeigt, dass Patienten mit akuten Abstofsungen schon vor
der Transplantation eine hohere Produktion von IL-2 durch die CD8"-T-Zellen aufweisen
(Boleslawski et al. 2004). IL-2 wirkt dabei iiber einen JAK/STAT-Signalweg in der Im-
munzelle. Genau hier greift Tofacitinib (CP-690550), ein neues Immunsuppressivum, durch
Hemmung der JAK3 ein (Vafadari et al. 2012). Basiliximab fiihrt ebenfalls zur kurzfristigen
Hemmung durch Blockade des IL-2Ra-Rezeptors. Dadurch kommt es zur Inhibierung der
IL-2-induzierten Aktivierung von STATS5. Folglich eignet sich der Phosphorylierungsgrad
von STAT5 ebenfalls als Biomarker fiir diese neuen Immunsuppressiva. Phosphorylierung
der P70S6-Kinase ist hingegen ein Marker fiir die Hemmung des mTOR-Signalweges und

wird durch Sirolimus sowie Everolimus beeinflusst (Wieland et al. 2010; Hartmann 2012).

1.4 Notwendigkeit neuer Biomarker

Herkémmliche Biomarker und Leitenzyme haben nur eingeschriankten Nutzen bei der Steue-
rung der immunsuppressiven Therapie. So steigt z. B. nach Nierentransplantation (NTx) die
Kreatinin-Konzentration im Plasma erst an, wenn bereits ein erheblicher Anteil der Niere
zerstort ist (American Society of Nephrology 2005). Auch nach Lebertransplantationen ha-
ben Leberenzym- und Bilirubin-Konzentrationen alleine keinen diagnostischen Nutzen zum
zuverldssigen und frithen Erkennen akuter Abstofungen (Rodriguez-Peralvarez et al. 2013).
Hieraus folgt, dass klinische Interventionen erst spat — oftmals zu spat — moglich sind. Wiin-
schenswert wére also schon die Diagnose subklinischer Abstofungen, um bereits friihzeitig
intervenieren zu konnen, da eine unbehandelte Schidigung des Transplantates zu einer chro-
nischen Organdysfunktion fithren kann (American Society of Nephrology 2005). Fiir den
klinischen Einsatz miissen potentielle Biomarker vor allem von praktischem Nutzen sein:
Ergebnisse sollten kurzfristig — moglichst noch am selben Tag — verflighar und die Kosten

hierfiir moglichst niedrig sein. Auferdem sollten sie mit der Fldche unter der Konzentrations-



Zeitkurve der Immunsuppressiva im Blut (AUC, engl. area under the curve) korrelieren,
welche die Exposition reflektiert. Alle Anstrengungen auf diesem Gebiet dienen letztendlich
dem Ziel, eine Verbesserung der Langzeitergebnisse nach Organtransplantationen zu errei-
chen und die immunsuppressive Therapie sicherer und zuverlassiger zu gestalten.

Viele neue Biomarker betrachten — im Gegensatz zum herkémmlichen TDM — nicht direkt
die Konzentration der Immunsuppressiva, sondern vielmehr einzelne Faktoren innerhalb ih-
rer Wirkungskette. Durch die Kombination geeigneter Biomarker mit traditionellem TDM
sollten sich dann die tatsidchlichen pharmakodynamischen Effekte bei einem individuellen Pa-
tienten besser bestimmen lassen (Wieland et al. 2012). Grundsétzlich sind dabei drei Arten
von Biomarkern zu unterscheiden: Erstens Biomarker fiir das Immunmonitoring, zweitens

Pradiktoren fiir Toleranz und drittens Biomarker der Organschédigung.

1.5 Potentielle Biomarker fiir das Immunmonitoring

Diese Biomarker dienen dazu, den Status des Immunsystems im Transplantatempfanger zu
beschreiben. Darauthin kann die immunsuppressive Therapie angepasst werden, um den
schmalen Grad zwischen Unter- und Uber-Immunsuppression einzuhalten. Beispielsweise
wird das Hilfsprotein Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen (PCNA) der DNA-Polymerase, das
an der DNA-Replikation beteiligt ist, als Marker der Lymphozytenproliferation genutzt
(Shipkova und Wieland 2012). Durch die Bestimmung der Lymphozytenaktivierung mit
Hilfe von Markern wie CD25 (IL-2-Rezeptor), CD71 (Transferrin-Rezeptor) und CD26 so-
wie des fiir die Co-Stimulation relevanten CD28-Rezeptors und aktivierungsassoziierter Zell-
oberflachenrezeptoren der TNF-TNF-(tumor necrosis factor-tumor necrosis factor receptor)-
Rezeptorfamilie wie z. B. CD134 lasst sich der gemeinsame Effekt von CNIs und mTOR-
Inhibitoren abschétzen (Shipkova und Wieland 2012). Der Vorteil dieser Biomarker liegt
also darin, dass nicht die Wirkung eines einzelnen Immunsuppressivums, sondern vielmehr
der Effekt der gesamten immunsuppressiven Therapie ermittelt wird, da sie die gemein-
samen Endprodukte der intrazelluldren Signalkaskaden innerhalb der Lymphozyten dar-
stellen. Diese sind das Ergebnis verschiedenster Medikamente, die jeweils unterschiedliche
Zwischenschritte beeinflussen. Neuere Forschungen haben gezeigt, dass die Expression des
Oberflachenrezeptors CD28 auch als Marker fiir das Risiko maligner Erkrankungen in Fol-
ge einer Uber-Immunsuppression nutzbar ist, da ihr Anteil bei Tumorpatienten signifikant

niedriger ist (Boleslawski et al. 2011). Auch ein kommerzieller T-Zell-Test zur Ermitt-



lung der Phytohdmagglutinin-(PHA)-stimulierten intrazelluliren ATP-Produktion (1ATP-
Produktion) der CD4-Zellen ist unter dem Namen ImmuKnow® von Cylex" verfiighar und
scheint die kumulierten Effekte unterschiedlicher Immunsuppressiva wiederzugeben (Gupta
et al. 2008). Dabei ist die iATP-Konzentration ein Marker fiir den allgemeinen Status des
Immunsystems und — im Gegensatz zu Biomarkern wie IMPDH oder Calcineurinphosphat-
ase — unabhéngig von kurzzeitiger Beeinflussung durch aktuelle Anpassungen der Medika-
tion. Es zeigen sich keine Unterschiede zwischen den Messwerten vor und 2 Stunden nach
der Gabe von Tacrolimus, MPA und Prednisolon (Akhlaghi und Gohh 2010). Folglich lasst
sich keine Korrelation zwischen Tacrolimus bzw. CsA und den iATP-Konzentrationen finden
(Schulz-Juergensen et al. 2012). Patienten mit Infektionen haben signifikant niedrigere und
Patienten mit Abstoffungsreaktionen hohere iATP-Werte als stabile Patienten in einer Ver-
gleichsgruppe (Israeli et al. 2010). Der Nutzen des Tests von Cylex" liegt also darin, Uber-
und Unter-Immunsuppressionen mit gravierenden Folgen wie Infektionen oder Abstofsungen
zu vermeiden. Es werden dabei drei verschiedene Zusténde der Immunantwort unterschieden:
,niedrig”,  mittel“ und ,hoch”. Bei der Diagnostik akuter Abstoffungen wurde eine Korrela-
tion mit den Ergebnissen konservativer Biopsien gezeigt (Hashimotoa et al. 2010). Fraglich
bleibt jedoch, inwieweit dieselben Referenzwerte fiir die iATP-Konzentration auf alle Pati-
enten gleichermaken anwendbar sind. Das illustriert der publizierte Fall einer 55-jahrigen
Frau vier Jahre nach Herztransplantation: Hier ging schon ein Anstieg der iATP-Werte in
den ,mittleren“ Bereich mit einer Abstoffungsreaktion einher (Israeli et al. 2012). Anschei-
nend lag bereits bei mittelstarker Immunantwort eine individuelle Unter-Immunsuppression
vor und niedrigere iATP-Werte waren fiir eine stabile Organfunktion notig. Dies zeigt, dass
isoliert betrachtete Messwerte der iATP-Konzentration nur bedingte Aussagekraft besitzen
und bei jedem Patienten langfristige Verlaufsbeobachtungen nétig sind. In einer anderen
Studie zeigte sich bei Patienten nach Absetzung der immunsuppressiven Therapie nur ein
geringfligiger bzw. gar kein Anstieg der iATP-Werte (Millan et al. 2009). Die meisten Werte
bewegten sich dabei in der mittleren Zone. Daraus folgt, dass die Definition von Unter-
Immunsuppression durch die Messung der iATP-Konzentration problematisch ist. Der Zu-
sammenhang der iATP-Werte mit dem Auftreten akuter Abstofungsreaktionen wird in der
Literatur widerspriichlich beschrieben (Kowalskia et al. 2003; Kowalski et al. 2006; Gupta
et al. 2008; Cabrera et al. 2009; Hashimotoa et al. 2010; Israeli et al. 2010; Huskey et al.

2011; Schulz-Juergensen et al. 2012). Auf der anderen Seite wird oft von einem signifikan-



ten Zusammenhang mit dem Auftreten von Infektionen berichtet (Cadillo-Chéavez et al.
2006; Kowalski et al. 2006; Lee et al. 2006; Bhorade et al. 2008; Gupta et al. 2008; Ca-
brera et al. 2009; Serban et al. 2009; Hashimotoa et al. 2010; Husain et al. 2009; Israeli
et al. 2010; Kobashigawa et al. 2010; Xue et al. 2010; Huskey et al. 2011; Schulz-Juergensen
et al. 2012). Der ImmuKnow®-Test scheint also sehr hilfreich fiir die Diagnostik einer Uber-
Immunsuppression zu sein. Ein Beispiel fiir den praktischen Nutzen des ImmuKnow®-Test
beschreibt der publizierte Fall eines 2-jahrigen lebertransplantierten Patienten: Hier kam
es aufgrund hoher Tacrolimus-Konzentrationen zur Entwicklung einer Epstein-Barr-Virus-
(EBV)-Infektion. Die InmuKnow®-Werte waren erwartungsgeméf niedrig und zeigten eine
Uber-Immunsuppression an. Infolge der Therapie mit Aciclovir und gleichzeitiger Abset-
zung von Tacrolimus erholte sich der Patient von der Infektion und die ImmuKnow®-Werte
erreichten die untere Grenze des mittleren Bereichs. Nach Wiederaufnahme der immunsup-
pressiven Therapie mit CsA fielen die ImmuKnow®-Werte wieder in den niedrigen Bereich
ab und es kam zur Reinfektion, obwohl die CsA-Spiegel im Rahmen des therapeutischen
Bereiches lagen. Nach Anpassung der Dosierung und erneutem Einsatz von Aciclovir konnte

die Infektion erfolgreich bekdmpft werden (Schulz-Juergensen et al. 2012).

1.6 Potentielle Pradiktoren fiir Toleranz

Ziel des Finsatzes potentieller Pradiktoren fiir Toleranz ist die Ermittlung des individuellen
immunologischen Risikos schon im Vorfeld der Transplantation als Ergénzung zum HLA-
Antikorper-Status. Durch die Definition von immunologischen Risikopatienten kénnten so
schon vor der Transplantation Patienten ermittelt werden, die eine niedrigere oder héhere Do-
sierung der immunsuppressiven Medikamente benétigen. Dabei ist die Definition spontaner
operativer Toleranz vage: Sie ist definiert als stabile Organfunktion im Langzeitverlauf oh-
ne klinisch signifikante Reaktion oder Immundefizit nach Absetzung der immunsuppressiven
Therapie (Roussey-Kesler et al. 2006). Im Bereich der Nierentransplantation spricht man von
Toleranz, wenn es innerhalb eines Jahres nicht zu einem Anstieg der Serum-Kreatininwerte
tiber 10% gekommen ist (Sagoo et al. 2010). Derartige klinische Toleranz muss von der
,Beinahe-Toleranz", bei der fiir die stabile Organfunktion immer noch — wenn auch sehr
niedrig dosiert — Immunsuppressiva notwendig sind, unterschieden werden (Roussey-Kesler
et al. 2006). Die Haufigkeit der operativen Toleranz betrégt im Bereich der Lebertransplanta-

tion bis zu 20%, bei der Nierentransplantation ist sie jedoch deutlich niedriger (Newell et al.



2010). Genau bei dieser Patientengruppe kommt es auf eine perfekt angepasste immunsup-
pressive Therapie unter Nutzung neuer Biomarker an. Als Anzeichen fiir derartige Tole-
ranz werden zur Zeit unter anderem die Messungen folgender Parameter untersucht: Anzahl
der natiirlichen regulatorischen T-Zellen (Tregs) (CD4"CD257"CD127FOXP3") (Litjens
et al. 2012), B-Zell-Differenzierungsgene wie IGKV4-1, IGLLA, IGKV1D-13 (Newell et al.
2010) fiir NTx-Patienten und spezifische Gensets in natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen) wie
ERBB2, SENP6 und FEMI1C (Li et al. 2012) nach Lebertransplantation (LTx).

So wird beispielsweise beschrieben, dass man sich bei der Quantifizierung von natiirlichen
Tregs die FOXP3-Demethylierung zu Nutze machen kann (Baron et al. 2007). Im Gegensatz
zu anderen Zellen weisen sie eine spezifische DNA-Demethylierung innerhalb des FOXPS3-
Lokus auf. Andere Subtypen der Tregs wie die induzierten Tregs sind demgegeniiber im
Bereich der Treg-spezifischen Demethylierungsregion (TSDR) des FOXP3-Gens hochgradig
methyliert (Shalev et al. 2012). Die oben beschriebenen B-Zell-Differenzierungsgene und die
Gesamtzahl bzw. die Zahl an nativen B-Zellen erweisen sich nach NTx als diagnostisch rele-
vant beim Erkennen toleranter Patienten (Newell et al. 2010). In der Lebertransplantation
zeigen sich einige Genprodukte natiirlicher Killerzellen als zuverlassige Marker fiir Toleranz
(Li et al. 2012). Beziiglich der Wirkung einzelner Immunsuppressiva auf die Entwicklung
der Tregs ldsst sich sagen, dass CNIs (Tacrolimus, CsA) durch Hemmung der FOXP3-
Transkription sowie auch Basiliximab einen negativen Effekt haben. Belatacept weist neue-
ren Untersuchungen zufolge ebenfalls einen hemmenden Effekt auf. MPA, ein humanisierter
Antikorper, zeigt hingegen keinen Effekt (De Serres et al. 2009; Wojciechowski und Vincen-
ti 2011; Levitsky et al. 2013). Folglich diirfte sich der exzessive Einsatz von CNIs negativ
auf die Entwicklung von Toleranz auswirken. Genau diese Ergebnisse spiegeln sich auch in
der Statistik der transplantierten Patienten aus den letzten Jahren wider: Wéahrend die im-
munsuppressive Therapie durch die Entdeckung der CNIs einen gewaltigen Aufschwung zu
verzeichnen hatte und das Auftreten akuter Infektionen in der Frithphase nach Transplanta-
tionen zuverléssig verringert werden konnte, verbesserten sich die Langzeitergebnisse nicht
(Meier-Kriesche et al. 2004). Tregs wurden auf ihre Eignung als Indikatoren fiir die Entwick-
lung von Toleranz untersucht. Die Ergebnisse sind hier allerdings widerspriichlich (Franzese
et al. 2013): Die Gesamthéufigkeit der FOXP3"-Tregs im peripheren Blut korreliert nicht
zwingend mit Toleranz. Die antigenspezifischen Tregs konnen sich aber z. B. im transplan-

tierten Organ konzentrieren und somit im Einzelfall nur schlecht mit der Haufigkeit der
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zirkulierenden Zellen korrelieren (Cobbold und Waldmann 2013). Erfolgversprechende Tests
basieren auf der Betrachtung komplexer Genexpressionsmuster und zeigen Unterschiede zwi-
schen nieren- und lebertransplantierten Patienten (Londono et al. 2012). Ein derartiger Test
zum Erkennen von Toleranz nach N'Tx beinhaltet die Betrachtung einer Kombination von
10 verschiedenen Genen, der Anzahl der peripheren B- und NK-Zellen, der Zahl der kiirzlich
aktivierten CD4"-T-Zellen, eine donorspezifisch abgeschwichte Antwort der CD4"-T-Zellen
sowie eine stark ausgepriagte FOXP3 /a-1,2-mannosidase-Genexpression im peripheren Blut
(Sagoo et al. 2010).

Besonders im Langzeitverlauf sind Pradiktoren fiir die Entwicklung einer Toleranz gegen-
iiber dem transplantierten Organ von grofsem Interesse. Dies ist beispielsweise durch den
Nachweis spenderspezifischer Antikorper (DSA, engl. donor-specific antibodies) moglich, die
zu einer antikorpervermittelten Abstoffung des Organs fithren. Studien haben hier gezeigt,
dass die Organfunktion transplantierter Nieren bei DSA-positiven Patienten schlechter als
bei DSA-negativen Patienten ist (Sagoo et al. 2010). Halloran et al. entwickelten ein Mi-
croarray fiir die Diagnose antikorpervermittelter Abstofungen nach NTx (Halloran et al.
2013). Konventionelle diagnostische Kriterien fufen hier alleine auf der Beurteilung von
Biopsien, die nach wie vor als Goldstandard fiir die Diagnose akuter Abstofsungen gelten
(Chandraker und Strom 2013; Thiene et al. 2013; Verhelst et al. 2013). Allerdings tre-
ten derartige Abstoffungen oftmals erst viele Jahre nach Transplantation auf und fithren
durch eine Glomerulopathie zum spiten Versagen des Transplantates (Sellarés et al. 2013).
Der neuartige Microarray-basierte Test diagnostiziert antikorpervermittelte Abstofsungen an-
hand eines Scores, der verschiedene Transkriptionsprodukte, die iiberwiegend in Endothel-
oder NK-Zellen exprimiert und Interferon-y-induziert sind, betrachtet. Dieser Score zeigt
in ersten Untersuchungen bereits einen frithen Zusammenhang mit dem Auftreten von Ab-
stoffungen (Halloran et al. 2013). Auch Molekiile wie 16sliches CD30 (sCD30, engl. soluble
CD30), ein T-Zell-Aktivierungsmarker, wurden auf ihre Eignung als Biomarker hin unter-
sucht (Siisal und Opelz 2012): Die Fiinf-Jahres-Uberlebensrate nach NTx ist bei hohen Wer-
ten (>100 U/ml) signifikant geringer als bei Patienten mit geringen sCD30-Konzentrationen
(<100 U/ml) vor Transplantation (Siisal et al. 2002). Des Weiteren wird ein Zusammen-
hang der IMPDH-Aktivitdt vor Transplantation mit dem Auftreten akuter Abstoflungsre-
aktionen bei NTx-Patienten beschrieben (Glander et al. 2004). Bei Patienten mit hoher
IMPDH-Aktivitat vor Transplantation und einer spéteren Dosisreduktion der MPA besteht
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ein deutlich hoheres Risiko fiir das Auftreten akuter Abstoffungen als in anderen Patien-
tengruppen. Auf der anderen Seite zeigt IMPDH aber auch einen Zusammenhang mit der
Plasmakonzentration von MPA und eignet sich daher als pharmakodynamischer Biomar-
ker nach Transplantationen (Fukuda et al. 2011). Die Auswirkungen der IMPDH-Hemmung
auf die Ergebnisse von Nierentransplantationen wird in einer anderen Studie beschrieben
(Raggi et al. 2010). Hier ist eine niedrige Hemmung mit signifikant haufiger auftretenden
Abstoflungen assoziiert.

Weitere pradiktive Marker stellen verschiedene Genexpressionstests dar. Grundlage dieser
Genexpressionstests ist die Annahme, dass es eine Pradisposition fiir das Auftreten aku-
ter Abstoffungen gibt und diese Patienten iiber ein aggressiveres Immunsystem verfiigen.
Einer dieser Tests misst z. B. die Genexpression von 25 verschiedenen Genen (u. a. NRAS,
PLA2G4A, EPS15L1, F2RL1, FBN1, ANXA/, EMP1, RAB38 und STK32C) in einer Biop-
sie des Spenderorgans vor Transplantation und von 18 Genen (u. a. BSG, CHMP4B, HEBP1,
TBL1XR1, WNK1, TMEM158, MMP25) in den Immunzellen des Blutes, die auf eine Hoch-
regulation mehrerer bekannter immunologischer Reaktionswege hindeuten VEGF-( Vascular-
Endothelial-Growth-Factor)-Signalweg, EGFR~( Epidermal-Growth-Factor-Receptor)-Signal-
weg, MAP-(mitogen-activated protein)-Kinase-Weg). Studien haben gezeigt, dass dieser Test
eine Alternative zur Biopsie des Spenderorgans darstellt (Hollander et al. 2013). Zum jetzi-
gen Zeitpunkt gibt es in der klinischen Routine noch keinen Biomarker, der das Risiko fiir
akute zelluldre Abstofsungen zum Zeitpunkt der Transplantation vorhersagen kann. Einzig
der AlloMap®-Test erlaubt gegenwirtig eine Aussage iiber dieses Risiko. In der Herztrans-
plantation ist AlloMap® (XDx Expression Diagnostics Inc.) als Genexpressionstest bei Pa-
tienten mit geringem Abstofiungsrisiko und mehr als 2 Monaten nach Transplantation zur
Bestimmung der Wahrscheinlichkeit von Abstoffungsepisoden zugelassen. Dieser Test misst
die Genexpression 20 verschiedener Gene in den Immunzellen des Blutes und ermittelt daraus
einen Wert zwischen 0 und 40. Studien haben gezeigt, dass der Test bei dieser begrenzten
Patientengruppe eine Alternative zu Biopsien darstellt (Starling et al. 2006; Pham et al.
2010). Nachteil ist jedoch, dass gerade in der Anfangszeit nach Herztransplantation (HTx)
eine engmaschige Beobachtung notwendig ist und das Risiko einer akuten Abstofsung hier

besonders hoch ist (Mehra und Parameshwar 2010).
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1.7 Potentielle Marker fiir eine Schadigung des Spenderorgans

Zu den potentiellen Markern einer Organschédigung zéhlt die Analyse des Profils der Boten-
RNA (mRNA, engl. messenger RNA), Expressionsmuster bestimmter microRNAs (miRNA),
sowie zellfreie DNA (cfDNA, engl. cell-free DNA) — im Bereich der Transplantationsmedizin
als ¢fDNA des Spenderorgans (GcfDNA, engl. graft-derived cell-free DNA) verwendet. In
einer Studie zur Bestimmung des Transplantatschadens bei Nieren wurde ein nicht-invasiver
Test auf Basis der mRNA im Urin entwickelt und bei 485 Empfangern ein Zusammenhang
mit dem Auftreten von Abstofsungen nachgewiesen. Das kombinierte Expressionsmuster von
3 verschiedenen Genen (CD3¢ mRNA, IP-10 mRNA und 185 rRNA (ribosomale RNA))
erwies sich hier als diagnostisch relevant fiir die Diagnose akuter zelluldrer Abstofsungen
(Suthanthiran et al. 2013). Auch miRNAs werden als potentielle Biomarker untersucht. Dies
ist eine Gruppe von Posttranskriptionsregulatoren, die die mRNA beeinflussen. Sie werden
im Rahmen der Zellerneuerung freigesetzt und lassen sich somit in zahlreichen Korperfliis-
sigkeiten wie Speichel, Blut und Urin wiederfinden. Bestimmte Expressionsmuster sind mit
dem Auftreten pathologischer Verdnderungen assoziiert. Folglich ist durch ihre Bestimmung
ein Riickschluss auf die Organfunktion denkbar (Mas et al. 2013). Eine weitere Metho-
de beruhte auf der Bestimmung spenderspezifischer HLA-Allele bei Nieren- und Pankreas-
transplantierten Patienten (Gadi et al. 2006).

1.7.1 Zellfreie Nukleinsduren als potentieller Biomarker

Zellfreie Nukleinséduren aus dem Spenderorgan werden schon ldnger als potentieller Biomar-
ker diskutiert. Erstmals beschrieben wurde ¢fDNA in menschlichem Plasma bereits 1948
(Mandel und Métais 1948). Im Zusammenhang mit pathologischen Verdnderungen wurden
sie erstmals in den 1960er-Jahren bei Patienten mit systemischem Lupus erythematodes
(SLE) untersucht (Tan et al. 1966). Doch ¢fDNA bedarf keinerlei pathologischer Verénde-
rungen und ist auch im Plasma von Gesunden zu finden (Kamm und Smith 1972; Beck et al.
2009). Die Hauptquelle stellen hier apoptotische Zellen dar (Suzuki et al. 2008; Jung et al.
2010). Im Falle von malignen Erkrankungen ist ihre Konzentration erhtht (Stroun et al.
1987). Bei virusassoziierten Tumorerkrankungen wie Nasopharynxkarzinomen (verursacht
durch EBV) sowie Zervixkarzinomen (durch humane Papillomaviren (HPV) verursacht), ist
freie Virus-DNA im Plasma nachweisbar (Lo et al. 1999a; Dong et al. 2002). Ein weiteres

Anwendungsgebiet der ¢fDNA liegt in der Prinataldiagnostik: Uber die im maternalen Blut
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vorhandene fetale DNA (Lo et al. 1997) lésst sich z. B. auf nichtinvasive Weise der fetale
Rhesus-D-Status bestimmen (Zhong et al. 2000). Auch die Diagnostik genetischer Erkran-
kungen wie myotoner Dystrophie (Amicucci et al. 2000), Achondroplasie (Saito et al. 2000)
oder Trisomie 21 (Fan et al. 2008) ist mdglich. Bei Schwangerschafts-assoziierten Erkran-
kungen wie der Praeklampsie stellt cfDNA ein potentielles Nachweismittel zur Einschétzung
von Risikopatientinnen dar (Lo et al. 1999b).

