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1. EINLEITUNG

1.1. Zusammenfassende Einleitung

Die Gefilwand ist die wichtigste Matrix der Gerinnung. Bei Gefdfverletzungen kommt es zu
Thrombozytenaktivierung und fakultativer Thrombozytenaggregation am freiliegenden
Subendothelium. Es bildet sich ein Plittchenpfropf, der durch Fibrin, dem Produkt der
parallelablaufenden Gerinnungsprozesse, stabilisiert wird. Diese Fibringerinnsel werden nach
Initiierung der Gewebeheilung {iberfliissig und durch die Fibrinolyse (8,9,10,288) abgebaut.
Unter physiologischen Bedingungen besteht ein Gleichgewicht zwischen Gerinnung und
Fibrinolyse (288). Gesteigerte Bildung und/oder verzégerte Auflésung von Fibrin fithren zu
einer zunehmenden Fibrinablagerung mit gesteigerter Thromboseneigung wéhrend verzogerte
Bildung und/oder gesteigerte Auflosung des Fibrins zu erhohter Blutungsbereitschaft fiihren
(9,10).

Zentrale Bedeutung in der systemischen Regulation von Gerinnung und Fibrinolyse hat die
Leber. Sie ist Syntheseort wichtiger Proteaseninhibitoren und aller Gerinnungs- und
Fibrinolysefaktoren mit Ausnahme des Faktor (F) VIII assoziierten Antigens (35,288).
Gleichzeitig hat das retikuloendotheliale System der Leber eine wichtige Klérfunktion fiir
aktivierte Gerinnungs- und Fibrinolysefaktoren sowie fiir deren Komplexe mit Inhibitoren
(97,305).

Chronische Lebererkrankungen sind oft von Blutungskomplikationen begleitet (176,225,288).
Neben lokalen Ursachen wie dsophagealen und gastralen Varizen und Ulzera aufgrund des
portalen Hypertonus ist die gestorte Hdmostase wesentlich daran beteiligt. Bei 75-85% der
Patienten mit Lebererkrankungen kommt es zu komplexen Hiamostasestorungen
(71,279,288,358). Es kdénnen dafiir Storungen im Gerinnungssystem
(28,257,270,334,338,359,360), im Fibrinolysesystem (28,31,103,359), aber auch die hiufig
bestehende Thrombozytopenie (311), die Plittchendysfunktion (202) und eine gestorte
Interaktion zwischen Thrombozyten und GefiBBwand verantwortlich gemacht werden
(14,223,274,288).

Die orthotope Lebertransplantation (OLT) ist bei terminalen Lebererkrankungen oft die
einzige lebensrettende Therapie.

Im Jahr 1963 wurde zum ersten Mal von Starzl iiber eine OLT beim Menschen berichtet
(307). Der Patient verstarb an Blutungskomplikationen durch schwerwiegende
Himostasestorungen. In den folgenden Jahren konnte die Uberlebensrate bei der OLT durch
Fortschritte im operationstechnischen Vorgehen und durch immunsuppressive Therapie
entscheidend erhoht werden, sodal die OLT zur etablierten Therapie fiir Patienten im
Endstadium einer Lebererkrankung werden konnte (308,247). Die Einjahresiiberlebensrate
liegt in groBen Transplantationszentren bei 70 bis 90%.

Typische Indikationen fiir eine Lebertransplantation sind die Endstadien chronischer
Lebererkrankungen, vor allem Zirrhosen unterschiedlicher Atiologie, das fulminante
Leberversagen, metabolische Lebererkrankungen und in geringer Anzahl nicht resizierbare
Malignome der Leber.

Ein hoher intra- und postoperativer Blutverlust bestimmt die Kurz- und Langzeitprognose der
Transplantierten (111,220,309,310). Diese Blutverluste werden wiederum von der
Grunderkrankung des Patienten mitbeeinflult. So zeigen Patienten mit parenchymatdsen
Lebererkrankungen schwerere Gerinnungsstorungen als Patienten mit cholestatischen



Lebererkrankungen (164,178,208). Blutungskomplikationen sind bei 30-40% der
intraoperativen und friihen postoperativen Todesfdlle ursdchlich bedeutsam (23,29,178).
Verantwortlich dafiir scheinen auch schwerwiegende intraoperative Himostasestorungen zu
sein (29,67,111). Mehrere Faktoren spielen hier eine Rolle. Wihrend der OLT wird das
vorher bereits gestorte himostaseologische Gleichgewicht vor allem durch Mobilisierung und
Herausnahme der Empféingerleber mit anschlieBender anhepatischer Phase, aber auch durch
Faktoren wie pri- und intraoperative Gabe von Medikamenten (z.B. Anésthetika, Antibiotika)
und durch ausgedehnte Wundflichen und hdmodynamische Verdnderungen (Stase nach
GefiBligatur, veno-vendser Bypass) zusitzlich beeintrachtigt. Die Implantation der
Spenderleber nach mehrstiindiger kalter Ischdmie in Konservierungslosung kann bei und nach
Perfusion eine weitere Storung der systemischen Hédmostase des Empfangers bewirken. Die
OLT ist eine operationstechnisch sehr aufwendige Operation mit einer Vielzahl von
GefdlBmanipulationen bei krankheitsbedingter Briichigkeit des gesamten Gewebes, hohem
Pfortaderdruck und ausgedehnter Kollateralbildung (249). Vorausgegangene abdominelle
Operationen stellen einen bekannten Risikofaktor fiir das Auftreten von schweren
intraoperativen Blutungen dar (15,178). Auch bei Aszites ist von einem erhohten
intraoperativen Transfusionsbedarf auszugehen (237,238). Mittels des von Shaw 1983
eingefiihrten veno-vendsen Bypasses (299) wird das vendse Blut von der Pfortader und der
V.cava iiber eine Pumpe in die V.axillaris umgeleitet. Das infrahepatische vendse System und
der Pfortaderkreislauf werden auf diese Weise entlastet. Dies flihrt zur Verminderung
intestinaler und renaler Schidden bei gleichzeitiger Verbesserung des Herzzeitvolumens und
effektiverer Organperfusion (249). Seit der Einfiihrung der neuen Konservierungslosung, der
University of Wisconsin Losung (UW-Losung) (344), konnte eine geringere ddematdse
Schwellung mit schnellerer und effektiverer Revaskularisation der Spenderleber und
Funktionsaufnahme der Leberzellen erreicht werden. Dariiberhinaus konnte bei Verwendung
der UW-Losung die kalte Ischdmiezeit auf bis zu 24 Stunden verldngert werden
(154,163,259,329,344). Die Evaluierung des Spenderorgans und die pridoperative Planung
konnte dadurch verbessert werden und fiihrte zur Erhohung der Uberlebensrate (329,330).
Neuere Untersuchungen ergaben jedoch, dafl auch bei Verwendung der UW-Losung eine
Ischdmiezeit, die ldnger als 12 Stunden dauert, ein Risiko filir Transplantatfunktion und
Patienteniiberleben darstellt (1).

In der Charité, Universitidtsklinikum der Humboldt-Universitit zu Berlin, Campus Virchow-
Klinikum, werden seit Oktober 1988 OLTs durchgefiihrt. Dabei wurde eine niedrig dosierte
Aprotiningabe (Boli von 3 x 0.5 Millionen KIU (kallikrein inactivator units), Trasylol, Bayer,
Leverkusen, Deutschland) versuchsweise eingefiihrt und aufgrund ihrer empirischen
Wirksamkeit zur Vermeidung diffuser Blutungen bei den folgenden Transplantationen
beibehalten (251). Die durchschnittliche Einjahresiiberlebensrate der Lebertransplantierten
liegt bei tiber 90 %.

1.2. Physiologie und hepatische Beeinflussung der Himostase

1.2.1.Gerinnungssystem (Abbildung 1)

Die Aktivierung des intrinsischen Gerinnungssystems - iiber F XII oder iiber das
Kallikrein/Kininogensystem durch Kontaktaktivierung - fiihrt ebenso wie die des
extrinsischen Systems - durch Freisetzung von Gewebethromboplastin (tissue factor) - liber
die gemeinsame Endstrecke zur Thrombinentstehung. Es bilden sich Fibrinmonomere, die
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zundchst zu 16slichen und unter dem EinfluB von F Xllla zu unldslichem Fibrin
polymerisieren (9,124). F XIII wird durch Thrombin aktiviert. Ein Fehlen oder eine
pathologische Variante des F XIII fithren zu Blutungskomplikationen und gestorter
Wundheilung (229).

Eine Modulation erfihrt dieser Gerinnungsprozef3 durch verschiedene Proteaseinhibitoren.
Antithrombin III (AT III) hemmt vorrangig Thrombin und F Xa. Es entstehen Thrombin-AT
III (TAT) bzw. F Xa-AT IIl Komplexe. Protein C mit seinen Cofaktoren Protein S und F V
hemmt nach Aktivierung durch Thrombin am endothelialen Thrombomodulin (263) v.a. die
Faktoren Va und VIlla und den Plasminogenaktivatorinhibitor (PAI) (9). Die Bewertung der
Protein S Spiegel ist kompliziert durch die Tatsache, dal Protein S im Plasma als freies und
funktionell aktives Protein S und als reversibler inaktiver Komplex mit dem C4b-
Bindungsprotein, einem Regulationsprotein des Komplementsystems, vorkommt (69,70).

1.2.2. Fibrinolytisches System (Abb.2) (123)

Die Fibringerinnsel werden nach Blutstillung und Initiierung der Gewebeheilung (8) durch
fibrinolytische Prozesse abgebaut (Abb.2). Zentrale Reaktion der Fibrinolyse ist die
Aktivierung von Plasminogen zur Protease Plasmin durch Plasminogenaktivatoren
(10,43,123) wobei wihrend des Gerinnungsprozesses Plasminogen auch in das entstehende
Fibringerinnsel eingebaut wird (48).

Bei den physiologischen Plasminogenaktivatoren kdnnen zwei Gruppen unterschieden
werden: die exogene Gruppe, bei der der Plasminogenaktivator vom Endothel freigesetzt
wird, und die endogene Gruppe, bei der im Plasma bereits vorhandene Proaktivatoren
aktiviert werden (10).

Der Gewebe-Plasminogenaktivator (t-PA, tissue-type plasminogen activator) wird im
Gefilendothel vor allem des vendsen Systems als einkettiges Molekiil (sct-PA, single chain t-
PA) synthetisiert, gespeichert und daraus durch bestimmte Stimuli wie vendse Stauung,
physische Arbeit, Anoxie, Azidose und Gabe von 1-Desamino-8-D-arginin-vasopressin
(DDAVP), aber auch durch Thrombin, Bradykinin und aktiviertes Protein C (57,80,349)
freigesetzt. T-PA ist auch in seiner einkettigen Form aktiv. Plasmin oder Trypsin spalten sct-
PA zur zweikettigen Form (tct-PA, two chain t-PA). Sct-PA und tct-PA werden im folgenden
zu t-PA zusammengefalit. Unter Ruhebedingungen ist die Konzentration des freien t-PA
Antigens, gemessen als t-PA Aktivitdt, im Plasma niedrig, da 95-97% des t-PA an den
Inhibitor PAI gebunden und funktionell inaktiv sind (306). Ist PAI gesittigt, so erhoht sich die
Konzentration und somit die Aktivitit des freien t-PA. T-PA hat eine kurze biologische
Halbwertszeit von ca. 5 Minuten (340) und zeichnet sich durch eine hohe Fibrinaffinitét aus
(323). Die Aktivierung von Plasminogen durch t-PA ist in Gegenwart von Fibrin 200-400fach
gesteigert (10).

Das intrinsische fibrinolytische System wird in vivo erst nach Aktivierung von Proaktivatoren
bedeutsam. Die Aktivierung kann in vitro durch Kontakt mit Fremdoberflichen wie Glas,
Kaolin oder negativ geladenen Polysacchariden wie Dextransulfat erheblich gesteigert
werden. Diese Kontaktaktivierung verstirkt die Interaktion von F XII, Prékallikrein und
HMW (high molecular weight) Kininogen (104,322) und fiihrt damit zu aktiviertem F XII und
Kallikrein. In vitro werden im Blut zwei Gruppen von intrinsischen Proaktivatoren
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unterschieden (183): die F XII-abhéngigen und die F XII-unabhéngigen Proaktivatoren. Die
einkettige Pro-Urokinase (scu-PA, single chain urokinase-type plasminogen activator) ist F
XII unabhédngig (184) und kann in sehr limitiertem Umfang auch selbst Plasminogen
aktivieren (211). Sie kann durch Plasmin, Kallikrein (147) und Kathepsin B (191) in ihre
fibrinolytisch weitaus aktivere zweikettige Form (tcu-PA, two chain urokinase-type
plasminogen activator) lberfithrt werden. U-PA (urokinase-type plasminogen activator,
Urokinase) konnte im Urin und Plasma nachgewiesen werden und wird als scu-PA von
verschiedenen Zelltypen wie Endothelzellen, Pneumozyten, Fibroblasten und Epithelzellen
sezerniert (36,203,286,315).

In vitro sind ca. 50% der intrinsischen fibrinolytischen Aktivitit dem u-PA zuzurechnen
(186,187). Aktivierter F XII (F XIIa) und Kallikrein sind ebenfalls in der Lage Plasminogen
zu aktivieren (58,100,181,188), jedoch ist ihre spezifische Aktivitit gegeniiber Plasminogen
im Vergleich zu tcu-PA um ein vierfaches schwicher (161,230). IThr Gesamtanteil am
intrinsischen fibrinolytischen Potential betrdgt 15% (186,188). Die verbleibenden 35%
intrinsischer fibrinolytischer Aktivitit werden einem F XlI-abhingigen intrinsischen
Proaktivator zugesprochen, bei dessen Aktivierungsproze3 Kallikrein und F Xlla eine
entscheidende Rolle spielen (180,181,186,188). Dieser F XII-abhéngige Plasminogenaktivator
kann nicht von u-PA und t-PA Antikdrpern gehemmt werden. Seine kleinste Einheit im SDS-
PAGE (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel-elektrophoresis) ist ein inaktives 110 kDa
(korrigiert auf 135 kDa, Peter van Boheme et al., Gaubius Institut, Leiden, Niederlande,
unverdffentlicht) einkettiges Polypeptid, das nach Aktivierung des Kontaktsystems in ein
zweikettiges, iiber eine Disulfidbriicke verbundenes, Molekiil iiberfiihrt wird (21). Der
isoelektrische Punkt liegt mit einem pH von 4.8 deutlich unter dem von t-PA und u-PA. Im
SDS-PAGE konnte weiterhin gezeigt werden, dal im Polypeptid des F XII-abhéngigen
Plasminogenaktivators eine Untereinheit von 37 kDa existiert, die sich durch u-PA Antikorper
markieren 1aBt (21), sodaB eine gewisse Homologie zwischen u-PA und dem F XII-
abhingigen Plasminogenaktivator zu bestehen scheint.

Der intrinsischen fibrinolytischen Aktivitit steht ein vielfach hoéheres Inhibitorpotential
gegeniiber (193). Um die Aktivitit des F XII-abhingigen Plasminogenaktivators - bei noch
unbekannter Molekularstruktur - ex vivo bestimmen zu kénnen, mull man erstens die
Proaktivatoren aktivieren und zweitens das Inhibitorpotential reduzieren. Beide Schritte
werden in der sog. Dextransulfat-stimulierten Euglobulinfraktion (DEF) realisiert (180,188).
Uber die klinische Bedeutung des F XII-abhingigen Plasminogenaktivators ist wenig bekannt.
Munkvad et al. (245,246) konnten zeigen, daB3 das Risiko eines kardialen Reinfarktes nach
initialer thrombolytischer Therapie mit rekombinantem t-PA bei niedriger F XII-abhingiger
Plasminogenaktivator-Aktivitit hoher ist. Die Einnahme von oralen Kontrazeptiva mit
geringem Ostrogengehalt filhrte zu einem Anstieg der F XII-abhingigen fibrinolytischen
Aktivitdt (157) - eventuell zuriickfiihrbar auf einen geédnderten Abbau in der Leber.

Die Aufgabe des fibrinolytischen Systems ist es, ,,funktionslose® Fibrinablagerungen
abzubauen. Diese Selektivitdt kommt vorrangig dem extrinsischen Plasminogenaktivator t-PA
zu, da er - endothelial freigesetzt - in Gegenwart von Fibrin in seiner Aktivitit um ein
Vielfaches gesteigert wird (10). Fibringebundener t-PA fiihrt zur Bindung von Plasmin.
Plasmin baut auf der einen Seite Fibrin ab, auf der anderen Seite initiiert es die Aktivierung
des intrinsischen fibrinolytischen Systems (354), wodurch die gesamte fibrinolytische
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Aktivitit exponentiell gesteigert wird (188). Das intrinsische fibrinolytische System braucht
sozusagen einen Trigger, einen Aktivierungsmechanismus, um in Aktion zu treten (158).
Diese Triggerfunktion kann aber auch unabhéngig von einer t-PA Freisetzung direkt das
Kontaktsystem {ibernehmen wie z.B. beim Kontakt des Blutes mit Fremdoberfldchen bei der
extrakorporalen Zirkulation (95,188,189,341).

Der wichtigste Plasmininhibitor ist op-Antiplasmin. Es entstehen inaktive Plasmin-ot,-
Antiplasmin (PAP)-Komplexe (356). a,-Antiplasmin kann sich auch an Plasminogen binden
und mit Hilfe von F XIlIa gleichzeitig an Fibrin gekoppelt werden. Bei Verbrauch von o,-
Antiplasmin  wie z.B. bei ausgeprdgter Fibrinolyse werden Plasmin und
Plasminogenaktivatoren von a,-Makroglobulin durch kovalente Bindung inhibiert. Die
entstehenden Komplexe werden vom retikuloendothelialen System abgebaut (113). Der C;-
Inhibitor (292) hemmt neben den Faktoren der Kontaktaktivierung (XlIa, XIIa und Kallikrein)
Plasmin und t-PA (31,205), wobei die Bedeutung der Hemmung von Plasmin und t-PA in
vivo noch unzureichend geklart ist. PAI-1 ist der bedeutendste Inhibitor von t-PA
(47,195,337) und tcu-PA (306). PAI-1 ist ein Akute-Phase-Protein, das vor allem aus den
GefaBendothelzellen freigesetzt wird (196). Hepatozyten und andere Zellen in Zellkulturen
produzieren ebenfalls PAI-1. Auch aus den alpha-Granula der Thrombozyten kann PAI-1 bei
Thrombozytenaktivierung freigesetzt werden. Dieser Pool tridgt jedoch nicht zur
Plasmakonzentration unter physiologischen Bedingungen bei (306). Protein C hemmt PAI-1
(143). Neben PAI-1 sind bisher noch drei weitere PAI-Formen (PAI-2, PAI-3, PAI-4)
beschrieben worden (7,99,172,197). PAI-2 wird hauptsdchlich von der Plazenta und
zweitrangig von Neutrophilen gebildet. PAI-3 ist gleichzusetzten mit dem Protein C-Inhibitor,
der u-PA, aktiviertes Protein C, F Xa, Kallikrein und andere Serinproteasen hemmt. Er weist
eine hohe Affinitdt zur Endothelzelloberfliche und extrazelluliren Matrix auf. PAI-4
(=Protease Nexin 1) inaktiviert Thrombin und u-PA, wird von glatten Muskelzellen sezerniert
und befindet sich auf der Oberfliche von Thrombozyten. Die Plasmakonzentration ist sehr
gering. Da diesen PAI Formen eine geringe (PAI-2, PAI-4) bzw. noch unvollstindig geklirte
(PAI-3) systemische Bedeutung zukommt, beschrinkten wir uns auf die Bestimmung von
PAI-1 und sprechen im folgenden vereinfacht von PAI

1.2.3.Leukozytire Proteasen, Zytokine und losliche Adhésionsmolekiile

Ausgedehnte Gewebeschddigung wie z.B. bei Infektionen oder Traumata fithren zur
Akutphase-Reaktion. Es kommt primédr zur lokalen Reaktion mit Thrombusbildung,
Gefilldilatation und erhdhter GefdBpermeabilitit. Dieses ermdglicht die Invasion von
Granulozyten, Monozyten und Makrophagen in das geschéddigte Gewebe. Die Leukozyten
werden aktiviert, und je nach betroffener Leukozytensubpopulation werden unterschiedliche
Mediatoren freigesetzt. Diese Mediatoren fithren sekundér zu systemischen Reaktionen, die
verschiedene Systeme wie auch das Gerinnungssystem (136) mit mdglicher Entwicklung
einer Verbrauchskoagulopathie (disseminated intravascular coagulation, DIC) betreffen
konnen.

Tumornekrosefaktor alpha (TNF), ein antitumorales Zytokinin, wird von aktivierten
Monozyten, Makrophagen und peripheren T-Zellen freigesetzt (269). Am Endothel verstarkt
TNF die Anlagerung und Durchwanderung von Granulozyten und Monozyten und induziert
die Expression von Gewebefaktor in Monozyten und Endothelzellen (248). Dariiberhinaus
sprechen Studien fiir eine Rolle des TNF bei DIC (342). Erhohte TNF Spiegel konnten auch
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vor der klinischen Manifestation einer LeberallograftabstoBung nachgewiesen werden
(94,149). TNF Spiegel in der ersten Woche nach OLT scheinen ein wertvoller Parameter fiir
die Empfingerakzeptanz des Transplantats zu sein (149).