In der Transplantationsmedizin wurde GefDNA erstmalig 1998 in Transplantatempfiangern
nachgewiesen und der potentielle Nutzen von ¢fDNA als Biomarker fiir die Organfunktion
diskutiert (Lo et al. 1998; Lo 2011). Dabei wird angenommen, dass c¢fDNA im Falle von
Abstofiungsreaktionen infolge von Apoptose und Nekrose aus dem Spenderorgan freigesetzt
wird. Bereits 2003 wurde erstmals eine quantitative Bestimmung bei herz-, leber- und nie-
rentransplantierten Patienten durchgefiihrt (Lui et al. 2003). Hier erfolgte die Messung durch
Bestimmung der prozentualen Konzentration des Y-Chromosoms. Dies beschrénkt die An-
wendung auf weibliche Patienten, die Organe eines ménnlichen Spenders erhalten haben.
In einer weiteren Studie wurde der Nutzen von GcefDNA zum Erkennen von Organabsto-
fsungen speziell nach N'Tx untersucht. Dabei erfolgte die Bestimmung der Konzentration des
Y-Chromosoms im Urin und erstmals mittels digitaler Polymerase-Kettenreaktion (PCR,
engl. Polymerase Chain Reaction). Es wurde gezeigt, dass Patientinnen mit akuten Absto-
fsungen signifikant hohere Werte als Patientinnen mit stabiler Organfunktion oder chronischer
Organschiadigung haben (Sigdel et al. 2013). Auch bei Patienten speziell nach HTx wurde
der Nutzen von GefDNA untersucht (Snyder et al. 2011). Im Verlauf von Abstokungsreak-
tionen steigen die gemessenen DNA-Werte des Spenderorgans von Grundwerten unter 1%
auf bis zu 5% an. Die Untersuchung zeigt, dass die Werte der GefDNA bereits drei Monate
vor einer durch Biopsie gesicherten Abstofsung ansteigen. Hier erfolgten die Messungen zu-
nachst ebenfalls iiber das Y-Chromosom. In einem zweiten Schritt wurde die Bestimmung
der GcefDNA erstmals geschlechtsunabhéngig durch Massive Parallel Sequencing der DNA
von Spender und Empfanger durchgefiihrt.

Trotz aller Verbesserungen liegen die Hauptnachteile der bisher verdffentlichten Metho-
den in den vergleichsweise hohen Kosten, langen Analysezeiten, geschlechtsspezifischen Ein-
schriankungen oder in der Notwendigkeit einer DNA-Probe auch des Spenders. Der Vorteil
aller Verfahren auf Basis von ¢cfDNA ist jedoch in der Tatsache zu sehen, dass Aussagen auf

nichtinvasive, einfache und risikofreie Weise gemacht werden kénnen. Aufwandige Verfahren
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wie Punktionen und Biopsien entfallen. Daher wird im Zusammenhang mit diesen Methoden

auch der Begriff ,flissige Biopsie* (Beck et al. 2013b) verwendet.

1.8 Personalisierte Immunsuppression mit neuen Biomarkern

Das Ziel einer modernen immunsuppressiven Therapie auf der Basis neuer Biomarker ist es
also, den Fokus von der alleinigen Reaktion auf klinische Events (z. B. akute Abstofungen) in
den Bereich der Pravention zu verlagern. Zentraler Bestandteil ist dabei die Fritherkennung
von beginnenden Organschédigungen auf der einen Seite und méglicherweise immuntoleran-
ten Patienten auf der anderen Seite. Invasive Verfahren wie Organbiopsien kénnten dann auf
ein Minimum reduziert werden. Dies ermoglicht jedem Patienten eine individualisierte Im-
munsuppressionstherapie auf der Basis der individuell optimalen Medikamentendosierungen.
Auch immuntolerante Patienten konnten sich auf diese Art finden lassen. Nebenwirkungen
aufgrund von Uberdosierungen liefen sich vermeiden. Insgesamt wiirde sich die Medikation
organtransplantierter Patienten also sicherer, berechenbarer, effektiver und kostengiinstiger

gestalten.
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2 Fragestellung

Mit dieser Arbeit sollte die klinische Evaluation eines neuen Biomarkers basierend auf der
Bestimmung von GefDNA im Plasma der Transplantatempféanger im Rahmen einer klinisch-
prospektiven Studie erfolgen. Dabei wurde bei 22 Patienten postoperativ nach Lebertrans-
plantation kontinuierlich der neue Biomarker bestimmt und die gewonnenen Werte im Ver-
lauf dokumentiert und hinsichtlich ihrer Signifikanz fiir den klinischen Einsatz mit etablierten
Markern verglichen.

Besonderer Schwerpunkt dieser Arbeit liegt auf der Frithphase nach Transplantation. Im

Einzelnen sollten Antworten auf die folgenden Fragen gefunden werden:

1. Wie sieht die Kinetik und Halbwertszeit der GefDNA im Empfingerorganismus aus?

2. Besteht ein Zusammenhang zwischen Reperfusions- und Ischdmieschadigung der Spen-

derorgane und initialer GefDNA-Freisetzung?

3. Korreliert die GefDNA-Freisetzung mit der Tacrolimus-Dosierung und den Blutspie-
geln? Kann im Umkehrschluss mit Hilfe der G¢fDNA ein neuer Vorschlag fiir den

Zielspiegel gemacht und eine minimal notwendige Konzentration definiert werden?

4. Wie verhélt sich die GefDNA-Konzentration im Vergleich zu den etablierten Leber-
funktionstests wie der Aspartat-Aminotransferase-(AST)- und y-Glutamyl-Transfe-
rase-(GGT)-Aktivitdt sowie Bilirubin-Konzentration im Plasma in der frithen Phase
nach Transplantation, bei klinischen Events (wie z. B. Cholestasen und Abstofungen)

und entsprechenden Interventionen?
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3 Patienten, Material und Methodik

3.1 Patienten

3.1.1 Studiendesign

Die Daten dieser Arbeit sind Teil einer prospektiven nicht-interventionellen Beobachtungs-
studie iiber zirkulierende zellfreie Nukleinsduren in der Lebertransplantation. Eingeschlossen
wurden ausschlieflich volljahrige Patienten und Patientinnen innerhalb der ersten 9 Monate
nach Lebertransplantation, die ihr ausdriickliches schriftliches Einverstdndnis gegeben hat-
ten. Die Studie wurde durch die Ethikkommission der Georg-August-Universitiat gepriift
und genehmigt (Studienaufkldrung siehe Anhang). Sie erfolgte in Anlehnung einer vonseiten
des Bundesministeriums fiir Bildung und Forschung (BMBF') unter dem Férderkennzeichen
01ES1102 geforderter Studie mit dem Titel , Personalisierte Immunsuppression nach Organ-
transplantation: Eine Beobachtungsstudie zum Nutzen und zu therapeutischen Bereichen
innovativer Biomarker. Sdmtliche klinische Therapien blieben durch diese Studie unbeein-
flusst. Blutuntersuchungen erfolgten nur zu den Zeitpunkten, an denen aus klinischem Kon-

text heraus ohnehin Visiten und Blutabnahmen durchgefiihrt wurden.

3.1.2 Ein- und Ausschlusskriterien

In meiner Arbeit habe ich den Schwerpunkt auf die postoperative Frithphase, die ersten 30
Tage nach Transplantation, gelegt und meine Untersuchungen auf die im Gottinger Trans-
plantationszentrum lebertransplantierten Patienten sowie die GefDNA als potentiellem neu-
en Biomarker einer Transplantatschiadigung beschrénkt. Eingeschlossen wurden de novo-
lebertransplantierte, volljahrige Patienten, deren schriftliches Einverstandnis vorlag. Fiir den
einzelnen Patienten betrug die Beobachtungsdauer im Rahmen des BMBF-Projekts maxi-
mal 1 Jahr. Mogliche Griinde fiir ein vorzeitiges Ausscheiden aus der Studie waren die Not-
wendigkeit einer Re-Transplantation, das Versterben des Patienten oder der Erhalt einer
iiberdurchschnittlichen Menge an Blutprodukten, deren Einfluss auf die Bestimmung der

GcfDNA bisher noch nicht geklért ist.
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3.1.3 Therapie der transplantierten Patienten

Bei den lebertransplantierten Patienten erfolgte die Immunsuppression geméaft dem in Got-
tingen etablierten Schema fiir eine immunsuppressive Therapie (siche Anhang). Bereits in-
traoperativ wurde die Induktionstherapie durch Gabe von Methylprednisolon (Urbason®)
und Basiliximab (Simulect®), einem rekombinanten, murin-/human-chiméren monoklona-
len Antikorper, der gegen die IL-2-Rezeptor-o-Kette (CD25-Antigen) gerichtet ist, begon-
nen. Die Gabe von Basiliximab erfolgte zu zwei Zeitpunkten: Einmal wéhrend der anhepa-
tischen Phase und am 4. postoperativen Tag. Nach der Transplantation kam Mycophenolat-
Mofetil (MMF) (Cellcept®), ein Ester der MPA, als weiteres Medikament hinzu. Die Dosie-
rung des Methylprednisolons wurde langsam reduziert und das Medikament bei unproblema-
tischem postoperativen Verlauf nach 13 Tagen schliefslich ganz abgesetzt. Ergénzend erfolgte
ab dem 2. postoperativen Tag die Gabe von Tacrolimus (Prograf®). Gegebenenfalls wurde
hier zu einem spéteren Zeitpunkt eine Umstellung auf Advagraf®, eine andere Formulierung
von Tacrolimus, oder Everolimus (Certican®) vorgenommen. Die Dosierung des Tacrolimus
erfolgte auf Basis der im Vollblut bestimmten Talspiegel. In letzter Zeit wurde gezeigt, dass
auch niedrigere Tacrolimus-Spiegel zu einer suffizienten Immunsuppression fithren und ein
Langzeitiiberleben des Transplantates fordern (Wallemacq et al. 2009). Daher wurden hier
8 bis 12 pg/l wihrend der ersten 6 Wochen, 4 bis 8 png/l1 fiir die folgenden 6 Wochen nach
Transplantation und im weiteren Verlauf etwa 4 pg/1 angestrebt. Die Dosierung der MMF
orientierte sich an den Zellzahlen der Leukozyten. Im Falle einer Leukopenie erfolgte eine
Dosisreduktion (Halbierung bei einer Leukozytenzahl/ul < 3000) oder ggf. Pausierung (Leu-
kozytenzahl/ul < 1000). Von diesem Schema wurde nur in wenigen Ausnahmeféllen (z. B.
Entfallen der Induktionstherapie mit Basiliximab bei Re-Transplantationen oder verlanger-
ter Gabe von Methylprednisolon) abgewichen. Die Langzeitimmunsuppression bestand dann

aus einer Zweifachkombination von MMF und Tacrolimus bzw. Everolimus.

3.2 Material

3.2.1 Vacutainer® fiir Blutabnahmen

Die Blutabnahmen fiir die Bestimmung der GefDNA - erfolgten iiberwiegend in speziellen
Vacutainern® (Cell-Free DNA" BCT, Streck Inc.). Diese Réhrchen stabilisieren die weifen

Blutkérperchen und verhindern somit eine Freisetzung der genomischen DNA (gDNA). Da-
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durch kdme es sonst bei ldngerer Liegezeit zu einer Beeinflussung des prozentualen Anteils

der GefDNA.

3.2.2 Monovetten® fiir Blutabnahmen

Alternativ erfolgte die Bestimmung der GefDNA aus Blutproben in S-Monovetten® (Sar-
stedt) mit Kalium-EDTA, wie sie routineméfig in der Universitdtsmedizin Gottingen ver-
wendet werden. Da hierbei keine Stabilisierung der weifsen Blutkorperchen erfolgt, ist die
Aufbewahrungszeit vor Abtrennung des Plasmas begrenzt. Daher erfolgte die Abzentrifuga-

tion des Plasmas bei diesen Proben innerhalb von 5 Stunden nach Blutentnahme.

3.3 Methodik

3.3.1 Entnahme der Proben

Die Probenentnahmen orientierten sich an dem durch die Ethikkommission genehmigten
Studienprotokoll. Die erste Blutabnahme erfolgte bei den transplantierten Patienten noch
wahrend der Operation, 15 Minuten nach Reperfusion der Leber. Die néchste Blutabnahme
fand dann 6 Stunden nach Reperfusion auf der Intensivstation statt. Wahrend der ersten 14
Tage nach LTx waren weitere tagliche Blutabnahmen auf den jeweiligen Stationen vorgesehen
und anschliefsend — fiir den Rest des ersten Monats — in dreitédgigem Intervall. Ein genaues
Schema der durchgefiithrten Visiten ist in Abbildung 3.1 dargestellt. Die Abnahmen zu spé-
teren Zeitpunkten erfolgten dann im Rahmen der BMBF-Studie (siehe Kapitel 3.1.1). Bei
den Blutabnahmen wurden iiberwiegend spezielle Blutentnahmeréhrchen (Cell-Free DNA™
BCT, Streck Inc.) verwendet und dabei etwa 10ml Blut entnommen. Alternativ wurden etwa
2ml Blut aus den routineméfig fiir das TDM eingelieferten Sarstedt-Monovetten® genutzt.
Die Abnahmen zur Bestimmung der GefDNA waren dabei nicht an bestimmte Zeitpunkte
(z. B. Talspiegel der Immunsuppressiva) gekoppelt.

Zusatzlich erfolgte die Erfassung von klinischen Daten zu Abstofungen (Biopsieergebnis-
se) sowie Infektionen und Routinelaboruntersuchungen (AST-Aktivitat, GGT-Aktivitdt und
Bilirubin-Konzentration im Plasma), die zwar im Rahmen dieser Arbeit ausgewertet, aber

nicht studienbedingt durchgefiihrt wurden.
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Visiten 15min nach 6h nach Tag Tag Tag Tag Tag Tag Tag Tag Tag Tag Tag Tag Tag Tag Tag Tag Tag Tag Tag
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 17

Reperfusion Reperfusion 20 23 26 29

CNA X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X

Blutentnahmen téglich liber die ersten 14 Tage und im Anschluss bis zum Ende des ersten Monats in dreitdgigem Intervall

(bzw. bis zur Entlassung, wenn Verweildauer <30 Tage).

Zusatzlich erfolgte die Erfassung von klinischen Daten und Routinelaboruntersuchungen (AST, GGT und Bilirubin), die zwar ausgewertet aber
nicht studienbedingt durchgefiihrt wurden.

Abbildung 3.1: Schema mit den Abnahmezeitpunkten fiir die im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrten Untersuchungen der GefDNA

3.3.2 Bestimmung der zellfreien Nukleinsduren

Die Messungen der GefDNA erfolgten durch Chronix Biomedical, Géttingen, nach einem
dort entwickelten Verfahren (Beck et al. 2013b). Aufgrund der Neuartigkeit der angewandten

Methodik gebe ich im Folgenden einen kurzen Uberblick.

3.3.2.1 Auswahl der informativen Single-Nukleotid-Polymorphismen

Ein Single-Nukleotid-Polymorphismus (SNP) ist definiert als Variation eines Abschnitts der
DNA, bei der sich eine Nukleotidbase unterscheidet. Derartige SNPs stellen etwa 90% der
genetischen Variationen im menschlichen Genom dar (Montenarh und Léffler 2007). Fiir die
Ermittlung der GefDNA ist es zunédchst einmal moglich, beliebige SNPs zu betrachten, bei
denen Spender und Empfinger homozygot, aber unterschiedlich sind. Hierfiir wére allerdings
DNA-Material des Spenders notig. Im klinischen Alltag stellt dies eine erhebliche Einschran-
kung dar, insbesondere wenn die Transplantation schon lange zuriickliegt. Zur Umgehung
dieser Problematik wurden fiir die Analysen solche SNPs ausgewahlt, die eine Minor Allelic
Frequency (MAF) zwischen 0,4 und 0,5 aufweisen. Geméf dem Hardy-Weinberg-Gesetz er-
scheinen diese SNPs mit einer Wahrscheinlichkeit von 23 bis 25% homozygot in Spender und
Empfanger. Die Wahrscheinlichkeit, dass diese unterschiedlich in Spender und Empfinger
sind, betragt dann 11,5 bis 12,5% (Jamieson und Taylor 1997). Um mindestens drei derarti-
ge SNPs zu finden, miissen folglich 30 bis 35 unterschiedliche SNPs mit entsprechender MAF
analysiert werden. Bei der Betrachtung unselektierter SNPs wéren iiber 3000 Assays fiir ein
vergleichbares Ergebnis notwendig. Die besten Ergebnisse liefern dabei SNPs, die jeweils ho-
mozygot, aber in Spender und Empfénger unterschiedlich sind. Limitierender Faktor bei den
genetischen Analysen ist die Menge an DNA bzw. das Volumen der eingesetzten Blutprobe:
Wenn man davon ausgeht, dass in einem Milliliter Blut ca. 1000 DNA-Molekiile vorhanden
sind und die Konzentration der GefDNA 5% betragt, wiren darin nur etwa 50 Molekiile der
Spender-DNA vorhanden (Chiu et al. 2001; Jung et al. 2003).
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Die Bestimmung informativer SNPs erfolgte durch einen Lauf im LightCycler® 480 (Ro-
che Applied Sciences) mit gDNA aus dem Buffy-Coat. Hierdurch konnten die im Empfanger
heterozygoten SNPs von den weiteren Analysen ausgeschlossen werden. Die eigentlichen Mes-
sungen erfolgten im Anschluss durch digital droplet PCR (ddPCR) mit dem QX100 Drop-
let Digital” PCR System (Bio-Rad Laboratories Inc.). Der gesamte Prozess der GcfDNA-

Bestimmung ist in Abbildung 3.2 dargestellt.

real-time PCR Bestimmung der im Empfanger homozygoten SNPs: 41 Assays mit der gDNA (20 ng).
ddPCR 50% (~20) der Assays werden verworfen: 50% der Assays (~20) werden ausgewahilt:
' Empfanger ist hier heterozygot (AB). Empfanger ist hier homozygot (AA oder BB).

25% (~5) der 25% (~5) der-

Assays Assays sind o
~1 A
werden bei Spender + .53/0( 0) dEer :fays
verworfen, da | | Empfinger sind zwar im Empfanger

h
Spender + homozygot, hoeTet?:;;:): li):‘r

ddPCR
Empfanger verschiedene Spend
identisch sind Allele (AA/;:\eBn :ro;gsa/r‘l\m
(AA/AA (AA/BB oder ocer ‘
oder BB/BB). BB/AA).

¢1x l2x

Gehalt an Spender-DNA wird
aus dem Mittelwert von
mindestens 2 verschiedenen
Assays ermittelt.

Abbildung 3.2: Prinzip der GefDNA-Messungen (verdndert nach Beck et al. 2013b — Abdruck
mit Genehmigung, Bildnachweis auf Seite 123)

3.3.2.2 lIsolation der zellfreien DNA

Die in speziellen Streck-Rohrchen (Cell-Free DNA™ BCT, Streck Inc.) bzw. S-Monovetten®
(Sarstedt) abgenommenen Blutproben wurden zunéchst zentrifugiert (Relative Zentripetal-
beschleunigung (RCF, engl. Relative Centrifugal Force): 1.200*g fiir 10 Minuten bei 22°C),
um die Zellen vom Plasma zu separieren. Das Plasma und der Buffy-Coat wurde anschlie-
fsend bis zur Weiterverarbeitung bei -20°C eingefroren. Anschliefend wurde nach erneuter
Zentrifugation (RCF: 4000*g fiir 20 Minuten bei 4°C) die ¢fDNA mit dem High Pure Vi-
ral Nucleic Acid Extraktionskit (Roche Applied Science) isoliert. Zum Teil wurden auch
Blutproben aus den EDTA-antikoagulierten Sarstedt-Monovetten® fiir die Bestimmung der
GcfDNA verwendet. Hierbei erfolgte die erste Zentrifugation (RCF: 2.500*g fiir 10 Minuten
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bei 4°C) innerhalb von 5 Stunden nach Blutentnahme, um eine Lyse der Zellen und folglich

eine Erhohung der gDNA auszuschliefsen.

3.3.2.3 Amplifikation der zellfreien DNA

In einem ersten Schritt erfolgte zunéchst die unselektierte Amplifikation der extrahierten
c¢fDNA durch maximal 12 PCR-Zyklen bzw. bis zum Erreichen der Plateauphase mit dem
NEBNext® Ultra" DNA Library Prep Kit (New England Biolabs Inc.) in einem LightCycler®
480 (Roche Applied Sciences). Hierdurch wurden die eingesetzten Mengen der ¢fDNA, die
zum Teil nur Sng betrugen, auf durchschnittlich etwa 1100ng erhoht.

Um zu kontrollieren, ob dieser Praamplifikationsschritt die Messungen der ¢fDNA beein-
flusst, wurde zu Vergleichszwecken von Beck et al. fiir die gDNA des Empfiangers und der
cfDNA das Verhéltnis zwischen praamplifizierten und direkt gemessenen Proben (ohne vor-

hergehende Praamplifikation) ermittelt.

1.25
1.20
1.15

1.10

e
- b . % ¢ : ;

0.95
0.90 %

0.85

Ratio of preamplified sample to cfDNA or gDNA

0.80

0.75

S83_gDNA ratio

S83_cfDNA ratio
S84 _gDNA ratio
S84_cfDNA ratio
S99 _gDNA ratio
S99_cfDNA ratio
S48_gDNA ratio
S48 cfDNA ratio
S82_gDNA ratio
$82_cfDNA ratio

Abbildung 3.3: Verhéltnisse der Kopienanzahl ohne und mit vorhergehender Praamplifikati-
on mit Standardabweichungen (Beck et al. 2013b — Abdruck mit Genehmi-
gung, Bildnachweis auf Seite 123)
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Abbildung 3.3 zeigt, dass durch die Praamplifikation keine Beeinflussung der prozentualen
Haufigkeit der beiden untersuchten Allele entsteht (gDNA: 102 + 4%, cfDNA: 98 + 5%)
und die Verhéltnisse der beiden Methoden daher um 1 liegen. Dies ist auf den geringfiigigen
Unterschied von nur einem Nukleotid zwischen den beiden Amplikons pro Assay zuriickzu-

fiihren.

3.3.2.4 Digital droplet PCR

Bei der ddPCR wird die Probe auf etwa 20.000 Oltrépfchen (droplets) verteilt, die jeweils als
eigensténdige Einzelansétze dienen (Hindson et al. 2011; Pinheiro et al. 2012). Die Detektion
erfolgte iiber TagMan'"-Sonden mit den Fluoreszenzfarbstoffen FAM und HEX sowie BHQ1
(MWG-Biotech) als Quencher. Nach erfolgter Reaktion sendet jedes Tropfchen ein positi-
ves oder negatives Fluoreszenz-Signal aus. Durch Auszéhlung der Farbsignale lésst sich der

Anteil der Spender-DNA an den gesamten zirkulierenden Nukleinsduren bestimmen.

3.3.2.5 Auswertung der digital droplet PCR

Im Folgenden ist beispielhaft die Berechnung der GefDNA-Konzentration fiir LTx4 am Tag
99 nach Transplantation gezeigt: Die Voranalysen haben gezeigt, dass die Organempfiange-
rin fiir die Assays S38, S48, S50, S70, S77 und S82 (PCR bei 61°C) sowie S57, S78, S86
und S97 (PCR bei 59°C) homozygot ist. Die Auswertung der ddPCR erfolgte mit der Soft-
ware QuantaSoft” (Version 1.3.2.0, Bio-Rad Laboratories Inc.). Fiir die Quantifizierung der
GcfDNA wurde die in der Software integrierte ,,Rare Event Detection* auf Basis der Poisson-
Verteilung (Gesetz der kleinen Zahlen) verwendet. Die Software liefert dabei zunéchst, wie in
Abbildung 3.4 gezeigt, ein Streudiagramm (2D-Plot) mit den Signalen der empféngerspezifi-
schen SNPs (Allel A, Ch1+Ch2-, blau dargestellt) und der spenderspezifischen SNPs (Allel
B, Ch1-Ch2+, griin dargestellt). Die braunen Punkte représentieren Droplets mit beiden
Allelen (Ch14-Ch2+) und die grauen Punkte unten links Droplets ohne Fluoreszenzsignal
(Ch1-Ch2-).
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Abbildung 3.4: Streudiagramm mit Signalen der einzelnen Droplets (Beck et al. 2013b —
Abdruck mit Genehmigung, Bildnachweis auf Seite 123)
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Abbildung 3.5: Anzahl der Droplets fiir beide Kanéle und Gesamtzahl aller gemessenen
Droplets (Beck et al. 2013b — Abdruck mit Genehmigung, Bildnachweis auf

Seite 123)
Die Anzahl der Droplets wird fiir beide Farbkanéle (Chl und Ch2) jeweils getrennt ad-
diert (siehe Abbildung 3.5). Die Gesamtzahl aller gemessenen Droplets, also inklusive der

negativen und doppelt positiven (Allel A und B), wird ebenfalls angegeben. Der prozentuale

Anteil der GefDNA lésst sich {iber die Poisson-Verteilung wie folgt berechnen:

Kopien der Spender-DNA je Droplet = —In (1 — p) (3.1)

Kopien der Empfianger-DNA je Droplet = —In (1 — p/) (3.2)
—In(1 -

Anteil der Spender-DNA %] = n(l-p) (3.3)

—In(1-p)—In(1-p)
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Dabei entspricht p dem Anteil der positiven Droplets mit Spender-DNA und p’ dem Anteil
der positiven Droplets mit Empfanger-DNA. Mit den Messwerten fiir Assay S48 ergibt sich

aus der Formel 3.3 nun:

13881226
—In (5)

13881—226 1388117454

—In(ZGr) (s )

GefDNA [%] = = 0,020875 = 2,1% (3.4)

Der finale GefDNA-Messwert stellt den Mittelwert der einzelnen Assays dar, wobei Ausrei-
fser verworfen werden und die Ergebnisse von im Spender heterozygoten SNPs (AA/AB oder
BB/AB) verdoppelt werden. In diesem Beispiel betrifft das die Assays S38, S50, S82 und
S97. Assays, die bei Spender und Empfanger homozygot gleich sind (AA/AA oder BB/BB),
werden verworfen (S70, S77 und S86). Die Ergebnisse der einzelnen Assays sind in der Ta-

belle 3.1 dargestellt.

Assay Prozentualer | Prozentualer| Genotyp Genotyp
Anteil der Anteil der Empfanger Spender
Spenderallele GcfDNA

S38* 0,2 0,4 AA AB
548 2,1 2,1 AA BB
550 1,7 3.4 AA AB
S70 - - AA AA
ST - - AA AA
S82%* 3,27 6,54 BB AB
SH7 3,33 3,33 BB AA
S78 2,12 2,12 BB AA
S86 - - AA AA
S97 0,793 1,586 BB AB

Tabelle 3.1: Messwerte der einzelnen Assays fiir LTx4 am Tag 99 nach Transplantation
(*=Ausreifer)

Der prozentuale Anteil der GefDNA an der gesamten ¢fDNA ergibt sich durch die folgende

Rechnung (die Standardabweichung der verwendeten Assays betrégt 0,812%):

GefDNA [%] = (2,1 + 1,72+ 3,33+2,12+ 0,793 % 2) : 5 = 2,5%
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3.3.3 Referenzwerte fiir stabile Organfunktion

Bei der Ermittlung eines Referenzwertes dienten Beck et al. stabile Transplantatempfan-
ger, d. h. klinisch unauffillige Patienten ohne Anzeichen einer Rejektion, als Anhaltspunkt.
Insgesamt wurden bei diesen Referenzpatienten 16 verschiedene ddPCR SNP-Assays unter-
sucht. Der prozentuale Anteil der GefDNA lag bei stabilen LTx-Patienten (n = 10), wie in
Abbildung 3.6 gezeigt, unter 10%. Die einzelnen Patienten schwankten zwischen 1% und
8,5%. Der Mittelwert betrug 3,5%. Die Mittelwerte der NTx- (in Abbildung 3.6 abweichend
als KTx-Patienten bezeichnet) und HTx-Patienten lagen mit 1,2% bzw. 0,9% deutlich nie-

driger.
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Abbildung 3.6: GefDNA-Messwerte bei stabilen nieren-, herz- und lebertransplantierten Pa-
tienten. Angegeben sind jeweils Mittelwert, Standardabweichung und die An-
zahl der verwendeten SNP-Assays (Beck et al. 2013b — Abdruck mit Geneh-
migung, Bildnachweis auf Seite 123)

3.3.4 Bestimmung der Immunsuppressiva im Vollblut

Die Bestimmung der Immunsuppressiva im Vollblut erfolgte im Rahmen der angeforderten
Routine-Laboruntersuchungen aus EDTA-Vollblut (Tacrolimus, Everolimus) bzw. EDTA-
Plasma (MPA). Die Talspiegel wurden in den morgendlichen Blutabnahmen vor Einnahme
der Medikamente gemessen. Die Analysen erfolgten durch das UMG-Labor der Universi-

tatsmedizin Gottingen unter Verwendung der Fliissigchromatographie in Kombination mit
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zwei hintereinander geschalteten Massenspektrometer-Einheiten (Liquid-Chromatographie-
Massenspektrometrie /Massenspektrometrie, LC-MS/MS) mit einem Quattro Premier” XE
Massenspektrometer der Firma Waters® nach publizierten Methoden (Streit et al. 2002,
2004; Brandhorst et al. 2006) und internen Arbeitsanweisungen (SOPs, engl. Standard Ope-
rating Procedures) des UMG-Labors. Dabei wurden die Patientenproben zunéchst mit einem
internen Standard versetzt (Ascomycin / FK520, deuteriertes Everolimus bzw. Carboxy-
Butoxy-Ether-Mycophenolsdure / MPAC) und einer Proteinféllung durch Zinksulfatlgsung
(ZnSO4) mit anschliefender Zentrifugation (relative Zentripetalbeschleunigung, engl. Re-
lative Centrifugal Force (RCF): 18.620*g fiir mindestens 5 Minuten) unterzogen. Die im
Uberstand enthaltenen Analyten wurden durch eine Oasis® HLB-(Hydrophilic Lipophilic
Balance)-Kartusche durch Spiil- und Elutionsschritte angereichert. Im Anschluss erfolgte die
chromatographische Auftrennung auf einer MZ-Aqua-Perfect-Saule C18 (51m, 125%2,1mm
bei Tacrolimus und Everolimus bzw. 5pm, 150*4,4mm bei MPA). Die selektive Detektion der
charakteristischen Fragmente erfolgte im Anschluss massenspektrometrisch nach Ionisierung
durch eine Ionenquelle und Fragmentierung. Als Trennkriterium wurde die Retentionszeit
sowie die charakteristischen MRM-( Multiple Reaction Monitoring)-Uberginge genutzt. Die
Quantifizierung erfolgte iiber den Quotienten der Signalflichen der Analyten und der inter-

nen Standards.

3.3.5 Bestimmung der Aspartat-Aminotransferase, y-Glutamyl-Transferase und

Bilirubin-Konzentration

Die Bestimmung der Leberenzyme AST und GGT sowie der Konzentration des Bilirubin
erfolgte ebenfalls durch das UMG-Labor im Rahmen der Routine-Laboruntersuchungen mit
dem ARCHITECT ¢16000 (Abbott Diagnostics), einem vollautomatischen Analysesystem
zur Probenbearbeitung mit potentiometrischen und photometrischen Verfahren.

Der Nachweis der AST erfolgte auf Grundlage der NADH-Oxidation mit Pyridoxal-5’-
phosphat (Bergmeyer et al. 1986; Schumann et al. 2002). Die AST katalysiert in Anwesenheit
von P-5-P (Reagenz 1) die Ubertragung der Aminogruppe von L-Aspartat auf 2-Oxoglutarat
(Reagenz 2) unter Bildung von Oxalacetat und L-Glutamat. Oxalacetat wird in einem wei-
teren Schritt in Anwesenheit von NADH und Malatdehydrogenase (MDH) zu L-Malat redu-
ziert. Durch die Oxidation von NADH zu NAD" wird eine Extinktionsabnahme bei 340nm

27



verursacht (Abbott 2010a). Die genauen Bestandteile des Reagenzienkits sind in Tabelle 3.2

aufgefiihrt. Dabei laufen die folgenden Reaktionen ab:

AST, P—5'—P

L-Aspartat + 2-Oxoglutarat ———— Oxalacetat + L-Glutamat (3.6)
Oxalacetat + NADH 227 [ Malat + NAD* (3.7)
Reagenz Reaktive Bestandteile Konzentration
R1 L-Asparaginsaure 278 mmol/]
p-NADH 0,231 mmol/1
LDH 770 U/1
MDH 539 U/1
Pyridoxalphosphat-Monohydrat | 0,128 mmol/1
TRIS 30 mmol/1
R2 L-Asparaginsaure 120 mmol/1
2-Oxoglutarséure 61,6 mmol/1
TRIS 291 mmol/1

Tabelle 3.2: Reaktive Bestandteile des Reagenzienkits fiir die Bestimmung der Aspartat-
Aminotransferase-(AST)-Aktivitdt (Abbott 2010a)

Die Bestimmung der GGT erfolgte durch die Modifikation einer in der Literatur beschrie-
benen Methode (Theodorsen und Strgmme 1976). Die GGT katalysiert wéhrend des Analyse-
verfahrens die Ubertragung der Gammaglutamylgruppe von L-Gammaglutamyl-3-carboxy-
4-nitroanilid (Reagenz 2) auf Glyzylglyzin (Reagenz 1), wobei 3-Carboxy-4-nitroanilin ent-
steht. Die Extinktionszunahme wird dabei bei 416nm ermittelt und ist direkt proportional
zur Aktivitdt der GGT in der Probe (Abbott 2012). Die genauen Bestandteile des Reagen-
zienkits sind in Tabelle 3.3 aufgefiihrt.

Reagenz Reaktive Bestandteile Konzentration

R1 Glyzylglyzin 191 mmol/1

R2 L-Gammaglutamyl-3-carboxy-4-nitroanilid 30,6 mmol/1

Tabelle 3.3: Reaktive Bestandteile des Reagenzienkits fiir die Bestimmung der y-Glutamyl-
Transferase-(GGT)-Aktivitat (Abbott 2012)
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Auch die Bestimmung des Gesamtbilirubins (Summe aus konjugiertem und unkonju-
giertem Bilirubin) erfolgte photometrisch (Malloy und Evelyn 1937; Winsten und Cehe-
lyk 1969; Walters und Gerade 1970). Dabei wird das Bilirubin mit einem Diazo-Reagenz
(2, 4-Dichloranilin, Reagenz 2) in Anwesenheit einer oberflichenaktiven Substanz (in Rea-
genz 1 und 2 enthalten) zu Azobilirubin gekoppelt. Dadurch kommt es bei 548nm zu einer
Extinktionszunahme, die direkt proportional zur Gesamtbilirubin-Konzentration ist (Abbott

2010b). Die genauen Bestandteile des Reagenzienkits sind in Tabelle 3.4 aufgefiihrt.

Reagenz | Reaktive Bestandteile | Konzentration
R1 oberflachenaktive Substanz 451 %
HCI1 8,204 g/1
R2 2, 4-Dichloranilin 0,81 g/1
HCI1 5,563 g/1
Natriumnitrit 0,345 g/1
oberflichenaktive Substanz 1,96 %

Tabelle 3.4: Reaktive Bestandteile des Reagenzienkits fiir die Bestimmung der Bilirubin-
Konzentration (Abbott 2010b)

3.3.6 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit Microsoft® Excel® fiir Mac 2011 (Version 14.3.9).
Kalkulationen des Student’s t-Tests, des Youden-Index und lineare sowie exponentielle Re-
gressionen wurden mit den eingebauten Funktionen durchgefiihrt. Der Wilcoxon-Vorzeichen-
Rang-Test (Wilcoxon 1945) und eine Parzen-Rosenblatt-Gléttung (Parzen 1962; Rosenblatt
1956) wurden mit individuellen Makros realisiert. Die Berechnungen des linksseitigen p-Wer-
tes fiir den Exakten Test nach Fisher (Fisher’s p) wurde mit dem im Internet frei verfiig-
baren Add-In ,fisherexactmac.xla“ (http://www.obertfamily.com /software/fisherexact.html)
durchgefiihrt. Bei den statistischen Auswertungen wurden Konfidenzniveaus von 95% bzw.
Signifikanzniveaus von o = 0,05 angenommen. Bei den dargestellten Boxplots sind Median,
Interquartilsabstand (Boxen) und die Whisker des 5. und 95. Perzentils gezeigt. Die Be-
rechnung der relativen Konzentrationen der ¢fDNA erfolgte mit der Software QuantaSoft”
(Version 1.3.2.0, Bio-Rad Laboratories Inc.) auf Basis der Poisson-Verteilung (Hindson et al.

2011; Pinheiro et al. 2012).
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4 Ergebnisse

4.1 Demographische Daten

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden 22 de novo-lebertransplantierte Patienten un-
tersucht. Eine Ubersicht der untersuchten Patienten gibt die Tabelle 4.1. Der Anteil der
weiblichen Patientinnen betriagt 31,8%. Das Empfangeralter betriagt 53,1 £ 13,2 Jahre und
das Spenderalter 58,0 + 13,2 Jahre (Mittelwerte + Standardabweichung). Der Anteil der
Re-Transplantationen betragt 18,2%.

Insgesamt kam es bei drei Patienten zu einem Studienausschluss. Von diesen Patienten er-
hielt LTx5 im Rahmen der postoperativen Therapie zahlreiche Blutprodukte, deren Einfluss
auf die Bestimmung der G¢fDNA bisher noch nicht geklart ist. Zwei Patienten verstarben
wenige Stunden nach Transplantation (LTx9 und LTx11).

Bei einem Studienteilnehmer wurde zeitweise ein Molecular Adsorbent Recirculation Sys-
tem (MARS-Therapie) angewandt (LTx13). Die GefDNA-Werte aus diesem Zeitraum wur-
den bei den statistischen Auswertungen der vorliegenden Arbeit nicht berticksichtigt. Eben-
falls nicht beriicksichtigt wurden die GefDNA-Werte der Tage mit Steroid-Stofitherapien und
die der drei darauf folgenden Tage. LTx2 wurde wiahrend des Beobachtungszeitraumes der

BMBF-Studie (siehe Kapitel 3.1.2) re-transplantiert.
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Alter Geschlecht | Indikation zur Transplantation | sonstiges

LTx1 49 ménnlich Leberzirrhose Hepatitis C

LTx2 41 mannlich Re-Transplantation
(sklerosierende Cholangitis)

LTx3 68 maéannlich Leberzirrhose und HCC

LTx4 52 weiblich PCLD

LTx5 22 weiblich Re-Transplantation Drop-out
(Morbus Wilson)

LTx6 64 weiblich Leberzirrhose und HCC

LTx7 44 ménnlich Leberzirrhose Hepatitis C

LTx8 60 maéannlich Leberzirrhose

LTx9 47 ménnlich Leberzirrhose, Drop-out
akutes Leberversagen

LTx10 64 ménnlich Leberzirrhose Hepatitis C

LTx11 Y ménnlich Leberzirrhose Drop-out

LTx12 64 maéannlich Leberzirrhose und HCC

LTx13 62 ménnlich Re-Transplantation Hepatitis B
(chron. Transplantatversagen)

LTx14 58 maéannlich Leberzirrhose

LTx15 42 ménnlich Re-Transplantation Re-Tx
(chron. Transplantatversagen) von LTx2

LTx16 69 méannlich Leberzirrhose und HCC Hepatitis B

LTx17 58 méannlich Leberzirrhose und HCC Hepatitis B

LTx18 20 weiblich Sklerosierende Cholangitis

LTx19 56 weiblich Akutes Leberversagen Hepatitis B

LTx20 51 ménnlich Leberzirrhose und HCC Hepatitis C

LTx21 54 weiblich Leberzirrhose

LTx22 66 weiblich Leberzirrhose Split-LTx

Tabelle 4.1: Demographische Daten und Indikationen zur Transplantation (HCC: Leber-

zellkarzinom, engl. hepatocellular carcinoma)
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4.2 Kinetik der zirkulierenden zellfreien Spender-DNA im Plasma

Unmittelbar nach Transplantation (15min-Probe) sind sehr hohe Werte der GefDNA — zum
Teil iiber 90% — messbar. Wie in der Abbildung 4.1 zu sehen ist, fallt die GefDNA nach
wenigen Tagen deutlich ab und erreicht bei komplikationslosen Patienten bereits nach we-
niger als 14 Tagen Werte um 10%. Dieser Wert wird bei einer Reihe lebertransplantierter
Patienten (n = 10) mit stabiler Transplantatfunktion als oberer Grenzwert fiir die GefDNA
beschrieben (Beck et al. 2013b). Bei Werten unter 10% ist folglich von einer stabilen Funk-

tion des Lebertransplantates und einer ausreichenden Immunsuppression auszugehen.

—+-LTx1
—LTx2
- LTx3
—<LTx4
—*-LTx5
~®-LTx6
——LTx7
—LTx8
LTx9
—*-LTx10
LTx11
—<LTx12
—*-LTx13
LTx14
——LTx15
LTx16
LTx17
LTx18
LTx19
LTx20
LTx21
LTx22

Tage nach LTx —Mittelwert

zellfreie Spender-DNA (GcfDNA) [%]

Abbildung 4.1: Einzelverldaufe der GefDNA iiber die ersten 30 Tage nach Transplantation

Nach durchschnittlich 0,25 Tagen hat die gemittelte GefDNA ihr Maximum von 85,68%
erreicht. Von hier fallt diese bis zum Tag 9 auf 12,82% ab, wo ein kurzzeitiges Plateau und
Angleichung an die 10%-Grenze (siche Kapitel 3.3.3) zu beobachten ist. Nach 12,5 Tagen
kommt es im Mittel erstmals zu Werten unterhalb von 10%. Die Berechnung der initia-
len Halbwertszeit erfolgt ndherungsweise mit Hilfe des Eliminationsgesetzes fiir Reaktionen

1. Ordnung (Freissmuth 2012):

C(t) = Co % =k (4.1)
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Durch Logarithmieren erhélt man aus der Formel 4.1:

xIn — (4.2)

Aus der Eliminationskonstante k ldsst sich die Halbwertszeit dann wie folgt berechnen:

In 2

Hier stellen ¢, und ¢; den Zeitpunkt des Maximums und die maximale Konzentration der
GcfDNA dar. Die entsprechenden Werte nach Abfall der GefDNA werden durch ¢, und ¢y
beschrieben. Dadurch ergibt sich aus den Formeln 4.2 und 4.3:

1 0. 8568
| S Wt — 02171 44
9.5-0.25 01282 (44)
In 2
-~ —31934 4.
e = ey = 5193 (4.5)

Somit ergibt sich fiir die initiale GefDNA-Freisetzung unmittelbar nach Transplantation
eine mittlere Halbwertszeit von 3,2 Tagen. Fiir die Berechnung der initialen Halbwertszeit der
GcfDNA | unabhéngig vom Ischdmie- / Reperfusionsschaden und dem chirurgischen Eingriff
wahrend der Transplantation, wurde der Abfall der GefDNA nach dem Auftreten von Peaks
aufserhalb der ersten Woche nach Transplantation untersucht. Die Beobachtungen zeigen,
dass die GefDNA aufgrund ihrer kurzen Halbwertszeit unmittelbar auf Therapiednderungen
reagiert. Dies zeigt sich z. B. beim Einsatz von hoch dosierten Corticosteroiden in Form
von Steroid-Stofitherapien (Abbildung 4.2). Unmittelbar nach deren Gabe ist ein deutlicher
Abfall der GefDNA erkennbar. Im folgenden Patientenverlauf ist ein starker Anstieg der
GefDNA ab Tag 31 mit einem Maximum von etwa 60% am Tag 38 zu beobachten. Wahrend

dieser Zeit zeigt der konventionelle Marker AST variablere Verlaufe.
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Abbildung 4.2: GefDNA und traditionelle Lebermarker bei chronischer Abstofung und
Steroid-Stofstherapien (Beck et al. 2013a — Abdruck mit Genehmigung, Bild-
nachweis auf Seite 123)

Insgesamt sind in die Berechnung der Halbwertszeit sieben derartige Abfélle der GefDNA
nach Steroid-Stoftherapien zwischen den Tagen 8 und 338 mit eingeflossen. Fiir diese Ver-
laufe wurde jeweils durch exponentielle Regression das Eliminationsgesetz nach der Formel
4.1 bestimmt. Aus der Eliminationskonstante & und der Formel 4.3 ergibt sich dann jeweils

die Halbwertszeit.
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Abbildung 4.3: Abfélle der GefDNA nach Steroid-Stofitherapien und ndherungsweise Be-
schreibung der Verlaufe durch exponentielle Regression

Aus den in der Abbildung 4.3 dargestellten Verldufen nach Steroid-Stofttherapien lésst
sich eine durchschnittliche Halbwertszeit von 23,5 Stunden mit einer Standardabweichung

von 9,3 Stunden berechnen.

4.3 Reperfusions- und Ischamieschiadigung der Spenderorgane

Bei den Studienpatienten der vorliegenden Arbeit betrigt die kalte Ischdmiezeit (KIZ) 9,9 +
1,9 Stunden und die warme Ischdmiezeit (WIZ) 35,1 £+ 6,8 Minuten (Mittelwert &+ Standard-
abweichung). Die Ischédmiezeiten der einzelnen Patienten sind der Tabelle 4.2 zu entnehmen.
Die Untersuchungen zeigen, dass zwischen den Logits der AUCs der GefDNA {iber die ersten
8 Tage nach Transplantation und der KIZ keine signifikante Korrelation (p = 0,0742) besteht.
Die Korrelation ist in der Abbildung 4.4 dargestellt. Der Punkt der Split-LTx (LTx22) ist
in der Abbildung blau dargestellt und geht nicht in die Berechnung der Korrelation mit ein.

Zwischen der WIZ und dem Spenderalter besteht ebenfalls kein signifikanter Zusammenhang.
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KIZ [h] WIZ [min] Spenderalter
LTx1 14:10 30 61
LTx2 12:30 30 57
LTx3 11:02 40 71
LTx4 9:31 30 22
LTx5* 9:28 30 52
LTx6 8:25 40 41
LTx7 8:30 48 59
LTx8 8:07 34 49
LTx9* 7:51 30 53
LTx10 10:17 30 83
LTx11* | 11:33 35 75
LTx12 7:04 45 58
LTx13 9:11 26 7
LTx14 12:10 24 54
LTx15 6:48 37 58
LTx16 7:59 45 60
LTx17 10:17 35 74
LTx18 11:20 35 52
LTx19 11:22 30 53
LTx20 8:24 32 65
LTx21 9:37 45 49
LTx22 11:53 42 53

Tabelle 4.2: Kalte (KIZ) und warme (WIZ) Ischdmiezeiten der untersuchten Spenderorgane
(*=Drop-outs)

36



® LTx @ Split-LTx R=0,3833 p=0,0742
([ ]

y =0.0045x - 1.709
R?=0.14695

.
.o
oo
.o
.o
.o
.o
eee
eee
.....
...............................................

AUC der zellfreien Spender-DNA (GcfDNA) iiber die ersten 8 Tage nach LTx
w

400 450 500 550 600 650 700 750

Kalte Ischamiezeit (KIZ) [min]

Abbildung 4.4: Korrelation der kalten Ischédmiezeit (KIZ) mit den Logits der AUCs der
GcefDNA {iber die ersten 8 Tage, 95%-Konfidenzintervall gepunktet darge-
stellt

4.4 Einfluss der Immunsuppression auf die Freisetzung der

zirkulierenden zellfreien Spender-DNA

Einen direkten Einfluss auf die Freisetzung der GefDNA hat die Immunsuppression. Im
Falle einer Schéadigung des transplantierten Organs in Folge einer Unter-Immunsuppression
kommt es zum Zelluntergang und somit zu erhéhten Messwerten. Folglich eignet sich dieser
Marker, um eine Minimierung der Immunsuppression zu erreichen. Am Gottinger Trans-
plantationszentrum wird bei Tacrolimus ein Zielspiegel von 8 bis 12 g/l fiir die ersten 6
Wochen nach Transplantation angestrebt. Die notwendigen Dosierungen zeigen bei den un-
tersuchten Patienten, wie in Abbildung 4.5 fiir die Tage 5 bis 30 dargestellt, hohe intra- sowie

interindividuelle Unterschiede.
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Abbildung 4.5: Boxplots mit den téglichen Tacrolimus-Dosierungen zwischen den Tagen 5
und 30 (verdndert nach Oellerich et al. 2014b — Abdruck mit Genehmigung,
Bildnachweis auf Seite 123)

Beim Vergleich der GefDNA mit den zugehorigen Tacrolimus-Talspiegeln fallt auf, dass
oberhalb der Grenze von 8 ng/l1, abgesehen von den Patienten mit einer Hepatitis-C-Infektion
(HCV+), fast alle GefDNA-Werte unterhalb von 10% liegen. Dies bedeutet eine suffiziente
Immunsuppression, da es zu keiner erhohten DNA-Freisetzung aus dem transplantierten Or-
gan kommt. Der in Abbildung 4.6 gezeigte Zusammenhang von Tacrolimus-Spiegeln >8 pg/1
und GefDNA-Werten von <10% ist bei den untersuchten 211 Wertepaaren hoch signifikant
(Fisher’s p = 0,000008). In einem groferen Kollektiv haben sich hiermit die Ergebnisse
unserer fritheren Publikation (Oellerich et al. 2014b) bestétigt. Dabei zeigen die Patienten
mit Hepatitis-C-Infektion (in der Abbildung rot dargestellt) einen variableren Verlauf der
GcfDNA-Werte. Hier ist eine zusétzliche Zellschiddigung durch die Hepatitis-Viren zu vermu-
ten. Die vorgenommene Betrachtung ist auf einen Zeitraum von 5 bis 30 Tagen nach Trans-
plantation beschrankt, um auf der einen Seite einen mdoglichen Einfluss durch Ischémie- /
Reperfusionsschadigung zu minimieren und auf der anderen Seite weitere Einfliisse im Lang-
zeitverlauf wie z.B. Infektionen oder einen Wechsel des Haupt-Immunsuppressivums zu ver-

hindern.
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Abbildung 4.6: Vergleich der Tacrolimus-Talspiegel im Vollblut mit der GefDNA-Freisetzung
wiahrend der Tage 5 bis 30, n = 211 Wertepaare, N = 18 Patienten (verandert
nach Oellerich et al. 2014b — Abdruck mit Genehmigung, Bildnachweis auf
Seite 123)

Aufserdem wurde untersucht, ob auch ein Zusammenhang zwischen konventionellen Mar-
kern wie der AST und der GGT mit den Tacrolimus-Spiegeln besteht. Die AST ist aufser
in der Muskulatur besonders in den Leberzellen in hoher Konzentration vorhanden. Daher
hat sich die AST in der Labormedizin als Marker fiir eine Leberzellschddigung etabliert.
Auch die GGT ist ein Enzym, das in Verbindung mit anderen Laborparametern ebenfalls
als Marker fiir Lebererkrankungen Verwendung findet (R6hm 2007).