Neopterin wird bei der Biosynthese von Tetrahydrobiopterin, einem bedeutenden Kofaktor
der Hydroxylierung von Tyrosin und Tryptophanim, als Pyrazino-Pyrimidin aus
Guanosintriphosphat freigesetzt. Es spielt eine wichtige Rolle in der Synthese von Serotonin
und Katecholaminen (253). Es wird aus aktivierten Monozyten und Makrophagen freigesetzt
(332). Die biologische Bedeutung von Neopterin ist kaum bekannt (93). Serumwerte von
Neopterin stiegen signifikant 24 Stunden nach TNF Gabe bei 6 Gesunden an (271). Die
Infusion von TNF und gamma-Interferon fiihrte zu einem signifikanten Anstieg des
Neopterins 24 Stunden spiter bei Patienten mit fortgeschrittenen Malignomen (293).
Kathepsin B ist eine lysosomale Cysteinproteinase, die aus aktivierten Makrophagen
freigesetzt wird, und Elastase ist eine lysosomale Serinproteinase, die bei Aktivierung
polymorphzelliger Granulozyten vermehrt im Plasma nachzuweisen ist. Beide werden als
wichtige unspezifische Entziindungsmediatoren angesehen (6). Elastase hat in vitro die
Féhigkeit zahlreiche Gerinnungsfaktoren und Inhibitoren (117) zu spalten, jedoch wird dieses
in vivo durch den physiologischen Inhibitor o,-Antitrypsin verhindert. Dieser
Hemmechanismus kann lokal durch hohe FElastasekonzentrationen oder durch
Sauerstoffradikale - durch polymorphzellige Granulozyten freigesetzt - unterbrochen werden
(260).

Proteinasen aus Neutrophilen scheinen an der Aktivierung der Plasminogenaktivatoren einen
Anteil zu haben (191,218,219). Dariiberhinaus zeigten eine Reihe von Untersuchungen
(158,199,201), daB Mediatoren aus aktivierten, polymorphzelligen Granulozyten eine
wesentliche Rolle bei der Entstehung von Organkomplikationen bei Intensivpatienten spielen
und daB hier der Elastase (158,200) und den lysosomalen Proteinasen aus Makrophagen, wie
Kathepsin B (6), eine diagnostische und prognostische Bedeutung zukommen.

Interleukin (IL)-6 ist ein Phosphoglykoprotein und wird durch Stimulation von IL-1 und TNF
aus Monozyten, Makrophagen, Fibroblasten, Epithel- und Endothelzellen synthetisiert und
freigesetzt. Es ist der wichtigste Mediator der Regulation der hepatischen Proteinsynthese in
der Akutphase (2).

IL-8, ein Peptid, wird von Endothelzellen, Makrophagen und Leukozyten gebildet. Auch hier
bewirken IL-1 und TNF Genexpression auf der Transkriptionsebene. Es bindet spezifisch
Neutrophile, jedoch keine Monozyten und scheint durch Induktion der
Neutrophilendegranulation die kapilldre Durchldssigkeit zu erhdhen (86).

Die Mediatoren wirken tiiber Wechselwirkung mit spezifischen, membrangebundenen
Rezeptoren der Zielzellen (61,217,268,269,303,159). Die Adhision der Neutrophilen an das
Endothel verlduft {iber zwei Schritte. Zundchst kommt es zur voriibergehenden Anlagerung
(’rolling’) vermittelt durch Selectine - E-Selectin auf Endothelzellen und L-Selectin auf der
Oberfldache von Neutrophilen, Monozyten, Eosinophilen und Lymphozyten (294). Im zweiten
Schritt kommt es zur festen Anlagerung der Neutrophilen vermittelt durch Integrine wie z.B.
ICAM-1 (interzellulires Adhésionsmolekiil) auf Makrophagen, Monozyten und
Endothelzellen (294). Wéhrend einer Akutphase-Reaktion konnen auf diese Weise
Leukozyten an das Endothel angelagert werden, die dann zwischen den Endothelzellen in das
Gewebe einwandern.
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1.2.4. Thrombozyten und Gefallwand

Wird die Intima der GefiBwand z.B. wihrend Operationen verletzt, entfdllt die
Schutzfunktion endothelialer Mediatoren. An der nun thrombogenen Gefawand kommt es zu
einer von Willebrand Faktor (vVWF) Ag und Fibronektin vermittelten Adhésion der
Thrombozyten an das subendotheliale Kollagen und zur Thrombozytenaktivierung.
Zahlreiche Faktoren, wie Adenosindiphosphat (ADP), Pléttchen-aktivierender Faktor (PAF)
und Arachidonsiduremetabolite, werden durch Exozytose (88) freigesetzt und kdnnen weitere
Thrombozyten aktivieren (125). Bei iiberschwelliger Aktivierung (4) kommt es zur
Thrombozytenaggregation mit Ausbildung eines hémostatischen Pldttchenthrombus. Die
Thrombozytenaktivierung kann die plasmatische Gerinnung fordern. Dieses geschieht durch
Bereitstellung von Phospholipiden (Plittchenfaktor 3), auf der F X und Prothrombin aktiviert
werden. Stimulierte Thrombozyten kdnnen neben Freisetzung von Fibrinogen, PAI, vWF u.a.
auch das intrinsische plasmatische Gerinnungssystem und Fibrinolysesystem aktivieren: fiir
ADP-stimulierte Thrombozyten konnte F XII Aktivierung (346) und fiir Kollagen-stimulierte
Thrombozyten eine Aktivierung von F XI (345) nachgewiesen werden.

In vitro kann die Thrombozytenaggregation durch verschiedene Substanzen wie ADP,
Adrenalin, Arachidonsdure, Kollagen, PAF, Ristocetin und Thrombin ausgeldst werden.
Diese Agonisten werden an unterschiedlichen Membranrezeptoren der Thrombozyten
gebunden und aktivieren den Phosphatidylinositol-Metabolismus (46).

Aktivierte Endothelzellen haben die Féhigkeit die Gerinnselbildung z.B. durch Expression
von "tissue factor" (Gewebethromboplastin) zu induzieren (59). Auf der anderen Seite setzen
Endothelzellen Substanzen, wie Prostazyklin (350), Glykosaminoglykane (53) und t-PA
(215), frei, die hemmend in den Gerinnselbildungsprozel3 eingreifen. Freisetzungsprodukte
von Endotoxin-stimulierten Makrophagen und Monozyten, wie TNF und IL-1, konnen
endotheliale Eigenschaften und damit die Hidmostase beeinflussen. TNF z.B. kann
Endothelzellen stimulieren, PAF (40), ‘platelet-derived growth factor’ (112) und ‘tissue
factor-like protein’ mit prokoagulatorischer Aktivitét (248) zu sezernieren.

Thrombomodulin ist ein Oberfldchenrezeptor von Gefdlendothelzellen. Wenn Thrombin sich
an endotheliales Thrombomodulin bindet, verliert es seine prokoagulatorischen Eigenschaften
und im Thrombin-Thrombomodulinkomplex gewinnt es seine Féhigkeit, das Zymogen
Protein C zu aktivieren. Auf diese Weise spielt Thrombomodulin eine wichtige Rolle als
antikoagulierendes Protein der GefiBwand (51,74,82). Immunhistologisch konnte
nachgewiesen werden, dal Thrombomodulin an der Oberfliche von Endothelzellen der Blut-
und Lymphgefifle in allen Organen mit Ausnahme des Gehirns (151,227) vorhanden ist.
Dariiberhinaus konnte Thrombomodulin auf dem epidermalen Epithel, in Makrophagen und
in menschlichen Thrombozyten (74,316) nachgewiesen werden. Eine kleinere Form des
Thrombomodulins, das 16sliche (soluble(s)) Thrombomodulin (sThrombomodulin), konnte
aus menschlichem Blut und Urin isoliert werden (74,150). Die Struktur von
sThrombomodulin scheint vergleichbar mit dem l16slichen Protein zu sein, das nach
proteolytischer Modifikation von Thrombomodulin mit Verlust eines Teils der
transmembranen Doméne (74) erhalten wird. Daher wird angenommen, daf
sThrombomodulin im Plasma das Produkt verletzten GefaBBendothels (153) oder Folge einer
proteolytischen Wirkung von Proteasen ist.
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1.3. Hamostasestorungen bei Lebererkrankungen

Die hiufigste chronische Lebererkrankung ist die Leberzirrhose, d.h. der diffuse knotige
Umbau des Lebergewebes. Hauptursachen sind virale Hepatitis und Alkoholabusus. Seltenere
Ursachen sind primdre und sekundidre bilidre Zirrthose, Wilson'sche Krankheit,
Hamochromatose, o-Antitrypsinmangel und kryptogene Zirrhose. Akutes oder fulminantes
Leberversagen fiihrt innerhalb von Tagen bis Wochen nach Beginn der Symptome zur
Enzephalopathie. Als Ursache sind hier fulminant verlaufende Hepatitis, Intoxikationen
(Paracetamol-, Knollenblitterpilz-, Tetrachlorkohlenstoffvergiftungen) oder plotzliche
GefaBverdnderungen (Budd-Chiari Syndrom) zu nennen. Mit unterschiedlichem zeitlichen
Verlauf kommt es im Endstadium einer chronischen und akuten Lebererkrankung zu
ausgepriagtem hepatozellulirem Funktionsausfall (297). Bezogen auf das Gerinnungssystem
sind eine reduzierte Synthese der meisten Gerinnungs- und Fibrinolysefaktoren sowie eine
inhibierte Clearance aktivierter Gerinnungsfaktoren und der meisten Inhibitorkomplexe die
Folge. Im Endstadium einer chronischen Lebererkrankung kommt es komplizierend zur
portalen Hypertension mit ausgepriagtem Kollateralkreislauf, der dariiber hinaus die lokale
Clearancefunktion der Leber umgeht und die Blutungsbereitschaft (z.B. aus
Osophagusvarizen) erhoht (25,41,176,226,289). Das Blutungsrisiko wird weiterhin gesteigert
durch Thrombozytopenie (311), Thrombozytendysfunktion (14,202,330), Synthese
dysfunktioneller Gerinnungsfaktoren wie Dysfibrinogenimie und Dysprothrombindmie
(257,280) und DIC (25,28,334,338).

Goodpasture zeigte 1914 als erster, dal} es bei chronischer Leberinsuffizienz zu Zeichen einer
gesteigerten Fibrinolyse kommt (103). Dall diesem Phidnomen eine reduzierte hepatische
Clearance der Plasminogenaktivatoren zugrunde liegt, wurde von Fletcher et al. 1964
erstmalig vermutet (87). Spétere Untersuchungen zeigten sowohl erhohte Spiegel von t-PA
(30,162) und u-PA Ag (30,75) als auch verminderte Spiegel der Fibrinolyseinhibitoren
(28,169,256) wie  op-Antiplasmin  (3) bei  chronischen  Lebererkrankungen.
Plasminogenspiegel sind bei Patienten mit chronischen Lebererkrankungen erniedrigt,
erkldrbar durch die herabgesetzte hepatische Synthese und den erhdhten peripheren
Verbrauch bei gesteigerter Fibrinolyse (56,87,311). Bei Patienten mit Leberzirrhose scheint es
zu einer gesteigerten Prothrombinaktivierung mit erhdht zu messenden TAT Spiegeln zu
kommen. Differentialdiagnostisch muf3 hier jedoch auch an eine Konzentrationssteigerung
durch herabgesetzte hepatische Clearance gedacht werden. Eine DIC-artige Konstellation
scheint sich erst bei deutlich erniedrigten AT III Werten zu entwickeln (11).

1.4. Hamostasestorungen bei orthotoper Lebertransplantation

Wihrend der OLT treffen vorbestehende multifaktorielle Héamostasestorungen, die
aufwendige Operation mit zahlreichen GefdBmanipulationen und der Ersatz der Leber - als
Synthese- und Clearanceorgan der Hémostasefaktoren - aufeinander. Die Verbesserung der
Operationstechnik, der Andisthesie, der Immunsuppression und der
Spenderorgankonservierung haben die intra- und postoperative Letalitit entscheidend senken
konnen. Den Hamostasestorungen bei der OLT mit oft ausgedehnten Blutverlusten kommt
primdre Bedeutung fiir die intra- und postoperative Prognose zu (23,29,101). Diese
hidmostaseologischen Verdanderungen kdnnen wihrend der OLT zu den drei Operationsphasen
in Beziehung gesetzt werden, der prdanhepatischen Phase, in der die Empfingerleber
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mobilisiert und ein veno-vendser Shunt von der Pfortader und V.femoralis zur V.axillaris
vorbereitet wird, die anhepatische Phase, die mit dem Verschluf der Blutversorgung der
Empfingerleber beginnt, und die Reperfusionsphase, die mit Offnung der A.hepatica
Anastomose beginnt und bis zum Operationsende andauert. Vor Offnung der V.cava
Anastomose wird die Spenderleber mit arteriellem Blut (ca. 0.5 Liter) aus der A.hepatica
gespiilt, das sog. Flushing der Leber.

In der anhepatischen Phase und Reperfusionsphase besteht ein hoher Transfusionsbedarf.

In allen Phasen der OLT héngt der Blutverlust vom praoperativen Gerinnungsstatus, von den
Operationsbedingungen, wie Gefafistatus, eventuelle Adhdsionen durch Voroperationen und
dem Ausprigungsgrad einer portalen Hypertension, und nicht zuletzt von der chirurgischen
Erfahrung des Operateurs ab (101,178,326). In der anhepatischen Phase zeigten wenige
Untersuchungsergebnisse Zeichen einer gesteigerten Gerinnungsaktivierung vor allem bei
Patienten mit Lebermalignomen (145). Diese waren mit Gerinnungsaktivierungen bei anderen
Leberoperationen vergleichbar (145,170,287).

Wiéhrend der anhepatischen Phase kommt es zu einem stdrkeren Blutverlust. Welche
hidmostaseologischen Verdnderungen primér fiir diesen erhdhten Blutverlust verantwortlich zu
machen sind, wird kontrovers diskutiert. Altere Studien berichten von Zeichen einer
gesteigerten Gerinnungsaktivierung in der anhepatischen Phase der OLT (24,26,204,265). Es
wird ein gleichzeitiger Abfall von Gerinnungsfaktoren (F I, F II, F V, F VII, F VIII, F X),
Inhibitoren (AT III) und Thrombozyten beobachtet (27,108,213,233,234,239,265,266). Dabei
wird der vollstindige Wegfall der Synthese- und Clearancefunktion der Leber als ausldsender
Faktor diskutiert (27,239,272). Dieses konnte in nachfolgenden Untersuchungen nicht
bestitigt werden (165,207,209,262).

Sicherlich haben Menge und Art des Volumenersatzes einen entscheidenden Einfluf3 auf die
Patientenhdmostase und konnen ihrerseits ohne stattfindende DIC zu einer Abnahme
samtlicher =~ Gerinnungsproteine  flihren. Auch eine gesteigerte Aktivierung des
Fibrinolysesystems scheint zur erhohten Blutungsneigung beizutragen. So wurden in der
anhepatischen Phase Zeichen einer Hyperfibrinolyse im Thrombelastogramm und als
Verkiirzung der Euglobulinlysezeit gemessen (24,108,164,165,170,265). Der extrinsischen
fibrinolytischen Aktivitdt mit t-PA scheint eine wesentliche Bedeutung in der Genese dieser
gesteigerten Fibrinolyse zuzukommen (78,119,263,275). Die kurze Halbwertszeit von t-PA
(3-5 Minuten (10)) und der Wegfall der hepatischen t-PA Clearance bieten eine Erklarung fiir
die t-PA Aktivitdtserhohung in der anhepatischen Phase. Ein Teil der Hyperfibrinolyse kann
auch unabhingig davon reaktiv bei Gerinnungsaktivierung bedingt sein (299). In Analogie
zum kardiopulmonalen Bypass ist es vorstellbar, dal es auch bei der OLT durch den veno-
vendsen Shunt als Fremdoberfliche zur Aktivierung des kontaktabhingigen intrinsischen
Fibrinolysesystems kommt (93,189,341).

Mit Beginn der Reperfusionsphase kommt es klinisch zur Steigerung der Blutungsneigung
(237,238,274). Dabei miissen neben den durch die anhepatische Phase vorbestehenden
Hamostasestorungen neu hinzukommende, postreperfusionelle Faktoren beriicksichtigt
werden.

Zwischen Entnahme und Reperfusion wird die Spenderleber in einer kalten
Konservierungslosung aufbewahrt. Wahrend dieser kalten Ischdmiezeit kommt es durch
reduzierten Zellstoffwechsel bei Endothelzellen, Hepatozyten und bei an der GefdBwand
verbleibenden Blutzellen zu Schidigungen mit Diffusionsstorungen und Zelluntergidngen. In
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schlecht préservierten Transplantaten konnte eine Desquamation von Endothelzellen
nachgewiesen werden (261). Die Bedeutung dieses Prozesses zeigt sich bei der Beobachtung,
daf3 bei humanen und tierexperimentiellen OLTs die Schwere der Himostasestorungen von
der Qualitdt des Spenderorgans (27,170,220) und der Linge der kalten Ischidmiezeit
(38,171,265,348) abhingt. Auch geben experimentelle Untersuchungen AnlaBl zu der
Vermutung, daf intra- und postoperative Komplikationen bei OLT eng verkniipft sind mit der
Freisetzung toxischer Mediatoren aus aktivierten Kupfferzellen (39,54), geschidigten
Endothelzellen (38,39) und Leukozyten (6,320), wie Proteinasen, TNF, Leukotriene und
Oxygenrakikale (54).

Kontrovers wird diskutiert, ob postreperfusionell eine beginnende DIC mit Abfall von
Gerinnungsfaktoren, AT III und Thrombozytenzahl (27,108,170) und/oder eine
Hyperfibrinolyse (165) primér fiir die gesteigerte Blutungsneigung verantwortlich zu machen
ist (27,73,78,164,207,209,213,263,266,275,313).

1.5. Fibrinolyseinhibitoren bei Lebererkrankungen und orthotoper
Lebertransplantation

Zur therapeutischen Beeinflussung der erhdhten Blutungsbereitschaft bei OLT wurden
zunéchst synthetische Fibrinolyseinhibitoren wie Epsilonaminocapronsiure (EACA) (in
Deutschland nicht verfiigbar) und Tranexamsdure verwendet, die durch Hemmung der
Plasminogen- und Plasminbindung an Fibrin oder Fibrinogen einer (Hyper-)Fibrinolyse
entgegenwirken (325). So konnte ein glinstiger Effekt von EACA bei Patienten mit
chronischen Lebererkrankungen und gleichzeitiger Hyperfibrinolyse nachgewiesen werden
(206,255). Bei OLT konnte in einigen nicht-kontrollierten Studien iiber einen erfolgreichen
Einsatz dieser Medikamentengruppe bei klinisch manifesten Hyperfibrinolysen berichtet
werden (165,263), wihrend dies in einer groeren Studie nicht bestitigt werden konnte (52).
In anderen Studien wurde nachgewiesen, dal es wahrend einer EACA-Therapie sowohl
tierexperimentell (170,265) als auch bei Patienten mit Lebererkrankungen und
Hyperfibrinolyse zu vermehrten thromboembolischen Komplikationen kommt (62,240,278).
Der differenzierte Einsatz von synthetischen Antifibrinolytika setzt die Diagnose einer
manifesten Hyperfibrinolyse voraus und eignet sich daher in der Regel aufgrund der
prothrombogenen Effekte nicht zur Blutungsprophylaxe. Eine neuere Studie (168) zeigte bei
kontinuierlicher Gabe von kleinen Dosen der Tranexamséure geringere Fibrinolysezeichen bei
jedoch vergleichbarem Transfusionsbedarf, wiahrend eine andere Studie (33) bei hochdosierter
Gabe von Tranexamsidure eine deutliche Verminderung des Transfusionsbedarfs verzeichnete.
Aprotinin ist ein parenteral zu applizierender Proteinaseninhibitor, der aus Rinderorganen
gewonnen wird (92). Es wurde unabhidngig von Kraut et al. 1930 (194) als
Kallikreininaktivator und von Kunitz und Northrop 1936 (198) als Trypsininaktivator im
Rinderpankreas entdeckt. Aprotinin ist ein einkettiges Polypeptid mit einer Halbwertszeit von
2 Stunden bei Normalpersonen (92,339). Aprotinin hemmt ein breites Spektrum von
Serinproteasen, vor allem Plasmin, Kallikrein und Trypsin. Die erforderliche Hemmdosis ist
bei den einzelnen Enzymen unterschiedlich. So ist z.B. eine Konzentration von 50 KIU
(kallikrein inhibitor units)/ml notwendig, um Plasmin zu hemmen, wéhrend fiir Kallikrein 200
KIU/ml benétigt werden (92). Aprotinin wird iiber die renalen Glomeruli filtriert und im
Anschluf} an die Tubuli gebunden. Dort wird es mit Verzogerung von den renalen Lysosomen
abgebaut (352). Aprotinin wirkt vergleichsweise schwach immunogen (352), und die Inzidenz
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von allergischen Reaktionen ist niedrig (19,89,324). In einer Zusammenstellung von 671
Patienten mit kardialen Operationen und intraoperativer Aprotininapplikation wurden nur in 4
Féllen allergische Reaktionen und bei 7 Patienten eine renale Dysfunktion beobachtet (19).
Bei Herzoperationen mit kardiopulmonalem Bypass konnte mit Hilfe hoher Aprotiningaben
(5 Millionen KIU/Operation) (72,89,278) der Transfusionsbedarf hochsignifikant gesenkt
werden, ohne daBl dabei thromboembolische Komplikationen auftraten. Auch bei
Polytraumapatienten wurden hohe Dosen (17.5 Mill. KIU/24h) komplikationslos vertragen;
sie fithrten zur deutlichen Verminderung des Transfusionsbedarfs (49). Diese Ergebnisse
lieBen den empirischen Einsatz von Aprotinin bei Hyperfibrinolyse im Rahmen der OLT
priifenswert erscheinen (251).
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2. ZIEL DER ARBEIT

Die orthotope Lebertransplantation (OLT) ist in den letzten Jahren zu einer etablierten
Methode in der Behandlung von infausten Lebererkrankungen geworden und hat deren
Prognose wesentlich verbessern konnen. Wihrend der Lebertransplantation kommt es immer
wieder zu bedrohlichem intraoperativem Blutverlust, der sowohl die Kurz- als auch die
Langzeitprognose der Lebertransplantierten entscheidend beeinfluBen kann. Das
pathophysiologische Wissen der Hdmostaseverdnderungen wihrend OLT ist widerspriichlich
und liickenhaft und ihre therapeutische Beeinflussung unzureichend.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die pathophysiologischen Himostasevorginge bei OLT
weitergehend zu untersuchen, um daraus Mdglichkeiten der therapeutischen Beeinflussung zu
erarbeiten.
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3. ALLGEMEINER MATERIAL- UND METHODENTEIL

3.1. Patienten, operative Bedingungen

Héamostaseparameter wurden bei Patienten (Tabelle 1-8) im Zeitraum von 6/89 bis 1/91 im
Endstadium einer Lebererkrankung vor, wihrend und nach ihrer ersten OLT in der Charité,
Universititsklinikum der Humboldt-Universitdt zu Berlin, Campus Virchow-Klinikum,
gemessen. Retransplantationen wurden nicht untersucht.