Daher wurde fiir den gleichen Zeitraum (Tag 5 bis 30) dieselbe Kalkulation mit den
GcfDNA-Werten durchgefiihrt, fiir die an den jeweiligen Tagen ebenfalls auch die Aktivitaten
der AST und GGT im Plasma bestimmt worden waren. Insgesamt sind in diese in der Abbil-
dung 4.7 gezeigte Berechnung 183 Tacrolimus-G¢efDNA- bzw. Tacrolimus-AST-Wertepaare
mit eingeflossen. Die Ergebnisse zeigen, dass zwischen den AST-Werten und den Tacrolimus-
Spiegeln (<8 pg/1 bzw. >8 pg/l) kein signifikanter Zusammenhang (Fisher’s p = 0,329777)
besteht. Allerdings gelten die fiir AST und GGT verwendeten Referenzbereiche fiir gesunde
Normalpersonen (Abbott 2010a, 2012). Fiir die in diesem Fall untersuchten transplantier-

ten Patienten gelten diese Angaben natiirlich nur eingeschrankt. Fiir diese Personengruppe
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existieren in der Literatur keine dezidierten Entscheidungsgrenzen.
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Abbildung 4.7: Vergleich der Tacrolimus-Talspiegel im Vollblut mit der Aspartat-Amino-
transferase-(AST)-Aktivitdt im Plasma wéhrend der Tage 5 bis 30, n = 183
Wertepaare, N = 18 Patienten
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In einem zweiten Schritt wurde die Abhéngigkeit der GGT-Aktivitdt im Plasma von den
im Vollblut gemessenen Tacrolimus-Talspiegeln berechnet. Die GGT-Werte standen fiir die-
selben Blutproben zur Verfiigung wie auch die AST-Werte. Folglich gingen hier wieder 183
Tacrolimus-GefDNA-GGT-Wertepaare von den identischen Tagen wie in Abbildung 4.7 mit
ein. Es lasst sich kein signifikanter Zusammenhang (Fisher’s p = 0,112148) zwischen den

beiden Grofsen belegen (Abbildung 4.8).
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Abbildung 4.8: Vergleich der Tacrolimus-Talspiegel im Vollblut mit der y-Glutamyl-Trans-
ferase-(GGT)-Aktivitdt im Plasma wéhrend der Tage 5 bis 30, n = 183 Wer-
tepaare, N = 18 Patienten

4.5 Vorschlage fiir eine Reduzierung der Tacrolimus-Dosierungen

auf Basis der zirkulierenden zellfreien Spender-DNA

In der Abbildung 4.6 zeigt sich, dass eine Immunsuppression mit Tacrolimus-Spiegeln iiber
8 pg/1 allgemein als ausreichend erscheint, da die korrespondierenden GefDNA-Werte grofs-
tenteils unterhalb 10% liegen. Folglich sollten sich die Konzentrationen der Immunsuppressiva
und gleichzeitig ihre Nebenwirkungen verringern lassen. Doch wie weit ist eine Reduktion der
Dosis im Sinne einer Minimalisierung moglich, ohne eine Gefdhrdung fiir das transplantierte

Organ zu verursachen? Zur Beantwortung dieser Frage diente Oellerich et al. die Analyse
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der Grenzwertoptimierungskurve (ROC-Kurve, engl. Receiver Operator Characteristic Cur-
ve) in Abbildung 4.9 mit der vermeintlichen Untergrenze des therapeutischen Bereichs des
Tacrolimus als Trennwert (Hilgers 1991). Der Tacrolimus-Grenzwert wird in Schritten von
0,1 pg/1 verschoben. Zunéchst werden die Messwerte in eine Gruppe mit GefDNA-Werten
>10% und eine mit <10% aufgeteilt. Der Anteil mit Tacrolimus-Spiegeln unterhalb dieses
flexiblen Grenzwertes wird in beiden Gruppen zur Erstellung der Kurve berechnet (Oellerich
et al. 2014b). Die mit der Trapezregel berechnete AUC der ROC-Kurve hat ihr Maximum
von 0,75 (95%-Konfidenzintervall: 0,62-0,84) bei einem Grenzwert von 10% fiir die GefDNA.
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Abbildung 4.9: Grenzwertoptimierungskurve (ROC-Kurve), N = 18 Patienten, 95%-Konfi-
denzintervall gestrichelt dargestellt (verdndert nach Oellerich et al. 2014b —
Abdruck mit Genehmigung, Bildnachweis auf Seite 123)

Sowohl der héchste Youden-Index als auch der héchste negative dekadische Logarith-
mus des Fisher’s p werden bei einem Grenzwert von 6,76 ng/l beobachtet, nachdem der
Youden-Index und der Wert des Fisher’s p einer Parzen-Rosenblatt-Glattung unterzogen
wurde (6% = 0,5 ; i = 3). Beide Kurven im rechten Teil der Abbildung 4.9 haben hier ihr
Maximum (Youden-Index = 0,4; -log Fisher’s p = 7,9). Die Berechnung des Youden-Index

erfolgt nach der folgenden Formel:

f[Tacro > Grenzwert|GefDNA < 10] 4 6[Tacro > Grenzwert|GefDNA > 10] -1 (4.6)
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Es zeigt sich also, dass ein Tacrolimus-Talspiegel von mindestens 6,8 pg /1 bei den Patienten

dieser Studie eine suffiziente Immunsuppression sicherstellt.

4.6 Vergleich der zirkulierenden zellfreien Spender-DNA mit

herkbmmlichen Markern und Leberenzymen

In den Abbildungen 4.6 und 4.9 zeigt sich bereits der Einfluss der Immunsuppression und He-
patitis C auf die Freisetzung der GefDNA. In den folgenden Abbildungen stellen diese auch
wieder die ersten vier Kategorien dar. Bei den Messungen der Friihphase, also innerhalb
der Tage 8 (nach Erreichen stabiler und suffizienter Tacrolimus-Spiegel) bis 30, zeigt sich in
Abbildung 4.10 ein Anstieg der GefDNA bei unter-immunsupprimierten stabilen Patienten
(Kategorie 2). Dieser Anstieg der GefDNA ist bei der verwendeten Grenze von 8 g/l fiir
die Tacrolimus-Spiegel nicht signifikant. Es besteht allerdings eine wesentlich grofiere Streu-
ung der Messwerte, wobei das 95. Perzentil bei 27,4% im Vergleich zu 10,2% bei stabilen
Patienten mit Tacrolimus-Spiegeln von >8 pg/l1 liegt. Fiinf (LTx8, LTx14, LTx17, LTx19
und LTx22) der elf Patienten dieser Gruppe hatten wiederholt GefDNA-Werte iiber 10%.
Bei der Mehrzahl dieser Félle traten, wie im Kapitel 4.7 beschrieben, Komplikationen im
postoperativen Verlauf auf. Bei Patienten mit Tacrolimus-Spiegeln im therapeutischen Be-
reich, also oberhalb von 8 pg/1, und Hepatitis-C-Infektion ist die GefDNA signifikant erhoht
(Kategorie 3). Auch hier fiihrt eine Unter-Immunsuppression zu héheren GefDNA-Werten
(Kategorien 3 und 4). Patienten mit akuten Abstofungen zeigen im Vergleich zu stabilen
Patienten signifikant hohere GefDNA-Messwerte (Kategorie 6) und das auch schon mehre-
re Tage vor der klinischen Diagnose (Kategorie 5) unter Beriicksichtigung konventioneller
Marker (wie der AST, GGT und Bilirubin) bzw. Biopsie. Bei Patienten mit Cholestasen ist
dagegen kein Anstieg der GefDNA zu beobachten.

In dieser und den folgenden Abbildungen basieren die angegebenen p-Werte auf dem
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test. Zu beachten ist, dass ein und derselbe Patient in Abhén-
gigkeit von Tacrolimus-Spiegeln und klinischem Verlauf in einer oder mehreren Kategorien
auftauchen kann. Die Kategorien eins bis vier beziehen sich auf die ersten 30 Tage nach
Transplantation. Die Gruppen der Abstofsungen und Cholestasen beeinhalten zusétzlich auch

Proben von spateren Zeitpunkten.
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Abbildung 4.10: GefDNA in Abhéngigkeit von Tacrolimus-Spiegeln und Hepatitis-C-Status
sowie bei Events (Abstoffungen und Cholestasen), N = 18 Patienten,
n = 248 (veréndert nach Oellerich et al. 2014a — Abdruck mit Genehmi-
gung, Bildnachweis auf Seite 123)

Auch hier wurde wieder ein Vergleich mit etablierten Markern wie der AST-, GGT- und
Bilirubin-Konzentration durchgefiihrt. Damit diese Betrachtung vergleichbar ist, ist die vor-
herige Auswertung der GefDNA aus Abbildung 4.10 zunéchst fiir eine Subgruppe wiederholt
worden, bei der an den selben Tagen auch AST-; GGT- und Billirubin-Messwerte existieren.
Dies ist in der Abbildung 4.11 dargestellt. Die Ergebnisse sind hier trotz der minimal ge-
ringeren Probenzahlen (n = 207) anstelle von n = 248) statistisch vergleichbar. Eine Unter-
Immunsuppression stabiler Patienten (Kategorie 2) fiihrt zu einem signifikanten Anstieg der
GcfDNA. Bei Tacrolimus-Spiegeln von >8 pg/l liegen hier 94,6% der GefDNA-Messwerte
von Patienten ohne Hepatitis-C-Infektion (HCV-) unterhalb der 10%-Grenze. Bei unzurei-

chender Immunsuppression (Tacrolimus-Spiegel <8 pg/1) sind es nur noch 71,2%.
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Abbildung 4.11: GefDNA in Abhéngigkeit von Tacrolimus-Spiegeln und Hepatitis-C-Status
sowie bei Events (Abstofungen und Cholestasen), N = 18 Patienten, Sub-
gruppe von Abbildung 4.10 (n = 207)

Beim Vergleich mit der AST féllt auf, dass eine Unter-Immunsuppression hier zwar mit
einem Anstieg der AST einhergeht, der aber nicht signifikant ist (p = 0,285). Die Werte von
Patienten mit Hepatitis C sind jedoch signifikant (p = 0,036) erhoht (Abbildung 4.12). Die
obere Grenze des Referenzbereichs der AST liegt fiir gesunde Frauen bei 31 U/l und bei
35 U/1 fiir gesunde Ménner (Abbott 2010a). Bei Tacrolimus-Spiegeln von >8 pg/1 und Pa-
tienten ohne Hepatitis-C-Infektion liegen nur 57,1% der gemessenen AST-Werte innerhalb
des Referenzbereichs. Im Falle einer unzureichender Immunsuppression (Tacrolimus-Spiegel
<8 pg/l) sind es nur noch 45,5%. Bei akuten Abstofungen ist hingegen auch die AST signi-
fikant angestiegen. Dafiir steigt die AST auch bei Cholestasen signifikant an.
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Abbildung 4.12: Aspartat-Aminotransferase-(AST)-Aktivitdt im Plasma in Abhéngigkeit
von Tacrolimus-Spiegeln und Hepatitis-C-Status sowie bei Events (Absto-
fungen und Cholestasen), N = 18 Patienten, Subgruppe (n = 207)

Ein direkter Vergleich der 207 GefDNA-AST-Wertepaare zwischen den Tagen 8 und 30
zeigt eine signifikante Korrelation (p < 0,01) dieser beiden Parameter. Folglich gehen hohe
AST-Werte, wie in Abbildung 4.13 dargestellt, mit erhohten GefDNA-Werten einher und

umgekehrt.

46



80

Referenzintervall R= 0,6348
AST
70 p < 0,001
2
- N=18
L 2 n =207

zellfreie Spender-DNA (GcfDNA) [%]

200 250

AST [U/1]

Abbildung 4.13: Signifikante Korrelation von GcfDNA- und Aspartat-Aminotransferase-
(AST)-Aktivitat im Plasma zwischen den Tagen 8 und 30, N = 18 Pati-
enten, Subgruppe (n = 207)

Bei der Bewertung der GGT ergeben sich &hnliche Resultate wie fiir die AST (Abbil-
dung 4.14). Bei Unter-Immunsuppression lasst sich auch hier kein signifikanter Anstieg der
GGT beobachten (p = 0,131). Hepatitis-C-Infektionen fithren zu einer groferen Streuung
der GGT-Aktivitdat. Akute Abstoflungen und Cholestasen gehen mit signifikant erhohten
GGT-Werten einher. Allerdings liegen fast alle Messwerte innerhalb der beobachteten Friih-
phase nach Transplantation deutlich iiber dem fiir die GGT definierten Referenzbereich von
9-36 U/1 bei gesunden Frauen bzw. 12-64 U/1 bei gesunden Ménnern (Abbott 2012). Bei
Tacrolimus-Spiegeln von >8 ng/1 liegen beispielsweise nur 7,1% der gemessenen GGT-Werte
von Transplantatempfiangern ohne Hepatitis-C-Infektion innerhalb dieses Referenzbereichs.

Bei unzureichender Immunsuppression (Tacrolimus-Spiegel <8 pg/1) sind es nur noch 1,5%.
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Abbildung 4.14: y-Glutamyl-Transferase-(GGT)-Aktivitdt im Plasma in Abhéngigkeit von
Tacrolimus-Spiegeln und Hepatitis-C-Status sowie bei Events (Abstoungen
und Cholestasen), N = 18 Patienten, Subgruppe (n = 207)

Bilirubin ist ein weiterer konventioneller Marker fiir Erkrankungen der Leber. Der Ge-
samtbilirubin-Wert im Plasma sollte maximal 1,2 mg/dl betragen (Abbott 2010b). Bei Be-
trachtung der Gruppeneinteilung aus den vorherigen Vergleichen fallt auf, dass hier eine
Unter-Immunsuppression zu signifikant erhéhten Werten fiihrt (p = 0,035). Bei Tacrolimus-
Spiegeln von >8 pg/l liegen nur 44,6% der gemessenen Bilirubin-Konzentrationen innerhalb
des Referenzbereiches. Bei unzureichender Immunsuppression (Tacrolimus-Spiegel <8 ng/1)
sind es nur noch 21,2%. Im Vergleich mit der Hepatitis-C-Gruppe fallt kein signifikanter Un-
terschied auf (p = 0,482). Bei Cholestasen sind ebenfalls angestiegene Bilirubin-Konzentra-
tionen messbar. Dafiir ist kein signifikanter Anstieg bei akuten Abstofsungen zu beobachten.

Dies ist in Abbildung 4.15 dargestellt.
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Abbildung 4.15: Bilirubin-Konzentration im Plasma in Abhéngigkeit von Tacrolimus-
Spiegeln und Hepatitis-C-Status sowie bei Events (Abstofsungen und Cho-
lestasen), N = 18 Patienten, Subgruppe (n = 207)

4.7 Vorstellung der Einzelverldufe

Zur Komplettierung der statistischen Auswertung sind in diesem Kapitel die einzelnen Pati-
entenfille mit klinischen Verlaufen sowie die Verldufe der GefDNA und der Routinelaborpa-
rameter vorgestellt. Der Beobachtungszeitraum betrug in Anlehnung an die BMBF-Studie
(siche Kapitel 3.1.2) bis zu 365 Tage. Fiir eine einheitliche Darstellung ist eine Zeitskalie-
rung von 12 bzw. 6 Monaten verwendet worden. Eine Auflistung der Patienten mit ihren

demographischen Daten ist der Tabelle 4.1 zu entnehmen.

4.7.1 Verlaufe ohne erkennbare Schiadigung des Transplantates

Ein Beispiel fiir einen komplikationslosen Verlauf ist LTx4 (Abbildung 4.16). Bei LTx4 han-
delt es sich um eine 52-jahrige weibliche Patientin mit einer zystischen Lebererkrankung
(PCLD). Das Spenderorgan stammte von einem 22-jéhrigen ménnlichen Spender mit posi-

tivem IgG-Antikérpernachweis des Zytomegalievirus (CMV).
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Abbildung 4.16: GefDNA,  Aspartat-Aminotransferase-(AST)-,  y-Glutamyl-Transferase-
(GGT)-Aktivitdt sowie Bilirubin-Konzentration bei Verlauf ohne erkenn-
bare Schiadigung des Transplantates (LTx4)

Klinischer Verlauf: Der postoperative Verlauf gestaltete sich insgesamt komplikationslos.

Wahrend des gesamten stationdren Aufenthaltes liefen sich in den serologischen Untersu-
chungen keine Anhalte fiir eine CMV-Aktivierung/-Reaktivierung finden. Im Spétverlauf
entwickelte sich allerdings eine kleine Narbenhernie. Am Tag 331 erfolgte eine Narbenhernio-
tomie. Postoperativ wurde die Medikation mit MMF pausiert, so dass die Immunsuppression

ausschlieflich mit Tacrolimus fortgefiihrt wurde. Verlauf der GefDNA und der Routinelabor-

parameter: Bereits kurze Zeit nach der Organtransplantation (<14 Tage) waren die GefDNA-
Werte unter den Grenzwert von 10% abgefallen. Im weiteren Verlauf blieben diese auch stabil.
Die Konzentration der Immunsuppressiva im Vollblut war zu allen Zeiten suffizient, d. h. im
Bereich oder oberhalb der angestrebten Zielspiegel. Die Narbenherniotomie am Tag 331 war
mit einem kurzzeitigen Anstieg der GefDNA verbunden, der aber sofort wieder auf Werte

unter 10% abgefallen ist (siche Abbildung 4.16).
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Der ménnliche Patient LTx13 (Abbildung 4.17) war zum Zeitpunkt der Transplantation
62 Jahre alt. Er hatte 7,5 Jahre zuvor bereits eine Lebertransplantation in Form einer Leber-
lebendspende erhalten. Die Leberzirrhose hatte sich damals bedingt durch eine Hepatitis B
und D entwickelt. Nach anfanglich unauffalligem Verlauf entwickelte der Patient zunehmend
ein chronisches Leberversagen. Es wurde eine chronische Abstoffung im Sinne eines Vanis-
hing Bile Duct Syndroms (VBDS) mit histologischer Bestitigung diagnostiziert. Daraufhin
folgte die Listung zur Re-Transplantation. In der Zeit vor der Re-Transplantation kam es zu
einer zunehmenden Verschlechterung des Allgemeinzustandes sowie Multiorganversagen mit
der Notwendigkeit zur intermitierenden Dialyse. Nach Restabilisierung des Patienten und
letztendlich fortbestehendem Leberversagen erfolgte die Re-Transplantation. Die Spenderle-

ber stammte von einer 77-jahrigen weiblichen Spenderin mit unauffélliger Virologie.
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Abbildung 4.17: GefDNA,  Aspartat-Aminotransferase-(AST)-,  y-Glutamyl-Transferase-
(GGT)-Aktivitdt sowie Bilirubin-Konzentration bei Verlauf ohne erkenn-
bare Schidigung des Transplantates (LTx13)
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Klinischer Verlauf: Abweichend vom in Gé&ttingen tiblichen Schema der immunsuppressi-

ven Therapie (siehe Kapitel 3.1.3) erhielt der Patient intraoperativ kein Basiliximab. Der
postoperative Verlauf gestaltete sich in der Anfangsphase kompliziert: Die Intervalldialysen
mussten auch nach Transplantation zundchst fortgesetzt werden. Vom Tag 6 bis Tag 9 war
der Patient an ein extrakorporales Leberersatzverfahren, MARS-Therapie, angeschlossen.
Nach Beendigung der Therapie stieg der Gesamtbilirubin-Spiegel erneut stark an. Auch in
den néchsten Tagen besserten sich die Lebersynthesewerte zunéchst nicht wesentlich. Ei-
ne Transplantatleberbiopsie erbrachte den Befund einer degenerativen Cholangiopathie mit
beginnendem Gangschwund und Anzeichen fiir eine frithe chronische, zur Duktopenie fiih-
rende Abstofsungsreaktion. Die anfangliche Hyperbilirubindmie blieb letztendlich weiterhin
unklar, ab Tag 31 fielen die Billirubinwerte aber ab. Bei CMV-Reaktivierung erfolgte ab
Tag 8 eine Therapie mit Valganciclovir. Aufgrund einer progredienten Panzytopenie wur-
de die Therapie mit MMF ab dem 4. postoperativen Tag zunédchst unterbrochen. Unter
der auch klinisch manifesten CMV-Infektion wurde die Tacrolimus-Therapie ebenfalls zwi-
schen Tag 8 und 12 unterbrochen. Der weitere postoperative Verlauf blieb dann kompli-

kationslos. Verlauf der GefDNA und der Routinelaborparameter: Die GefDNA-Werte fielen

zunéchst auf unter 10% ab (innerhalb von 7 Tagen). Innerhalb der ersten 50 Tage nach Trans-
plantation waren allerdings auch Werte von bis zu 20% zu beobachten. Zu diesen Zeitpunkten
war die Immunsuppression im subtherapeutischen Bereich (siche Abbildung 4.17). Parallel
war auch ein Anstieg der AST zu beobachten. Mit Erreichen stabiler Tacrolimus-Spiegel

zeigte sich fortan auch ein stabiler Verlauf der GefDNA und der anderen Laborparameter.

Bei LTx15 (Abbildung 4.18) handelt es sich um den ehemaligen Patienten LTx2. 10 Mo-
nate nach der letzten Lebertransplantation erfolgte nun eine Re-Re-Transplantation. In der
Zwischenzeit war es erneut zur sekundirsklerosierenden Cholangiopathie und chronischen
Funktionsverschlechterung des Lebertransplantates gekommen. Die Atiologie der sekundér-
sklerosierenden Cholangiopathie blieb letztendlich unklar. Differenzialdiagnostisch muss eine
chronische, bereits vor der 1. Transplantation bestehende Stenose im Truncus coeliacus be-
riicksichtigt werden. Diese wurde jedoch in der 2. Transplantation erdffnet und gestentet.
Gleichzeitig besteht in der Angiographie ein retrograder Fluss der Arteria hepatica in den
Truncus coeliacus. Als Differenzialdiagnose ist jedoch auch eine Ischemic Type Biliary Le-

sion (ITBL) nach Lebertransplantation denkbar, da der Fluss in der Leberarterie iiber die
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Arteria gastroduodenalis sehr gut war, wie in einer Mesentericographie gezeigt wurde. Das
Organ der Re-Re-Transplantation stammte von einer 58-jahrigen weiblichen Spenderin mit

unauffalliger Virologie.
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Abbildung 4.18: GefDNA,  Aspartat-Aminotransferase-(AST)-, y-Glutamyl-Transferase-
(GGT)-Aktivitdt sowie Bilirubin-Konzentration bei Verlauf ohne erkenn-
bare Schiédigung des Transplantates (LTx15)

Klinischer Verlauf: Abweichend vom iiblichen Schema der immunsuppressiven Therapie

(sieche Kapitel 3.1.3) erhielt der Patient intraoperativ kein Basiliximab. Der postoperative
Verlauf gestaltete sich trotz stabiler Transplantatfunktion zunéchst kompliziert. Es kam zu
einer Pankreatitis, die antibiotisch behandelt wurde. Am Tag 14 wurde operativ ein gekam-
mertes Serom/Biliom ausgerdumt. Ebenfalls zeigten sich positive CMV-Titer, weshalb eine
Behandlung mit Valganciclovir begonnen wurde. Hinzu kam eine Knochenmarksdepression,
die am ehesten medikamentos-toxisch (Valganciclovir, MMF) bedingt war. Die Immunsup-
pression des Patienten erfolgte unmittelbar postoperativ mit Prednisolon. Bei rekompensier-

ter Nierenfunktion wurde die Medikation um Tacrolimus erweitert. Im weiteren Verlauf konn-
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te das Prednisolon deutlich reduziert werden. Ein Auslassversuch des Prednisolons musste
aufgrund konsekutiv ansteigender Transaminasen und Cholestaseparameter zundchst abge-
brochen werden. Spater wurde MMF aufgrund einer Leukopenie pausiert. Eine Biopsie des
Lebertransplantates am Tag 15 zeigte chronische sowie teilweise auch akute Entziindungen
im Bereich der Portalfelder und deutete auf eine aufsteigende Cholangitis hin. Am Tag 84
zeigte sich durch endoskopische retrograde Cholangiopankreatikographie (ERCP) eine Ana-
stomosenstenose im Ductus hepaticus communis (DHC). Eine Dilatation der Stenose wurde
vorgenommen und der wiahrend der OP eingebrachte Stent entfernt. Am Tag 105 erfolgte
abermals eine ERCP, bei der sich wieder eine DHC-Anastomosenstenose zeigte. Auferdem
bot sich das Bild einer ischdmischen Cholangiopathie. Casts wurde entfernt und erneut ein
Stent eingelegt. Der nichste Stentwechsel erfolgte zusammen mit der Entfernung von gering-
gradigem Sludge am Tag 168 im Rahmen einer ERCP. Am 190. Tag erfolgte eine elektive
Anlage einer biliodigestiven Anastomose. Dadurch sollten die rezidivierenden Cholangitiden
und rezidivierend erforderlichen ERCPs mit Stenteinlagen aufgrund der bekannten Ana-
stomosenstenose im Bereich der Gallengangsanastomose zukiinftig verhindert werden. Der
Eingriff musste jedoch ohne die geplante Anlage der biliodigestiven Anastomose abgebro-
chen werden. Eine beginnende Cholangitis wurde durch Antibiose mit Ciprofloxacin und
Meropenem therapiert. Die Immunsuppression wurde im weiteren Verlauf von Prograf® auf

Advagraf® umgestellt. Verlauf der GefDNA und der Routinelaborparameter: Die initialen

GcfDNA-Messwerte lagen innerhalb der ersten Woche unter der 10%-Grenze, stiegen aber
zwischen den Tagen 30 und 50, parallel zu einem Anstieg der AST, nochmals an (siehe Ab-
bildung 4.18). Die AST und GGT stiegen bis zur ERCP am Tag 84 deutlich an, wéhrend die
GcfDNA unter 10% blieb. In Folge der ERCP besserten sich die Laborparameter im Verlauf
zunehmend, insbesondere nach erneuter ERCP am Tag 105 waren die Transaminasen und
Cholestaseparameter weiter riicklaufig. In den folgenden Wochen stiegen AST, GGT und

Bilirubin wieder an.

Der méannliche Patient LTx16 (Abbildung 4.19) war zum Zeitpunkt der Transplantation
69 Jahre alt. Eine Leberzirrhose mit Leberzellkarzinom (HCC, engl. hepatocellular carcino-
ma) nach mehrfachen TACE-Sitzungen (Transarterielle Chemoembolisation) und bekann-

ter Hepatitis-B-Infektion stellten die Indikation fiir die Transplantation. Die Spenderleber
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stammte von einer 60-jahrigen weiblichen Spenderin mit positivem CMV-IgG-Titer.
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Abbildung 4.19: GefDNA,  Aspartat-Aminotransferase-(AST)-,  y-Glutamyl-Transferase-
(GGT)-Aktivitat sowie Bilirubin-Konzentration bei Verlauf ohne erkenn-
bare Schiadigung des Transplantates (LTx16)

Klinischer Verlauf: Der postoperative Verlauf gestaltete sich aus chirurgischer Sicht pro-
blemlos. Zwischenzeitlich zeigte sich laborchemisch eine Infektkonstellation, die unter Anti-
biose mit Tazobac riicklaufig war. Am Tag 84 wurde aufgrund des Verdachts auf eine Anasto-
mosenleckage eine ERCP durchgefiihrt und wegen erhdhtem C-reaktiven Protein (CRP) und
subfebrilen Temperaturen eine antibiotische Therpie mit Meropenem begonnen. Der Patient
wurde dabei mit einem Stent versorgt, durch den spontan Galle abfloss. Mikrobiologisch lie-
fsen sich im Punktat der Galle pathogene Keime nachweisen, die laut Antibiogramm jedoch
sensibel auf die bereits begonnene Antibiose waren. Im weiteren Verlauf kam es zu einer
CMV-Reaktivierung und daraus resultierender Valganciclovir-Therapie. Unter erneuter an-
tibiotischer Therapie mit Meropenem besserte sich der Zustand des Patienten mit fallenden

Entziindungswerten. Verlauf der GefDNA und der Routinelaborparameter: Bei dem Patien-
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ten war die GefDNA innerhalb von 7 Tagen auf Werte unter 10% abgefallen. Im weiteren
Verlauf stiegen AST, GGT und Bilirubin deutlich an und waren in Folge der ERCP am Tag
84 wieder riicklaufig Insbesondere die GGT blieb auf einem deutlich erhthten Niveau (siche
Abbildung 4.19).

Auch LTx21 (Abbildung 4.20) zeigte eine stabile Organfunktion nach der Transplantati-
on. Bei der Patientin handelt es sich um eine 54-jahrige weibliche Patientin mit ausgepragter
athyltoxischer Leberzirrhose und therapieresistenter Aszites. Das Organ stammte von einer

49-jahrigen Spenderin mit positiven HbsAg-, HbcAb- und CMV-IgG-Titern.
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Abbildung 4.20: GefDNA,  Aspartat-Aminotransferase-(AST)-,  y-Glutamyl-Transferase-
(GGT)-Aktivitdt sowie Bilirubin-Konzentration bei Verlauf ohne erkenn-
bare Schiadigung des Transplantates (LTx21)

Klinischer Verlauf: Abweichend vom iiblichen Schema der immunsuppressiven Therapie

(siche Kapitel 3.1.3) erhielt die Patientin intraoperativ kein Basiliximab. Der postoperative

Verlauf war bis zum aktuellen Zeitpunkt komplikationslos. Verlauf der GefDNA und der Rou-
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tinelaborparameter: Die Werte der GefDNA lagen innerhalb einer Woche unter 10%. Auch
die anderen Parameter (AST, GGT und Bilirubin) normalisierten sich nach der Transplan-

tation schnell (sieche Abbildung 4.20).

4.7.2 Patienten mit Cholestasen

Beim Patienten LTx1 (Abbildung 4.21) trat mehrere Monate nach Transplantation eine
intrahepatische Cholestase auf. Bei LTx1 handelt es sich um einen zum Zeitpunkt der Trans-
plantation 49-jahrigen méannlichen Patienten mit ausgepragter Leberzirrhose bei Hepatitis
C (Genotyp 3a). Die Spenderleber stammte von einem 61-jahrigen ménnlichen Spender mit

unauffalligem virologischen Befund.
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Klinischer Verlauf: Aus chirurgischer Sicht war der postoperative Verlauf unproblematisch.

In den wiederholt durchgefiihrten laborchemischen und serologischen Untersuchungen zeig-
te sich zu keinem Zeitpunkt der Verdacht eines akuten Abstofiungsgeschehens bzw. einer
Virusinfektion mit Viren der Herpesgruppe. Inshesondere konnte kein Nachweis einer CM'V-
Aktivierung gefunden werden. Wegen einer Leukopenie wurde die Therapie mit MPA zwi-
schen den Tagen 20 und 25 pausiert. Aufgrund méafig erhohter Bilirubin-Werte mit erhéhter
Alkalischer Phosphatase (AP) und GGT wurde am Tag 147 eine ERCP durchgefiihrt. Dabei
zeigte sich ein deutlicher Kaliberunterschied der Arteria hepatica communis zwischen Spen-
der und Empfanger. Nach der Durchfithrung einer endoskopischen Papillotomie (EPT) war
das Bilirubin riickldufig. Eine CT-Untersuchung vom Abdomen/Becken zeigte eine fehlende
arterielle Perfusion der Transplantatleber bei Kontrastmittelabbruch in der Arteria hepatica
propria. Aufgrund der fehlenden arteriellen Perfusion der Transplantleber wére prinzipiell
eine Re-Transplantation erforderlich gewesen, angesichts des guten Allgemeinzustands des
Patienten wurde davon aber abgesehen. Am Tag 164 erfolgte eine ERCP und Einlage ei-
ner nasobilidren Sonde. An Tag 196 zeigte sich abdomensonographisch eine Hepatomegalie,
Splenomegalie, intrahepatische Cholestase in beiden Leberlappen sowie eine Pankreasgang-
erweiterung. Im Rahmen einer ERCP erfolgte an Tag 238 ein Stentwechsel. In der ERCP am
Tag 287 zeigte sich erneut die bekannte Anastomosenenge im DHC, die jedoch mit Katheter
passierbar war. Es erfolgte ein komplikationsloser Stentwechsel. Im CT-Abdomen zeigte sich
am Tag 291 eine im Vergleich zur Voraufnahme fortschreitende intrahepatische Cholestase.
Aufgrund der niedrigen Leukozytenzahlen wurde Tacrolimus kurzzeitig pausiert. Zum Behe-
ben der Cholestase wurde zunéchst eine nasobilidre Sonde (Tag 341) eingelegt, die erfolgreich
Galle forderte. Im Verlauf wurde die nasobilidre Sonde durch Einlage eines Pigtail-Katheters
(Tag 347) ersetzt. Eine Re-Evaluation des Patienten zur erneuten Transplantationslistung
wurde durchgefiihrt. Zum Ende des Beobachtungszeitraums ist der Patient aufgrund der
eingeschrénkten arteriellen Perfusion der Transplantatleber erneut fiir eine Transplantation

gelistet. Verlauf der GefDNA und der Routinelaborparameter: Wahrend des gesamten Be-

obachtungszeitraum blieb die GefDNA, nach initialem Abfall, stabil unter der 10%-Grenze,
die sie bereits innerhalb einer Woche erreicht und wahrend des gesamten Beobachtungs-
zeitraums nicht mehr iiberschritten hat (sieche Abbildung 4.21). Bei der ERCP am Tag 164
zeigten die Laborwerte eine ausgepriagte Cholestase: Es war ein deutlicher Anstieg der AST,

gefolgt von der GGT und schliefslich des Bilirubin, zu beobachten. In Folge der ERCP fielen
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die Werte wieder ab, blieben aber nach wie vor auf erhohtem Niveau. Auch der Stentwech-
sel am Tag 238 zeigte nur eine kurzzeitige Auswirkung auf die Laborwerte. Erst unter der
nasobilidren Sonde (eingelegt am Tag 341) sowie des Pigtail-Katheters (Tag 347) besserten
sich die AST-, GGT- und Bilirubin-Werte deutlich.

Patient LTx14 (Abbildung 4.22) war ein 58-jahriger ménnlicher Patient mit &thyltoxischer
Leberzirrhose und mehrfacher hepatischer Enzephalopathie mit der Notwendigkeit der statio-
naren Behandlung. Das Organangebot stammte von einem 54-jahrigen mannlichen Spender

mit positivem CMV-IgG-Titer.
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Abbildung 4.22: GefDNA,  Aspartat-Aminotransferase-(AST)-,  y-Glutamyl-Transferase-
(GGT)-Aktivitdt sowie Bilirubin-Konzentration bei Verlauf mit Cholestase
(LTx14)

Klinischer Verlauf: Postoperativ wurden wiederholt serologische Untersuchungen auf Re-

aktivierungen von moglichen Herpesviren, EBV, CMV, Varizella-Zoster-Virus (VZV), Herpes-
simplex-Viren (HSV), durchgefiihrt. Diese waren jedoch allzeit negativ. An Tag 81 erfolgte

29



eine ERCP. Hier wurde eine EPT sowie die komplikationslose Stententfernung durchgefiihrt.
Bei erneuter ERCP am Tag 103 zeigte sich eine deutliche Kaliberschwankung im Bereich der
DHC-Anastomose. Aus diesem Grunde wurde eine Ballondilatation durchgefiihrt. Am Tag
149 erfolgte eine Stenteinlage bei erneuter ERCP. In einer Biopsie vom Tag 185 zeigte sich
der pathologische Befund einer geringen spéten akuten Abstoffung. Bei erneuter ERCP am
Tag 192 zeigte sich die bekannte Anastomosenstenose bei regelrechter Stentlage, ein Stent-

wechsel erfolgte nicht. Verlauf der GefDNA und der Routinelaborparameter: Die GefDNA

erreichte nach 12 Tagen Werte unter 10% und hat diese Grenze seither nicht mehr {iber-
schritten. Allerdings wurde die GefDNA nur bis zum Tag 122 bestimmt. Im weiteren Verlauf
zeigten sich erhohte Transaminasen und Cholestaseparameter. Spéater kam es zu stark er-
hohten AST-Werten und Anstieg der GGT auf Konzentrationen von {iber 2200 U/1 (siehe
Abbildung 4.22).

4.7.3 Patienten mit TransplantatabstoRBungen

Im postoperativen Verlauf von LTx2 (Abbildung 4.23) kam es zu mehreren Abstofsungsreak-
tionen. Bei diesem Fall handelt es sich um eine Re-Transplantation. Aufgrund des chronischen
Versagens des vorherigen Lebertransplantates bei sekundér sklerosierender Cholangiopathie
war bei diesem 41-jahrigen mannlichen Patienten die Indikation zur erneuten Transplantation
gegeben. Die erste Transplantation erfolgte 20 Monate zuvor aufgrund einer dthyltoxischen
Leberzirrhose. Der Patient wird nach multiplen ERCPs bei chronischem Transplantatver-
sagen zur Re-Transplantation gelistet. Es folgte die Transplantation der Spenderleber eines

57-jahrigen ménnlichen Spenders mit positivem CMV-IgG- und Toxoplasmose-Titer.
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Abbildung 4.23: GefDNA,  Aspartat-Aminotransferase-(AST)-,  y-Glutamyl-Transferase-
(GGT)-Aktivitéat sowie Bilirubin-Konzentration bei Verlauf mit Abstofung
(LTx2)

Klinischer Verlauf: Postoperativ kam es zu einer sekundéren Rissverletzung der Spenderle-

ber mit konsekutivem Biliom. Daher erfolgte ein erneuter operativer Eingriff am Tag 17 nach
Transplantation. Im weiteren Verlauf war dann ein massiver Transaminasenanstieg sowie An-
stieg der Cholestase-Parameter zu beobachten. Eine durchgefiihrte Leberbiopsie erbrachte
zunachst keinen wegweisenden Befund. Aufgrund des Verdachts einer akuten Abstofsung wur-
de dennoch eine Steroid-Stofitherapie bei optimierter immunsuppressiver Therapie mit Tac-
rolimus und MMF durchgefiihrt. Spéter zeigte sich ein partieller Abfall der Transaminasen.
Unter dem Verdacht einer persistierenden akuten Abstofsung der Spenderleber wurde eine er-
neute Biopsie durchgefiihrt, hierbei konnte im Préparat eine akute Abstoffung belegt werden.
Es erfolgte eine weitere Steriod-Stofttherapie. Aufgrund der akuten Abstofsung wurde auf ein
Absetzen des Methylprednisolons nach zweimaligen Steroid-Stofstherapien zunéchst verzich-
tet. Wegen steigender Cholestaseparameter erfolgte am Tag 59 eine ERCP. Hierbei zeigte
sich eine DHC-Stenose. Wegen des Verdachts einer Obstruktion erfolgte der Stentwechsel so-
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wie Sludge-Entfernung. Es bestand der Verdacht auf eine ischamische Cholangiopathie. Zur
Klarung der Genese der erneuten Leberwerterhohung erfolgte eine erneute Leberpunktion. In
der Gallenfliissigkeit wurde Enterococcus faecium nachgewiesen. Von Tag 65 bis 67 erfolgte
abermals eine Prednisolon-Stofitherapie. Am Tag 75 erfolgte die Entfernung der nasobilidren
Sonde. Angiographisch zeigte sich ein chronischer Verschluss des Truncus coeliacus mit sehr
guter Kollateralausbildung tiber Biihlersche und pankreatikoduodenale Arterien. Aufserdem
zeigte sich eine milde, unter 40%ige Stenose der Arteria hepatica, ca. 2cm distal der Ana-
stomose. Klinisch wurde vermutet, dass durch die wahrscheinlich schon ldnger bestehende
Truncus-Stenose der Patient eine wiederholte, relative Ischdmie der Gallengénge hatte, die
dann zu einer entsprechenden Verdnderung des Gallengangsystems mit daraus resultierender
chronischer Abstoflungsreaktion fithrte. Es folgten mehrere ERCPs, Stententfernungen und
-reimplantationen. Im weiteren Verlauf kam es zur Panzytopenie. Darunter wurden die Im-
munsuppressiva, abgesehen von Cortison, kurzzeitig pausiert. Die Cortisondosis wurde dafiir
erhoht. Die immunsuppressive Therapie wurde kurze Zeit spater auf Everolimus umgestellt.
Eine ERCP erbrachte am Tag 267 den Befund einer chronischen intrahepatischen Cholesta-
se mit ab dem Hilus in beiden Leberlappen verdndertem Gallengangssystem und multiplen
unregelméfigen Einengungen, bedingt durch die chronische Entziindung. Der Patient wurde
erneut zur Transplantation gelistet und die Everolimusmedikation wieder zuriick auf Tacroli-
mus umgestellt. Nach erneuter Transplantation am Tag 325 nimmt der Patient nunmehr un-

ter dem Pseudonym LTx15 in dieser Studie teil. Verlauf der GefDNA und der Routinelabor-

parameter: Wéahrend des gesamten Verlaufes waren erhohte Werte der GefDNA messbar.
Unmittelbar nach der Transplantation fielen die Werte auf 14% ab und stiegen abermals
an (siche Abbildung 4.23). In der Folgezeit war ein stark schwankender Verlauf mit Spit-
zen von max. 64% (Tag 282) zu beobachten (siche Abbildung 4.23). Steroid-Stofitherapien
sorgten fiir einen sofortigen und kurzzeitigen Abfall der GefDNA, die im Anschluss aber
sofort wieder anstieg. Bereits kurze Zeit nach der Transplantation war ebenfalls ein massiver
Transaminasenanstieg sowie Anstieg der Cholestase-Parameter zu beobachten. Wahrend der
Steroid-Stofstherapie kam es ebenfalls zu einem Abfall der Transaminasen, die anschliefsend
wieder anstiegen. Eine weitere Stofstherapie fithrte wieder zu einem Abfall der Leberpara-
meter, wobei nach der Entfernung der nasobilidren Sonde am Tag 75 erneut ein Anstieg der

Cholestaseparameter auftrat.
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Auch bei Patient LTx3 (Abbildung 4.24) kam es im postoperativen Verlauf zu einer akuten
Abstofsung. Urspriinglich wurde der Patient aufgrund einer dthyltoxischen Leberzirrhose fiir
die Lebertransplantation gelistet. Es handelt sich um einen 68-jahrigen ménnlichen Patien-
ten. Als Zufallsbefund wurde in der Explantatleber der Neubefund eines HCC im Segment I
nachgewiesen. Das Organ stammte von einer 71-jahrigen weiblichen Spenderin mit positivem

CMV-IgG- und Toxoplasmose-Titer.
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Abbildung 4.24: GefDNA,  Aspartat-Aminotransferase-(AST)-, y-Glutamyl-Transferase-
(GGT)-Aktivitéat sowie Bilirubin-Konzentration bei Verlauf mit Abstofung
(LTx3)

Klinischer Verlauf: Postoperativ kam es zu einer ausgedehnten Candidasepsis. Die Dreifach-
Immunsuppression mit Prednisolon, MMF und Tacrolimus wurde im postoperativen Verlauf
mehrfach modifiziert. Tacrolimus wurde aufgrund rezidivierender Infekte und der Candida-
pneumonie ganzlich abgesetzt. Aufgrund eines massiven Anstiegs der GGT und AP erfolgte
am Tag 144, nach Ausschluss einer medikamentos-toxischen Ursache und nach Ausschluss

einer arteriellen Durchblutungsstérung, unter dem Verdacht einer Abstofungsreaktion ei-
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ne Leberbiopsie. Die Leberbiopsie bestéatigte diese Verdachtsdiagnose, so dass eine Steroid-
Stofstherapie iiber drei Tage durchgefithrt wurde. Eine ERCP am Tag 150 ergab keinen
Hinweis auf eine Anastomosenstenose bzw. Cholangitis, allerdings wurde eine EPT durch-
gefithrt. Am Tag 174 wurde eine erneute Leberpunktion durchgefiihrt. Hier erbrachte die
histologische Aufarbeitung den Befund einer geringen chronischen Entziindung im Bereich
der Portalfelder und Gallengénge, die auf eine milde spéte akute Abstofsungsreaktion hindeu-

tete. Verlauf der GefDNA und der Routinelaborparameter: Initial fielen die GefDNA-Werte

schnell unter die 10%-Grenze. Ein Messwert von 19% am Tag 32 ist auf die — zu diesem
Zeitpunkt — unzureichende Immunsuppression mit Tacrolimus-Talspiegeln unterhalb des the-
rapeutischen Bereiches zuriickzufiihren (siehe Abbildung 4.24). Nach der Reha-Behandlung
zeigten sich steigende Cholestaseparameter. Der Zeitpunkt der Umstellung der immunsup-
pressiven Therapie ging ebenfalls mit erhéhten GefDNA-Werten einher (siehe Abbildung
4.24). Wahrend des Abstokungsgeschehens stieg die GefDNA auf bis zu 55% an (Tag 151)
und fiel dann unter der Steroid-Stofstherapie schnell ab. Auch die AST und GGT stiegen
an und waren im weiteren Verlauf nur langsam riicklaufig. Mit dem Erreichen suffizienter

Talspiegel der Immunsuppressiva fiel die GefDNA wieder unter die 10%-Grenze.

LTx8 (Abbildung 4.25) zeigte einen ausgesprochen komplikationsreichen postoperativen
Verlauf. Bei dem 60-jahrigen ménnlichen Patienten bestand eine dthyltoxische Leberzirrho-
se. Zum Zeitpunkt der Aufnahme zeigte sich ein beginnendes Leberversagen und eine De-
kompensation der Leberzirrhose. Darauthin wurde das Organ einer 49-jahrigen weiblichen

Spenderin mit positivem CMV-IgG-Titer akzeptiert.
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Abbildung 4.25: GefDNA,  Aspartat-Aminotransferase-(AST)-,  y-Glutamyl-Transferase-
(GGT)-Aktivitéat sowie Bilirubin-Konzentration bei Verlauf mit Abstofung

(LTx8, verdndert nach Kanzow et al. 2014) — Abdruck mit Genehmigung,
Bildnachweis auf Seite 123)

Klinischer Verlauf: Die Transplantation verlief aus chirurgischer Sicht problemlos. Auch

postoperativ war die Nierenfunktion zunéachst insuffizient und machte weitere Dialysebehand-
lungen ab dem 6. postoperativen Tag notig. Wegen anhaltender Niereninsuffizienz wurden
die Tacrolimus-Spiegel wahrend der ersten 15 Tage im subtherapeutischen Bereich gehalten.
Am 6. postoperativen Tag wurde eine Infektion mit CMV entdeckt und eine antivirale The-
rapie mit Valganciclovir begonnen. Auferdem wurden Vancomycin-resistenter Enterococcus
faecium (VREF) sowie multidrug-resistenter gramnegativer (MDRGN) Staphylococcus hae-
molyticus in der Drainagefliissigkeit und Pseudomonas aeruginosa im Urin nachgewiesen.
Linezolid and Ciprofloxacin wurden zwischen den Tagen 7 und 12 mit in den Therapie-
plan aufgenommen. Am 19. postoperativen Tag stiirzte der Patient und brach sich dabei
mehrere Rippen. Computertomographisch zeigte sich ein Subduralh&matom auf der linken

Hirnseite sowie ein Bruch der Schéidelbasis. Auferdem wurde ein grofses subkapsuléres Leber-
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hématom diagnostiziert. Im weiteren Verlauf entwickelte der Patient eine symptomatische
Epilepsie und ein schweres hirnorganisches Psychosyndrom. MMF wurde am 26. Tag wegen
Leukopenie abgesetzt. Am 36. Tag wurde eine Panzytopenie, bedingt durch eine toxische
Knochenmarksschadigung, nachgewiesen. Aufgrund fiebriger Temperaturen wurde am Tag
32 die antibiotische Therapie mit Linezolid and Ciprofloxacin wieder aufgenommen und
bis zum 46. Tag nach Transplantation aufrechterhalten. An Tag 43 wurde, nach Erholung
von der Panzytopenie, das Leberhdmatom chirurgisch ausgerdaumt. Pseudomonas aerugi-
nosa und Vancomycin-resistente FEnterococci wurden am Tag 63 erneut nachgewiesen und
abermals antibiotisch therapiert. Im weiteren Verlauf erfolgte ab Tag 81 eine Umstellung
auf Everolimus als Haupt-Immunsuppressivum, um die Nierenfunktion weiter zu verbessern.
Tacrolimus wurde auf eine sehr niedrige Dosierung von 1 mg/d reduziert. Aufgrund der
wahrend dieses Zeitraums zu niedrigen Immunsuppression wurde klinisch die Diagnose einer
Abstofsung gestellt und tiber zwei Tage (Tag 94 und 95) eine Steroid-Stofstherapie durchge-
fithrt. Verlauf der GefDNA und der Routinelaborparameter: Wahrend der Anfangszeit mit

subtherapeutischen Tacrolimus-Spiegeln war ein deutlicher Anstieg der GefDNA zu beob-
achten (siche Abbildung 4.25). Die Werte waren nach Erhéhung der Tacrolimus-Dosierung
wieder riicklaufig. In Folge des Sturzes am Tag 19 zeigte sich ein steiler Anstieg der GefDNA
auf Werte iiber 90%, der auf eine Ischdmieschédigung des Transplantates zuriickzufiihren
war. Zu Beginn der Umstellungsphase auf Everolimus war die Immunsuppression erneut zu
niedrig, was sich in abermals angestiegenen GefDNA-Werten zeigte. Unter der Stofstherapie
war die GefDNA riickliufig und der Patient zeigte fortan eine stabile Transplantatfunktion
mit GefDNA-Werten unter 10%. Die Anstiege der GefDNA gingen ebenfalls mit erhohten
AST- und GGT-Werten einher.

Patient LTx12 (Abbildung 4.26) war ein 64-jdhriger ménnlicher Patient mit &thyltoxisch-
er Leberzirrhose. In der Vergangenheit kam es bereits zur mehrfachen Dekompensation der
Leberzirrhose (spontane bakterielle Peritonitis und hepatische Enzephalopathie) und Anla-
ge eines transjuguldren intrahepatischen portosystemischen Shunts (TIPS). Der ménnliche
Spender war 58 Jahre alt und zeigte einen positiven Toxoplasmose-Titer-Nachweis. Als Zu-

fallsbefund wurde in der Explantatleber ein HCC festgestellt.
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Abbildung 4.26: GefDNA,  Aspartat-Aminotransferase-(AST)-,  y-Glutamyl-Transferase-
(GGT)-Aktivitéat sowie Bilirubin-Konzentration bei Verlauf mit Abstofung
(LTx12)

Klinischer Verlauf: Der postoperative Verlauf gestaltete sich initial unkompliziert. Bei

Nachweis von gallehaltigem Sekret iiber die Drainage im Bereich der Gallengangsanastomose
wurde bei Verdacht auf eine Insuffizienz im Bereich der Anastomose am 3. postoperativen
Tag eine ERCP durchgefiihrt. In dieser konnte die Galleleckage bewiesen werden, so dass ei-
ne Stenteinlage mit Papillotomie durchgefiihrt wurde. Hierunter war die Gallesekretion iiber
die einliegende Drainage zunéchst riicklaufig. Am 19. Tag erfolgte eine Re-ERCP, wobei ei-
ne Stentokklusion auffiel. Die einliegende Drainage wurde entfernt, stattdessen wurde eine
nasobilidre Sonde eingebracht. Dadurch konnte die Leckage im Bereich der Gallengangsana-
stomose komplikationslos abheilen, so dass die nasobilidre Sonde im weiteren Verlauf entfernt
werden konnte. Aufgrund des Nachweises von Candida glabrata im abdominellen Sekret, wel-
ches wihrend der Leckage im Bereich des Gallengangs entnommen wurde, wurde eine ziel-
gerichtete antimykotische Therapie begonnen. Die systemischen Candida-Antikorper-Titer

waren jedoch zu allen Zeitpunkten negativ. Am Tag 22 wurde eine Infektion mit CMV ent-
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deckt und eine Therapie mit Valganciclovir begonnen. Aufgrund des Zufallsbefundes eines
HCCs im Bereich der Explantatleber wurde die Immunsuppression im weiteren Verlauf auf
Everolimus sowie MMF umgestellt. Spater kam es zu beidseitigen Pleuraergiissen, Aszites so-
wie Biliombildung durch die bekannte Gallengangsleckage. Am Tag 90 wurde eine ERCP mit
Einlage eines Plastikstents durchgefiihrt. Dabei konnte eine Infektion mit Enterococcus fae-
cium (Nachweis in Aszites und Galle) festgestellt werden, worauthin eine antibiotische The-
rapie begonnen wurde. Aufgrund der Immunsuppression wurde zudem eine antimykotische
Therapie initiiert. Aufserdem konnte wiederholt eine kutane Besiedelung mit einem multire-
sistenten Pseudomonas nachgewiesen werden. Aufgrund eines akuten Nierenversagens wurde
eine Hamodialysetherapie fiir vier Tage notwendig. Trotz weiterer Eskalation der antiinfekti-
ven Therapie einschliefslich der deutlichen Reduktion der Immunsuppression verschlechterte
sich der Zustand des Patienten zunehmend. Bei einer weiteren ERCP am Tag 108 wurde
der Plastikstent entfernt und in der dabei entnommenen Gallenfliissigkeit multiresistenter
Pseudomonas aeruginosa nachgewiesen. Dieser Keim war spéter auch im Parotisabstrich
nachweisbar. Aufgrund der nun nachgewiesenen multiplen Infektionen mit einem multiresis-
tenten Pseudomonas erfolgte eine Umstellung der antibiotischen Therapie auf Colistin und
Meropenem sowie Linezolid fiir den nachgewiesenen FE. faecium und Caspofungin wegen des
anamnestischen postoperativen Nachweises von Candida glabrata. Aufgrund der Leukope-
nie sowie deutlich reduzierter Zahl der T-Helferzellen wurde die immunsuppressive Therapie
reduziert und Tacrolimus voriibergehend komplett pausiert. Unter dieser antibiotischen The-
rapie kam es zu einer raschen Verbesserung des Allgemeinzustandes des Patienten und zu
einem Abfall der laborchemischen Infektparameter. Auch die Parotitis heilte darunter spon-
tan ab. Bei im Verlauf wieder angestiegenen Leukozytenzahlen wurde die immunsuppressive
Therapie mit Everolimus mit einem Zielspiegel von 3-5 pg/l fortgesetzt. Die Prednisolondo-
sis wurde hingegen reduziert. In der histopathologischen Begutachtung einer Leberbiopsie
vom 108. postoperativen Tag ergab sich der Verdacht auf eine Gallenabflussstérung sowie
eine milde Abstofungsreaktion. Ferner zeigten sich Portalfelder mit allenfalls geringgradiger
Fibrose und deutlicher Gallengangsproliferation sowie intrahepatischer Cholostase, so dass
klinisch eine Gallenabflussstorung ausgeschlossen werden konnte. Bei steigenden Cholestase-
parametern wurde am Tag 125 eine erneute ERCP mit Anlage eines Doppelpigtails durch-
gefiihrt. Bei einer ERCP am Tag 217 liefs sich kein Stent mehr darstellen, so dass von einem

spontanen Abgang des Stents auszugehen ist. Aufgrund der darunter weiterhin normwerti-
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gen Laborparameter wurde kein neuer Stent implantiert. Im Gallepunktat wurden weiterhin
Keime nachgewiesen, u. a. ein multiresistenter Pseudomonas aeruginosa. Klinisch zeigten

sich jedoch keine Infektzeichen. Verlauf der GefDNA und der Routinelaborparameter: Der

initiale GefDNA-Abfall fiihrte zu Werten unter der 10%-Grenze innerhalb von 5 Tagen. Im
Anschluss an die ERCP am 3. postoperativen Tag waren systemische Cholestaseparameter
aufféllig (siehe Abbildung 4.26). Wahrend des Abstofungsgeschehens kam es zu zwei Peaks
der GefDNA (68% am Tag 105 und 48% am Tag 126), die ebenfalls von einem Anstieg der
AST begleitet wurden. Die immunsuppressive Therapie, bestehend aus Tacrolimus und Eve-
rolimus, war zu diesen Zeitpunkten besonders niedrig eingestellt. Nach der ERCP am Tag
125 waren die Cholestaseparameter und GefDNA im weiteren Verlauf wieder abfallend und
zeigten sich fortan unauffillig. Ab diesem Zeitpunkt waren auch stabile Everolimus-Spiegel

im therapeutischen Bereich erreicht.