Die OLT wurde nach Standardtechniken unter Verwendung eines veno-vendsen Bypasses von
V.porta und V.femoralis zur V.axillaris wéhrend der anhepatischen Phase durchgefiihrt
(249,250,251).

Zur Kompensation des intraoperativen Blutverlustes wurden Erythrozytenkonzentrate (EK)
und  frisch  gefrorenes Plasma  (FFP) gegeben. Angestrebt wurde eine
Hamoglobinkonzentration von > 10 g/dl. Generell wurde eine Einheit FFP zusammen mit
einer EK Einheit gegeben. Indikationen fiir FFP und EK Gaben waren ein Abfall der
Hamoglobinkonzentration auf Werte unter 9 g/dl bzw. ein Riickgang des Serumalbumins auf
Werte unter 3 g/dl und/oder die Verkiirzung der partiellen Thromboplastinzeit auf 20
Sekunden und weniger. Patienten mit massivem Aszites zum Zeitpunkt der OLT erhielten
gehduft zusidtzliche FFP-Konzentrate, um den vermehrten Proteinverlust wiahrend der
Laparatomie zu kompensieren. Vor und wihrend der OLT wurden weder
Thrombozytenkonzentrate, Frischblutkonserven oder Faktorenkonzentrate transfundiert.

Die Spenderleber wurde wihrend der sog. kalten Ischdmiezeit nach Entnahme in einer
eisgekiihlten Konservierungsfliissigkeit, der UW-CSS Losung (DuPont, Paris, Frankreich)
(Tab.1), aufbewahrt. In ihr erfolgte vor Implantation die Préparation und Spiilung der
Spenderleber.

Tabelle 1: Zusammensetzung der UW-Losung
| Belzer UW-CSS Losung |
Raffinose (30mM)
K-Lactobionat (100 mM)

HES (5g%)

MgSO,

Adenosin (5SmM)

Glutathion (3mM)

Allopurinol (1mM)

Insulin (40 Einheiten)
Penicillin G (200000 Einheiten)
Dexamethason (16mg)

3.2. Probenentnahme (Abb. 3)

Arterielle Blutproben wurden zu 8 bis 10 Zeitpunkten vor, wahrend und nach der OLT
entnommen:

nach Anésthesiebeginn (4bnahmezeitpunkt 1) (1)

5 Minuten vor Beginn der anhepatischen Phase (2)

10 Minuten nach Beginn der anhepatischen Phase (3)

5 Minuten vor Reperfusion (4)

5 Minuten nach Reperfusion (35)
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15 Minuten nach Reperfusion (6)

60 Minuten nach Reperfusion (7)

12 Stunden nach Reperfusion (8)

36 Stunden nach Reperfusion (9)

60 Stunden nach Reperfusion (10).

Zusitzlich wurde eine Probe vom Perfusat nach arteriellem Flushing und vor
Offnung der hepatocavalen Anastomose aus der Spenderlebervene gewonnen
(P).

Die Blutproben wurden mit 1/10 Volumen Natriumzitrat (0.1 M/l) antikoaguliert. Fiir die
Bestimmung der t-PA Aktivitdt wurde ein Teil des antikoagulierten Blutes im Verhéltnis 1:1
mit Azetatpuffer (0.2 mol/l, pH:3.9) versetzt, um in vitro die Komplexbildung von t-PA mit
PAI zu unterdriicken. Zur PAI Bestimmung wurde das Blut in CTAD-R&hrchen
(Natriumcitrat, Theophyllin, Adenosin, Dipyridamol) antikoaguliert, um die Aktivierung der
Thrombozyten und damit die Freisetzung von intrathrombozytdrem PAI zu verhindern. Die
Proben wurden innerhalb von 15 Minuten nach Entnahme bei 3000 U/Minute wéhrend 20
Minuten zentrifugiert und der Uberstand bei -40°C bis -70°C eingefroren. Die
Thrombelastographie und die Thrombozytenaggregationsmessungen wurden unmittelbar nach
Entnahme (s.u.) durchgefiihrt.

3.3. Bestimmung der Laborparameter

3.3.1.Fibrinolyseparameter

Die Thrombelastographie (TEG) mit rekalzifiziertem Vollblut wurde mit einem
Thrombelastographen von Hellige (Freiburg, Deutschland) durchgefiihrt. Zeichen einer
gesteigerten Fibrinolyse wurden mit der WBLT (whole blood clot lysis time (275)) und der
MA+45/MA Ratio (s.u.) quantifiziert (Abb.4). Die WBLT ist die Zeit zwischen
Maximalamplitude und kompletter Lyse im TEG. Mit ihr kann das Bestehen und der
Ausprigungsgrad einer Hyperfibrinolyse bestimmt werden (Abb.4). Wir definierten
zusitzlich iiber den Quotienten aus der Amplitude 45 Minuten nach der Maximalamplitude
(MA) und der MA (MA+45/ MA Ratio) einen Parameter, der bei Blutproben mit fehlenden
klassischen Hyperfibrinolysezeichen eine gesteigerte Fibrinolysebereitschaft anzeigt (Abb.4).
Wir legten fest, dafl diese gesteigerte Fibrinolysebereitschaft bei einer MA+45/ MA Ratio von
unter 0,95 besteht.

Die folgenden Parameter wurden mit kommerziell erhiltlichen Kits bestimmt (vgl.Tab.10):
Die Messung der t-PA Aktivitét erfolgte in angesduerten Plasmaproben durch Messung der
amidolytischen Aktivitit von Plasmin - durch t-PA Aktivierung aus Plasminogen freigesetzt -
gegeniiber dem chromogenen Substrat S-2251 (336) (Chromogenix, Stockholm, Schweden).
Die Sensitivititsgrenze lag bei 0.10 IU/ml (Tab.2).

Die PAI (PAI-1) Aktivitit wurde nach Zugabe einer bekannten Menge t-PA im Uberschuf3 zu
den Plasmaproben bestimmt. Ein Teil dieses t-PA Uberschusses wurde durch das vorhandene
PAI inaktiviert. Die verbleibende t-PA Menge setzte umgekehrt proportional zur vorhandenen
PAI Menge aus Plasminogen Plasmin frei, das entsprechend dem t-PA Aktivititsassay
bestimmt werden konnte (Chromogenix). Die Sensitivititsgrenze lag bei 5 AU/ml (Tab.10).
Die t-PA Ag Konzentration wurde in einem ELISA (enzyme linked immuno sorbent assay)
mit Hilfe von monoklonalen anti-t-PA Antikdrpern mit einer Sensitivititsgrenze von 0.5
ng/ml gemessen (Chromogenix) (Tab.2).
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Ein Immunosorbent-Aktivititsassay wurde zur kombinierten Bestimmung von aktivierbarer
scu-PA und tcu-PA (Biopool, Umea, Schweden) verwendet. Dabei wurde die u-PA Aktivitit
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ebenfalls tiber Plasminentstehung und dessen Reaktivitit mit dem chromogenen Substrat D-
But-CHT-Lys-pNA bestimmt. Die Sensitivititsgrenze lag bei 30 pg/ml (0.004 IU/ml) (Tab.2).
Zur Bestimmung der u-PA Ag und scu-PA Konzentrationen wurde ein Enzymimmunoassay
verwendet (Biopool), bei dem die Sensitivititsgrenze bei 1ng/ml Urokinase lag (Tab.2).
Die Referenzwerte (Tab.10) fiir t-PA, PAI und u-PA Aktivititen sowie fiir t-PA und u-PA Ag
Werte wurden bei einer Gruppe von 34 gesunden und niichternen Freiwilligen, denen
zwischen 8 und 9 Uhr morgens nach einer Ruhephase von 15 Minuten Blut abgenommen
wurde, bestimmt. Die Geschlechtsverteilung dieser Gruppe war ausgewogen (Ratio 50%).
Keine der Frauen nahm Kontrazeptiva ein. Das mittlere Alter war 38.1 (Spannweite: 21-76)
Jahre.
Die Parameter des u-PA wurden dariiberhinaus entsprechend der im Gaubius Institut TNO-
IVVO (Leiden, Niederlande) etablierten Methoden gemessen: u-PA Ag wurde durch ELISA,
wie zusammenfassend bei Binnema et al. (22,76) beschrieben, bestimmt, jedoch wurden Esel
anti-Ziegen IgG konjugiert mit alkalischer Phosphatase (Jackson Immunoresearch
Laboratories, West Grove, USA) anstatt von konjugierten Kaninchen anti-Ziegen IgG
verwand. Der Assay bestimmte u-PA Ag unabhingig von seiner molekularen Konfiguration,
d.h. die inaktive Proenzymform scu-PA, die aktive Enzymform tcu-PA und tcu-PA im
Komplex mit Inhibitoren. Die durch Plasmin aktivierbare scu-PA Aktivitit und die tcu-PA
Aktivitdt wurden mit einem BIA (Bioimmunoassay) gemessen (143), einem Immunoassay
wie bereits bei Mahmoud und Gaffney fiir t-PA beschrieben (222). Im ersten Schritt dieses
Assays wurde u-PA durch Kaninchen anti-u-PA IgG immobilisiert. Im folgenden Schritt
wurde die Plasminogenaktivatoraktivitdt mittels des synthetischen Substrates S-2251
(Chromogenix) nach der Methode von Verheijen et al. (336) bestimmt. Die u-PA Aktivitit
und die Summe aus u-PA und Plasmin-aktivierbarer scu-PA wurden parallel bestimmt,
letztere nach einem 30miniitigen Aktivierungsschritt mit 1 mU/ml humanen Plasmin. Die
Ergebnisse im BIA wurden kalibriert mit scu-PA bzw. u-PA Ag aus humanen Fibroblasten
(22). Die untere Sensitivititsgrenze dieser Assays war 0.2 ng/ml und die Variation innerhalb
des Assays betrug 6%, wenn eine Menge von 25ul Plasma im Test verwendet wurde (Tab.2).
Die Bestimmung der PAP Komplexe (Technoclone, Wien, Osterreich)
wurde mit einem ELISA unter Verwendung monoklonaler Antikorper (116) bestimmt. Die
Sensitivitdtsgrenze lag bei 1ng/ml (Tab.10). Die Messungen von o,-Antiplasmin, C;-Inhibitor
und Plasminogen (Behring Werke AG, Marburg, Deutschland) erfolgten mit
Routinemethoden (Tab.2).

Tabelle 2: Bestimmungsmethoden und Normalbereiche der Himostaseparameter

Parameter (Einheit) Referenzbereich Bestimmungsmethode \

Plasminogen (%) 65-150 Behring Werke AG, Marburg,
Deutschland

t-PA Aktivitit (IU/ml) (n=34)* |0,3-2 Chromogenix, Stockholm,
Schweden

t-PA Antigen (ng/ml) (n=34)* 1,2-12,5 Chromogenix, Stockholm,
Schweden

u-PA Aktivitdt (ng/ml) (n=34)* |<0,1 Biopool, Umea, Schweden

u-PA Antigen (ng/ml) (n=50)* |1,65-6,24 Gaubius Institut, Leiden,

(Median:3,24)* Niederlande
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scu-PA (ng/ml) (n=50)*

1,2-2,95 (Median: 2,10)

Gaubius Institut, Leiden,

SThrombomodulin (ng/ml)

0-45

Niederlande

tcu-PA (ng/ml) (n=50)* <0,2 Gaubius Institut, Leiden,
Niederlande

i-PA (AU) (n=37)* 65-150 Methode nach Himmelreich,
Gaubius Institut, Leiden,
Niederlande

o-Antiplasmin (%) 75-130 Behring Werke AG, Marburg,
Deutschland

C;-Inhibitor (%) 75-130 Behring Werke AG, Marburg,
Deutschland

PAI Aktivitit (AU/ml) (n=34)* |0-39 Chromogenix, Stockholm,
Schweden

PAP Komplexe (ng/ml) (n=36)* |0-15 Technoclone, Wien, Osterreich |

Fibrinogen (g/1) 1,6-4 Nach Clauss, Hofmann-
LaRoche, Basel, Schweiz

AT III Aktivitdt (%) 75-130 Behring Werke AG, Marburg,
Deutschland

Protein C Aktivitit (%) 70-140 Boehringer Mannheim,
Mannheim, Deutschland

totales Protein S Antigen (%) 65-150 Boehringer Mannheim,
Mannheim, Deutschland

freies Protein S Antigen (%) 70-140 Boehringer Mannheim,
Mannheim, Deutschland

Fibrinmonomer (0-+++) 0 Boehringer Mannheim,
Mannheim, Deutschland

D-Dimere (mg/1) <0,5 Boehringer Mannheim,
Mannheim, Deutschland

TAT Komplexe (mg/ml) 1-4,1 Behring Werke AG, Marburg,

(n=34)* Deutschland

F XIII (%) 70-130 Behring Werke AG, Marburg,
Deutschland

70-130 Clot Solubility Assay (166)
vWF Antigen (%) 50-200 Boehringer Mannheim,

Mannheim, Deutschland

Diagnostica Stago, Asniere,

(n=37 i* Frankreich

Tumornekrosefaktor (pg/ml) 0-12 Medgenix Diagnostics, Fleurus,
Belgien

Neopterin (nmol/I) 0-6 Henning, Berlin, Deutschland

Kathepsin B (mU/1) 0-0,1 Nach Assfalg-Machleidt (6)

IL-6 (pg/ml) 0-12,5 Fa. R&D Systems GmbH,
Wiesbaden-Nordenstadt,
Deutschland

IL-8 (pg/ml) 0-31,2 Fa. R&D Systems GmbH,

Wiesbaden-Nordenstadt,
Deutschland
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sL-Selectin (ng/ml) 487,3-1096,3 Bender MedSystems
Diagnostics GmbH, Wien,
Osterreich

sE-Selectin (ng/ml) 23-79,2 Bender MedSystems
Diagnostics GmbH, Wien,
Osterreich

SICAM (ng/ml) 129,9-297,4 Bender MedSystems
Diagnostics GmbH, Wien,
Osterreich

EPI Komplexe (ng/ml) 0-100 E.Merck, Darmstadt,
Deutschland

Aprotinin (KIU - Nach Miiller-Esterl (242)
P

* an begrenzter Fallzahl bestimmt und deshalb als vorldufiger Normalbereich anzusehen

3.3.2.Gerinnungsparameter

Mit kommerziell erhéltlichen Kits wurden bestimmt: Aktivitdten des Protein C und des
Protein S und die Konzentrationen des vVWF Ag, des freien und gebundenen Protein S, der
Fibrinmonomere und D-Dimere (Boehringer, Mannheim, Deutschland); AT III Aktivitit
(Behring Werke AG, Marburg, Deutschland); Fibrinogen nach Clauss (Hoffmann-LaRoche,
Basel, Schweiz) (Tab.2).

Die F XIIT Aktivitdt wurde mit einer photometrischen Methode (Berichrom F XIII, Behring
Werke AG (85)) bestimmt. Parallel wurden die F XIII Aktivititen in einer 12-titrigen
Modifikation des etablierten F XIII Assays (Clot Solubility Assay (166)) gemessen (Tab.2).
Die TAT Komplexe wurden mit einem ELISA (Behring Werke AG) bestimmt. Die
Sensitivitdtsgrenze lag bei 0.5 mg/ml und die Referenzwerte (Tab.10) beziehen sich auf die
bei 3.3.1. erwidhnte Probandengruppe.

3.3.3. Thrombozytenzahl und Thrombozytenfunktionsmessung (Abb.5)

Die Thrombozytenzahl wurde in einem automatischen Thrombozytenzdhler (H3, Bayer
Technikon, Miinchen, Deutschland) bestimmt. Plittchenreiches Plasma wurde durch
sechsminiitige Zentrifugation bei 600 U/Minute gewonnen. Das nach Abpipetieren
verbleibende Blut wurde fiir weitere 20 Minuten bei 3000 U/Minute zentrifugiert. Auf diese
Weise wurde plattchenarmes Plasma gewonnen. Bei in vitro Untersuchungen wurde
Gesunden Blut ohne Stauung aus der Kubitalvene entnommen und die Plittchenzahl auf den
angestrebten Wert von 200.000/ul eingestellt. Dieses pléttchenreiche Plasma mit definierter
Plittchenzahl wurde als PRP bezeichnet. Wiahrend der OLTs wurde die Plattchenzahl des PRP
jeweils durch Verdiinnung mit plattchenarmem Plasma oder durch weitere Konzentrierung bei
langsamerer Zentrifugation (200 U/Minute) auf die Ausgangsthrombozytenzahl des PRP der
ersten Abnahme eingestellt. Dies war wichtig, um unterschiedliche Aggregationskapazititen
bei variierenden Plittchenzahlen zu verhindern. Die Thrombozytenaggregation wurde nach
Born (32) durch ein automatisches Thrombozytenaggregationstracersystem (APACT, Labor
GmbH, Ahrensburg, Deutschland) (Abb.5a) aufgezeichnet und digital gespeichert. Vor jeder
Einzelmessung wurden die Werte fiir 0% und 100% der maximalen
Thrombozytenaggregation mit pldttchenarmem Plasma bzw. PRP kalibriert. Die Aggregation
wurde induziert durch Kollagen (Endkonzentrationen 0.5 und 1pg/ml), ADP (1 und 2umol/l),
Ristocetin (1.2mg/ml) und Arachidonsdure (500pg/ml). Bei jeder Aggregationskurve wurde
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die Maximalamplitude (MA) und die Flache unter der Aggregationskurve bis 200 Sekunden
nach Zugabe der aggregationsauslosenden Substanz (AuC) bestimmt (s.Abb.5a-c). Zusétzlich
wurde bei der Kollagen-induzierten Aggregation die Lag-Phase bestimmt, d.h. die Zeit
zwischen Zugabe von Kollagen zu PRP und Anstieg der Kurve mit Uberschreiten der 0%
Linie. Niedrige Plittchenzahlen im PRP beeinflulten die Aggregabilititsmessungen bei den
verschiedenen Agentien in unterschiedlichem AusmaB (s.5.5.1.1.).

3.3.4. Leukozytire Proteasen, Zytokine und losliche Adhisionsmolekiile

Die Kathepsin B Aktivitdit wurde mit Hilfe des fluorogenen Substrates Z-Phe-Arg-NMec (6)
und die Konzentration des Elastase-a-Proteaseinhibitors Komplex (EPI; E.Merck,
Darmstadt, Deutschland) (252) mit einer Sandwich-ELISA MeBtechnik bestimmt. Der TNF
wurde durch den immunoradiometrischen Assay (IRMA, Medgenix Diagnostics, Fleurus,
Belgien) und Neopterin durch den Radioimmunassay (Henning, Berlin, Deutschland)
gemessen. sE-Selectin, sL-Selectin, s-ICAM (Bender MedSystems Diagnostics GmbH, Wien,

Osterreich), IL-6 und IL-8 (Fa. R&D Systems GmbH, Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland)
wurden mit Sandwich-Elisas bestimmt.

3.3.5.sThrombomodulin
sThrombomodulin wurde mit dem Enzymimmunoassay (152,192) (Diagnostica Stago, Paris,
Frankreich) bestimmt (Tab.2).

3.3.6. Aprotinin
Die Aprotininkonzentration wurde mit monoklonalen Antikdrpern im ELISA nach der
Methode von Miiller-Esterl (242) bestimmt.

3.4. Statistische Auswertungen

Mit Hilfe des Martinez und Iglewicz Testes (226) konnte fiir die Verteilung der meisten
Parameter keine Normalverteilung belegt werden. Es wurde deshalb der nicht-parametrische
Wilcoxon signed-ranks Test eingesetzt, um Unterschiede verbundener Parameter und der
nicht-parametrische Man-Whitney Test, um die Unterschiedlichkeit nicht-verbundener
Parameter zu priifen. Ergebniswerte im Text und in den Abbildungen wurden, soweit nicht
anderweitig erwidhnt, als Medianwerte mit Spannweiten angegeben. Bei der Evaluation des i-
PA Assays (s.5.2.1.) wurden Mittelwert und Standardabweichung benutzt, da Normverteilung
nachgewiesen werden konnte. Werte fiir p < 0.05 wurden als signifikant und Werte fiir p <
0.01 als hochsignifikant gewertet.

Die Bestimmung der Verbundenheit zweier MeBreihen wurde mit Hilfe der
Korrelationsanalyse berechnet, wobei der empirische Korrelationskoeffizient r den Grad der
linearen Abhingigkeit zwischen beiden Mefreihen angibt. Es wurden dabei nur Korrelationen
mitr> 0,5 und < 1 bzw. r <-0,5 und > -1 beriicksichtigt (Ausnahme 5.2.1.c)). Die Signifikanz
der Verbundenheit wurde durch p bestimmt. Werte fiir p < 0.05 wurden als signifikant und
Werte fiir p < 0.01 als hochsignifikant gewertet.
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4. UNTERSUCHUNGEN ZUR PATHOPHYSIOLOGIE DER
HAMOSTASESTORUNGEN BEI ORTHOTOPER LEBERTRANSPLANTATION

In einer ersten konsekutiven Serie (119, 120) wurden 10 Patienten (Tab.3) im Endstadium
einer Lebererkrankung wéhrend OLT untersucht. Aprotinin wurde als dreimalige Bolusgabe
von jeweils 0.5 Mill. KIU vor Beginn, am Ende der anhepatischen Phase und wihrend der
Reperfusionsphase appliziert.

Die Aprotininspiegel zeigten Peaks vor und am Ende der anhepatischen Phase und 60
Minuten nach Reperfusion (Abb.6). Transfusionsbedarf und zeitlicher Ablauf der Operationen
sind in Tabelle 4 zusammengestellt.