Bei LTx18 (Abbildung 4.27) handelt es sich um eine 20-jahrige weibliche Patientin bei
der eine deutlich ausgeprigte sekundér sklerosierende Cholangitis nach extrakorporaler Mem-
branoxygenierung (ECMO-Therapie) bei Lungenversagen im Rahmen einer Sepsis bestand.
Die Spenderleber stammte von einer 52-jahrigen weiblichen Spenderin mit positivem CMV-

[gG-Titer.
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Abbildung 4.27: GefDNA,  Aspartat-Aminotransferase-(AST)-,  y-Glutamyl-Transferase-
(GGT)-Aktivitéat sowie Bilirubin-Konzentration bei Verlauf mit Abstofung
(LTx18)

Klinischer Verlauf: Da bereits intraoperativ der mangelnde arterielle Einstrom iiber die

neu angelegte arterielle Anastomose bei ursichlicher ligamentéirer Stenose des Abganges des
Truncus coeliacus aus der Aorta festgestellt wurde, erfolgte zunéchst die Anlage eines arteri-
ellen Bypasses, ausgehend von der Aorta abdominalis auf die A. hepatica. Im postoperativen
Verlauf war das klinische Bild eines akuten Kompartmentsyndroms des linken Unterschen-
kels auffallig. Aus transplantationschirurgischer Sicht gestaltete sich der weitere Verlauf zu-
nachst unkompliziert. An Tag 20 wurde eine ERCP durchgefiihrt. Diese zeigte jedoch einen
regelrechten Zustand nach Lebertransplantation, so dass nach Ausschluss eines arteriellen
Durchblutungsproblems mittels Duplexsonographie bei Verdacht auf das Vorliegen einer dis-
kreten Abstofungsreaktion eine sonographisch gesteuerte Leberbiopsie durchgefiihrt wurde.
Diese bestétigte das Bild einer geringgradigen Abstofungsreaktion, so dass eine Abstofungs-
therapie in Form eines Steroid-Stofstherapie mit 500mg Methylprednisolon an drei aufeinan-

derfolgenden Tagen und dem erneuten Einsatz von Methylprednisolon eingeleitet wurde. Am
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Tag 28 wurde Vancomycin-resistenter Enterococcus faecium (VREF) in der Urinbakteriolo-
gie entdeckt und eine resistenzgerechte Antibiotikatherapie begonnen. Im weiteren Verlauf
wurde aufgrund der deutlichen Infektkonstellation eine antibiotische Therapie mit Merope-
nem eingeleitet. In einer ERCP am Tag 38 konnte ein Konkrement im Anastomosebereich
als Ursache fiir die angestiegenen Leberwerte ausgeschlossen werden. Daher wurde dann ein
Stent angelegt. Unter antibiotischer Therapie waren die Entziindungsparameter riickléaufig.
Bei erneutem Anstieg der Cholestaseparameter wurde am 54. Tag eine weitere ERCP durch-
gefithrt. Auch hier wurden weder Sludge noch Konkremente nachgewiesen. Es erfolgte ein
erneuter Stentwechsel. Bei Nachweis von Hefen im Urin und Stuhl wurde eine Therapie mit

Amphotericin B und Fluconazol durchgefiihrt. Verlauf der GefDNA und der Routinelabor-

parameter: Nach 12 Tagen fiel die GefDNA auf Werte unter der 10%-Grenze ab und stieg
zum Zeitpunkt des Abstofungsgeschehens auf bis 65% (Tag 20) an. Initial waren regredien-
te Cholestaseparameter zu beobachten, die wihrend der Abstofsungsreaktion mit deutlich
erhohten AST-Werten einhergingen (siehe Abbildung 4.27). Unter der Steroid-Stoftherapie
fiel die AST deutlich ab. Die Cholestaseparameter waren im weiteren Verlauf riicklaufig aber

immer noch erhoht.

4.7.4 Patienten mit Infektionen

Patient LTx17 (Abbildung 4.28) war ein 58-jéhriger méannlicher Patient mit Leberzirrhose,
HCC mit mehrfachen TACE-Therapien und bekannter Hepatitis-B-Infektion. Die Spenderle-
ber stammte von einer 74-jahrigen weiblichen Spenderin mit positivem HbcAb-, CMV-IgG-

und Toxoplasmose-Titer.
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Abbildung 4.28: GefDNA,  Aspartat-Aminotransferase-(AST)-,  y-Glutamyl-Transferase-
(GGT)-Aktivitdt sowie Bilirubin-Konzentration bei Patienten mit Infek-
tionen (LTx17)

Klinischer Verlauf: Postoperativ zeigte der Patient zunéchst einen stabilen Verlauf. Ab

dem 6. postoperativen Tag wies der Patient jedoch diskret ansteigende Entziindungszeichen
auf. Nach Ausschluss einer hepatoarteriellen Perfusionsstérung erfolgte am 7. postoperativen
Tag eine Leberbiopsie. Diese zeigte keinen Anhalt fiir das Vorliegen einer Abstoflungsreakti-
on. In der darauthin veranlassten ERCP zeigte sich am Tag 19 eine hilusnahe Gallengangsste-
nose, welche mittels Stenteinlage therapiert wurde. Unter Antibiotikatherapie waren die In-
fektwerte im weiteren Verlauf ebenfalls deutlich regredient. Aufgrund der im Plasma nachge-
wiesenen CMV-DNA erfolgte eine Therapie mit Valganciclovir seit dem 69. Tag nach Trans-
plantation. Nach 21 Tagen hoch dosierter Valganciclovir-Therapie wurde die Dosis reduziert.
Aufgrund der erneut gestiegenen Cholestaseparameter erfolgte am Tag 84 eine weitere ERCP.
Diese gestaltete sich komplikationslos. Der Stent zeigte sich offen. In der entnommenen Gal-
lefliissigkeit konnte Enterococcus faecalis nachgewiesen werden, der auf Meropenem sensibel

war und entsprechend therapiert wurde. Aufgrund erneut steigender Cholestasewerte und des
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Verdachts eines Stentverschlusses erfolgte am Tag 104 eine erneute ERCP. Dabei wurde ein

Konkrement sowie der Stent entfernt. Verlauf der GefDNA und der Routinelaborparameter:

Die initialen GefDNA-Werte von tiber 80% unmittelbar nach Transplantation fielen bis zum
vierten postoperativen Tag auf etwa 12% ab. Aufgrund einer Unter-Immunsuppression stie-
gen die Werte wieder auf bis zu 33,5% am 20. Tag an (siche Abbildung 4.28). Mit dem
Erreichen stabiler Tacrolimus-Spiegel fielen die Werte unter die 10%-Grenze. Zu Beginn wa-
ren ebenfalls ansteigende Cholestaseparameter zu beobachten, die nach der ERCP am Tag
19 riicklaufig waren. Im weiteren Verlauf kam es erneut zu einem Anstieg der Transaminasen

sowie erhohtem GGT im Sinne einer Cholestase.

Die weibliche Patientin LTx19 (Abbildung 4.29) war zum Zeitpunkt der Transplantation
56 Jahre alt. Sie erlitt ein akutes Leberversagen nach medikamentos-toxischer Leberschadi-
gung durch Einnahme von Opipramol und Metothreaxat. Infolge des durch die akute Le-
berinsuffizienz bedingten Multiorganversagens wurde die Patientin zur Lebertransplantation
gelistet. Die Spenderleber stammte von einer 53-jahrigen weiblichen Spenderin mit unauffal-

liger Virologie.
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Abbildung 4.29: GefDNA,  Aspartat-Aminotransferase-(AST)-,  y-Glutamyl-Transferase-
(GGT)-Aktivitdt sowie Bilirubin-Konzentration bei Patienten mit Infek-
tionen (LTx19)

Klinischer Verlauf: Der postoperative Verlauf der Patientin gestaltete sich kompliziert:

Am 5. postoperativen Tag forderten die intraabdominellen Drainagen Luft, woraufhin eine
explorative Laparotomie durchgefiihrt wurde. Hier konnte eine nekrotisierende/exsudative
Pankreatitis diagnostiziert werden. Bei Nachweis von FEnterococcus faecium in den Gallen-
wegen erfolgte eine antibiotische Therapie mit Linezolid und Meropenem, die bei Nachweis
von Candida kefyr im Pankreasgewebe um Caspofungin erweitert wurde. Bei einer erneu-
ten explorativen Laparotomie am 17. Tag offenbarte sich eine Diinndarmperforation. Die
immunsuppressive Therapie mit MMF und Tacrolimus wurde daraufhin zunéchst unterbro-
chen und drei Tage spéter mit Tacrolimus und Hydrocortison wieder aufgenommen. Bei
positivem DNA-Nachweis von EBV, CMV und Herpes simplex im Rachenspiilwasser und
HSV und CMV im Serum wurde eine antivirale Therapie mit Ganciclovir begonnen, die am
22. Tag auf Aciclovir umgestellt und bis zur Seronegativitiat am 52. Tag fortgesetzt wurde.

Am 32. postoperativen Tag wurde die Antibiotikatherapie von Linezolid auf Vancomycin
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umgestellt. Bei der Anlage einer intrakraniellen Abszessdrainage wurde am 37. Tag in ei-
nem intraoperativ durchgefiihrtem Abstrich des Hirngewebes Pseudoallescheria boydii, ein
Sprofpilz, nachgewiesen. Darauthin erfolgte ein Wechsel der antimykotischen Therapie von
Caspofungin auf Voriconazol. Angesichts der persistierenden Infektsituation und durchgén-
gigen erheblichen neurologischen Defiziten wurde die Therapie am 56. postoperativen Tag
auf ein palliatives Behandlungskonzept umgestellt. Die Patientin verstarb einen Tag spéter.

Verlauf der GefDNA und der Routinelaborparameter: Die GefDNA-Werte waren bei der Pa-

tientin zunéchst bis zum 6. postoperativen Tag unter die 10%-Grenze gesunken. Im weiteren
Verlauf sind sie wieder angestiegen und erreichten am 14. Tag ihr Maximum von 20%. Zu die-
sem Zeitpunkt waren die Tacrolimus-Spiegel im subtherapeutischen Bereich. Hiernach waren
die Werte wieder riicklaufig. Wenige Tage spéater kam es dann — parallel zu einer verstarkten
Immunsuppression — zum Abfall der GefDNA-Werte unter die 10%-Grenze (siehe Abbildung
4.29). Unmittelbar nach der Transplantation zeigte die Patientin auch protrahiert niedrige
Lebersynthesewerte sowie erhohte Transaminasen und Cholestaseparameter, die im weiteren

Verlauf kurz riicklaufig waren, bevor sie erneut anstiegen.

LTx22 (Abbildung 4.30) war zum Zeitpunkt der Transplantation 66 Jahre alt. Bei der Pati-
entin lag eine dekompensierte Leberzirrhose (Child-Pugh-Stadium C) dthyltoxischer Genese

vor. Die Spenderleber stammte von einem 53-jahrigen ménnlichen Spender mit positivem

CMV-IgG-Titer.
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Abbildung 4.30: GefDNA,  Aspartat-Aminotransferase-(AST)-,  y-Glutamyl-Transferase-
(GGT)-Aktivitdt sowie Bilirubin-Konzentration bei Patienten mit Infek-
tionen (LTx22)

Klinischer Verlauf: Der postoperative Verlauf der Patientin gestaltete sich kompliziert

und war vor allem von multiplen Infektionen geprégt: Bereits zum Zeitpunkt der Trans-
plantation war im Urin FEnterococcus faecium nachweisbar. Am 12. postoperativen Tag
wurde Candida glabrata im Trachealsekret gefunden. In den Drainagen wurde Staphylo-
coccus aureus und Staphylococcus epidermidis am 50. Tag nach Transplantation nachge-
wiesen. Die antibiotische Therapie bestand bis zur Transplantation aus Ceftriaxon, wurde
dann auf Vancomycin sowie Imipenem umgestellt und zur antimykotischen Abdeckung um
Anidulafungin erweitert. Im weiteren Verlauf wurde die Therapie auf Linezolid und Mero-
penem umgestellt. Aktuell erfolgt eine gezielter virustatischer Angriff mit Valganciclovir.

Verlauf der GefDNA und der Routinelaborparameter: Die GefDNA-Werte fielen bei der Pa-

tientin zunédchst bis zum 10. postoperativen Tag auf knapp oberhalb der 10%-Grenze ab.
Die Tacrolimus-Spiegel waren wahrend der ersten Wochen nach Transplantation im subthe-

rapeutischen Bereich gehalten worden. Dadurch kam es zum Anstieg der AST mit mehrfachen

76



Peaks. Messdaten der GefDNA fiir diesen Zeitraum liegen leider nicht vor.

4.7.4.1 Patienten mit Hepatitis-C-Infektionen

LTx7 (Abbildung 4.31) zeigte eine stabile Organfunktion nach der Transplantation. Bei dem
Patienten handelt es sich um einen 44-jahrigen méannlichen Patienten mit Leberzirrhose bei
chronischer Hepatitis C-Infektion (Genotyp la) sowie einer dthyltoxischen Komponente. Das

Organ stammte von einem 59-jéhrigen ménnlichen Spender.
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Abbildung 4.31: GefDNA,  Aspartat-Aminotransferase-(AST)-, y-Glutamyl-Transferase-
(GGT)-Aktivitédt sowie Bilirubin-Konzentration bei Verlauf mit Hepatitis-
C-Infektion (LTx7)

Klinischer Verlauf: Der initiale postoperative Verlauf war im Wesentlichen unproblema-

tisch. Es zeigten sich leicht erhchte Cholestaseparameter. Auferdem kam es zu einer postope-
rativen CMV-Aktivierung, woraufhin eine antivirale Therapie mit Valganciclovir begonnen

wurde (Tag 21). Am Tag 217 erfolgte eine ERCP. Hier wurde eine hochgradige postoperative
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Gallengangsstenose ohne préastenotische Dilatationen nachgewiesen. Es erfolgte eine erwei-
terte Papillotomie des Gallengangsphinkters, die Einlage eines nicht selbst expandierenden
Stents in den Gallengang sowie eine Ballondilatation der Stenose im Ductus hepatocholedo-

chus. Verlauf der GefDNA und der Routinelaborparameter: Der initiale Abfall der GefDNA

nach Transplantation war leicht protrahiert, so dass Werte unter 10% erst nach 20 Tagen er-
reicht wurden. Die Immunsuppression war suffizient und die GefDNA lag durchgéngig unter
10%. Lediglich am Tag 175 waren Werte von etwa 15% messbar, wobei hier die Tacrolimus-
Spiegel vergleichsweise niedrig waren (siche Abbildung 4.31). Nach der ERCP am Tag 217
blieb die GefDNA unter der 10%-Grenze, wéhrend andere Marker (AST und GGT) schon
deutlich frither angestiegen und auf konstant hohem Niveau geblieben waren. Im Rahmen
der ERCP war bei diesen Markern zwar auch ein kurzzeitiger und geringfiigiger Abfall zu

beobachten, aber die Werte stiegen schon wenige Tage spéater erneut an.

Bei dem 64-jahrigen ménnlichen Patienten LTx10 (Abbildung 4.32) wurde eine Leber-
zirrhose bei chronischer Hepatitis-C-Infektion (Genotyp 3a) festgestellt. Differenzialdiagnos-
tisch kam jedoch auch eine dthyltoxische Genese in Frage. Die Spenderleber stammte von
einer 83-jdhrigen weiblichen Spenderin mit positivem CMV-IgG- und Toxoplasmose-Titer.
Aufgrund der guten Laborwerte wurde das Organ trotz des hohen Alters der Spenderin ak-

zeptiert.
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Abbildung 4.32: GefDNA,  Aspartat-Aminotransferase-(AST)-, y-Glutamyl-Transferase-
(GGT)-Aktivitdt sowie Bilirubin-Konzentration bei Patienten mit
Hepatitis-C-Infektion (LTx10)

Klinischer Verlauf: Der postoperative Verlauf gestaltete sich aus chirurgischer Sicht als un-

problematisch. In Folge der Transplantation zeigte sich eine erhohte Hepatitis-Viruslast. Im
weiteren Verlauf kam es aufgrund der immunsuppressiven Therapie zu einer Leukozyto- und
Thrombozytopenie, weshalb die Dosis von Tacrolimus und MMF reduziert wurde. Schlieflich
wurde MMF vollstiandig pausiert (Tag 226) und am Tag 229 eine Therapie mit Prednisolon
(20 mg/d) begonnen. Spéater wurde die Immunsuppression umgestellt und ab Tag 241 eine
Therapie mit Everolimus begonnen. Am Tag 254 wurde eine Leberpunktion durchgefiihrt,
die jedoch keine Anzeichen fiir eine Abstofsungsreaktion aufwies. Die Prednisolon-Dosis wur-
de auf 7,5mg reduziert, am Tag 262 weiter auf 5mg reduziert und im Verlauf schlieftlich
ganz abgesetzt. Im Rahmen der ERCP am Tag 269 wurde eine EPT durchgefiihrt. Der
DHC konnte nicht dargestellt werden, so dass eine erneute ERCP am Tag 272 erfolgte. In
einer Abdomensonographie vom Tag 308 zeigte sich ein erweiterter DHC sowie eine neu

aufgetretene Aszites und eine bekannte, im Vergleich zur Voruntersuchung regrediente, Sple-
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nomegalie. Bei einer Aszites-Punktion ergab sich kein Anhalt fiir eine spontan bakterielle
Peritonitis. In der zytologischen Beurteilung wurden regressiv verdnderte Makrophagen und
Mesothelzellen beschrieben, Zellen einer Entziindungsreaktion oder einer Neoplasie waren

jedoch nicht nachweisbar. Verlauf der GefDNA und der Routinelaborparameter: Initial war

die GefDNA zunéchst innerhalb von 15 Tagen unter die 10%-Grenze abgefallen. Im wei-
teren Verlauf zeigten GefDNA, AST, GGT und Bilirubin schwankende und teils deutlich
erhohte Werte. Die GefDNA erreichte ihr Maixmum von 62% am Tag 273 (siehe Abbildung
4.32). Die Hepatitis-C-Virluslast (HCV-RNA-Konzentration) war zu diesem Zeitpunkt mit
8,10%10° TU /ml deutlich erhoht.

Der 51-jahrige ménnliche Patienten LTx20 (Abbildung 4.33) litt an einer Hepatitis-C-
induzierten Leberzirrhose (Child-Pugh-Stadium A) mit unifokalem HCC. Das transplantier-
te Organ stammte von einer 65-jahrigen weiblichen Spenderin mit positivem CMV-IgG- und

Toxoplasmose-Titer.
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Abbildung 4.33: GefDNA,  Aspartat-Aminotransferase-(AST)-,  y-Glutamyl-Transferase-
(GGT)-Aktivitdt sowie Bilirubin-Konzentration bei Patienten mit
Hepatitis-C-Infektion (LTx20)

Klinischer Verlauf: Der postoperative Verlauf gestaltete sich zunéchst unkompliziert. Ab

der zweiten Woche nach Transplantation manifestierte sich eine virusbedingte Schadigung

der Transplantatleber durch Reaktiverung der Hepatitis C. Verlauf der GefDNA und der

Routinelaborparameter: Im Rahmen der routineméfiig bestimmten Leberparameter und der

GcfDNA zeigte sich zunéchst ein normaler Verlauf der Ischédmie- / Reperfusions-Schadenspa-
rameter (siehe Abbildung 4.33). Die GefDNA war nach 7 Tagen auf Werte um 10% abgefallen.
Dann kam es jedoch zu einem erneuten Ansteigen der Cholestaseparameter und Transami-
nasen. Hier waren vor allem ein deutlicher Anstieg der GGT und der GefDNA (auf Werte

tiber 20%) zu erkennen, die auf eine virusbedingte Leberzellschiadigung zurtickzufithren sind.

Bei den Patienten mit Hepatitis-C-Infektionen (LTx1, LTx7, LTx10 und LTx20) zeigte
sich nach Transplantation eine gesteigerte Viruslast (siehe Abbildung 4.34). Die Hemmung

des Immunsystems fiihrte hier zu einer Reaktivierung der Hepatitis und zuséatzlicher Leber-
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zellschddigung (siehe Kapitel 4.5 und 4.6).
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Abbildung 4.34: Verlauf der Hepatits-C-Viruslast vor und nach Transplantation

4.7.5 Patienten mit Umstellung der Immunsuppression

Bei Patientin LTx6 (Abbildung 4.35) bestand eine dthyltoxische Leberzirrhose und ein HCC.
Dadurch war die Indikation fiir eine Lebertransplantation gegeben. Als Bridging-Verfahren
wurden vor der Transplantation mehrfache TACE-Sitzungen durchgefiihrt. Die Empféngerin
war zum Zeitpunkt der Transplantation 64 Jahre alt. Das Organangebot stammte von einer

41-jahrigen weiblichen Spenderin mit positiven EBV- und Toxoplasmose-Titern.
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Abbildung 4.35: GefDNA,  Aspartat-Aminotransferase-(AST)-,  y-Glutamyl-Transferase-
(GGT)-Aktivitét sowie Bilirubin-Konzentration bei Patienten mit Umstel-
lung der Immunsuppression (LTx6)

Klinischer Verlauf: Postoperativ zeigte die Patientin zunéchst einen problemlosen Ver-

lauf. Spéter fiel dann eine deutlich eingeschrinkte Nierenfunktion auf. Darauthin wurde die
Tacrolimus-Dosierung reduziert und am Tag 48 als Hauptimmunsuppressivum durch Evero-
limus ersetzt. Am 69. postoperativen Tag wurde Tacrolimus vollsténdig abgesetzt, die Dosis
von Everolimus gesteigert und bis zum Erreichen des Zielspiegels erneut Methylprednisolon
zur Vorbeugung einer Transplantatabstofsung verordnet. Darunter waren die Kreatininwerte
riicklaufig. Verlauf der GefDNA und der Routinelaborparameter: Innerhalb einer Woche fiel
die GefDNA dauerhaft auf Werte unter 10%. AST und GGT zeigten im weiteren Verlauf
erhohte Werte (sieche Abbildung 4.35).