Tabelle 3: Diagnose und Charakteristika von 10 Patienten mit primérer orthotoper Lebertransplantation
Diagnose Anzahl Weibl. mainnl. Alter*
Postnekrotische Zirrhose 4 1 3 51(45-64)
Alkoholtoxische Zirrhose 4 3 1 48(39-55)
Budd-Chiari Syndrom 1 1 0 46
Sekundiire biliéire Zirrhose 1 0 1 51
Total 10 5 5 49(39-64)

*Median(Spannbreite) in Jahren

Tabelle 4: Transfusionsbedarf intra- und postoperativ, kalte Ischdmiezeit, Dauer der Operation, Dauer
der anhepatischen Phase und Zeit des stationdren Aufenthaltes (Median(Spannbreite))

Zeitraum \ EK (Einheiten FFP (Einheiten
Intraoperativ 6,5 (4-26) 7 (1-39)

1. Tag nach Transplantation 1,5 (0-8) 4 (0-15)

1.-3. Tai nach Transilantation 1,5 (0-8) 8 (0-16) |
kalte Ischdmiezeit 575,5 (330-744) Minuten

Dauer der Operation 6,5 (5-8) Stunden

Dauer der anhepatischen Phase 83,5 (73-106) Minuten

Dauer des stationdren Aufenthaltes 25 (19-159) Tage

Tabelle 5: Intraoperativer Transfusionsbedarf (Median (Spannweite) Gesamtbedarf) wihrend 5
Lebertransplantationen mit (OLTryperfivrinolyse) Und wihrend 5 Lebertransplantationen_ ohne (OLT)
Hyperfibrinolysezeichen im TEG

Parameter p(OLTw/OLT) | EK (Einheiten) FFP (Einheiten)
Gesamtbedarf Gesamtbedarf
OLTHyperﬁbrinolyse n.s. 6 (4-26) (0-35)
50 68
OLT n.s. 5(5-9) 6 (5-9)
30 31
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4.1. Ergebnisse der Fibrinolyseparameter

Zeichen einer gesteigerten Fibrinolyse waren im TEG (MA+45/MA<0,95) in jeder OLT
erkennbar. Drei Patienten zeigten eine schwere (WBLT<90 Minuten) und zwei Patienten eine
milde (WBLT>90 und <120 Minuten) Hyperfibrinolyse, die in der anhepatischen bzw. frithen
Reperfusionsphase begannen.

Prioperativ lagen die t-PA Aktivitdten bei Patienten mit alkoholtoxischer Leberzirrhose héher
als in den anderen Diagnosegruppen (p<0.01). Die t-PA Aktivitit (Abb.7) stieg in der
prdanhepatischen und anhepatischen Phase signifikant an mit Kumulation am Ende der
anhepatischen Phase, die zu diesem Zeitpunkt hochsignifikant iiber den Ausgangswerten lag.
Der sich im Kurvenverlauf andeutende Abfall fiinf Minuten nach Reperfusion lie8 sich
statistisch nicht sichern. Erst 60 Minuten nach Reperfusion lagen die Werte signifikant unter
denen in der anhepatischen Phase. Die t-PA Ag Werte hatten einen dhnlichen Verlauf, jedoch
war der Anstieg der Werte wéhrend der anhepatischen Phase geringer (Abb.7). Die u-PA
Aktivitit (Bestimmungsmethode von Biopool, S.3.3.1.) (Abb.8) zeigte in der anhepatischen
Phase einen signifikanten Anstieg mit Peak kurz vor und Abfall nach Beginn der Reperfusion.
Die u-PA Ag Werte (Biopool) (Abb.8) erreichten erst nach Reperfusion Maximalwerte.

Die PAP Spiegel (Abb.9) stiegen in der anhepatischen Phase signifikant an mit
Maximalwerten unmittelbar nach Reperfusionsbeginn und nachfolgendem Abfall. Die D-
Dimere (Abb.9) waren am Ende der anhepatischen Phase signifikant hoher als in der
praanhepatischen Phase. Plasminogen (Abb.10) fiel signifikant mit beginnender anhepatischer
Phase ab gefolgt von einem tendentiellen Abstieg mit beginnender Reperfusion.

Die Plasmaspiegel der PAI-Aktivitit (Abb.10) zeigten nicht-signifikante Schwankungen
wihrend praanhepatischer und anhepatischer Phasen. Mit beginnender Reperfusion kam es
zum Anstieg der PAI-Werte, die 60 Minuten und 12 Stunden nach Reperfusion deutlich {iber
den Ausgangswerten lagen. Die C;-Inhibitoraktivitit (Abb.11) fiel unmittelbar nach
Reperfusion signifikant ab. Die o,-Antiplasminwerte (Abb.11) fielen mit Beginn der
anhepatischen Phase signifikant ab gefolgt von einem signifikanten Anstieg am Ende der
anhepatischen Phase. Mit beginnender Reperfusion kam es nach signifkantem Abfall zu
einem signifikanten Anstieg 15 und 60 Minuten nach Reperfusionsbeginn.

Unter  Beriicksichtigung  der  Hyperfibrinolysezeichen =~ im  TEG  lag  der
Gesamttransfusionsbedarf von EKs bzw. FFPs zahlenmifBig deutlich hoher bei den 5
Transplantationen mit Hyperfibrinolysezeichen (Tab.5). Ein Signifikanzniveau konnte jedoch
nicht erreicht werden.

4.2. Diskussion der Fibrinolyseparameter

Mehrere Untersuchungen (78,265,275) hatten gezeigt, da3 t-PA eine wesentliche Bedeutung
in der Genese der gesteigerten Fibrinolyse bei OLT zukommt. Wéhrend Porte et al. (275) den
entscheidenden Anstieg der t-PA Aktivitét erst in der frithen Reperfusionsphase beobachteten,
sahen andere Autoren t-PA Maximalwerte schon am Ende der anhepatischen Phase (74,263).
Porte et al. (275) unterteilten bei 20 OLTs die Patienten mit Hilfe der WBLT in zwei
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Abbildung 6: Aprotininspiegel im Verlauf von 10 orthotopen Lebertransplantationen.

Zeitpunkt

2

3

4

5

7

Aprotinin
KIU/ml

1-110

2,1-55,2

1,1-59,2

6,4-140,6

2,7-110,1

2-190,7

3,3-282,5

2-97,7
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Abbildung 7: Verlauf der Werte von t-PA Aktivitét (t-PA Akt) und Antigen (t-PA Ag) bei 10 orthotopen
Lebertransplantationen.

Zeitpunkt 1 2 3 4 5 6 7 8
t-PA Ag (ng/ml) | 6,2-23,8 |10,4-52,3 | 15,8-72,5 |14,3-449 | 12,4385 |9-30 | 6,6-20,6 |8,3-19.9
t-PA Akt (IU/ml) | 0-7.8 0-22,8 8-27.4 0-30,4 8-142 7-32,6 |0-228 | 0-9

t-PA Ag p(1/2)=0.008 | p(1/3) =0.003 | p(1/4)=0.007 |p(1/5)=0.018 | p(4/6) =0.003
t-PA Akt p(1/2)=0.030 | p(1/3) =0.011 | p(1/4)=0.008 |p(1/5)=0.008 | p(4/7) =0.006
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Abbildung 8: Verlauf der Werte von u-PA Aktivitét (u-PA Akt) und u-PA Antigen (u-PA Ag) wihrend 10 orthotoper
Lebertransplantationen.

Zeitpunkt 1 2 4 5 6 7 8
u-PA Akt (ng/ml) |0-0,08 |0-03 |0-0,15 |0-0,52 |0-027 |0,1-03 |0-0,15 |0-0,12
u-PA Ag (ng/ml) |0-1,6 | 0-325 |0-625 |0-395 |0-58 |0-61 065 |03
Statistische Signifikanzen
u-PA Akt p(1/3) p(1/4) p(1/5) p(1/6) p(1/7) p(4/5)

=0.033 =0.009 =0.019 =0.018 =0.014 =0.004
u-PA Ag p(1/5) p(1/6)

=0.046 =0.034
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Abbildung 9: Konzentration der Plasmin-a,-Antiplasminkomplexe (PAP) und der D-Dimere im Verlauf von 10
orthotopen Lebertransplantationen.

Zeitpunkt 1 2 3 4 5 6 7 8
PAP (ng/ml) 8-100 |32-1470 |30-1840 | 70-2600 |30-1650 | 30-625 |30-705 |32-120
D-Dimere (mg/l) |0-16 0-2 0-2 0-4 0-8 4896 |55-114 | 64-92
PAP p(1/3)=0.04 p(1/4)=0.02

D-Dimere p(2/4)=0.03
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Abbildung 10: Werte von C;-Inhibitor und o,-Antiplasmin im Verlauf von 10 orthotopen Lebertransplantationen.

Zeitpunkt 1 2 3 4 5 6 7 8
C,;-Inhibitor (%) 15-135 [58-117 [48-110 [55-107 |45-99 [48-96 |55-114 |64-92
o-Antiplasmin (%) |34-116 |44-121 |38-87 | 78-110 |55-112 |60-112 | 66-128 |48-114

Statistische Signifikanzen

C,-Inhibitor p(4/5)=0.004
o,-Antiplasmin p(2/3)=0.04 | p(3/4)=0.004 | p(4/5)=0.008 | p(6/7)=0.02
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Abbildung 11: Verlauf von PAI und Plasminogen bei 10 orthotopen Lebertransplantationen.

Spannweiten \

Zeitpunkt 1 2 3 4 5 6 7 8
PAI (AU/ml) 0,3-35,8 | 0-34,5 [ 0-32,2 | 0-34,8 | 0-26,2 | 0-37.8 | 6,6-40 | 0-40
Plasminogen (%) | 14-69 | 30-74 | 25-68 | 22-60 |30-62 |27-61 |30-67 |28-70

Statistische Signifikanzen

PAI p(1/7)=0.008 | p(1/8)=0.014
Plasminogen p(2/3)=0.02 p(4/5)=0.07
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Gruppen. Gruppe [ (n=7) zeigte minimale und Gruppe II (n=13) schwere
Hyperfibrinolysezeichen. In Gruppe II wurde im AnschluB an einen langsamen t-PA
Aktivititsanstieg in der anhepatischen Phase ein explosiver Anstieg postreperfusionell
beobachtet. Gruppe I zeigte nur einen verzdgerten anhepatischen Anstieg der t-PA Aktivitit.
Dzik et al. (78) und Palareti et al. (263) konnten bei 8 bzw. 13 Patienten einen Anstieg der t-
PA Aktivitdt in der anhepatischen Phase messen, wobei sich bei Dzik et al. eine direkte
Abhingigkeit dieser t-PA Aktivitdtssteigerung zum Fibrinolysegrad - gemessen am o,-
Antiplasminverbrauch und Anstieg der Fibrinogenabbauprodukte - ergab (78).

Bei den vorliegenden Untersuchungen (119,120) konnten schwere und maéiBige
Hyperfibrinolysezeichen im TEG bei 50% der OLTs mit vorherrschendem anhepatischen
Beginn beobachtet werden. Die t-PA und u-PA Aktivititen zeigten wihrend der
priaanhepatischen und anhepatischen Phasen einen signifkanten Anstieg mit Maxima am Ende
der anhepatischen Phase und Beginn der Reperfusionsphase gefolgt von signifikantem Abfall
60 Minuten nach Reperfusion. Das extrinsische fibrinolytische System mit t-PA und das
intrinsische mit u-PA scheinen somit an der gesteigerten Fibrinolyse wihrend
Lebertransplantationen  beteiligt zu  sein. Parallel zum  Aktivititsanstieg  der
Plasminogenaktivatoren konnte - als Ausdruck einer gesteigerten Bildung und Wirkung von
Plasmin - ein Abfall von Plasminogen und ein Anstieg der PAP Komplexe und D-Dimere
gemessen werden. Die Ergebnisse bestéitigen die besondere Bedeutung der anhepatischen
Phase bei der Entwicklung der Hyperfibrinolyse (78,263).

Der stérkere t-PA Aktivititsanstieg im Vergleich zum t-PA Ag Anstieg erklért sich dadurch,
dal préoperativ ein Grof3teil des t-PA Ag in inaktiver - an PAI gebundener und nicht als
Aktivitdit meBbarer - Form vorliegt. Deshalb sind die prdoperativen t-PA Aktivititswerte im
Verhéltnis niedriger (1.8-fach liber dem oberen Referenzwert) als die Antigenwerte (2.5-
fach). In der anhepatischen Phase scheint es neben dem t-PA Ag Anstieg gleichzeitig zur
Erhohung des freien t-PA Anteils zu kommen. Dadurch steigt die t-PA Aktivitdt am Ende der
anhepatischen Phase auf das 8.6-fache und die t-PA Ag Konzentration nur auf das 1.7-fache
der Ausgangswerte.

Der hochsignifikante PAI-Anstieg in der Reperfusionsphase ist zum einen als Reaktion eines
Akute-Phase-Proteins zu werten. Zum anderen fithren Endothelverletzungen bzw.
Endothelzellaktivierung in der Spenderleber mit Revaskularisation zur vermehrten
endothelialen Ausschiittung von PAI Gleichzeitig ist davon auszugehen, dafl alterierte
Endothelzellen eine gesteigerte Pléttchenaktivierung induzieren mit thrombozytirer PAI
Freisetzung.  Vergleichende  Untersuchungen von  orthotoper und  heterotoper
Lebertransplantation - die erkrankte Leber wird im Empfinger belassen und die
Transplantatleber in heterotoper Position transplantiert - zeigten einen signifikanten Anstieg
der PAI Aktivititen in der Gruppe der OLT und das Fehlen desselben in der Gruppe der
heterotopen Lebertransplantation (12). Diese Ergebnisse machen deutlich, daB der
anhepatischen Phase mit Wegfall der hepatischen Clearanceleistung eine entscheidende
Bedeutung in der Genese des PAI Anstieges zukommt.

Der Anstieg der op-Antiplasminaktivitit in der anhepatischen Phase mit nachfolgendem
Abfall und erneutem Anstieg in der Reperfusionsphase ist am ehesten als laborchemische
Interferenz der a,-Antiplasminaktivitdtsmessung durch Aprotinin im Assay zu interpretieren.
Plasmin, {iber das im Assay die op-Antiplasminaktivitdt indirekt bestimmt wird, wird durch
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hohe plasmatische Aprotininspiegel (Abb.6) gehemmt. Es werden dadurch erhohte on,-
Antiplasminspiegel vorgetiduscht. Der postreperfusionelle Abfall des C;-Inhibitors, des
Hauptinhibitors der Faktoren des Kontaktsystems, 148t sich durch gesteigerten Verbrauch bei
Aktivitatssteigerung vor allem der Kontaktsystem-abhidngigen Fibrinolyse erkliren.
Hyperfibrinolysezeichen (50% im Vgl. zu 100% bei Porte et al.(275)) und die Maximalwerte
der t-PA Aktivitdt waren in der vorliegenden Untersuchung deutlich niedriger als in fritheren
Untersuchungen (78,263,275). Ob sich dieses durch die intraoperative Bolusgabe von
Aprotinin erkldrt, scheint wahrscheinlich, bedarf aber weiterer Untersuchungen. Unter
Umstdnden kommt unterschiedlichen Operationstechniken und Narkosebedingungen sowie
dem  verminderten  Transfusionsbedarf  ebenfalls Bedeutung zu. Da  die
Hyperfibrinolysehdufigkeit bei Porte et al. (275) im Vergleich zu der vorliegenden
Untersuchung deutlich hoher war und dabei auch ein postreperfusioneller t-PA Anstieg
beobachtet wurde, ist es denkbar, dal bei schweren intraoperativen Fibrinolysen mit
konsekutiv  erhhtem  Transfusionsbedarf ("Massentransfusion") ein  zusitzlicher
postreperfusioneller Pathomechanismus, z.B. im Sinne einer DIC mit sekundérer
Hyperfibrinolyse, eine Bedeutung hat.

4.3. Ergebnisse der Gerinnungsparameter

Die TAT Komplexe (Abb.12) stiegen wihrend der anhepatischen Phase kontinuierlich an mit
steilem hochsignifikantem Anstieg zu Beginn der Reperfusion. Die Fibrinmonomere (Abb.12)
stiegen ebenfalls signifikant nach Reperfusion an. Parallel dazu fielen AT III (Abb.13), vVWF
Ag (Abb.13), Fibrinogen (Abb.14), freies und gebundenes Protein S Ag (Abb.15) und Protein
C (Abb.14) nach Reperfusion signifikant ab. 12 Stunden nach Reperfusion konnte ein
signifikanter Anstieg von Protein C und Fibrinogen (Abb.14) mit Werten iiber dem
Ausgangsniveau gemessen werden.

Der Verlauf von freiem und totalem Protein S Ag soll gesondert betrachtet werden (132):

Die prioperativen Konzentrationen von totalem Protein S Ag lagen unterhalb des
Referenzbereiches. Beim freien Protein S Ag waren die prdoperativen Werte zwar ebenfalls
niedrig, sie lagen jedoch noch im Referenzbereich. Bei den Protein S Ag Spiegeln lagen pré-,
intra- und postoperativ die Werte von freiem Protein S Ag relativ hoher als die Werte von
totalem Protein S Ag. Dieser Unterschied erreichte zu allen 8 Abnahmezeitpunkten ein
Signifikanzniveau (Abb.15).

Prioperativ lag das Verhdltnis zwischen freiem und totalem Protein S Ag bei 7 Patienten
oberhalb des Referenzbereichs (Gruppe I) und bei 3 Patienten im unteren Normalbereich bzw.
geringfiigig darunter (Gruppe II) (Abb.16). Wihrend der OLT lagen bei Gruppe I die Werte
von freiem Protein S Ag und totalem Protein S Ag im unteren Bereich des Referenzintervals
und die Werte bei Gruppe II weit unterhalb des Referenzintervals (Abb.17). Der Vergleich der
beiden Gruppen zeigte fiir das freie Protein S Ag signifikante bzw. tendentielle Unterschiede
zwischen beiden Gruppen vor und wihrend OLT wéhrend sich keine statistischen
Unterschiede fiir das totale Protein S Ag ergaben. Der postreperfusionelle Abfall beider
Formen des Protein S Ag konnte nur in Gruppe I bestétigt werden.
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Abbildung 12: Konzentrationen von Thrombin-Antithrombin III Komplexen (TAT) und Fibrinmonomeren (FM) im
Verlauf von 10 orthotopen Lebertransplantationen.

Zeitpunkt 1 2 3 4 5 6 7 8
TAT(mg/ml) |5,1-39 |2,8-57 | 11,2-58,5 | 15,7-270 |26-216 |34-195 |35,8-192 |7,8-48.5
FM (0+++) | 0-3 0-3 0-3 0-3 1-3 1-3 1-3 0-2
TAT p(1/4)=0.025 | p(1/5)=0.003

M p(1/6)=0.026
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Abbildung 13: Antithrombin III (AT III) und von Willebrand Faktor Antigen (VWF Ag) im Verlauf von 10 orthotopen
Lebertransplantationen.

Zeitpunkt 1 2 3 4 5 6 7 8
ATIHI (%) |33-80 |31-87 |40-72 [35-89 |31-79 |42-76 |51-75 | 39-79
VWF Ag (%) |223-453 |270-397 |257-541 | 194-405 |213-335 | 187-303 |220-358 | 194-365
AT III p(4/5)=0.008

vWF Ag

p(4/5)=0.04
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Abbildung 14: Der Verlauf von Fibrinogen und Protein C wéhrend 10 orthotoper Lebertransplantationen.

Zeitpunkt 1 2 3 4 5 6 7 8
Fibrinogen (g/) |0,2-34 |1,4-3,0 [1,2-2,7 |1,1-2,7 |0,6-2,3 |1,1-2,1 |1,1-2,5 [1,6-3,1
Protein C (%) 7-69 7-60 7-50 9-54 12-39 | 18-42 |17-38 |27-83

Fibrinogen p(4/5)=0.005 | p(1/8)=0.04
Protein C p(4/5)=0.01 | p(1/8)=0.001
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Abbildung 15: Freies und totales Protein S Antigen im Verlauf von 10 orthotopen Lebertransplantationen.

Zeitpunkt 1 2 3 4 5 6 7 8
freies Protein S Ag (%) [44-104 |46-118 |35-118 [41-98 |38-85 [35-98 |41-92 |43-78
totales Protein S Ag (%) |47-84 [40-100 |38-110 |40-105 [34-93 |39-84 |37-93 |36-74

freies Protein S Ag

p(4/5)=0.002

totales Protein S Ag

p(4/5)=0.005

Abnahmezeitpunkten 1-8

Statistische Unterschiede zwischen dem Verlauf von freiem und totalem Protein S Antigen bei den

p()=0.01 | p(2)=0.006

[p(3)=0.02  [p(4)=0.03

[ p(5)=0.01
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| p(8)=0.001
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Abbildung 16: Verhiltnis von freiem zu totalem Protein S Antigen (Ag) bei 10 Patienten vor orthotoper
Lebertransplantation.
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Abbildung 17: Verlauf von totalem und freiem Protein S (PS) Antigen (Ag) bei 7 Patienten, deren freie/totale Protein S

Ratio erhoht war (Gruppe I) und bei 3 Patienten mit normaler freier/totaler Protein S Ratio (Gruppe II). Die — Linie
zeigt den unteren Referenzbereich fiir totales Protein S Ag und die

Protein S Ag an.