Auch bei weiteren Patienten wurde die immunsuppressive Therapie auf Everolimus als
Haupt-Immunsuppressivum umgestellt: Bei Patient LTx2 erfolgte die Umstellung am Tag
217, bei LTx4 am Tag 124, bei LTx8 am Tag 81 und bei LTx12 am Tag 43 (siche Abbil-
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dung 4.36). Hierbei zeigt sich, dass es in vier (LTx2, LTx3, LTx8 und LTx10) von sechs
Féllen bei der Umstellung der immunsuppressiven Therapie zu einem Anstieg der GefDNA
auf Werte deutlich oberhalb der kritischen Grenze von 10% (Beck et al. 2013b) gekommen
ist. In zwei dieser Félle wurde eine Abstofsung per Biopsie nachgewiesen (LTx2 und LTx3).
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Abbildung 4.36: Verlauf der GefDNA und Spiegel der Immunsuppressiva im Vollblut wéh-
rend Umstellung der immunsuppressiven Therapie mit erkennbarer Schadi-
gung des Transplantates (der 10%-Grenzwert fiir die GefDNA ist gestrichelt
dargestellt)
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Auch die Bedeutung des TDM fiir MPA l&sst sich erkennen, da die gemessenen Konzentra-
tionen in den Féllen mit einer Schiadigung des Transplantates unterhalb des therapeutischen
Bereiches (1,9 bis 4,0 mg/1) lagen. Dadurch war die Immunsuppression zu diesen Zeitpunk-
ten unzureichend. Erst nach angestiegenen Spiegeln bzw. einer Steroid-Stofstherapie (LTx8)
fielen die Werte der GefDNA wieder unter 10% ab. Bei den Umstellungen von LTx6 und
LTx12, wo deutlich héhere Spiegel der Immunsuppressiva gemessen wurden, kam es zu kei-
ner erkennbaren Schidigung des Transplantates (sieche Abbildung 4.37). Es zeigt sich, dass
sich die GefDNA umgekehrt proportional zur immunsuppressiven Therapie verhélt und ein

gutes Monitoring wahrend der kritischen Phase einer Therapieumstellung erlaubt.
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Abbildung 4.37: Verlauf der GefDNA und Spiegel der Immunsuppressiva im Vollblut wéah-
rend Umstellung der immunsuppressiven Therapie ohne erkennbarer Schadi-
gung des Transplantates (der 10%-Grenzwert fiir die GefDNA ist gestrichelt
dargestellt)
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5 Diskussion

5.1 Notwendigkeit fiir Biomarker

Die Transplantationsmedizin hat in den letzten Jahren einen immer wichtigeren Stellenwert
in unserer modernen Medizin eingenommen. Das Hauptproblem besteht allerdings in einem
Mangel an ausreichenden Spenderorganen und iiberlangen Wartelisten fiir eine Transplanta-
tion (Rahmel 2012). Die eigentliche Schwierigkeit nach einer erfolgten Transplantation stellt
die immunsuppressive Therapie dar. Diese gestaltet sich als enge Gratwanderung zwischen
Uber-Immunsuppression auf der einen und Unter-Immunsuppression auf der anderen Sei-
te. Beides ist mit fatalen Folgen fiir den Gesamtorganismus und / oder das transplantierte
Organ verbunden. Zur besseren Steuerung sind hier neue Biomarker notwendig, die einen
Riickschluss auf den Status des Immunsystems bzw. Schiadigung des transplantierten Organs
zulassen. Dies ist mit TDM alleine nicht moglich. Klassischerweise werden daher in den meis-
ten Transplantationszentren routineméfig oder zumindest beim klinischen Verdacht einer
Abstofiung Biopsien durchgefiihrt. Die histologische Differenzierung zwischen Leberzellsché-
digung aufgrund einer akuten Abstofsungsreaktion auf der einen oder durch Virusinfektion
(Hepatitis C) auf der anderen Seite ist allerdings schwierig (Petrovic et al. 1997; Burton und
Rosen 2006). Histologisch manifestiert sich eine Hepatitis-C-bedingte Schidigung des Trans-
plantates durch Lymphozyten-Infiltration der Portalfelder und des Leberparenchyms, Nekro-
se der Hepatozyten und Verdnderungen der Gallengénge (Lipson et al. 2006). Kennzeichnend
fiir akute Abstoffungen ist eine Entziindung der Portalfelder, Nekrose der Gallengdnge mit
Entziindung des Endothels der Portalvenen (Demetris et al. 1997). Durch den Versand und
die Befundung geht auferdem wertvolle Zeit verloren, in der bereits klinische Interventionen
erfolgen konnten. Studien haben gezeigt, dass die Befunde und Einstufungen verschiedener
Pathologen divergieren (Crespo-Leiro et al. 2012). Es stellt sich also die Frage, inwieweit
Biopsien uneingeschrankt als Goldstandard fiir die Beurteilung von Organabstofiungen zu

betrachten sind.
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5.2 Nutzen der zirkulierenden zellfreien Spender-DNA als

potentieller Biomarker

Die GefDNA hat sich in den Untersuchungen als hilfreicher Marker fiir Organschadigungen
gezeigt. Eine solche Schadigung konnte entweder durch unzureichende Immunsuppression,
Ischédmie der Leber oder durch Infektionen wie z. B. Hepatitis C erfolgen. Diese Unterschei-
dung ist fiir die klinische Therapie aber von grofer Bedeutung, da sich die Therapiemafnah-
men bei Infektionen (Erniedrigung der Immsuppression) und Abstofsungen (Erhohung der
Immunsuppression) genau kontrér verhalten (Petrovic et al. 1997). Der Vorteil der GefDNA
als universeller Marker der Organschiadigung gegeniiber konventionellen Markern liegt darin,
dass sie den Zelluntergang und die damit verbundene DNA-Freisetzung aus dem transplan-
tierten Organ auf direkte Art und Weise widerspiegelt. Beim Einsatz von hoch dosierten
Corticosteroiden wahrend Steroid-Stofstherapien hat sich im Rahmen dieser Arbeit gezeigt,
dass die GefDNA eine kurze Halbwertszeit besitzt und auf Anpassungen der immunsuppres-
siven Therapie unmittelbar reagiert. Unmittelbar nach deren Gabe ist ein deutlicher Abfall
der GefDNA erkennbar. Aus den analysierten Patientenverlaufen ergibt sich eine Halbwerts-
zeit von 23,5 Stunden. Dieser Wert liegt deutlich héher als die Literaturwerte bei fetaler
cfDNA, fiir die eine Halbwertszeit von 16,3 Minuten angegeben wird (Lo et al. 1999c¢). Dies
lasst sich darauf zuriickfiihren, dass im Falle der Organschiadigung DNA aus dem Spender-
organ wahrend des betrachteten Zeitraums noch weiter freigesetzt wird. Es handelt sich bei
dieser Betrachtung also nicht um terminale Halbwertszeiten.

Durch den Einsatz der GefDNA bedarf es also nicht mehr der Kombination einer Reihe
von konventionellen Markern mit zum Teil langen Halbwertszeiten, geringerer Spezifitiat und
spaten Anstiegen, die allgemein nur indirekt eine Aussage iiber den Organzustand liefern. Fiir
konventionelle Marker wie AST und Alanin-Aminotransferase (ALT) wird in der Literatur
eine Halbwertszeit von 17 4+ 5 bzw. 47 &+ 10 Stunden angegeben. Die Halbwertszeit der GGT
liegt sogar bei 3 bis 4 Tagen (Schmidt und Schmidt 1976).
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5.3 Diagnostischer Aussagewert der zirkulierenden zellfreien
Spender-DNA im Vergleich zu konventionellen

Leberfunktionswerten

Bei Betrachtung der AST fillt auf, dass auch eine grofse Zahl an stabilen Patienten in der
Frithphase nach Transplantation iiber erhhte Werte verfiigt (siehe Abbildung 4.12). Auch
bei therapeutischen Tacrolimus-Spiegeln liegen nur 57,1% der gemessenen AST-Werte inner-
halb des Referenzbereichs. Bei subtherapeutischen Spiegeln sind es nur noch 45,5%. Dieser
Unterschied ist jedoch nicht signifikant. Allerdings zeigen Patienten mit akuten Abstofsungen,
ebenso wie im Falle von Cholestasen, deutlich erhohte AST-Werte. Die GGT zeigt sich noch
unspezifischer: Nahezu alle Messwerte der Patienten in der Frithphase befinden sich ober-
halb des Referenzbereiches. Auch hier sind, relativ gesehen, héhere Werte bei Cholestasen
und akuten Abstoffungen zu beobachten. Es ist kein Einfluss der Immunsuppressiva-Spiegel
erkennbar. Bei Betrachtung des Bilirubins als potentiellem Indikator fiir Abstofungen fallt
auf, dass selbst im Falle einer akuten Abstoffung keine signifikant erhohten Konzentrationen
gegeniiber stabilen Patienten vorliegen. Erwartungsgemafs zeigen auch hier Patienten mit
Cholestasen einen hoheren Bilirubin-Wert. Zusammengefasst 1asst sich also sagen, dass die
konventionellen Parameter viel unspezifischer fiir die Beurteilung des Organzustandes sind
und keine sichere Aussage tiber das Auftreten von akuten Abstoffungen sowie Abgrenzung
zu anderen Krankheitsbildern (z. B. Cholestasen) erlauben.

Diese Beobachtungen lassen sich auf die pathobiochemischen Prozesse der Enzym- bzw.
GcfDNA-Freisetzung zuriickfithren: Bei der AST handelt es sich um ein im Zytosol und in
den Mitochondrien vorkommendes Enzym (Rohm 2007). Eine AST-Freisetzung ist also nicht
zwingend mit einem Zelluntergang der Hepatozyten verbunden. Hier reicht schon eine — im
Anfangsstadium durchaus reversible — Verletzung der Leberzellmembran-Integritiat. Alleine
ein ATP-Mangel, Trauma oder verringerte Energieproduktion z. B. durch Sauerstoffman-
gel aufgrund von Ischdmie fiihrt zu einer Verletzung der Barrierefunktion der Zellmembran.
Dadurch kommt es zum Ausstrom zytosolischer Inhalte. Ein direkter Angriff auf die Zell-
membran kann aber auch durch andere Faktoren wie z. B. Viren erfolgen (Panteghini und
Bais 2012). Eine Erhéhung der GGT-Aktivitéat im Plasma ist nicht mit Zellschddigung oder
-untergang verbunden. Das aktive Zentrum der GGT befindet sich auf der Zellaufenseite

und kann von hier auch ohne Zellschddigung induziert freigesetzt werden (Panteghini und
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Bais 2012). Auch die Erh6éhung der Bilirubin-Konzentration im Plasma ist nicht nur direkt
auf eine Zellschddigung, sondern auch auf Cholestasen zuriickzufiihren. Dabei handelt es
sich um eine Storung der hepatobilidren Transportsysteme oder einen gestorten Abfluss der
Galle. Durch diesen Riickstau akkumulieren die Gallensduren zunéchst in den Hepatozyten
und konnen dann bei hohen Konzentrationen zum Zelluntergang durch Apoptose fiihren
(Haussinger und Loffler 2007). Bis es jedoch zur Freisetzung der DNA aus dem Zellkern in
Form von ¢fDNA kommt, ist ein ganz anderer Schweregrad der Leberzellschadigung notig.
Zu diesem Zeitpunkt sind die Zelle und ihre intrazelluldren Strukturen bereits irreversibel
geschadigt.

Bei der AST handelt es sich also um einen Marker der Zellldsion. Weder eine Erhohung
der GGT noch der Bilirubin-Konzentration steht in jedem Fall in einem direkten Zusammen-
hang mit nekrotisierender Zellschadigung. Im Gegensatz dazu ist die GefDNA ein Marker fiir
eine durch Nekrose bzw. Apoptose ausgeloste Organschidigung (Arnalich et al. 2011; Quake
2012). Auch die Betrachtung der weitgehend leberspezifischen Enzyme ALT, im Zytosol lo-
kalisiert, und Glutamat-Dehydrogenase (GLDH), die ausschlieflich in den Mitochondrien zu
finden ist, wére fiir die Diagnose einer Leberzellschddigung méglich (R6hm 2007). Allerdings
ist bei der ALT die Halbwertszeit deutlich langer als bei der AST. Die GLDH verfiigt zwar
mit 18 + 1 Stunden iiber eine vergleichsweise kurze Halbwertszeit (Schmidt und Schmidt

1976), wird aber im Gottinger Transplantationszentrum nicht immer routineméfig bestimmt.

5.4 Diagnostische Aussagekraft der zirkulierenden zellfreien

Spender-DNA bei den Verlaufsuntersuchungen

Unmittelbar nach Transplantation sind bei allen Patienten sehr hohe Konzentrationen der
cfDNA aus dem Spenderorgan (GefDNA) messbar. Innerhalb von wenigen Tagen fallen die
Werte schnell ab und liegen im Mittel bereits nach etwa 12,5 Tagen im Bereich von <10%.
Dieser Wert hat sich in einer Gruppe stabiler LTx-Transplantatempfanger als kritische Gren-
ze fiir eine stabile Transplantatfunktion herausgestellt (Beck et al. 2013b). Allerdings besteht
keine signifikante Korrelation der initialen GefDNA-Freisetzung und der Reperfusions- /
Ischamieschadigung des Spenderorgans. Hierbei haben jedoch mehrere Faktoren einen po-
tentiellen Einfluss: Zum einen die KIZ, also die Zeit wahrend des Organtransportes und der

Praparation. Diese sollte bei der Leber 14,5 Stunden nicht iiberschreiten (Padbury et al.
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1994). Zum anderen die WIZ, die Zeit in der sich das Organ bereits im Empfénger befindet
und die Anastomosen genaht werden. Damit ist also die kalte Lagerung des Organs beendet,
aber es erfolgt auch noch keine Durchblutung. Aufterdem kommt das Spenderalter als weitere
potenzielle Einflussgrofse in Betracht.

Durch die hohe Sensitivitdt der GefDNA lassen sich bereits subklinische Abstofiungen er-
kennen und entsprechende Anpassungen der immunsuppressiven Therapie vornehmen. Da-
durch kénnte eine zeitnahe Intervention erfolgen. Der Nutzen hierfiir zeigt sich dadurch, dass
eine nicht erkannte chronische Schidigung des Spenderorgans unbehandelt in den Zustand
einer chronischen Transplantatdysfunktion tibergehen kann (American Society of Nephrolo-
gy 2005). Auch eine Unterscheidung zwischen beginnenden Abstofsungen und Cholestasen ist
mit diesem neuen Marker moglich (Beck et al. 2013b). Bei mehreren Patienten hat sich besté-
tigt, dass Cholestasen nicht mit einem Anstieg der GefDNA einhergehen (LTx1, LTx14). Die
Untersuchungen haben sogar gezeigt, dass der verwendete therapeutische Bereich fiir Tacro-
limus zu hoch definiert ist und es im Einzelfall auch bei niedrigerer Immunsuppression mit
folglich auch geringeren Nebenwirkungen nicht zur Transplantatschddigung kommt (Oellerich
et al. 2014b). Bei den Patienten der vorliegenden Arbeit hat sich gezeigt, dass Tacrolimus-
Talspiegel von mindestens 6,8 ng/1 eine suffiziente Immunsuppression sicherstellen. Zu hohe
Tacrolimus-Spiegel wirken sich nachteilig auf das Langzeitiiberleben von Organtransplan-
taten aus (Rodriguez-Peralvarez et al. 2013). Auch im Therapieverlauf, insbesondere nach
Abstofungen liefert die GefDNA einen Hinweis auf den Therapieerfolg (Beck et al. 2013b).

Besonders Patienten mit hohem immunologischem Risiko, Patienten in der Friithphase nach
Organtransplantation und der damit verbundenen Initialphase der Immunsuppression sowie
Patienten mit Infektionen und chronischen Erkrankungen (z. B. Hepatitis C) konnten nach
Organtransplantation von diesem neuen Marker profitieren. Eine Uber-Immunsuppression
wirkt sich hier besonders kritisch aus. Dies zeigt sich in den angestiegenen Hepatitis-C-
Viruslasten nach Organtransplantation. Die virusassoziierte Transplantatschiadigung, die sich
in den vergleichsweise hoheren GefDNA-Werten der Patienten mit Hepatitis-C-Infektionen
manifestiert, sollte so gering wie moglich gehalten werden. Auch bei kritischen Phasen der
immunsuppressiven Therapie wie beispielsweise Monotherapien oder Umstellungen von ei-
nem Immunsuppressivum auf ein anderes konnte die GefDNA wertvolle Hilfestellung leisten
und dabei helfen, eine Organschidigung zu vermeiden bzw. sie friithzeitig zu erkennen und

ihr entgegenzuwirken. Bei den untersuchten Patienten ist es wihrend dieser kritischen Pha-
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se in vier Fillen (LTx2, LTx3, LTx8 und LTx10) zu deutlich erhhten GcfDNA-Werten
gekommen, was als Zeichen einer Schadigung des transplantierten Organs zu werten ist. Mit-
hilfe der GefDNA lésst sich also der gemeinsame Effekt der Immunsuppression, zu diesem
Zeitpunkt oftmals aus Tacrolimus, Everolimus, MPA und Cortison bestehend, ermitteln. Die
GcfDNA verhalt sich dabei umgekehrt proportional zur immunsuppressiven Therapie und
erlaubt somit ein gutes und — mit einem einzigen Labortest — einfaches Monitoring wahrend
der Therapieumstellung. Auch bei der Beurteilung der initialen Organfunktion nach Trans-
plantation hat sich die GefDNA als hilfreich erwiesen. Bei LTx13, einer Re-Transplantation,
zeigte sich anfangs eine Funktionsstorung und stark erhéhte Bilirubin-Werte (maximale Kon-
zentration von 39,4 mg/dl am Tag 22). Die Immunsuppression war wahrend dieser Zeit nur
niedrig dosiert. Dennoch war die GefDNA nur geringfligung erhoht. Eine Organschiadigung
konnte somit riickblickend ausgeschlossen werden. Sechs Wochen nach Transplantation bes-
serte sich die Symptomatik deutlich, Bilirubin und AST fielen ab.

Mit der Weiterentwicklung der Diagnostik haben wir die Limitationen bisheriger Metho-
den auf der Basis von c¢fDNA iiberwunden. Die ddPCR erlaubt im Zusammenhang mit einem
Panel ausgewahlter SNPs die exakte Bestimmung der GefDNA | unabhéngig von der Spen-
der-Empfénger-Konstellation (Beck et al. 2013b). Geschlechtsspezifische Einschrénkungen
aufgrund der Nutzung des Y-Chromosomens als Marker fiir die GefDNA, die Notwendig-
keit der Bestimmung von Spender-DNA, lange Laufzeiten und hohe Kosten durch DNA-
Sequenzierung gehdren damit der Vergangenheit an.

Die Untersuchungen haben gezeigt, dass stabile Transplantatempfanger nach Lebertrans-
plantation GefDNA-Werte unter 10% aufweisen. Bei unzureichender Immunsuppression (Tac-
rolimus-Spiegeln unter 8 yg/1) setzen eine tiberwiegende Anzahl der Patienten grofere Men-
gen an GcefDNA frei und zeigen somit auf direkte Weise eine Organschiadigung durch Unter-
Immunsuppression auf. Patienten mit Hepatitis-C-Infektionen weisen generell hohere Werte
der GefDNA auf. Bei der Patientengruppe, deren Tacrolimus-Spiegel gleichzeitig im subthera-
peutischen Bereich lagen, addieren sich beide Effekte und resultierten somit in noch héheren
GcfDNA-Werten. Patienten mit akuten Abstoffungen haben GefDNA-Werte oberhalb von
50% (LTx2, LTx3, LTx8, LTx12 und LTx18). In drei dieser Fille wurde eine Abstofung
per Biopsie nachgewiesen (LTx2, LTx3 und LTx18). Interessanterweise war die GefDNA
schon 4 bis 6 Tage vor einer klinisch manifestierten akuten Abstofung signifikant erhoht.

Diese Ergebnisse decken sich mit denen anderer Arbeitsgruppen (Snyder et al. 2011). Bei
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Patienten mit Cholestasen waren, im Gegensatz zu den konventionellen Abstofsungsmarkern
in der Lebertransplantation (AST und GGT), keine erhéhten GefDNA-Werte feststellbar.
Dies bedeutet die Uberlegenheit der GefDNA gegeniiber den konventionellen Enzymmar-
kern beim frithzeitigen und eindeutigen Erkennen von Abstofungen. Eine Unterscheidung
zwischen Abstofiungsreaktionen und Cholestasen ist mit den Laborparametern AST und
GGT nicht ohne Weiteres moglich.

Mit der GefDNA lésst sich bereits frithzeitig eine Organschadigung diagnostizieren. In der
Nierentransplantation lésst sich eine Organabstoffung mit konventionellen Markern (anhand
des Kreatininanstiegs) z. B. erst erkennen, wenn bereits ein erheblicher Teil der transplan-
tierten Niere zerstort ist (American Society of Nephrology 2005). Auch das frithzeitige Er-
kennen von chronischer Organschiddigung durch DSAs und daraus resultierende chronische
Dysfunktion und Organverlust ist mit diesem Marker moglich (Pascual et al. 2002). Beson-
ders interessant ist das Potential der GefDNA fiir die Minimierung der immunsuppressiven
Therapie. Mithilfe der GefDNA ldsst sich voraussichtlich fiir jeden Patienten die immunsup-
pressive Therapie im Sinne einer personalisierten Medizin auf ein absolut notwendiges Maf
reduzieren (Oellerich et al. 2014b). Patienten mit einem hoheren Grad an Toleranz gegen-
iiber dem Spenderorgan kénnten so identifiziert werden und von den Nebenwirkungen der

Immunsuppressiva weitestgehend verschont bleiben.

5.5 Offene Fragen

Zu klaren bleibt die Frage, welche weiteren Faktoren ebenfalls einen Einfluss auf die Freiset-
zung der GefDNA und ihren Abbau haben kénnten. An erster Stelle ist hier beispielsweise
an die Organgrofe zu denken. Insbesondere bei der im Bereich der Lebertransplantation
moglichen Transplantation einzelner Organhélften (Split-LTx) ist eine geringere GefDNA-
Freisetzung zu erwarten. Aber auch die Therapie und der postoperative Verlauf diirften von
entscheidender Bedeutung sein. Im Rahmen der postoperativen Intensivtherapie sind hau-
fig auch Dialysebehandlungen notwendig. In der Literatur ist der Einfluss von Dialysebe-
handlungen bei Patienten mit terminalem Nierenversagen auf die Freisetzung korpereigener
zirkulierender Nukleinsduren beschrieben. Hier steigt die Konzentration der ¢fDNA unmit-
telbar nach Dialyse, im Vergleich zur Referenzgruppe gesunder Patienten mit 0,43 ng/nl,
auf durchschnittlich 0,98 ng/pl Plasma an (Atamaniuk et al. 2012). Inwieweit es bei den

transplantierten Patienten durch Dialyse auch zu einer Beeinflussung der GefDNA kommt,
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ist hingegen noch offen. Hier konnte der Quotient aus GefDNA und gesamter cfDNA im Sin-
ne eines niedrigeren Quotienten verfélscht sein, wodurch unter Umsténden sogar ein Anstieg
der GefDNA verschleiert werden konnte. Aufgrund der kurzen Halbwertszeit der c¢fDNA ist
jedoch nur wihrend oder unmittelbar nach Dialyse mit einer relevanten Beeinflussung der
relativen GefDNA-Messwerte zu rechnen. Auch die MARS-Therapie ist ein Verfahren, bei
dem mit einer Beeinflussung der GefDNA-Werte zu rechnen ist. Ebenfalls beeinflusst werden
die Messungen der GefDNA im Verhéltnis zur gesamten cfDNA, also der Summe von ge-
nomischer cfDNA des Empfangers und der ¢fDNA des transplantierten Organs (GcfDNA),
durch invasive Eingriffe, die zu einer Schadigung der Korperzellen und Muskulatur fithren.
Dies erfolgt z. B. durch zusétzliche Laparotomien, die nach der eigentlichen Transplantati-
on durchgefiihrt werden. Auch ein potentieller Einfluss von eventuell in Blutprodukten und
Transfusionen enthaltenen Nukleinsduren ist moglich. Ein weiterer Nachteil der relativen
gegeniiber einer absoluten Quantifizierung besteht darin, dass aufgrund transplantatunab-
héngiger Faktoren GefDNA und genomische ¢fDNA disproportional ansteigen konnten. Da-
durch ist eine Verfalschung des Messresultates bei alleiniger Betrachtung des prozentualen
Anteils der GefDNA an der gesamten cfDNA moglich. Auf der anderen Seite entstehen durch
Variablen im Messprozess, wie z. B. Schwankungen der Extraktionseffizienz, auch bei einer
absoluten Quantifizierung der GefDNA Ungenauigkeiten (Lo 2011).

Aber nicht nur die Therapie im Anschluss an die Transplantation und die Variablen der
Methodik, sondern auch die Spender-Empfanger-Konstellation beinhaltet Limitationen der
verwendeten Methode: So variert die MAF einzelner SNPs innerhalb verschiedener Bevolke-
rungsgruppen (Garat et al. 2011). Dadurch konnte die Anzahl der bendtigten Assays, deren
Auswahl auf die Bestimmung der GefDNA bei européischen Patienten optimiert ist, beein-
flusst und die Analysen ggf. erschwert werden. Insbesondere bei Verwandtenspenden diirfte
eine Bestimmung der GefDNA erschwert bis — im Fall von eineiigen Zwillingen — unmdoglich
sein. Aber auch mehrfach transplantierte Patienten weisen in der Anfangsphase unmittelbar
nach Transplantation das Problem auf, dass differierende ¢fDNA unterschiedlicher Indivi-
duen vorhanden ist: Einerseits aus dem Organ der vorhergegangenen Transplantation und
andererseits aus dem neuen Transplantat. In der Praxis diirfte dieses Problem allerdings
marginal sein, da die Halbwertszeit der ¢fDNA sehr gering ist und in der Literatur fiir fetale

cfDNA mit 16,3 Minuten angegeben wird (Lo et al. 1999c).
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Ein grofier Schritt bei der Eliminierung derartiger Einflussfaktoren ist kiirzlich durch Beck
et al. erfolgt. Dabei wird eine Kombination von relativer und absoluter Quantifizierung der
GcfDNA genutzt. Auch diese Methode basiert auf ddPCR: Eine DNA-Sequenz aus nicht-
humanem Ursprung wird dabei in einem definierten Volumen jeder Plasmaprobe zugesetzt.
Durch diesen externen Standard ist zunéchst die absolute Bestimmung der gesamten cfDNA,
die in der Probe enthalten ist, moglich. Multipliziert mit den relativen Konzentrationen [%]
der Spender-DNA ist eine Angabe der GcefDNA in Kopien je Milliliter Plasma moglich.
Dadurch wird sowohl unterschiedlichen Gesamtmengen an ¢fDNA als auch einer variablen
Effizienz des Extraktionsprozesses Rechnung getragen und die Vorteile der relativen Quan-
tifizierung mit denen der absoluten verbunden.

Bei der Ubertragung der Methodik zur Bestimmung der GcfDNA auf andere Organe
ergeben sich weitere Probleme: Es ist anzunehmen, dass jeder Organtyp eine individuel-
le Entscheidungsgrenze fiir Organintegritit besitzt. Es hat sich gezeigt, dass stabile N'Tx-
(n = 9) und HTx-Patienten (n = 8) mit 1,2% bzw. 0,9% deutlich niedrigere G¢fDNA-
Konzentrationen aufweisen (Beck et al. 2013b). Dies ist u. a. moglicherweise auf das grofkere
Organvolumen der Leber im Vergleich zu Herzen und Nieren zuriickzufiithren. Bei kombinier-
ten Transplantationen mehrerer Organe ist davon auszugehen, dass wiederum andere Grenz-
werte fiir die Definition der Organintegrititen notwendig sind. Leberspezifische Einfliisse,
wie z. B. die Moglichkeit einer virusbedingten Leberzellschiadigung durch eine Hepatitis-C-
Infektion oder breite Schwankungen der Organgrofe durch die Moglichkeit einer Split-LTx,
sind bei Anwendung der GefDNA bei Transplantatempféangern anderer Organe irrelevant.
Dafiir kommen dann aber beispielsweise durch den Einsatz einer Herz-Lungen-Maschine und
dem eventuellen Nutzen von Fremd-Blut neue potentielle Einfluss- und Storfaktoren auf die
GcfDNA hinzu. Snyder et al. haben dieses Problem umgangen, indem sie in den ersten zwei
Wochen nach HTx noch keine Messungen durchgefiihrt haben (Snyder et al. 2011). Bei der
Lunge diirfte die GefDNA aufgrund der sich — durch ihre grofe Oberfliche und den Kontakt
zur Aufsenwelt — besonders schwierig gestaltenden immunsuppressiven Therapie von grofser
Bedeutung sein. Auch das Problem der Unterscheidung zwischen Abstofung und Infektion
als Ursache fiir erhohte Werte diirfte — dhnlich wie bei der Leber — eine Herausforderung
sein.