Linie den unteren Referenzbereich fiir freies

Zeitpunkt 1 2 3 4 5 6 7 8
totales Protein S Antigen I (%) [47-84 |40-100 |38-110 |40-105 |41-93 |48-84 |42-93 |36-74
totales Protein S Antigen II (%) [47-75 |48-70 |42-61 |40-79 |34-64 |59-63 [37-53 |55-65
freies Protein S Antigen I (%) | 64-104 |52-118 [47-118 |47-98 |48-85 |55-98 |41-92 |43-78
freies Protein S Antigen IT (%) | 44-71 | 46-75 |35-66 [41-78 [8-70 |35-59 |48-57 |44-74

p() | p2) | pB3) | p#) | p(5) | p6) | p(7) | p(8)
totales Protein S Antigen /11 ns. [ ns. | ns. | ns. | ns. | ns. | ns. | ns.
freies Protein S Antigen I/11 =0.08 | =0.05 | =0.06 | =0.08 [=0.05 [=0.05 |=0.08 | n.s.
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4.4. Diskussion der Gerinnungsparameter

Mit Reperfusion der Spenderleber konnte ein Anstieg der TAT Komplexe gemessen werden
(115,275,291). Porte et al. (275) zeigten, daB3 es nach Reperfusion unabhéngig vom Verlauf
der t-PA Aktivititen zum Anstieg der TAT Komplexe kam und interpretierten dies als
Ausdruck einer lokalen Gerinnungsaktivierung im Bereich der groflen intrahepatischen
Wundfldche. Harper et al. (115) untersuchten die Gerinnungsverdnderungen wéhrend 14
ausgewdhlter Transplantationen, bei denen der Transfusionsbedarf (EK+FFP) 8,5
Liter/Patient nicht {iberstieg und die Prothrombinzeit im Normbereich lag. Hier konnte ein
rapider Anstieg der TAT-Werte wihrend der anhepatischen Phase und verstdrkt nach
Revaskularisation der Spenderleber beobachtet werden. Parallel kam es zu einem Abfall der
Aktivititswerte von F V und F VIII. Es wurde daher eine in der anhepatischen Phase
beginnende Verbrauchskoagulopathie angenommen. AT III und Fibrinogenwerte zeigten
jedoch nur leichte Schwankungen wihrend der Operation. Sato et al. (291) untersuchten das
Gerinnungsprofil bei 8 OLTs von denen 4 einer Gruppe mit geringen intraoperativen
Blutverlusten (EK-Verbrauch < 10 Einheiten) und 4 einer Gruppe mit hohen intraoperativen
Blutverlusten (EK-Verbrauch > 10 Einheiten) zugeordnet wurden. In beiden Gruppen kam es
in gleicher Weise postreperfusionell zum Anstieg der TAT Komplexe bei gleichzeitigem
Abfall von F V, F VIII und Fibrinogen.

Die vorliegenden Untersuchungen (119,120) =zeigten, daBl TAT Komplexe und
Fibrinmonomere bis zur Reperfusion unverdndert blieben, erst dann signifikant anstiegen und
noch 12 Stunden nach Reperfusion erhoht waren. In Ubereinstimmung damit fielen
Fibrinogen, AT III, freies und totales Protein S Ag, Protein C und vWF Ag nach Reperfusion
signifikant ab. Bereits 12 Stunden nach Reperfusion konnten signifikante Anstiege von
Protein C und Fibrinogen gemessen werden, die als Ausdruck der Leberfunktionsaufnahme
anzusehen sind. Diese Ergebnisse sprechen fiir eine gesteigerte Prothrombinaktivierung
beginnend erst nach Reperfusion bei gleichzeitigem Verbrauch von Gerinnungsfaktoren und
Gerinnungsinhibitoren und konnen im Sinne einer beginnenden DIC interpretiert werden.
Diese gesteigerte Gerinnungsaktivierung scheint unabhéngig vom Verlauf der t-PA Aktivitét
(119,120,275) und des intraoperativen Transfusionsbedarfs (291) zu sein. In einer
vergleichenden Untersuchung von orthotoper und heterotoper Lebertransplantation konnte in
beiden Gruppen eine postreperfusionell gesteigerte Thrombinbildung gemessen werden,
sodal} die anhepatische Phase keinen EinfluBl darauf zu haben scheint (13). Eine verstirkte
Fibrinogenolyse konnte jedoch nur bei OLT bestimmt werden. Es ist nun zu fragen, wie es zu
dieser gesteigerten Thrombinaktivierung kommt. Wihrend der kalten Ischdmiezeit ist von
einer ischdmischen Schidigung der Leber auszugehen. Bei Kontakt des Blutes mit alteriertem
Endothel kommt es zur Aktivierung und Anlagerung von Thrombozyten und konsekutiv zur
Aktivierung des  Gerinnungssystems und des fibrinolytischen Systems durch
Fremdoberflachenkontakt (38,333). AuBerdem flihren Gewebeverletzungen iiber Aktivierung
der Leukozyten mit Freisetzung von Zytokinen zur Gerinnungsaktivierung
(141,248,282,283,284). Auch die Hepatozyten und das hepatische Monozyten/
Makrophagensystem wird wéhrend der kalten Ischdmiezeit geschidigt. Dieses kann ebenfalls
zur vermehrten Freisetzung koagulatorisch wirksamer Proteine fiihren.

Das erhohte Verhéltnis von freiem zu totalem Protein S Ag bei 7 von 10 Patienten (Gruppe 1)
zeigte, dal es bei den meisten Patienten im Endstadium einer Lebererkrankung zu einer
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relativen Erhohung des Anteils an freiem Protein S Ag kommt. Bei diesen 7 Patienten lagen
die freien Protein S Ag Werte wihrend der OLT signifikant bzw. tendentiell hoher als bei den
anderen 3 Patienten (Gruppe II). Diese Ergebnisse machen deutlich, daf} ein prédoperativer
Mangel des totalen Protein S Ag primédr auf einer Abnahme des gebundenen Protein S Ag
beruht und damit zur relativen Erh6hung des freien Protein S Ag Anteils fiihrt. Dieses scheint
jedoch insbesondere bei Patienten mefBbar zu sein, deren Protein S Ag Spiegel noch im
Referenzbereich liegen. Erniedrigte Spiegel des C4b-Bindungsproteins im Endstadium einer
Lebererkrankung mit relativem Anstieg des freien Protein S Ag konnten dies erkldren.
Erhohte Werte des vVWF Ag prd- und intraoperativ lassen vermuten, dafl endotheliale
Freisetzung von Protein S Ag eine Rolle in der auffilligen Verteilung von freiem und totalem
Protein S Ag spielen konnte (140). Im Gegensatz zu dem hereditdren Protein S Mangel, bei
dem entweder beide Protein S Formen oder hdufiger nur das freie Protein S Ag als erniedrigt
gemessen wird, fanden wir bei Patienten im Endstadium einer Lebererkrankung vornehmlich
einen totalen Protein S Ag Mangel. Klinisch kommt es bei den Patienten mit hereditdrem
Protein S Mangel zu einer erhohten Inzidenz von thromboembolischen Ereignissen, wiahrend
bei Patienten mit schweren Lebererkrankungen Blutungskomplikationen im Vordergrund
stehen, die im Verlauf einer OLT akzelerieren konnen (140).
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5. WEITERFUHRENDE UNTERSUCHUNGEN ZUR PATHOPHYSIOLOGIE DER
HAMOSTASESTORUNGEN BEI ORTHOTOPER LEBERTRANSPLANTATION

5.1. Einleitung

Die Untersuchungen zur Pathophysiologie der Hémostasestorungen bei OLT (Kapitel 4)
lieferten  einen  interessanten  Ersteindruck, der sich  zumeist mit den
Untersuchungsergebnissen anderer Transplantationszentren deckte. Die pathophysiologischen
Gesamtzusammenhédnge blieben jedoch in weiten Teilen ungekldrt bzw. spekulativ.
Weiterfilhrende Untersuchungen waren daher notwendig. Im folgenden werden zundchst
Untersuchungen zum intrinsischen fibrinolytischen System vorgestellt. Die Messungen der u-
PA Aktivititen wurden in Leiden am Gaubius Institut mit der dort entwickelten Methode
(s.3.3.1.) durchgefiihrt. Neben diesem F XlI-unabhingigen Plasminogenaktivator kommt
jedoch auch dem F XII-abhingigen Plasminogenaktivator klinische Bedeutung zu, sodaB zur
Klarung der Bedeutung des gesamten intrinsischen fibrinolytischen Systems (5.2.) seine
Bestimmung erforderlich war. Als Methodik stand nur die aufwendige Fibrinplattenmethode
zur Verfiigung. Es wurde daher eine chromogene Substratmethode entwickelt, die es erlaubte,
die Aktivitdit des F XlI-abhéngigen Plasminogenaktivators schnell und auf eine im
Routinelabor praktikable Weise zu bestimmen (s.5.2.1.).

Sinnvoll erschien es, die Bedeutung des F XIII, des fibrinstabilisierenden Faktors, zu
untersuchen (s.5.3.). Hierfiir wurde eine neue Methode etabliert, da der bisher benutzte Clot
Solubilitdtstest nur eine semiquantitative und zeitaufwendige Messung der F XIII Aktivitdt
erlaubte.

Desweiteren wurde die Bedeutung der Leukozyten, Endothelzellen und Thrombozyten fiir
die Hédmostase wéhrend und nach OLT untersucht. Es wurde der Verlauf leukozytérer
Proteasen, Zytokine, Adhisionsmolekiile und des Endothelzellmarkers Thrombomodulin
(s.5.4.) sowie die Thrombozytenfunktion (s.5.5.) untersucht. Zusitzlich wurde der Einfluf}
verschiedener Konservierungslosungen auf die Thrombozytenfunktion gemessen.
AbschlieBend galt es, die Auswirkung der Spenderleber auf die Gesamthdmostase - nach
Entnahme, kalter Ischdmiezeit, Implantation und Flushing - zu untersuchen (s.5.6.). Dieses
geschah durch Bestimmung der Hémostaseparameter und der Thrombozytenfunktion
systemisch und im Perfusat der Spenderleber.

5.2. Bedeutung des intrinsischen fibrinolytischen Systems bei der Entwicklung einer
gesteigerten Fibrinolyse wihrend orthotoper Lebertransplantation

5.2.1. Entwicklung einer Methodik zur Bestimmung der F XII-abhiingigen
fibrinolytischen Aktivitit

a) Einleitung

Der Nachweis des F XII-abhédngigen Plasminogenaktivators ist durch die Tatsache erschwert,
daf} seine Molekularstruktur noch unbekannt ist und daher noch keine spezifischen Antikoérper
in Testsystemen verwandt werden konnen. Die Aktivitit dieses Plasminogenaktivators kann
mit Hilfe von Fibrinplatten bestimmt werden. Die intrinsischen fibrinolytischen
Proaktivatoren werden dabei durch Dextransulfat (DS), d.h. durch Kontaktaktivierung,
aktiviert. DS bindet die Kontaktfaktoren v.a. F XII, Prékallikrein und HMW Kininogen
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(s.Abb.2) an seiner Oberfliche und fiihrt so zur verstarkten Interaktion zwischen ihnen mit
konsekutiver Aktivierung. Es entstehen v.a. F XIla und Kallikrein, die selbst schwache
intrinsische Plasminogenaktivatoren sind, deren Hauptaufgabe jedoch in der Aktivierung
potenterer Plasminogenaktivatoren liegt. Parallel zur DS Stimulation wird die
Inhibitorkonzentration reduziert. Dieses geschieht erstens durch Verdiinnung der Plasmaprobe
(1:10) und zweitens durch isoelektrische Prézipitation bei einem pH von 5.9
(Azetatessigsdure). Bei der isoelektrischen Prizipitation bleiben die meisten Inhibitoren in
Losung (155,157), wéhrend die fibrinolytisch aktiven Komponenten prézipitieren und in
einem EDTA-Gelatine Puffer (pH 7,8) aufgenommen werden konnen. Die entstandene
Losung ist eine DS stimulierte Euglobulinfraktion (DEF) nach Kluft (185). DEF wird auf sog.
Fibrinplatten in Gegenwart von monoklonalen t-PA und u-PA Antikdrpern aufgetragen. Nach
einer Inkubationszeit von 18 Stunden wird die Fliache des aufgelosten Fibrins als Folge der
Plasminentstehung gemessen und ausgedriickt als Produkt (mm2) von zwei aufeinander
senkrecht stehenden Durchmessern der kreisrunden Lysezonen (157). Obwohl die
Fibrinplattenmethode modifiziert wurde (245), handelt es sich um eine arbeitsintensive und
zeitaufwendige Methode. Es wurde eine eigene chromogene Substratmethode entwickelt, die
eine schnelle, zuverldssige und wiederholbare Bestimmung der Aktivitit des F XII-
abhingigen Plasminogenaktivators ermoglicht. Es wurde nachgewiesen, dal3 diese Aktivitét
identisch bzw. in enger Beziehung zu der mit Hilfe von Fibrinplatten ermittelten F XII-
abhingigen fibrinolytischen Aktivitdt steht. Die so gemessene Aktivitdit wird i-PA
(intrinsische Plasminogenaktivator) Aktivitit genannt.

b) Prinzip der Methode

In einer chromogenen Substratmethode wurde die Aktivitidt von angesduertem Plasma (AP),
das mit DS (MW 1.000.000, Serva, Heidelberg, Deutschland) stimuliert (DSAP) wurde, nach
einer Inkubationszeit von 20 Minuten - mit Hilfe der p-Nitroanillinfreisetzung aus dem
chromogenen Substrat S-2251 (Chromogenix, Stockholm, Schweden) - gemessen. Die
spektrophotometrische Verdnderung der Lichtabsorption pro Stunde (405nm) wurde
aufgezeichnet und die Aktivitdt in Prozent entsprechend einer Standardkurve mit steigender
Konzentration von angeséuertem und DS stimuliertem gepooltem Plasma (DSAPP) ermittelt.
Als Leerwert wurde angesduertes Plasma, das mit destilliertem Wasser anstatt DS versetzt
wurde (HOAP bei Plasma oder H,OAPP bei gepooltem Plasma), verwendet und der
gemessene Wert (meist Null) vom Aktivititswert des DSAP(P) abgezogen. Die gemessene
Aktivitdt entsprach der i-PA Aktivitit.

¢) Evaluierung der Methode

Beim i-PA Assay lag eine 3.5-fache Verdiinnung und eine Senkung des pHs auf 4.4+0.2
(Natriumacetatpuffer pH 3.9, 0.2 M) vor.

Es wurde die Aktivitdt von C;-Inhibitor und o,-Antiplasmin in DSAP und DEF der
entsprechenden Plasmen bestimmt. Bei DSAP konnte die Inhibitoraktivitédt bis auf 10% und
bei DEF bis auf 1% reduziert gemessen werden (Abb.18).

Der Ansduerungsschritt wurde evaluiert durch Vergleich der Aktivitit von DSAP mit DS
stimuliertem, jedoch nicht angesduertem Plasma (DSP) (Abb.19). Die Aktivitidt von DSAP lag
weit liber der Aktivitdt von DSP.
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Der EinfluB der Plasmaverdiinnung wurde mit Hilfe einer Plasmaverdiinnungskurve
untersucht. Es zeigte sich eine deutliche Aktivititszunahme mit zunehmender Verdiinnung
trotz Abnahme der Plasmakonzentration (Abb.20). Dieses erklért sich durch die Abnahme der
Inhibitorpotenz mit zunehmender Verdiinnung.

Wir evaluierten den optimalen pH des Tris-Tween Puffers in der Mikrotiterplatte. Es ergaben
sich bei pH-Werten zwischen 8.3 und 8.6 lineare Standardkurven. Lag der pH niedriger als
8.3
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Abbildung 18: C,-Inhibitor und oo—Antiplasmin Aktivitdten in Dextransulfat-stimulierter Euglobulinfraktion (DEF),
Dextransulfat-stimulierter und angeséduerten Plasmaproben (DSAP) und nur angesiuerten Plasmaproben (H,OAP) bei
Verwendung von Plasma 6 gesunder Patienten
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Abbildung 19: Bestimmung der Aktivitit in Dextransulfat-stimulierten und angesduerten Plasmaproben (DSAP) und in
nur Dextransulfat-stimulierten Plasmaproben (DSP) im i-PA Assay bei Verwendung von Plasma drei Gesunder
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Abbildung 20: Evaluierung der i-PA Aktivitdt in gepoolten Dextransulfat-stimulierten Plasmaproben (DSAPP) bei
abfallender Plasmaverdiinnung (Standardabweichung in der Abbildung).
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zeigte sich ein deutliches Sattigungsverhalten gefolgt von einer Reaktionshemmung bei
steigenden DSAPP Konzentrationen. Bei einem pH grofler als 8.6 konnte ebenfalls ein
Sattigungsverhalten jedoch in abgeschwéchter Form gesehen werden (Abb.21).

Der EinfluB negativ geladener Polysaccharide wie DS zeigte sich beim Vergleich der
Aktivititen von DSAP und H,OAP. Lag keine Stimulation mit DS vor, konnten fast keine
Aktivititen gemessen werden (Abb.22).

Die Evaluierung der Inkubationszeit und Inkubationstemperatur im i-PA Assay zeigte bei
einer Inkubation von 20 Minuten bei Raumtemperatur oder 25°C optimale Resultate (Abb.23,
24a),b)). Eine verlidngerte Inkubation bis 120 (150 bei 25°C) Minuten war jedoch immer noch
vereinbar mit reproduzierbaren Ergebnissen.

Die reaktiven Komponenten des Komplementsystems lassen sich bei hohen Temperaturen
schnell inaktivieren (173,228). Ein Teil einer DSAPP wurde im Wasserbad bei 56°C fiir 30
Minuten inkubiert, wahrend ein Teil parallel bei Raumtemperatur inkubiert wurde. Die
Aktivititen beider Teile zeigten vergleichbare Aktivititswerte (Abb.25). Es konnte somit eine
Beteiligung des Komplementsystems bei der i-PA Aktivitit weitgehend ausgeschlossen
werden.

Die Beteiligung der Kontaktfaktoren an der Aktivierung von i-PA wurde untersucht. Es wurde
DSAP mit Hilfe von F XI-freiem Plasma (Lot: GK 1104-66, George King Bio Medical, INC,
USA) hergestellt. Die gemessene Aktivitit im i-PA Assay entsprach der Aktivitdt von DSAPP
(Abb.26). Wurde DSAP mit Hilfe von Hageman Faktor (F XII)-freiem (Lot: GK 1205-914E2,
George King Bio Medical, INC) und Fletcher Faktor (Prékallikrein)-freiem (Lot:GK 1703-
331D2, George King Bio Medical, INC) Plasma hergestellt, konnte im i-PA Assay keine
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Aktivitdt gemessen werden (Abb.27). Wurde zu Hageman Faktor-freiem Plasma gepooltes
Plasma in steigender Konzentration zugesetzt, zeigte sich ein Séttigungsverhalten beziiglich
der F XII Zugabe (Abb.28). Bei Mischungen von Fletcher Faktor-freiem Plasma mit
gepooltem Plasma wurde ein nahezu linearer Anstieg der i-PA Aktivitdt mit steigender
Konzentration des gepoolten Plasmas erkennbar (Abb.28).

Um zu tberpriifen, ob die Kallikreinaktivitdt mitverantwortlich war bei der im i-PA Assay
gemessenen Aktivitdt, wurde die Kallikreinaktivitit in DSAPP nach der von Kluft
beschriebenen Methode (182) mit Hilfe des Kallikrein-spezifischen Substrates PKK
(Boehringer, Mannheim, Deutschland) gemessen. Steigenden Konzentrationen von DSAPP (2
bis 40 pl) wurden 200ul Trisimidazole Puffer (u=0.15; pH 7.9 mit 0.1% Carbowax) und 40ul
PKK (1mM in destilliertem Wasser) zugesetzt. Auch bei steigenden DSAPP Konzentrationen
war keine Kallikreinaktivitit meBbar (Abb.29a). In einem 2.Schritt wurden ansteigende
Mengen von reinem Kallikrein dem Testsystem zugefiigt. Hier konnte in dosisabhéngiger
Form die Kallikreinaktivitdt im Assay wiedergefunden werden (Abb.29b).

Wir bestimmten die Kallikreinaktivitit in DSAPP nach unterschiedlichen Inkubationszeiten
von angesduertem, gepooltem Plasma (APP) mit DS (Abb.30). Es ergab sich ein zweiphasiger
Verlauf: Eine zunehmende Kallikreinaktivitit war meB3bar bei ansteigender Inkubationszeit
bis zu einer Inkubationszeit von 10 Minuten gefolgt von einem Abfall der Kallikreinaktivitit
bei ldngerer Inkubationszeit (Abb.30).

In einer weiteren Versuchsreihe wurde Kallikrein-freies DEF mit Hilfe einer CNBr-
aktivierten Sepharosesiule, die mit monoklonalen Kallikreinantikorpern (Kallikreinantikdrper
von
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Abbildung 21: Priifung der pH-Abhéngigkeit (Tris-Tween Puffer) der i-PA aktivitit bei steigenden Konzentrationen
von Dextransulfat-stimuliertem und angeséuertem, gepooltem Plasma (DSAPP) (Standardabweichung in der
Abbildung)
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Abbildung 22: Bestimmung der Aktivitdt in Dextransulfat-stimulierten und angesduerten, gepoolten Plasmaproben
(DSAPP) und in nur angeséuerten, gepoolten Plsmaproben (HOAPP) bei 10 gesunden im i-PA Assay
(Standardabweichung in dr Abbildung).
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Abbildung 23: Evaluierung des Einflusses der Inkubationszeit von Dextranssulfat (DS) mit angeséuertem Plasma (AP)
von 3 Gesunden im i-PA Assay.
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Abbildung 24: Evalution des Einflusses der Inkubationszeit von Dextransulfat mit angesduertem, gepootem Plasma bei

a) 25°C und b) 37°C im i-PA Assay (Standardabweichungen in den Abbildungen).
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Abbildung 25: Wirmeinkubation von Dextransulfat-stimulierten und angeséuerten, gepoolten Plasmaproben (DSAPP)

zum Ausschluf} einer Beteiligung des Komplementsystems bei der gemessenden Aktivitdt im i-PA Assay

(Standardabweichung in der Abbildung).
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Abbildung 26: Aktivititen in Dextransulfat-stimulierten und angeséuerten, gepoolten Plasmaproben (DSAPP) und
Dextransulfat-stimulierten und angesduerten F XI-freien Plasmaproben im i-PA Assay (Standardabweichung in der

Abbbildung).
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Abbildung 27: Aktivititen in Dextransulfat-stimuliertem und angesduertem, gep66ltem Plasma (DSAPP) und
Dextransulfat-stimuliertem und angesduertem, F-XII- (Hagemann Faktor) (DSAP-FXII) bzw. Kallikrein-
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Abbildung 28: Aktivititen von Dextransulfat-stimuliertem, angeséuertem, F XII-bzw. Kallikrein-freiem Plasma
(DSAP-XII bzw. DSAP-Kallikrein), bei denen in steigender Konzentration F XII-bzw. Kallikrein-freies Plasma durch

gepooltes Plasma (PP) ersetzt wurde. Parallel wurde die Aktivitdt eibner Plasmaverdiinnungskurve im i-PA Assay
bestimmt (Standardabweichung in der Abbildung).
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Abbildung 29: Kallikreinaktivitit gemessen mit dem Kallikrein-spezifischen Substrat PKK bei a) ansteigender
Konzentration von Dextransulfat-stimuliertem, angesduertem, gepooltem Plasma (DSAPP) (Standarabweichung in der
Abbildung) und b) gleichbleibender DSAPP Konzentration und ansteigender Kallikreinkonzentration.
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Abbildung 30: Kallikreinaktivitit gemessen mit dem Kallikrein-spezifischen Substrat PKK (Boehringer Mannheim) in
Dextransulfat-stimulierten, angesduerten Plasmaproben von 3 Gesunden.
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Abbildung 31: Aktivitdtsmessung bei steigender Konzentration von Dextransulfatstimulierter Euglobulinfraktion
(DEF) und Kallikrein-freier DEF im i-PA Assay (Standardabweichung in der Abbildung).

delta A/Std.

Plasminogen-
freies
Plasma (1)

Pasminogen- gepooltes
freies Pasma
Pasma (2)

63

Abbildung 32: Aktivitdt von Dextransulfat-stimulierten und angesduerten Plasmaproben bei der Verwendung von zwei

Plasminogen-freien Plasmen und von gepooltem Plasma im i-PA Assay (Standardabweichung in der Abbildung).
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Behring Werke Ag, Marburg, Deutschland) beschichtet war, hergestellt. Im i-PA Assay wurde
bei Zugabe steigender Konzentrationen von DEF bzw. steigender Konzentrationen von
Kallikrein-freier DEF die Aktivitit gemessen (Abb.31). Es zeigte sich eine lineare Kurve mit
ansteigender Kallikrein-freier und normaler DEF. Die Werte der normalen DEF lagen jedoch
hoher (30%).

Zusammenfassend ist liber die Abhéngigkeit der i-PA Aktivitit - mit inovativer Methodik
bestimmt - von den Faktoren des Kontaktsystems folgendes zu sagen: Die Aktivierung scheint
partiell direkt iiber Kallikrein und nur mittelbar iiber F XII zu erfolgen, wihrend sie
unabhingig vom F XI ist. Diese Ergebnisse bestitigen vorhergehende Untersuchungen, bei
denen die F  Xll-abhingige Plasminogenaktivatoraktivitit (77,183) mit der
Fibrinplattenmethode bestimmt wurde.

Kallikrein wird im i-PA Assay als nahezu geschwindigkeitsbestimmender Schritt bendtigt;
dennoch ist die gemessene Aktivitdt nicht identisch mit Kallikrein. Die Ergebnisse zeigen,
dafl wihrend der Inkubationszeit Kallikrein gebildet wird - in ansteigender Konzentration
wihrend der ersten 10 Minuten - gefolgt von einem schnellen InaktivierungsprozeB3. Nach
einer Inkubationszeit von 20 Minuten ist daher kein aktives Kallikrein mehr vorhanden.
Parallel kommt es zur Bildung von i-PA  Aktivitit, sodaB ein direkter
Aktivierungsmechanismus von i-PA durch Kallikrein angenommen werden kann. Der
Inaktivierung von Kallikrein kommt bei Verwendung von DEF keine oder nur geringe
Bedeutung zu, denn wird DEF statt DSAP im i-PA Assay verwendet, ist die
Kallikreinaktivitdt flir einen wesentlichen Teil der gesamten Aktivitdit verantwortlich
(Abb.31). Die Ergebnisse mit Kallikrein-freiem DEF zeigen jedoch, dafl i-PA auch in
Abwesenheit von Kallikrein entsteht und mit dem chromogenen Substrat S-2251 reagiert. Die
Diskrepanz zwischen der noch zu messenden Kallikreinaktivitdt in DEF und dem Fehlen der
Kallikreinaktivitdt in DSAPP kann durch das héhere Inhibitorpotential in DSAPP (10%) im
Vergleich zu DEF (1%) erklért werden.

Bei Verwendung von Plasminogen-freiem Plasma zur Herstellung von DSAP zeigte sich eine
der DSAPP vergleichbare Aktivitit im i-PA Assay (Abb.32). Ebenfalls bestand kein Einfluf3
von Fibrinfragmenten auf die i-PA Aktivitit (Abb.33).

Wurde die i-PA Aktivitdt in Gegenwart von inaktivierenden t-PA und/oder u-PA Antikérpern
gemessen, ergaben sich keine AktivititseinbuBBen (Abb.34). Wurden in einer zweiten
Versuchsreihe t-PA (10 [U/ml) oder u-PA (10 IU/ml) dem DSAP zugefiigt und die Aktivitit
bestimmt, konnte die t-PA Aktivitdt nicht und die u-PA Aktivitit reduziert wiedergefunden
werden. Es wird daher ein kompletter (t-PA) bzw. partieller (u-PA) Hemmechanismus bzw.
Inaktivierungsmechanismus im DSAP gegentiber t-PA und u-PA diskutiert (Abb.35).

Das Verhalten der i-PA Aktivitit auf den Zusatz verschiedener Inhibitoren wurde untersucht
und das 50% Inhibitorprofil erstellt (Tab.12) (92,277,347).

Das 50% Inhibitorprofil zeigte, da3 es sich bei i-PA um eine Trypsin-dhnliche Serinprotease
handelt, die aber weder mit Trypsin noch mit F Xlla identisch war. Die &quivalente
Inhibitordosis von PKSI-527 (347) gegeniiber der F XII-abhangigen fibrinolytischen Aktivitét
in der Fibrinplattenmethode (C.Kluft, Gaubius Institut, Leiden, Niederlande, personliche
Mitteilung) und gegeniiber der i-PA Aktivitdt im i-PA Assay, bestétigten die enge Beziehung
beider Aktivititen bzw. machten ihre Identitét wahrscheinlich.
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Abbildung 33: Evalution des Einflusses von Fibrinfragmenten (FF) im i-PA Assay in Dextransulfat-stimulierten und
angesduerten Plasmaproben (DSAP) von 6 Gesunden.
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Abbildung 34: Einflull des Zusatzes von t-PA und/oder u-PA Antikorpern (t-PA Ak bzw. u-PA Ak) auf die Aktivitét
von Dextransulfat-stimulierten und angeséuerten Plasmaproben (DSAP) von 6 Gesunden im i-PA Assay.
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Abbildung 35: Einfluf3 des Zusatzes von t-PA (10 IU/ml) und u-PA (10 IU/ml) auf die zu messende Aktivitét von
Dextransulfat-stimulierten und angeséuerten Plasmaproben im i-PA Assay (n=10), (Standardabweichung in der
Abbildung).
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Abbildung 36: Evaluierung des Einflusses von verschiedenen antikoagulierenden Substanzen auf die Standardkurven

mit ansteigenden Mengen von Dextransulfat-stimuliertem und angesduertem, gepooltem Plasma (Standardabweichung
in der Abbildung).
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Tabelle 6: 50% Hemmprofil der i-PA Aktivitét bei Gebrauch unterschiedlicher Inhibitoren

Inhibitor '50% Hemmprofil

Aprotinin 44 KIU/ml
Benzamidin 52 pg/ml
Chymostatin keine Hemmung
Leupeptin 1,43 pg/ml
Soybean Trypsin Inhibitor 0,33 ng/ml
Lima Been Trypsin Inhibitor keine Hemmung
Trypsin Inhibitor (Ovomucoid) keine Hemmung
Trypsin Inhibitor (frei von Ovomucoid, Weifle vom keine Hemmung
Hiihnerei)

Trypsin Inhibitor (Weille vom Putenei) keine Hemmung
Trypsin Inhibitor (partiell isoliertes Ovomucoid vom keine Hemmung
Huhn)

Corn Inhibitor keine Hemmung
PKSI 0,0035 mmol/1

Die Evaluierung der i-PA Aktivitdt in Zitratplasma, plattchenreichem Plasma, CTAD und
EDTA Plasma zeigten einen vergleichbaren Verlauf (Abb.36). Nur die Standardkurve mit
Serum lag in ihrer Aktivitdt hoher. Der Unterschied entsprach jedoch der fehlenden 10%
Verdiinnung des Serums mit dem Antikoagulanz.

Die Prizision des i-PA Aktivitdtsassays wurde im Vergleich zur F XII-abhingigen Aktivitat
der bereits etablierten Fibrinplattenmethode bestimmt.

Bei 84 Plasmaproben von Patienten mit koronarer Herzkrankheit ergab sich eine
hochsignifikante Korrelation (p=0.006, r=0.3; Median (Spannweite): 42,8 (9,1-86,3)).

Das Gaubius Institut (Leiden, Niederlande) stellte fiinf Plasmaproben, die in
unterschiedlichem Ausmal} frei vom F XII-abhingigen Plasminogenaktivator waren, zur
Verfiigung. Es ergab sich eine hochsignifikante Korrelation (p=0.0002, r=0.995) zwischen der
Aktivitit des F XII-abhéngigen Plasminogenaktivators (Fibrinplattenmethode) und der i-PA
Aktivitit (i-PA Assay).

Bei 8 Patienten mit Myokardinfarkt wurde die intrinsische fibrinolytische Aktivitit mit
Fibrinplatten bestimmt, wobei mit Hilfe von u-PA Antikérpern zwischen dem u-PA Anteil
und dem F XII-abhéngigen Anteil unterschieden wurde. Parallel wurde die i-PA Aktivitdt im
i-PA Assay bestimmt. Es zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen der i-PA Aktivitit
und der totalen intrinsischen Aktivitit und zwischen dem F XII-abhédngigen Teil und der i-PA
Aktivitit. Keine Korrelation bestand zwischen der i-PA Aktivitit und dem u-PA-abhéngigen
Teil (Abb.37a-c).

Die Sperzifitit der Methode wurde mit Hilfe der Gelfiltration bestimmt. Die Proteine der
DSAPP wurden dabei nach ihrem Molekulargewicht fraktioniert erhalten (high liquid
gelfiltration column (Superose 12 HR10/30 (Pharmacia, Uppsala, Schweden) (HPLC);
FlieBrate: 0.4ml/Min.) und die Reaktivitit der Einzelfraktionen im i-PA Assay iiberpriift. Es
wurde die i-PA Aktivitdt in 48 Fraktionen mit Hilfe der chromogenen Substrate S-2288, S-
2366 (Abb.38a), S-2251, S-2302 und S-2444 (Abb.38b) gemessen. Es konnte mit allen
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Plasmaproben (DSAP) und der Fibrinplattenmethode mit Dextransulfat-stimulierter Euglobulinfraktion (DEF) (BAU:

blood activator units nach Kluft, 186) bei Plasmaproben von 8 Myokardpaienten. (a) Korrelation zwischwn totaler
intrinsischer fibrinolytischer Aktivitit und i-PA Aktivitét, b) F XII-abhéngige fibrinolytische Aktivitdt, d,h. der

Aktivitdt nach Einsatz von u-PA Antikorpern, und i-PA Aktivitdt und c) u-PA abhingige fibrinolytische Aktivitét, d.h.
totale Aktivitdt ohne die F XII-abhéngige Aktivitat, und i-PA Aktivitét.
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Abbildung 38: Bestimmung der i-PA Aktivitét in 48 Proteinfraktionen, die entsprechend ihrem Molekulargewicht mit
der Methode der Gelfiltration fraktioniert erhalten wurden a) mit Hilfe der chromogenen Substrate S-2228, S2366 und
b) mit S-2251, S2302 und S-2444.
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Abbildung 39: Histiogramm der i-PA Aktivitdt (n=37 Gesunde); Mittelwert mit Standardabweichung: 97 (17,2)%.
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Abbildung 40: Bestimmung der i-PA Aktivitdt in 6 gepoolten Plasmaproben, die zu 6 verschiedenen Zeitpunkten im
Gaubius Institut, Leiden, Niederlande, vom Blut der Mitarbeiter (n=36) gewonnen wurde; Median (Spannweite 25-
75%) =111,7 (107,3-116,3) (Standardabweichung in der Abbildung).
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Substraten nur ein isolierter Aktivitdtspeak gesehen werden, der einem Molekulargewicht von
134 kD entsprach.

d) detaillierte Beschreibung der evaluierten Methodik

Frisch gewonnenes und antikoaguliertes Blut wurde sofort auf Eis gelegt und bei 2000g
wihrend 20 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Das gewonnene Plasma wurde vorzugsweise bei
-70°C eingefroren. Wurde die Probe aufgetaut, geschah dies in einem 37°C warmen
Wasserbad bis 3/4 des Plasmas fliissig waren. Die restlichen 1/4 wurden durch Schiitteln der
Probe bei Raumtemperatur aufgeldst. Das Plasma wurde anschlieBend sofort mit Azetatpuffer
(pH=3.9, 0.2 molar) im Verhiltnis 1:1 angesduert. Zu 100 Volumenprozent des resultierenden
angesduerten Plasmas (AP) wurden 75 Volumenprozent DS (MG 1.000.000) zugefiigt. Nach
sorgfiltiger Mischung und einer Inkubation von 20 Minuten erhielt man DSAP. Da
Voruntersuchungen (s.Abb.23, Abb.24a),b)) gezeigt hatten, dall das so gewonnene DSAP bis
zu 2 Stunden lang seine Aktivitdt nicht verdnderte, war eine parallele Bestimmung der
Aktivitdit von mehreren Plasmaproben moglich. DSAP hatte einen pH von 4.4+0.2 und das
Plasma war 3.5fach verdiinnt. 20ul DSAP wurden auf Mikrotiterplatten pipetiert, die 135 pl
Puffer pro Vertiefung (0.1 M Tris-HCL/ 0.1% Tween 80, pH 8.47) enthielten. Als letzter
Schritt wurde das chromogene Substrat S-2251 (Chromogenix) mit einer Endkonzentration
von 0.69 mmolar (verdiinnt mit dem Tris-Tween Puffer) in jede Vertiefung gegeben. Die
spektrophotometrischen Verdnderungen der Absorbtion pro Stunde bei 405 nm wurde
wihrend 2 Stunden in 15 miniitigen Abstinden aufgezeichnet und die Aktivitdt ausgedriickt
als Prozent der Aktivitit von gepooltem Normalplasma (DSAPP) - abgelesen an einer
Standardkurve mit verschiedenen Verdiinnungsstufen von Normalplasma. Zur Bestimmung
von Nullwerten wurde die DS Stimulation ersetzt durch Zugabe von destilliertem Wasser
(H,OAPP). Diese Nullwerte - meist Null - wurden von den DSAP bzw. in der Standardkurve
von den DSAPP Werten abgezogen, um die i-PA Aktivitét zu erhalten.

e) Normalwerte und Verteilung der i-PA Aktivitiat

Bei der i-PA Aktivitit konnte Normalverteilung (5%) (Martinez und Iglewicz Test, 226) mit
einem signifikanten Normalititstestwert (1,185) gemessen werden (Abb.39).

Zusétzlich wurde die i-PA Aktivitdit in gepooltem Plasma bestimmt, das zu sechs
unterschiedlichen Zeitpunkten innerhalb von 3 Jahren gewonnen worden war (Abb.40).

5.2.2. Bestimmung der Parameter des intrinsischen fibrinolytischen Systems wahrend
orthotoper Lebertransplantation

In der folgenden Untersuchung wurden die u-PA Parameter nicht mit dem kommerziell
erhiltlichen Kit von Biopool sondern mit den sensitiveren in Leiden entwickelten Assays
gemessen (scu-PA und tcu-PA im BIA und die Summe von scu-PA, tcu-PA und tcu-PA-
Inhibitorkomplexen, d.h. u-PA Ag im ELISA) (vgl.3.3.1.).

Die i-PA Aktivitit wurde mit Hilfe der neu entwickelten chromogenen Substratmethode
bestimmt (s.5.2.1.).
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5.2.2.1. u-PA

In einer ersten Studie (129,134) untersuchten wir das Verhalten von u-PA wéhrend OLT. Bei
29 Patienten (Tab.2) wurden zu 7 verschiedenen Zeitpunkten wéhrend der OLT arterielle
Blutproben entnommen. Alle Patienten erhielten intraoperativ eine kontinuierliche Aprotinin-
Infusion beginnend mit 0,2 Millionen KIU/Std. mit Anésthesiebeginn und 0,4 Millionen
KIU/Std. mit Beginn der anhepatischen Phase. Mit Operationsende wurde die Dosierung auf
0,1 Mill. KIU/Std. reduziert und Heparin in einer Dosierung von 250 IE/Std. gegeben.

Es wurden die Konzentrationen von u-PA Ag, scu-PA, tcu-PA und die t-PA Aktivitit
bestimmt. Zeichen einer Hyperfibrinolyse oder gesteigerten Fibrinolyse wurden mit dem TEG
erfalit (s.3.3.1.).

Tabelle 7: Diagnose und Charakteristika von 29 Patienten mit primérer orthotoper Lebertransplantation

Diagnose Anzahl | weibl. | minnl Alter*
Postnekrotische Zirrhose 15 6 9 43(22-63)
Alkoholtoxische Zirrhose 3 2 1 57(46-60)
Akute Hepatitis 2 2 0 25,37
Primiire biliére Zirrhose 4 4 0 50(40-47)
Primiére sklerotische Zirrhose 4 0 4 48(42-56)
Leberzellcarcinom 1 0 1 44
Total 29 14 15 44,5(22-63)

*Median(Spannbreite) in Jahren

5.2.2.1.1. Ergebnisse (1)

Mittels TEG fanden sich keine Anhaltspunkte fiir eine signifikante Hyperfibrinolyse (119) bei
allen 29 OLTs wihrend des Beobachtungszeitraumes bis 60 Minuten nach Beginn der
Reperfusion. Zeichen einer gesteigerten Fibrinolyse mit Hilfe der MA+45/MA Ratio waren
am ausgepragtesten in der anhepatischen Phase (Abb.41).

Praoperative Medianwerte von u-PA Ag und scu-PA lagen mehr als 2-fach hoher als die
medianen Normalwerte (p>0.01). Am Ende der praanhepatischen Phase konnte ein leichter
Abfall beider Parameter (Abb.42) (scu-P:n.s.) beobachtet werden gefolgt von stabilen Werten
in der anhepatischen Phase. Mit Reperfusion der Spenderleber kam es zu hochsignifikanten
Abfillen von u-PA Ag und scu-PA, die 60 Minuten spéter nur noch minimal erhdht waren (u-
PA Ag) bzw. vollig (scu-PA) im Normalbereich lagen.

Prioperative Medianwerte der tcu-PA Konzentration (Abb.42) lagen deutlich iiber der
Nachweisgrenze; in einem Kollektiv von gesunden Probanden lagen sie hingegen unterhalb
der Nachweisgrenze (119). Nach einem nicht signifikanten Abfall in der prdanhepatischen
und anhepatischen Phase konnte wihrend letzterer ein signifikanter zweifacher Anstieg der
tcu-PA Werte gesehen werden. Der sich anschlieBende Abfall erreichte erst 60 Minuten nach
Reperfusionsbeginn ein Signifikanzniveau. Die Werte lagen jedoch zu diesem Zeitpunkt noch
immer 2-fach 1iiber der Nachweisgrenze und unterschieden sich nicht von den
Ausgangswerten. Bei 3 Patienten lagen die tcu-PA Werte wihrend der gesamten Operation
unterhalb der Nachweisgrenze.

Die t-PA Aktivititswerte lagen prioperativ im oberen Normalbereich. Wéhrend der
praanhepatischen und anhepatischen Phasen (Abb.43) zeigte die t-PA Aktivitit einen
allméhlichen Anstieg, der am Ende der anhepatischen Phase Signifikanzniveau erreichte. Mit
Reperfusion kam es zu einem Abfall der t-PA Aktivitdtswerte in den Normalbereich.
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Einer der 29 transplantierten Patienten wurde von den statistischen Berechnungen in Abb.42
und 43 ausgeschlossen, weil die prdoperativen u-PA und t-PA Werte extrem hoch lagen und
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Maximalamplitude (MA)) und MA (= MA+45/MA Ratio) im Verlauf von 29 orthotopen Lebertransplantationen in der
anhepatischen Phase und in der Reperfusionsphase.

Zeitpunkt 3 4 5 6 7

MA+45/MA | 0,75-0,92 | 0,82-0,95 | 0,82-0,97 | 0,8-0,99 | 0,87-0,97
p(3/6) p(3/7) p(4/6) p(4/7)

MA+45/MA =0.0046 | =0.0052 | =0.0029 | =0.0026
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Abbildung 42: Verlauf der Konzentrationen von urokinase-type Plasminogenaktivator Antigen (u-PA Ag), single chain
u-PA (scu-PA) und two chain u-PA (tcu-PA) wihrend 28 orthotoper Lebertransplantationen.

Zeitpunkt 1 2 3 4 5 7

u-PA Ag (ng/ml) | 3-14,5 | 2,1-11 1,89 | 2,5-10 | 2,6-8,8 | 2,4-8 | 1,7-8

scu-PA (ng/ml) 0-6,54 | 1,7-6,7 | 0,7-5,3 | 1,2-5,7 | 0,8-4,4 | 0,7-4 | 3-5,2

tcu-PA (ng/ml) 0-1 0-0,9 0-1 0-1,14 | 0-0,9 | 0-0,9 | 0-1

u-PA Ag p(1/2)=0.002 | p(4/5)=0.0003 p(4/6)=0.0004 p(4/7)=0.000001
scu-PA p(4/5)=0.006 p(4/6)=0.0001 p(4/7)=0.0007
tcu-PA p(3/4)=0.0235 p(4/7)=0.0335
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Abbildung 43: Verlauf der t-PA (tissue-type Plasminogenaktivator) Aktivitdten in 28 orthotopen
Lebertransplantationen und einer getrennt ausgewerteten Transplantation mit hochsignifikant hoheren Ausgangswerten.