In weiteren multizentrischen Studien gilt es nun, die Ergebnisse dieser explorativen Studie

zu bestéatigen und grofere Fallzahlen zu generieren. Ebenfalls ist eine Ausweitung der Unter-
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suchungen auf das Gebiet der Nieren- und Herztransplantation sinnvoll. Dabei wird sich auch
zeigen, ob eine absolute Quantifizierung der GefDNA mit ihren zusétzlichen Arbeitsschritten

der relativen Quantifizierung fiir den klinischen Einsatz iiberlegen ist.
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6 Zusammenfassung

Meine Untersuchungen zeigen, dass es sich bei der zellfreien DNA (cfDNA, engl. cell-free
DNA) des Spenderorgans (GefDNA, engl. graft-derived cell-free DNA) um einen klinisch
vielversprechenden Biomarker zur direkten Ermittlung der Organschiadigung im Sinne einer
Jliissigen Biopsie (Beck et al. 2013b) handelt. Alles was dafiir notwendig ist, ist eine Blut-
probe des Empfangerpatienten. Im Gegensatz zu konventionellen Markern wird die Organ-
schidigung unmittelbar, direkt und hochspezifisch angezeigt. Durch neue Entwicklungen in
der Labordiagnostik lédsst sich dieser Marker im routineméftigen Einsatz mittels digital drop-
let PCR (ddPCR) bestimmen. Die Analyseergebnisse konnen bei verhéltnisméfig niedrigen
Kosten innerhalb eines Arbeitstages erstellt werden (Beck et al. 2013b).

Unmittelbar nach Transplantation ist bei allen Patienten eine sehr hohe Konzentration der
GcfDNA messbar. Innerhalb von wenigen Tagen fallen die Werte schnell ab und erreichen die
Grofenordnung stabiler Transplantatempfanger, die in der Lebertransplantation unter 10%
liegen. Dabei besteht keine signifikante Korrelation der initialen GefDNA-Freisetzung mit
der Ischdmieschéddigung des Spenderorgans, ermittelt durch die Dauer der kalten Ischamie-
zeit (WIZ). Bei unzureichender Immunsuppression ist eine erhthte GefDNA-Freisetzung zu
beobachten. Mithilfe der GefDNA als Marker der Organintegritéit ldsst sich auch der ge-
meinsame Effekt verschiedener Immunsuppressiva ermitteln. Die GefDNA verhélt sich dabei
umgekehrt proportional zur immunsuppressiven Therapie. Patienten mit akuten Abstofsun-
gen haben im Mittel GefDNA-Werte oberhalb von 50%. Die GefDNA-Werte sind bereits
mehrere Tage vor einer klinisch manifestierten akuten Abstofsung erhoht. Auch eine virus-
assoziierte Transplantatschiddigung durch Hepatitis C manifestiert sich in vergleichsweise
héheren GefDNA-Werten. Cholestasen gehen hingegen nicht mit erhohten GefDNA-Werten
einher.

Die immunsuppressive Therapie kénnte sich durch den routineméfigen FEinsatz der GefDNA
sicherer, einfacher, zuverlédssiger und individueller gestalten lassen. Unter-Immunsuppressio-
nen und daraus resultierende Abstoffungen wiirden sich bereits in der subklinischen Phase

erkennen lassen und die Therapie von der blofsen Reaktion auf klinische Ereignisse hin zur
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Pravention verschieben. Um das Ziel einer personalisierten Medizin zu erreichen, kénnte die
Immunsuppression fiir jeden Patienten auf das absolut notwendige und damit gegeniiber
der bisherigen Praxis optimale Mafs festgelegt werden (Oellerich et al. 2014b). Geringere
Nebenwirkungen und eine Reduktion der Kosten fiir das Gesundheitswesen wéren die Kon-
sequenz. Dieser Marker kénnte dazu beitragen, das finale Ziel, namlich eine Verbesserung
des Langzeiterfolges nach Organtransplantationen, zu erreichen. Multizentrische Studien zur

Validierung dieses Markers vor dem routineméafigen Finsatz laufen bereits.
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7 Abkiirzungsverzeichnis

In der vorliegenden Arbeit finden neben den international giiltigen physikalischen Einheiten,
chemischen Symbolen und international gebrduchlichen Abkiirzungen die folgende Abkiir-

zungen Verwendung:

ALT ... Alanin-Aminotransferase

AP, Alkalische Phosphatase

AST ... . Aspartat-Aminotransferase

AUC...................... engl. area under the curve

BMBF.................... Bundesministerium fiir Bildung und Forschung
cfDNA.................... zellfreie DNA | engl. cell-free DNA

CMV ... Zytomegalievirus

CNIs...................... Calcineurin-Inhibitoren

CsA. ... Cyclosporin A

ddPCR................... engl. digital droplet PCR

DHC...................... Ductus hepaticus communis

DSA .. ... spenderspezifische Antikorper, engl. donor-specific antibodies
EBV.. ... Epstein-Barr-Virus

EPT ................... ... endoskopische Papillotomie

ERCP .................... endoskopische retrograde Cholangiopankreatikographie
GcfDNA.................. cfDNA des Spenderorgans, engl. graft-derived cell-free DNA
gDNA ...l genomische DNA

GGT ...l v-Glutamyl-Transferase

HCC...................... Leberzellkarzinom, engl. hepatocellular carcinoma

HSV .. ... Herpes-simplex-Viren

98



HTx ... Herztransplantation

IATP ... intrazelluldres ATP

IL-2. . Interleukin-2

IMPDH................... Inosinmonophosphatasedehydrogenase

JAK ... Januskinase

KIZ....................... kalte Ischamiezeit

LTx ... Lebertransplantation

MAF.. ... Minor Allelic Frequency

MARS-Therapie ......... Molecular Adsorbent Recirculation System

miRNA ................... microRNA

MMF ..................... Mycophenolat-Mofetil

MPA .. ... Mycophenolsaure

mRNA.................... Boten-RNA, engl. messenger RNA

mTOR.................... mammalian Target of Rapamycin

NK-Zellen................ natiirliche Killerzellen

NTX ........ooo Nierentransplantation

PCR...................... Polymerase-Kettenreaktion, engl. Polymerase Chain Reaction

PKC...................... Proteinkinase C

RCF...................... relative Zentripetalbeschleunigung, engl. Relative Centrifugal
Force

ROC-Kurve .............. Grenzwertoptimierungskurve, engl. Receiver Operator

Characteristic Curve

SNP ... Single-Nukleotid-Polymorphismus

SOP...................... Arbeitsanweisung, engl. Standard Operating Procedure

STAT ..................... Signal Transducers and Activators of Transcription

TACE..................... transarterielle Chemoembolisation

TDM ... Medikamentenspiegelbestimmung, engl. Therapeutic Drug
Monitoring

Tregs ...l regulatorische T-Zellen

WIZ ... warme Ischamiezeit

VZV ... Varizella-Zoster-Virus
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INFORMATION FUR PATIENTEN ZUR WISSENSCHAFTLICHEN STUDIE
MIT DEM TITEL:

PERSONALISIERTE IMMUNSUPPRESSION NACH ORGANTRANSPLANTATION:
EINE BEOBACHTUNGSSTUDIE ZUM NUTZEN UND ZU THERAPEUTISCHEN BEREICHEN INNOVATIVER
BIOMARKER

Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient,

wenn Sie dieses Schreiben lesen, wurden Sie bereits zuvor angesprochen, an einer wissenschaftlichen
Untersuchung zur Immunsuppression (Unterdriickung der Organabstofung) nach Organtransplantation
und zur Friherkennung von AbstoBungsreaktionen mittels der Bestimmung von zirkulierenden
Nukleinsduren teilzunehmen. Wir mochten Sie einladen, an unserer Studie teilzunehmen. Der nachfolgende
Text soll ihnen alle wichtigen Informationen zu dieser Studie schriftlich erldutern.

lhre Teilnahme an dieser Studie ist freiwillig. Dies bedeutet, dass Sie nur dann in diese Studie
aufgenommen werden, wenn Sie lhre schriftliche Einwilligung erklaren. Wie immer bei medizinischer
Forschung kénnen Sie die Teilnahme an dieser Studie jederzeit widerrufen.

Warum wird die Studie durchgefiihrt?

Nach einer Organtransplantation kommt es aufgrund der Immunreaktion des Korpers gegen das neue
Organ zu einer AbstoBungsreaktion. Aus diesem Grund missen Patienten in der Regel mehrere
Medikamente einnehmen, sogenannte Immunsuppressiva, welche die AbstoRung des neuen Organs
verhindern sollen. Gegen diese AbstoBung mdchte man den Patienten so wenig Immunsuppressiva wie
moglich verordnen, da diese Medikamente Nebenwirkungen haben konnen. Die erforderliche Menge
(Dosierung) der Medikamente ist bei den Patienten sehr unterschiedlich. Ziel ist es nach Transplantation fur
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jeden Patienten eine optimierte Behandlung mit immunsuppressiven Medikamenten anzubieten, wie der
Titel unserer Studie sagt, eine personalisierte Immunsuppression.

Bei dieser personalisierten Immunsuppression werden bereits seit langem regelmiaRig Laborwerte
verwendet, um die richtige Dosis zu finden. Hierfiir wird die Konzentration der Medikamente im Blut
gemessen, um zu sehen, ob die Medikamente gut in den Kérper aufgenommen werden und so ausreichend
wirken konnen. In den letzten Jahren haben wir aber viele Hinweise daflir bekommen, dass es eine ganze
Reihe weiterer Labortests gibt, die moglicherweise in Zukunft noch besser helfen kdnnen, eine
individualisierte Immunsuppression durchzufiihren. Wir wissen aber noch nicht, wie zuverldssig diese
Laborwerte tatsdchlich sind und méchten deshalb diese Laborwerte anhand lhrer Blutproben messen und
mit den Informationen zu lhrer Gesundheit vergleichen.

Genauer gesagt soll die Studie zur Klarung beitragen, ob Messungen der immunsuppressiven Medikamente
in lhren weilen Blutzellen helfen kénnen, die minimal notwendige Dosis immunsuppressiver Medikamente
fir jeden einzelnen Patienten zu finden. AuRerdem sollen weitere Laborwerte zur Aktivitdt lhres
Immunsystems gemessen werden und molekulargenetische Tests, die wahrscheinlich in Zukunft helfen
kénnen, Organabstoung, Infektionsrisiko sowie Medikamentenwirkungen vorauszusagen, so dass man
diese Tests dann zur weiteren Verbesserung der Behandlung verwenden kann. Hierzu zahlt insbesondere
die Bestimmung von zirkulierenden Nukleinsduren, die mit der Anzahl der geschddigten Zellen des
transplantierten Organs korreliert.

Diese  Blutabnahmen und -untersuchungen sollen im Rahmen lhrer ohnehin nétigen
Kontrolluntersuchungen erfolgen. Keine zusatzlichen Untersuchungszeitpunkte sind vorgesehen.

Was geschieht bei der Studie?

Bei dieser Studie handelt es sich um eine sogenannte Beobachtungsstudie. Dies bedeutet, dass lhre
Behandlung wahrend der Studie genauso sein wird wie es ohnehin der Fall ware und nach gegenwartigem
Stand der Medizin der Fall sein muss. Sie erhalten also genau die Therapie, wie sie von lhrem behandelnden
Arzt nach griindlicher Uberlegung und bestem medizinischen Wissen gewahlt wird.

Im Rahmen der Studie méchten wir aber eine Reihe von Daten aus Ihrer Krankenakte aufnehmen sowie lhr
Blut auf die neuen Laborwerte hin untersuchen. Fiir die Blutuntersuchungen werden wir im Rahmen der
ohnehin stattfindenden Blutuntersuchungen zusatzlich die Menge von 25 ml Blut entnehmen. Diese
Blutentnahmen werden wahrend der gesamten Studie sieben Mal sowie bei Komplikation stattfinden. In
den ersten 14 Tagen lhres Krankenhausaufenthaltes nach Transplantation (oder weniger, falls Sie friher
entlassen werden kdnnen) moéchten wir zusatzlich zu den genannten 25 ml taglich 5 ml Blut abnehmen.
Sollten Sie langer als 14 Tage im Krankenhaus verweilen wiirden wir ab dem Tag 15 bis zur Entlassung alle
drei Tage 5 ml Blut abnehmen. Auch bei Komplikationen in der Zeit nach der Transplantation wiirden wir 10
ml extra Blut abnehmen. Die Gesamtmenge pro Abnahme betrdgt etwa 0,5% der Blutmenge des Korpers,
so dass diese zusatzliche Entnahme keine medizinischen Folgen und auch keine Folgen fir Ihr
Wohlbefinden hat.

Sofern es im folgenden Jahr nach der Organtransplantation nicht zu Erkrankungen (Infektionen,
AbstoRungsreaktionen oder anderes) kommt, missen Sie zu regelmaBigen Terminen in die Nachsorge
kommen. Genau an diesen Terminen, die alle im Rahmen der normalen Nachsorge nach einer
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Organtransplantation stattfinden, also unabhdngig von lhrer Studienteilnahme, erfolgen dann die
zusatzliche Dokumentationen lhrer Gesundheit und die Blutuntersuchungen.

Welche Daten werden von lhnen gespeichert? Hierbei handelt es sich um:

¢ alle von lhnen eingenommen Medikamente nach der Transplantation

¢ alle Hinweise beziglich einer Infektion oder AbstoRungsreaktion

* Laborwerte, die fir die individuelle Behandlung mit immunsuppressiven Medikamenten wichtig
sein kbnnen (Herzwerte, Leberwerte, Nierenwerte, Blutbild, Cholesterin, Zucker)

¢ (ibliche medizinische MessgroRen Ihres Gesundheitszustand (z.B. Blutdruck, Korpertemperatur)

In Threm Blut wird im Rahmen der Studie zusatzlich untersucht:

¢ die Konzentrationen der Medikamente innerhalb der Immunzellen

* Laborwerte, welche die Aktivitat lhrer Immunzellen wiedergeben und die Hinweise zu beginnenden
AbstoRungen oder Infektionen geben kénnen

* So genannte zirkulierende DNA (zirkulierende Nukleinsduren), das ist Erbsubstanz, die ins Blut
abgegeben wird, wenn irgendwo im Koérper Zellen absterben (z.B. bei einer OrganabstoRung).
Hierfir sind auch die oben genannten zuséatzlichen 10 ml Blut bestimmt.

* Varianten der Gene, die fir das Risiko der OrganabstoBung, der Infektionserkrankung und der
Wirkung und Vertraglichkeit immunsuppressiver Medikamente von Bedeutung sein kdnnen

Die Blutprobe und die studienrelevanten Daten werden an der Universitdtsmedizin Gottingen gespeichert.
Dort werden auch die meisten der Laboranalysen durchgefihrt und lhre kodierten (pseudoanonymisierten)
Daten gespeichert und gemeinsam mit den Arzten und Wissenschaftlern aus unserer Klinik ausgewertet.

Welchen personlichen Nutzen habe ich von der Teilnahme an der Studie?

Im Rahmen dieser Studie sollen Daten erfasst, welche moglicherweise in Zukunft helfen kénnen, die
immunsuppressive Therapie nach einer Transplantation zu verbessern. Kurzfristig konnen wir Ihnen aus der
vorliegenden Studie keinen konkreten persénlichen Nutzen versprechen. Da wir gegenwartig ja noch nicht
wissen, ob die neuen Laborwerte wirklich helfen, die Einstellung der Therapie zu verbessern, werden wir
die Ergebnisse auch noch nicht in lhrer Behandlung einflieRen lassen kdénnen. Erst nach Abschluss der
Untersuchung in etwa 2 Jahren werden wir Giber die Ergebnisse Bescheid wissen. Uber die Ergebnisse der
Studie, werden wir Sie dann gerne informieren.

Welche Belastungen und Risiken sind mit der Teilnahme an der Untersuchung verbunden?

Die Risiken durch die zusatzlich entnommenen Blutmengen sind sehr gering. Es ist aber denkbar, dass Ihnen
durch Zuschauen bei der Blutabnahme einmal Ubel werden konnte und dass es dadurch, dass die
Blutabnahme etwa 1 Minuten langer dauert, Blutergusse (blaue Flecken) an der Entnahmestelle auftreten.
Grundsatzlich kénnen bei allen Blutabnahmen in sehr seltenen Féllen einmal ernstere Infektionen oder
auch bleibende Schaden von Nerven auftreten, die an der Entnahmestelle verlaufen. Das Risiko derartiger
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ernsterer Schaden ist aber sehr gering, etwa in der Haufigkeit von einer unter einer Million Blutnahmen
und an unserer Klinik sind derartige Schaden noch nie aufgetreten.

Was geschieht mit lhren Daten?

Sofern Sie bereit sind, an dieser Beobachtungsstudie teilzunehmen, werden lhre Daten in der
Universitatsmedizin Gottingen gespeichert und von uns ausgewertet, mit dem Ziel eine in Zukunft
bessere und individuell angepasste Therapie nach Transplantationen anzubieten.

Fiir die wissenschaftliche Auswertung werden nur Daten verwendet, aus denen Niemand Riickschliisse
auf lhre Person ziehen kann. Man spricht hierbei von einer Pseudoanonymisierung, das hei8t, Ihre Daten
werden fiir die wissenschaftliche Auswertung unter einer Codenummer auf Papier und in einer
elektronischen Datenbank gespeichert, ohne Hinweis auf lhren Namen, lhren Wohnort oder andere
personliche Daten.

Ein wichtiges Prinzip heutiger medizinischer Forschung ist die sorgfdltige Kontrolle aller Daten. Dafiir
bitten wir um lhr Einverstandnis, dass eine Person, die nicht unserer Chirurgischen Klinik angehort, ein so
genannter Monitor, die Studiendaten mit lhren Krankenakten vergleicht und alles auf Richtigkeit
tiberpriift. Dieser Monitor unterliegt selbstverstandlich der Schweigepflicht.

Alle lhre personlichen Daten werden spdtestens 15 Jahre nach Ende der Untersuchung geldscht. Sie
konnen jederzeit Informationen dazu erhalten, welche Daten von lhnen gespeichert wurden und Sie
konnen jederzeit die Léschung lhrer personlichen Daten verlangen. Wenden Sie sich in diesem Falle an
das Sekretariat unserer Klinik oder die weiter unten genannte Person.

Was geschieht mit lhren Blutproben?

Die Blutproben werden an die Abteilung fir Klinische Chemie der Universitdatsmedizin Gottingen geschickt.
Dort werden die Blutproben codiert, also ohne Hinweise auf lhre Person, und vor unberechtigtem Zugriff
verschlossen gelagert. Es werden aus den Blutproben ausschlieBlich solche Laboruntersuchungen
durchgefihrt, die dazu beitragen, die Behandlung von Patienten nach Organtransplantation zu verbessern.
Soweit es sich um sehr spezielle Laboruntersuchungen hat, bitten wir Sie um lhre Zustimmung, dass wir die
Blutproben auch an externe Labors weiterleiten diirfen, wenn wir die Analysen nicht hier durchfiihren
kénnen und diese sehr interessante Ergebnisse versprechen. Gegenwartig sollen die Untersuchungen in
den Labors der UMG gemacht werden. Spezielle Untersuchungen zur zirkulierenden DNA werden zudem in
den Gottinger Labors der Firma Chronix Biomedical (verantwortlich dort: Herr PD Dr. E. Schiitz)
durchgefiihrt. Die Messungen spezifischer Immunproteine (Zytokine) soll in der Abteilung
Transplantationsimmunologie der Medizinischen Hochschule Hannover (verantwortlich dort: Frau Prof. Dr.
Falk) erfolgen. Die Weitergabe wirde wiederum ausschlieBlich in codierter Weise erfolgen und die
Auswertung bleibt in der Verantwortung der Personen, die lhnen bekannt sind bzw. die lhnen hier in
diesem Dokument genannt werden. Zu den Laboruntersuchungen gehdren auch so genannte
pharmakogenomische Untersuchungen. Das bedeutet, dass mit modernen Methoden der Genanalyse
untersucht wird, ob es Genvarianten gibt, die in Zukunft helfen kénnen, die Auswahl und Dosierung von
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Medikamenten zu verbessern. Auch zu diesen Analysen kénnen Sie lhre persénlichen Daten einsehen,
wenn Sie dies méchten. Allerdings ist vor der Einsicht in Ihre pharmakogenomischen Daten eine Beratung
erforderlich, bitte wenden Sie sich in diesem Falle ebenfalls an unser Sekretariat oder die unten genannten
Arzte. Genau wie die medizinischen Daten werden die Blutproben ausschlieRlich unter Codenummern
(pseudonymisiert) gelagert und sofern sie nicht fur die zunachst vorgesehenen Untersuchungen komplett
verbraucht werden, weiterhin fur einen Zeitraum von hochstens 15 Jahren gelagert und ausschlieflich fur
Untersuchungen in der gleichen Zielrichtung wie oben dargestellt (Verbesserung der Behandlung von
Patienten nach Organtransplantationen) wissenschaftlich verwendet.

Widerruf der Teilnahme

Sie kdnnen Ihre weitere Teilnahme an unserer Studie jederzeit beenden. Wenn Sie nicht weiter teilnehmen
maochten, kénnen Sie entscheiden, ob die bis dahin gespeicherten Daten und Blutproben weiterhin fiir das
Forschungsprojekt verwendet werden diirfen oder nicht. Sie knnen also jederzeit die Vernichtung der

Daten und Blutproben verlangen. Wenden Sie sich in diesem Falle an das Sekretariat unserer Klinik oder
gern auch an den fiur die Datenspeicherung an der Universitat Gottingen verantwortlichen Arzt, Herrn Prof.
Dr. med. Brockmdller, Abteilung Klinische Pharmakologie, Telefon 0551 395311, der dann gegebenenfalls
zusammen mit den Arzten unserer Klinik die von Ihnen gewiinschten MaRnahmen treffen wird.

An wen wende ich mich bei weiteren Fragen?

Sofern Sie nach Lesen dieser Information weitere Fragen haben, wenden Sie sich bitte zunachst an die
Arzte, die an unserer Klinik fiir Ihre Behandlung zustdndig sind. Dariiber hinaus kénnen Sie sich telefonisch,
per Post, oder per e-mail an Herrn Prof. Brockmoller wenden, der fir organisatorische Aspekte der Studie
verantwortlich ist:

Prof. Dr. med. Jirgen Brockmoller, Universitatsmedizin Gottingen

Robert-Koch-StraRe 40, 37075 Gottingen

Tel: 0551 39 5311 (Sekretariat, auBerhalb Dienstzeiten Anrufbeantworter); Fax: 0551 39 12767
E-Mail: jorockm@gwdg.de.

Eine Kopie dieses Informationsschreibens verbleibt bei lhnen.

Wir danken Ihnen fir lhr Interesse.

lhr Studienteam
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Einwilligungserkldrung zur Studie

,sPERSONALISIERTE IMMUNSUPPRESSION NACH ORGANTRANSPLANTATION:
EINE BEOBACHTUNGSSTUDIE ZUM NUTZEN UND ZU THERAPEUTISCHEN BEREICHEN INNOVATIVER
BIOMARKER"

Ich bin in einem persénlichen Gesprich durch die unten genannte Arztin oder den unten genannten Arzt
ausfuhrlich und verstandlich lGber die Beobachtungsstudie und deren Wesen, Bedeutung, Risiken und
Tragweite informiert worden. Ich habe dariiber hinaus den Text der Patienteninformation einschlieBlich
der optisch hervorgehobenen Hinweise zur Datenspeicherung gelesen und bin damit einverstanden. Ich
hatte die Gelegenheit, mit dem Arzt oder der Arztin iber Beobachtungsstudien zu sprechen. Alle meine
Fragen wurden zufrieden stellend beantwortet. Ich hatte ausreichend Zeit, mich zu entscheiden. Mir ist
bekannt, dass ich jederzeit und ohne Angabe von Grinden meine Einwilligung zur Teilnahme an der
Prifung zuriickziehen kann.

Ich erkldre mich bereit, an der oben genannten Beobachtungsstudie freiwillig teilzunehmen.

Ich erklare mich auch damit einverstanden, dass die von mir abgenommenen Blutproben Eigentum der
Universitatsmedizin Gottingen werden und von den Studiendrzten fiir die Ziele der vorliegenden wissenschaftlichen
Studie verwendet werden dirfen.

Ein Exemplar des Informations- und Einwilligungsschreibens habe ich erhalten. Ein Exemplar verbleibt bei der
Studienleitung.

Datum Unterschrift des Patienten

Name des Patienten in Druckbuchstaben

Ich habe das Aufklarungsgesprach gefiihrt und die Einwilligung des Patienten eingeholt.

Datum Unterschrift des Arztes/der Arztin
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Lebertransplantation

12.2 Protokoll der Standard-Immunsuppression nach

Tacrolimus MMF Ba_silixim%b Methyl-
(Prograf®) (Cellcept®) (Simulect”) prednisolon
AN-Einleitung [y ¢ ? @
. . 10mg/kg >
intraop. ) @ 20mg i.v. 500mg L.v.
postop. o 1*1 g Giber 2h i.v. ) o
1. POD ¢ 2 1 g Uber 2h & 100-0.-1 00 mg
i.v. oder p.o. iv.
() B 2*1 g lber 2h Yy .
2. POD 2*0,5-2 mg p.o. iv. oder p.o. 4] 80-0-80 mg i.v.
3. POD 2+0,5-2 mg p.o. 1-0-1 g p.o. ¢ 40-01:;400 mg
2*0,5-2 mg p.o. Y . 20-0-20 mg
4. POD Spiegel: 8-12ng/ml 1-0-1 g p.o. 20mgi.v. b.0.
2*0,5-2 mg p.o. Y 16-0-16 mg
o [Helvis Spiegel: 8-12ng/ml 1-0-1gp.o. ? p.o.
drug FK-Spiegel vor & ¢ @
monitoring Tabletteneinnahme '
. <6 Wo: 8-12ng/ml
Ul 6-12 Wo: 4-8ng/ml 2 2 ¢
1:1
i.v. > oral ohne Uberlappen! 1h 1:1 ) 1:1
vor Mahlzeit
Dqs:sreqyktlon bei Dosisreduktion
gleichzeitiger Gabe . . .
2x500mg bei nicht bei
NW / Bemer- von ? ) 4
kung Fluconazol/Voriconaz Leuko_peme <3; _ Pneumonie / Psychose
ol Pause bei Leukopenie SBP
<1

Tacrolimus (Prograf®): reduzierter Ziel-Spiegel (~5ng/ml) erwigen bei: schlechter Leber-

funktion, hohem Infektionsrisiko/Sepsis/Massivtransfusion, schwerer Kachexie

Methylprednisolon-Reduktionsschema:

Tag nach Leber-TX Methylprednisolon
6 16 — 0 - 16 mg p.o.
7+8 16— 0 -0 mg p.o.
9+10 8-0-0mgp.o.
11+12 4—-0-0mgp.o.
13 absetzen

Kepinol® forte alle 2 Tage, bis Methylprednisolon ausgeschlichen ist.

(SOP der Klinik fiir Allgemein-, Viszeral- und Kinderchirurgie, Universitatsmedizin

Gottingen)
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