Zeitpunkt 1 2 3 4 5 6 7
t-PA Akt. (IU/ml) | 0-3,6 | 0-26,8 | 0,3-19 | 1,2-17 | 0-29 | 0-27 | 0-7,1

t-PA Aktivitit p(1/4)=0.0023 | p(4/6)=0.0002 | p(4/7)=0.00001 |
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Abbildung 44: Verlauf von urokinase-type Plasminogenaktivator Antigen (u-PA Ag), single chain u-PA (scu-PA) und
two chain u-PA (tcu-PA) bei einer Patientin, deren Werte wéihrend der orthotopen Lebertransplantation getrennt
ausgewertet wurden, da hochsignifikant hohere Ausgangswerte vorlagen.
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die Wahrscheinlichkeit, dafl diese Konzentrationen von u-PA Ag, scu-PA und tcu-PA und die
t-PA Aktivititswerte Teil der untersuchten Gruppe der anderen OLTs waren, geringer als 10-2
(P(u-PA Ag)<1077, D(scu-PA)<107, P(tcu-PA)<10-3, p(t-pA)<10-3) war (116). Es handelte
sich um eine 22-jéhrige Frau, die seit 14 Jahren an einer autoimmunen Hepatitis mit schwerer
Leberzirrhose litt. Bei der Laparatomie zeigte sich eine diffuse Peritonitis mit 6 Litern
purulenter Aszitesfliissigkeit. Wihrend der OLT fielen die u-PA Ag Werte von pridoperativ
128 auf 20,5 ng/ml, die scu-PA Werte von 70,2 auf 4,5 ng/ml und die tcu-PA Werte von 19
auf 3,5 ng/ml ab (Abb.44). Die t-PA Aktivititwerte waren 8,25 IU/ml zu Beginn der
Operation und fielen wéhrend der Operation auf 0,010 IU/ml ab (Abb.43). Zwei Tage nach
der OLT kam es bei der Patientin zu diffuser intraabdomineller Blutung mit konsekutivem
Transplantatversagen, das eine Retransplantation erforderlich machte. Diese verlief
erfolgreich. In der untersuchten Gruppe war dies die einzige Patientin mit diffuser Peritonitis
intraoperativ und schweren Blutungskomplikationen postoperativ, die zur Retransplantation
fiihrten.

5.2.2.1.2. Diskussion (1)

Die erhdhten u-PA Werte im Plasma prdoperativ sind vereinbar mit der verldngerten
Halbwertszeit von u-PA bei Patienten im Endstadium einer Lebererkrankung (179). Der
geringfiigige, jedoch teilweise signifikante Abfall von u-PA Ag und scu-PA wihrend der
priaanhepatischen Phase konnte als transfusioneller Verdiinnungseffekt erkldrbar sein. In der
anhepatischen Phase war jedoch auffillig, daf es trotz Fehlen der hepatischen Clearance von
u-PA nicht zu einem Anstieg von u-PA Ag und scu-PA kam. Wire fiir u-PA die Leber nicht
nur Clearanceorgan sondern auch Syntheseort, wiirde der Ausfall beider Funktionen in der
anhepatischen Phase die relativ stabilen Werte erkléren.

Tcu-PA, d.h. die aktive u-PA Form, stieg in der anhepatischen Phase signifikant an. Dieses
macht einen Prozel3 der scu-PA Aktivierung in dieser Phase wahrscheinlich. Parallel ist ein
langsamerer, aber ebenfalls signifikanter Anstieg der t-PA Aktivitdt zu beobachten.

Der Abfall der u-PA Parameter mit Revaskularisation der Spenderleber ist durch die
beginnende hepatische Clearance erklért.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, daf3 erstens neben t-PA auch u-PA eine Rolle
bei der Entwicklung der gesteigerten Fibrinolyse bei OLT spielt und daB3 zweitens die
vorliegenden Daten die Leber als u-PA Syntheseorgan wahrscheinlich machen.
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In einer 2. Untersuchung (138) wurden bei 43 OLTs (Tab.3) u-PA Parameter im Perfusat
der Spenderleber und in der korrespondierenden systemischen Zirkulation 5 Minuten nach
Reperfusion gemessen. Elf Patienten erhielten Aprotinin als dreimaligen Bolus (Abb.6) und
die folgenden 32 Patienten als kontinuierliche Infusion (vgl.5.2.2.1.).

Tabelle 8: Diagnose und Charakteristika von 43 Patienten mit primérer orthotoper Lebertransplantation
(Alter (Median (Spannbreite) in Jahren)

Aprotinin als Aprotinin als
Bolusgabe Infusionsgabe
Diagnose weibl. | mannl. | Alter* | weibl. | midnnl. | Alter*

Postnekrotische Zirrhose 2 3 50(45-64) 7 11 45(22-63)
Alkoholtoxische Zirrhose 3 1 48(39-55) 2 2 54(46-60)
Akute fulminante Hepatitis 0 0 - 2 0 25,57
Primiire biliére Zirrhose 0 0 - 4 0 50(40-47)
Primire sklerotische 0 0 - 0 4 48(42-56)
Cholangitis

Sekundiire bilidre Zirrhose 0 1 51 0 0 -
Budd-Chiari Syndrom 1 0 46 0 0 -
Total 6 5 49(39-64) | 15 17 | 45(22-63)

*Median(Spannbreite) in Jahren

5.2.2.1.3. Ergebnisse (2)

Die medianen u-PA Ag Werte lagen im Perfusat und in der korrespondierenden Zirkulation
1.6-fach iiber den Medianwerten einer Kontrollgruppe von 50 Gesunden (p<0.01) (Abb.45).
Die Perfusatspiegel lagen gering, aber signifikant hoher als die systemischen Spiegel. Wurde
die Art der Aprotiningabe beriicksichtigt, ergab sich bei Bolusgabe kein signifikanter
Unterschied zwischen Perfusat und systemischen Spiegeln, wéhrend bei hdherdosierter
Infusionsgabe die Werte im Perfusat signifikant liber den systemischen Werten lagen
(Abb.46).

Die medianen scu-PA Werte lagen im Vergleich zum Normalkollektiv systemisch 1.2-fach
und im Perfusat 1.7-fach hoher (beide: p<0.01). Sowohl in der gesamten Gruppe als auch in
der Unterteilung nach Art der Aprotininapplikation lagen die Perfusatwerte signifikant {iber
den korrespondierenden systemischen Werten (Abb.45,46).

Die medianen tcu-PA Werte lagen systemisch 2-fach und in den Perfusatproben 2.6-fach tiber
der Nachweisgrenze (Abb.45). Sowohl in der gesamten Gruppe als auch bei Bolusgabe lagen
die tcu-PA Werte im Perfusat signifikant iiber den systemischen Werten.

5.2.2.14. Diskussion (2)

Bei der Interpretation der Ergebnisse mufl man sich vergegenwértigen, dall das Perfusat eine
Mischung aus Blut und Konservierungslosung ist. Es ist daher von einer erniedrigten
Konzentration der Plasmaproteine im Perfusat im Vergleich zur systemischen Zirkulation
auszugehen (vgl.Tab.10). Die deutlich erhdht gemessenen u-PA Parameter im Perfusat
sprechen daher fiir eine hepatische u-PA Freisetzung als Hinweis auf eine mogliche
hepatische Synthese.
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Abbildung 45: Konzentrationen von urokinase-type Plasminogenaktivator Antigen (u-PA Ag), single chain u-PA (scu-

PA) und two chain u-PA (tcu-PA) im Perfusat (P) und der korrespondierenden systemischen Zirkulation (S) bei 43

orthotopen Lebertransplantationen (Spannweiten in der Abbildung).

Statistische Signifikanzen

u-PA Ag p(P/S)<0.01
scu-PA p(P/S)<0.01
tcu-PA p(P/S)<0.01
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Abbildung 46: Konzentrationen von urokinase-type Plasminogenaktivator Antigen (u-PA Ag), single chain u-PA (scu-
PA) und two chain u-PA (tcu-PA) im Perfusat (P) und in der korrespondierenden systemischen Zirkulation (S) bei 11

orthotopen Lebertransplantationen, bei denen Aprotinin als Bolus und bei 32 orthotopen Lebertransplantationen, bei
denen Aprotinin als hoherdosierte Infusion gegeben wurde (Spannweiten in der Abbildung).

Infusionspatienten | Boluspatienten
u-PA Ag p(P/S)<0.01 p(P/S) n.s.
scu-PA p(P/S)<0.05 p(P/S)<0.05
tcu-PA p(P/S) n.s. p(P/S)<0.05
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Wurden die Ergebnisse in Abhdngigkeit von der Art der Aprotininapplikation ausgewertet,
ergab sich, dafl in Gegenwart hoherer Aprotininwerte (Infusionsgabe) tcu-PA Werte
vergleichbar in Perfusat und systemischer Zirkulation waren, wéhrend u-PA Ag und scu-PA
Werte im Perfusat signifikant hoher lagen. Bei niedrigeren Aprotininwerten (Bolusgabe)
waren die u-PA Ag Werte in Perfusat und systemischer Zirkulation vergleichbar. Scu-PA und
tcu-PA lagen jedoch im Perfusat signifikant hoher.

Durch die unterschiedliche Patientenzahl bei der Gabe von Aprotinin als Bolus- bzw. Infusion
ist die Vergleichbarkeit von Werten im Perfusat und systemischer Zirkulation begrenzt.
Dieses konnte erkldren, warum die hoheren u-PA Ag Werte im Perfusat der groferen
Infusionsgruppe in der kleineren Bolusgruppe nicht wiedergefunden wurden. Hohere tcu-PA
Perfusatspiegel bei Aprotininbolusgabe und fehlender Unterschiedlichkeit bei Infusionsgabe
sprechen fiir eine verstarkte scu-PA Aktivierung in der Spenderleber in Gegenwart niedrigerer
Aprotininspiegel. Tcu-PA wird durch hydrolytische Spaltung von scu-PA unter Einwirkung
der Proteasen Plasmin und Kallikrein freigesetzt (10). Beide werden durch Aprotinin
gehemmt. Die vorliegenden Ergebnisse lassen sich mit der Vorstellung vereinbaren, daf3
hohere Konzentrationen von Aprotinin (Abb.67) die Freisetzung beider Proteasen und damit
die tcu-PA Entstehung hemmen. Auswirkungen des fiir Aprotinin beschriebenen
zytoprotektiven Effektes (210) konnten bei den vorliegenden Ergebnissen nicht gefunden
werden. Eine hohere Aprotininkonzentration fiihrte nicht zur verminderten hepatischen u-PA
Freisetzung.

5.2.2.2. i-PA
Wir untersuchten die aktivierbare i-PA Aktivitit im Verlauf von 47 OLTs (Tab.9). 13

Patienten erhielten Aprotinin als Bolus (Abb.6) - und 34 Patienten als Infusionsgabe
(s.5.2.2.1.).

Tabelle 9: Diagnose und Charakteristika von 47 Patienten mit primérer orthotoper Lebertransplantation

Diagnose Anzahl | weibl. | méinnl. Alter*
Postnekrotische Zirrhose 23 9 14 47(21-64)
Alkoholtoxische Zirrhose 8 5 3 52(39-60)
Akute Hepatitis 3 3 0 29(23-37)
Budd-Chiari Syndrom 1 1 0 46
Primiire bilidre Zirrhose 4 4 0 50(40-47)
Sekundiire biliiire Zirrhose 1 0 1 51
Primiire sklerotische Zirrhose 4 0 4 48(42-56)
Leberzellcarcinom 2 0 2 45,60
Metastasenleber 1 0 1 45
Total 47 22 25 44(21-63)

Median(Spannbreite) in Jahren

5.2.2.2.1. Ergebnisse
Priaoperative i-PA Aktivititswerte waren signifikant (p<0.0001) tiefer als in einer normalen
Kontrollgruppe (n=37, vgl.5.2.1.e)).
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Abbildung 47: Intrinsische Plasminogenaktivator (i-PA) Aktivitdt im Verlauf von 47 orthotopen
Lebertransplantationen und im Perfusat (P).

Zeitpunkt I 2 3 4 5 6 7 8 P
i-PA AU/l | 0-79,3 | 1-100,4 | 3,4-82,6 | 6,7-74.2 | 6-762 | 23-77,8 | 7,7-50 | 12,9-48,9 | 1,1-43,9

Statistische Signifikanzen

i-PA
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p(3/5)=0.0031 | p(3/4)=0.0024 | p(5/6)=0.0019 | p(4/P)=0.0000 | p(5/P)=0.000 |




84

Bis zum Ende der anhepatischen Phase und in der frithen Reperfusionsphase war ein
signifikanter Anstieg der i-PA Aktivitdt erkennbar gefolgt von einem Abfall 15 Minuten nach
Reperfusionsbeginn. Die Perfusatspiegel lagen hochsignifikant unter den Spiegeln in der
systemischen Zirkulation (Abb.47). Bei Beriicksichtigung der unterschiedlichen
Aprotininmedikation fielen signifikant niedrigere Spiegel in der hoherdosierten
Infusionsgruppe auf bei tendenziell gleichartigem Verlauf.

5.2.2.2.2. Diskussion

Wihrend der anhepatischen Phase kam es zum hochsignifikanten Anstieg der i-PA Aktivitit.
Bei Interpretation der Werte muf3 in Betracht gezogen werden, dal intraoperativ bei allen
OLTs Aprotinin - in der Mehrzahl der untersuchten Patienten als hoher dosierte
kontinuierliche Infusion (s.5.2.2.1.) - gegeben wurde. Systemisch wurden dabei mediane
Spiegel von 60 KIU/ml zu Beginn der anhepatischen Phase und von 100 KIU/ml zu Beginn
der Reperfusion erreicht. Diese Spiegel lagen weit {iber der 50%igen Inhibitordosis von
Aprotinin (5.2.1.c)) gegeniiber der i-PA Aktivitit und erkldrten daher die im Vergleich zu
Normalpersonen deutlich niedrigeren i-PA Spiegel. Der beobachtete anhepatische i-PA
Anstieg wurde trotz der Dosiserhohung der Aprotininmedikation zu diesem Zeitpunkt
beobachtet. Bei fehlender Aprotininmedikation wére daher in diesem Zeitraum eine
wesentlichere Steigerung der i-PA Aktivitit zu erwarten. Es kann somit von einer Steigerung
der aktivierbaren i-PA Aktivitdt wihrend der anhepatischen Phase ausgegangen werden. Die
hochsignifikant niedrigeren i-PA Werte im Perfusat lassen sich durch die Verdiinnung mit
Konservierungslosungsresten (vgl.Kapitel 5.6.) erkldren. Sie sprechen gegen eine hepatische
Freisetzung bzw. Synthese von i-PA.

5.2.2.3. Zusammenfassende Diskussion

Beim intrinsischen fibrinolytischen System miissen zundchst Proaktivatoren aktiviert werden.
Dieses kann indirekt durch Plasminentstehung im Rahmen des extrinsischen fibrinolytischen
Systems oder direkt durch externe Triggermechanismen wie Fremdoberflachenkontakt des
Blutes gegeben sein. Die potentielle Aktivitét des intrinsischen fibrinolytischen Systems liegt
weit liber der Kapazitit des extrinsischen Systems (188).

Wiéhrend der anhepatischen Phase der OLT konnte eine deutliche Steigerung der intrinsischen
fibrinolytischen Aktivitdt (i-PA, u-PA) gefunden werden (Abb.48). Der hypothetisch
verantwortliche Pathomechanismus fiithrt zunichst zur t-PA Erhdhung zum einen durch das
Fehlen der Leber als Clearanceorgan von t-PA und zum anderen durch Stauung des Blutes im
vendsen System mit vermehrter endothelialer t-PA Freisetzung. In einer Untersuchung (12)
wurde der anhepatische t-PA Anstieg in Abhédngigkeit vom Vorhandensein eines veno-
vendsen Bypasses untersucht. Es ergaben sich keine Unterschiede, soda3 der veno-venose
Bypass keinen EinfluB auf die t-PA Spiegel zu haben scheint. Operativ gesteigerte
Fibrinbildung erhoht zusitzlich die t-PA Aktivitit. Es kommt zunéchst lokal - im Bereich der
Fibringerinnsel - zur t-PA induzierten Plasmingenerierung. Plasmin baut Fibrin ab und
initiiert andererseits die Aktivierung des intrinsischen fibrinolytischen Systems. Es iiberfiihrt
scu-PA in seine zweikettige Form, aktiviert F XII und fiihrt damit zur Kallikreingeneration,
wodurch die Voraussetzungen zur i-PA Aktivierung gegeben sind (Abb.2). Die intrinsischen
Plasminogenaktivatoren tcu-PA und i-PA fithren in einer feed-back Reaktion zur
zunehmenden Plasminfreisetzung, wodurch die primédr eher schwache, lokalisierte,
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extrinsische fibrinolytische Aktivitdt exponentiell gesteigert wird. Dariiberhinaus kommt das
Blut wihrend der anhepatischen Phase iiber den veno-vendsen Bypass in Kontakt mit einer
Fremdoberfliche, wodurch weitergebend eine gesteigerte Aktivierung des Kontaktsystems
induziert wird (Abb.48).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, da3 wihrend der anhepatischen Phase mehrere
Aktivierungsmechanismen des fibrinolytischen Systems potenzierend ineinandergreifen. Bei
Operationen mit kardiopulmonalen Bypéssen konnten vergleichbare Ergebnisse gefunden
werden (95,189,341).

Das Fehlen der hepatischen Clearancefunktion in der anhepatischen Phase bedingt
Aktivitatssteigerungen von t-PA, u-PA und i-PA, die {iiber die jeweiligen
Konzentrationsverdnderungen hinausgehen und zusammen mit einer verldngerten
biologischen Halbwertszeit von freiem Plasmin zu einer mitunter klinisch relevanten
Hyperplasmindmie bzw. Hyperfibrinolyse fithren (Abb.48).

Aprotinin hemmt Kallikrein, Plasmin, i-PA und u-PA und greift auf diese Weise regulierend
in eine iberschieBende Aktivierung des fibrinolytischen Systems ein (Abb.49). Damit
erkldren sich die weitgehend fehlenden Zeichen einer Hyperfibrinolyse bei hoher dosierter
Aprotinin-Infusion (126).

Die Ergebnisse machen deutlich, daB3 das intrinsische fibrinolytische System in Interaktion
mit dem extrinsischen fibrinolytischen System entscheidend zur Entwicklung der gesteigerten
Fibrinolyse bei OLT beitragt (118) und dafl dem extrinsischen fibrinolytischen System dabei
die wesentliche Triggerfunktion zukommt. Weiterhin wird deutlich, daf3 u-PA durch die Leber
geklirt, aber wohl auch synthetisiert wird, wéhrend die Leber bei i-PA nur eine
Clearancefunktion einnimmt.

Spétere Untersuchungen bestétigten (175) diese Ergebnisse, doch konnten andere Untersucher
(296) bei laboranalytischer Beschrinkung auf F XII und C;-Esteraseinhibitor diese
Interpretation nicht untermauern.



88

5.3. Bedeutung der Faktor XIII Aktivitit bei orthotoper Lebertransplantation

Wir untersuchten im Verlauf von 10 konsekutiven OLTs (Diagnosen vgl. Tab.10) das
Verhalten von F XIII in der systemischen Zirkulation und im Perfusat (131). Dabei wurde die
F XIII Aktivitdt mit dem etablierten Clot Solubilititstest (166) und einem neu eingefiihrten
photometrischen Assay (85) (vgl. 3.3.2.) gemesen.

Aprotinin wurde als kontinuierliche Infusion gegeben (s.5.2.2.1.).

Tabelle 10: Diagnose und Charakteristika von 10 Patienten mit primérer orthotoper Lebertransplantation

Diagnose Anzahl | weibl. | minnl Alter*
Postnekrotische Zirrhose 6 3 3 37(21-52)
Primiire biliéire Zirrhose 1 2 0 48(42-51)
Primiére sklerotische Zirrhose 1 1 0 48
Leberzellcarcinom 1 0 1 45
Total 10 6 4 43(21-52)

*Median(Spannbreite) in Jahren

5.3.1.Ergebnisse

Die Durchfiihrung des photometrischen Assays mit Hilfe eines Autoanalysers war mehr als
10-mal so schnell wie der Clot Solubilititstest. Es zeigte sich eine sehr gute Prizision
innerhalb einer Serie und zwischen verschiedenen Serien (‘within-run’ und ‘day to day
precision’), und es konnte eine hochsignifikante Korrelation zwischen den Werten beider
Assays beobachtet werden (Abb.50).

Praoperative F XIII Aktivititswerte (Abb.51) lagen niedriger als in einer normalen
Vergleichsgruppe (p<0.01). Mit Beginn der anhepatischen Phase kam es zum signifikanten
Abfall der F XIII Aktivitidt gefolgt von einem kurzen nicht signifikanten Anstieg in der
Reperfusionsphase und einem signifikanten Abfall 10 Minuten spéter. Im Perfusat lagen die F
XIII Aktivitdtswerte weit tiber den systemischen Werten.

5.3.2.Diskussion

Wihrend Hamostaseaktivierung mit gesteigerter Thrombin- und Fibrinbildung kommt es zu
erniedrigten Plasmaspiegeln von F XIII, da F XIII zusammen mit Fibrin prazipitiert. Bei
hyperfibrinolytischen Zustinden entsteht vermehrt Plasmin. Dieses fiihrt bei Uberschreiten
des Inhibitorpotentials zu einem freien Vorkommen von Plasmin im Plasma. Plasmin spaltet
nicht nur Fibrin sondern im Plasma auch Fibrinogen, F V, F VIII und F XIII. Bei OLT kommt
es sowohl zur Hyperfibrinolyse als auch zur Hamostaseaktivierung. Beide sind in der Lage
die F XIII Spiegel zu reduzieren. Es ist daher vorstellbar, dall reduzierte F XIII Spiegel eine
bedeutende Rolle bei der erhohten Blutungsneigung intra- und postoperativ spielen. Einen
erworbenen partiellen Mangel an F XIII beobachtet man dariiberhinaus bei ausgeprégter
Leberzirrhose (20).

Bei den F XIII Untersuchungen im Verlauf der OLTs konnte wéhrend der anhepatischen
Phase ein Abfall der F XIII Aktivitdt beobachtet werden. Dies ist wahrscheinlich durch die
gesteigerte Fibrinolyse in dieser Phase zu erkldren. Eine fehlende hepatische Synthese hat bei
der langen Halbwertszeit von F XIII (ca. 50 Stunden) nur eine untergeordnete Bedeutung. Die
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Abbildung 50: Korrelation zwischen photometrisch gemessenen und im Clot Solubilitétstest bestimmten F XIIT

Aktivititen (n=24).
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Zeitpunkt 1 2 3 4 5 6 7 P
F XIII (%) 32-122 | 36-136 | 34-105 | 46-119 | 32-98 | 23-96 | 17-91 | 41-143

F XIII p(2/3)=0.04 | p(5/6)=0.02 | p(5/P)=0.07
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Spannweite der F XIII Aktivitit zeigte, da es 60 Minuten nach Beginn der
Reperfusionsphase zu Werten unter 20% bei einigen Patienten kam. Bei kongenitalem F XIII
Mangel kommt es erst bei F XIII Werten unter 5% zu Spontanblutungen (214). Jedoch muf}
davon ausgegangen werden, dal3 bei den komplexen Gerinnungsstérungen wéihrend OLT auch
geringradig erniedrigte Werte an einer gesteigerten Blutungsneigung und einer gestorten
postoperativen Wundheilung Anteil haben kénnen (78,115,119,120,125,275). Mit Beginn der
Reperfusion und der in dieser Phase nachgewiesenen gesteigerten Prothrombinaktivierung
wiiren abfallende F XIII Werte zu erwarten gewesen. Uberraschenderweise lagen die F XIII
Werte im Perfusat hoher als in der systemischen Zirkulation, und systemisch kam es mit
Reperfusionsbeginn zum Anstieg der Werte. Dieses spricht fiir eine F XIII Freisetzung aus
der Spenderleber, die den erwarteten F XIII Abfall iiberlagert. Die Ergebnisse bestitigen
Voruntersuchungen der F XIII A und B Untereinheiten bei Knochenmark- und
Lebertransplantationen, die deutlich machten, daB3 das F XIII A Protein in Zusammenhang mit
der Hdmatopoese (hochstwahrscheinlich in Megakaryozyten) und die F XIII B Untereinheit in
der Leber gebildet wird (357).

Die photometrische Bestimmungsmethode zeigte eine hohe Prézision und eine
hochsignifikante Korrelation zu dem Clot Solubilitétstest. Dadurch konnten vorhergehende
Untersuchungen (85) bestitigt werden. Die photometrische Bestimmungsmethode erlaubt die
schnelle und einfache Bestimmung der F XIII Aktivitdit bei Gerinnungs- und
Wundheilungsstérungen. Sie ermoglicht die rasche Detektion einer F XIII Mangelsituation
und schafft damit die Vorraussetzung zur moglichen Substitutionstherapie, die auch im
Rahmen von Blutungskomplikationen bei OLT in Betracht gezogen werden kann.
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5.4. Bedeutung leukozytirer Aktivierungsprodukte, Endothel-Leukozyten-
Adhisionsmolekiile und des Endothelzellmarkers Thrombomodulin bei der Pathogenese
von Himostasestorungen wihrend orthotoper Lebertransplantation

5.4.1.Leukozytire Aktivierungsprodukte

Die Bedeutung der Leukozyten in der Pathogenese der gesteigerten Gerinnungsaktivierung
bei OLT wurde durch Bestimmung ihrer Mediatoren, Kathepsin B, Elastase, TNF und
Neopterin sowie der TAT Komplexe als Marker vor, wihrend und nach 13 OLTs (Tab.11)
untersucht (141). Die Patienten erhielten Aprotinin als kontinuierliche Infusion (s.5.2.2.1.).

Tabelle 11: Diagnose und Charakteristika von 13 Patienten mit primérer orthotoper Lebertransplantation

Diagnose Anzahl | weibl. | minnl. Alter*
Postnekrotische Zirrhose 8 4 4 49 (24-65)
Primaire biliiire Zirrhose 2 2 0 49,52
Primiére sklerotische Zirrhose 2 2 0 42.48
Alkoholtoxische Zirrhose 1 0 1 47
Total 13 8 5 48 (24-65)

*Median(Spannbreite) in Jahren

5.4.1.1. Ergebnisse

TAT Komplexe (Abb.52) stiegen langsam in der praanhepatischen und anhepatischen Phase
an gefolgt von einem deutlicheren Anstieg in der frithen Reperfusionsphase. In der spéteren
Reperfusionsphase zwischen einer und 12 Stunden nach Reperfusionsbeginn fielen die Werte
signifikant ab mit abgeschwéchterem Abfall in den folgenden 48 Stunden. Die Perfusatspiegel
der TAT Komplexe lagen tendenziell hoher als in korrespondierenden systemischen Proben
(Tab.12).

Tabelle 12: Leukozytire Mediatoren im Perfusat (P) und in der korrespondierenden systemischen Zirkulation
zum Abnahmezeitpunkt 4 (Werte werden gegeben als Median (Spannweite))

Parameter Perfusat systemische p(P/4)
Zirkulation (4)

TNF (pg/ml) 24 (2,5-1020) 16,6 (6,8-52,4) n.s.

Neopterin (nmol/I) 179 (80-1008) 9,3(5,8-26,4) 0,001

Kathepsin B (mU/1) 45513 (967-524265) |103,5(55,7-204,4) |0,0022

EPI Komplexe (ng/ml) | 761 (399-1396) 604 (276-1205) 0,0499

TAT Komplexe (ng/l) |77 (32-1300) 56 (17-381) 0,0995

Die Spiegel des TNF (Abb.52) blieben wéhrend der prdanhepatischen und anhepatischen
Phase unverdndert. Mit Revaskularisation der Spenderleber kam es zu einem signifikanten
und anhaltenden Anstieg. Maximalwerte wurden 36 Stunden nach Reperfusion gesehen,
denen ein hochsignifikanter Abstieg folgte. Kein signifikanter Unterschied bestand zwischen
Perfusat- und korrespondierenden systemischen Spiegeln (Tab.12).
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Abbildung 52: Verlauf der leukozytiren Mediatoren (Neopterin, Tumornekrosefaktor (TNF), Elastase-a.;-
Proteinasekomplexe (EPI), Kathepsin B) und der Thrombin-Antithrombin III (TAT) Komplexe wéhrend und nach 23
orthotopen Lebertransplantationen.

Zeitpunkt 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

TAT (mg/ml) |7,3-50 |8,7-66 |14,5-93 | 17-381 |46-800 |55-925 |44-710 |6,7-110 |4,5-68 |6,6-50

TNF (pg/ml) | 102-99 | 7,436 |10,1- |6,8-  |3,5-447 |3.6-444 [17,2- |0-117 |11,8- |4-43

118 52,4 377 103

Neopterin | 6-23,8 |0-26  |7,126 |58  |9,1- |89- |7,0-36 |6-433 |12,6-63 |9,7-121

(nmol/1) 264 823 584

Kathepsin B |31,3- |62.8- |61,5- |557- |136- |158- | 93- 33-309 |36,8- |37.9-

(mU/1) 238 247|243 204 16338 | 5469 | 1180 458 | 444

EPI (ng/ml) | 118- |150- |199- |276- |352-  |349- |326- |239- |204- |175-
1267 |[1000 1445 |1205 1353 |1797 |1789 |1971 1326 | 605

Statistische
Signifikanzen

TAT Komplexe: p(1/2) p(2/3) p(3/4) p(4/5) p(5/6) p(7/8) p(9/10)
=0.0022 |=0.0108 |=0.0376 [=0.0455 [=0.0096 |[=0.0022 |=0.0022
Tumornekrosefaktor: p(4/6) p(4/7) p(9/10)
=0.0192 |[=0.0019 =0.0029
Neopterin: p(4/5) p(5/6) p(6/7) p(8/9)
=0.0015 [=0.0464 [=0.0030 |=0.0281
Kathepsin B: p4/5) p(6/7) p(7/8)
=0.0015 [=0.0159 |=0.0015
EPI Komplexe: p(3/4) p(4/5) p(6/7) p(7/8) p(9/10)
=0.0330 [=0.0058 [=0.0107 |=0.0046 |=0.0033
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Abbildung 53: Verlauf von Aprotininspiegeln wihrend und nach 23 orthotopen Lebertransplantationen.

Zeitpunkt 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 P

Aprotinin (KIU/ml) | 0,1-581 | 21,7878 | 25,7-151,1 | 284-1789 | 41,6-198 | 0-219,1 | 4682825 | 422-1426 | 178237 | 1382693 | 27,1-1313

Statistische
Signifikanzen

Aprotinin p(1/2) =0.0058 | p(2/3)=0.0277 | p(3/4)=0.0037 | p(7/8)=0.0015 | p(8/9)=0.0414 |
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Abbildung 54: Korrelationen zwischen leukozytiren Mediatoren (Neopterin, Tumornekrosefaktor (TNF),
Elastase-a,;-Proteinasekomplexe (EPI), Kathepsin B) und Thrombin-Antithrombin III Komplexen (TAT) a)
wihrend und nach 23 orthotopen Lebertransplantationen und b) im Perfusat (Abnahmezeitpunkt,
Signifikanzniveau der Korrelation (+=tendentiell, *=signifikant, **=hoch signifikant), Korrelationskoeffizient).
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Die Neopterinkonzentrationen (Abb.52) zeigten keine Verdnderungen wihrend
prdanhepatischer und anhepatischer Phase. Mit Reperfusionsbeginn kam es zu einem
signifikanten Anstieg mit Maximalwerten 5 Minuten nach Reperfusionsbeginn gefolgt von
einem signifikanten Abfall mit Minimum 1 Stunde nach Reperfusionsbeginn und einem
zweiten Anstieg mit Maximalwerten 36 Stunden nach Reperfusion. Mediane Perfusatspiegel
erreichten 15-fach hohere Konzentrationen im Vergleich zu den korrespondierenden
systemischen Spiegeln (Tab.12).

Die Kathepsin B Spiegel (Abb.52) blieben im Verlauf der pridanhepatischen und
anhepatischen Phase konstant. Mit Reperfusion kam es zu einem exzessiven,
hochsignifikanten Anstieg der Werte mit Maximum 5 Minuten nach Reperfusionsbeginn und
signifikant niedrigeren Werten 10 Minuten spidter. 12 Stunden nach Reperfusionsbeginn
waren bereits wieder prdoperative Werte erreicht. Die Spiegel im Perfusat lagen weit (440-
fach) tiber den korrespondierenden Spiegeln der systemischen Zirkulation (Tab.12).

Die Plasmawerte der EPI Komplexe (Abb.52) stiegen signifikant in der anhepatischen Phase
an. Mit Reperfusion kam es zu einem hochsignifikanten Anstieg bis zu Maximalwerten 60
Minuten nach Beginn der Reperfusion gefolgt von einem kontinuierlichen Abfall. Die Spiegel
im Perfusat waren signifikant hoher (1.3-fach) als in der systemischen Zirkulation (Tab.12).
Signifikant ansteigende Aprotininspiegel (Abb.53) wurden in jeder OLT gesehen mit
Maximalwerten in der frilhen und spdten Reperfusionsphase. Der Vergleich der
Perfusatspiegel mit systemischen Werten zeigte signifikant niedrigere Aprotininspiegel im
Perfusat (Abb.53).

Signifikante Korrelationen ergaben sich beim Vergleich der Verldufe von TNF, Neopterin,
Elastase, EPI-Komplexen und Kathepsin B und zwischen den Spiegeln der leukozytiren
Mediatoren und der TAT Komplexe. Dieses galt besonders fiir die Reperfusionsphase
(Abb.54). Korrelationen zwischen Aprotinin und leukozytéren Parametern bestanden nicht.
Im Perfusat war eine signifikante Korrelation zwischen TNF Spiegeln und Neopterin und
zwischen den Konzentrationen von TAT und EPI Komplexen mef3bar (Abb.54).

5.4.1.2. Diskussion

Fiinfzehnfach erhohte Neopterinspiegel und 440-fach erhohte Kathepsin B Spiegel im
Perfusat gemeinsam mit einem 100%igen Anstieg der systemischen Neopterinspiegel und
einem 700%igen Anstieg der systemischen Kathepsin B Spiegel mit Reperfusion der
Spenderleber sprechen fiir eine Neopterin- und Kathepsin B-Freisetzung aus der
Spenderleber,  wenn arterielles Blut das partiell geschddigte endotheliale Bett der
Spenderleber durchflieBt (Flushing, vgl. 3.2.). Wihrend der Konservierung der Spenderleber
vor Implantation kommt es zur Schédigung der Leber (171,265,348) mit Alteration nicht nur
des Leberzellendothels sondern auch der hepatischen Makrophagen und Leberzellen. So ist
insbesondere bei Kathepsin B zusitzlich zur Freisetzung aus Neutrophilen am alterierten
Gefillendothel der Leber von einer intrahepatischen Freisetzung aus Hepatozyten und
Makrophagen in der Reperfusionsphase auszugehen, die den extremen Anstieg der Kathepsin
B Werte erkart.

Parallel wurden leicht - aber signifikant - erhohte Werte der EPI Komplexe und tendenziell
erhohte Konzentrationen der TAT Komplexe im Perfusat gemessen. Da im Perfusat nur die
Hoéhe der TAT und EPI Komplexe signifikant miteinander korrelierten, ist eine Elastase-
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vermittelte Prothrombinaktivierung in der Spenderleber und ein von der Spenderleber
unabhingiger Anstieg von Neopterin und Kathepsin B wahrscheinlich.

In der systemischen Zirkulation konnte mit Beginn der Reperfusion ein Anstieg von
Kathepsin B, EPI Komplexen, TNF und Neopterin parallel zu einem signifikanten Anstieg der
TAT Komplexe gemessen werden. Auch ergaben sich signifikante Korrelationen zwischen
den Parametern der leukozytiren Aktivierung und den TAT Komplexen. Nur Kathepsin B
korrelierte nicht mit Neopterin und den TAT Komplexen. Diese Ergebnisse sprechen fiir eine
enge Beziehung zwischen leukozytérer Aktivierung und gesteigerter Thrombinentstehung mit
Beginn der Reperfusionsphase. Eine Beteiligung der leukozytiren Mediatoren an den DIC-
artigen  Gerinnungsstorungen und am hohen Transfusionsbedarf wihrend der
Reperfusionsphase (115,119,120,275) scheint daher wahrscheinlich. Auffillig ist, da3 die
Korrelationen zwischen leukozytiren Mediatoren und TAT Komplexen ausgeprigt in der
systemischen Zirkulation und schwach im Perfusat der Spenderleber zu finden sind (Abb.54).
Die Spiegel von TNF und Neopterin stiegen parallel mit Reperfusion der Spenderleber an.
Die Neopterinspiegel lagen im Perfusat deutlich hoher als in der systemischen Zirkulation -
ein Unterschied der bei den TNF Werten nicht zu finden war. Die hohen Neopterinspiegel
scheinen daher nicht TNF induziert zu sein (271), sondern sind als Ausdruck einer direkten
Monozytenaktivierung zu werten.

Erhohte TNF Werte (>100 pg/ml) am Ende der OLT scheinen einer
TransplantatabstoBungsreaktion vorauszugehen (149). Die von uns untersuchten 13 Patienten
zeigten keine Transplantatabstoungsreaktionen postoperativ und die TNF Spiegel lagen nur
bei 2 Patienten hoher als 100 pg/ml.

Ob Aprotinin einen Einflu auf den Verlauf leukozytirer Parameter hat, ist schwer zu
beurteilen. Aus ethischen Griinden war ein Vergleich der erhobenen Daten mit einer
Kontrollgruppe ohne Aprotininmedikation nicht mdglich, da klinische Daten eindeutig fiir
einen Vorteil einer intraoperativen Aprotiningabe gesprochen hatten (119,120,251). In einer
Studie (284) wurden leukozytire Parameter bei niedrig dosierter Bolusgabe und
hoherdosierter Infusionsgabe (s.5.2.2.1.) miteinander verglichen. Es ergab sich kein
Unterschied im Verlauf der leukozytiren Mediatoren zwischen beiden Dosismodalititen
(284).

5.4.2. Endothel-Leukozyten-Adhisionsmolekiile und Zytokine

Die vorherigen Ergebnisse (s.5.4.1.) hatten gezeigt, dal es insbesondere wéhrend der
Reperfusion zur verstdrkten Freisetzung leukozytirer Mediatoren kommt. Zur
Vervollstindigung dieses pathophysiologischen Ansatzpunktes priiften wir wéhrend 23 OLTs
(Tab.13) ob bzw. inwieweit Zytokine (TNF, IL-6, IL-8) und Endothel-Leukozyten-
Adhisionsmolekiile dabei involviert sind (142). Aprotinin wurde bei allen Transplantationen
als kontinuierliche Infusion gegeben (s.5.2.2.1.).
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Tabelle 13: Diagnose und Charakteristika von 23 Patienten mit primérer orthotoper Lebertransplantation

Diagnose Anzahl weibl. mainnl. Alter*
Postnekrotische Zirrhose 13 7 6 44(30-63)
Primiire biliéire Zirrhose 4 4 0 50(40-47)
Primiire sklerotische Zirrhose 3 0 3 44
Akute fulminante Hepatitis 1 1 0 51
Leberzellcarcinom 2 0 2 45,60
Total 23 12 11 44(30-63)

*Median (Spannbreite) in Jahren

5.4.2.1. Ergebnisse

IL-6 Werte (Abb.55) zeigten einen hochsignifikanten Anstieg in der prdanhepatischen Phase
und mit Beginn und wihrend der anhepatischen Phase. Ein erneuter hochsignifikanter Anstieg
konnte in der spiten Reperfusionsphase beobachtet werden gefolgt von einem signifikanten
Abfall. Die Perfusatspiegel lagen hochsignifikant iiber den korrespondierenden systemischen
Spiegeln (Tab.14).

IL-8 Werte (Abb.55) stiegen erst in der Reperfusionsphase hochsignifikant an. Perfusatspiegel
lagen hochsignifikant {iber den systemischen Spiegeln (Tab14).

Das l6sliche Adhidsionsmolekiil sL-Selectin (Abb.56) fiel mit beginnender Reperfusion
hochsignifikant ab gefolgt von einem signifikanten Abfall widhrend der spiteren
Reperfusionsphase. Die Perfusatspiegel waren vergleichbar mit den Werten in der
systemischen Zirkulation (Tab.14).

Die Spiegel des l6slichen Adhésionsmolekiils sE-Selectin (Abb.56) zeigten bis auf einen
signifikanten Anstieg wihrend der anhepatischen Phase keine weiteren Verdnderungen. Die
Perfusatwerte unterschieden sich nicht von den korrespondierenden systemischen Werten
(Tab.14).

Die Werte des 16slichen Adhésionsmolekiils sSICAM-1 (Abb.56) fielen signifikant wiahrend
der anhepatischen Phase ab gefolgt von einem weiteren hochsignifikanten Abfall mit Beginn
und im Verlauf der Reperfusionsphase. Die Perfusatspiegel unterschieden sich ebenfalls nicht
von den systemischen Spiegeln (Tab.14).

Die TAT Spiegel (Abb.57) stiegen hochsignifikant in der prdanhepatischen Phase und
signifikant in der anhepatischen Phase und Reperfusionsphase an. Die Perfusatwerte
unterschieden sich nicht von den korrespondierenden systemischen Werten (Tab.14).

Der Verlauf des TNF (Abb.57) zeigte keine signifikanten Verdnderungen wihrend des
Beobachtungszeitraumes. Erst die Werte 60 Minuten nach Reperfusion lagen signifikant
hoher als in der anhepatischen Phase. Die Perfusatwerte unterschieden sich nicht von den
systemischen Werten (Tab.14).
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Abbildung 55: Verlauf des Interleukin 6 (IL-6) und des Interleukin 8 (IL-8) wéhrend 23 orthotoper
Lebertransplantationen.

Zeitpunkt 1 2 3 4 5 6 7
IL-6 (pg/ml) | 2-267 0-371 13-227 |18-962 |16-817 |19-869 17-2996
IL-8 (pg/ml) |32-3141 |0-2528 41-1989 | 38-1559 |70-6338 |77-9089 |37-6953

Statistische
Signifikanzen
IL-6 p(12y= | p(2/3)= p(3/4)= p(6/7)=
0.0000 0.0015 0.0001 0.0000
1L-8 p(4/5)= | p(5/6)=
0.0060 0.0001
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Abbildung 56: Verlauf der 16slichen Endothel-Leukozyten-Adhdsionsmolekiile sL-Selectin, sE-Selectin und SICAM-1
wihrend 23 orthotoper Lebertransplantationen.

Spannweiten

Zeitpunkt

1

2 3

4

5 6

7

sL-Selectin
(ng/ml)

159-350

190-1350

430-1150

350-1370

320-1090 |20-910

260-910

sICAM-1
(ng/ml)

173-1278

163-1336

147-1172

147-1153

111-1110

109-1161

101-1164

sE-Selectin
(ng/ml)

12-126

14-112

14-92

14-96

16-78 14-76

10-78

Statistische
Signifikanzen

sL-Selectin

p(4/5)=0.0064

p(6/7)=0.0458

SICAM-1

p(3/4)=0.0152

p(4/5)=0.0004

p(5/6)=0.0010

sE-Selectin

p(2/3)=0.0401
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Abbildung 57: Verlauf der Thrombin-Antithrombin III Komplexe (TAT ) und des Tumornekrosefaktors (TNF)

wihrend 23 orthotoper Lebertransplantationen.

Spannweiten

Zeitpunkt 1

2 3

7

TAT (mg/ml) | 1-48

19,5-66 | 14,5-74

15-402

42-720

50-910

34-720

TNF (pg/ml) |10,2-99

7,4-36,2 | 11-118

9-29,4

3,5-447

3,6-444

21,7-377

Statistische

Signifikanzen
TAT

p(1/2)=0.0077

p(3/4)=0.0244

p(4/5)=0.05

TNF

p(4/7)=0.01

101
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Abbildung 58: Korrelationen zwischen Interleukin (IL) 6, IL 8, Tumornekrosefaktor (TNF) und Thrombin-
Antithrombin III Komplexen (TAT) wahrend 23 orthotopen Lebertransplantationen (Abnahmezeitpunkt,

Signifikanzniveau der Korrelation (+=tendentiell, *=signifikant, **=hoch signifikant), Korrelationskoeffizient).
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Tabelle 14: IL-6, IL-8, TAT, TNF und Endothel-Leukozyten-Adhésionsmolekiile im Perfusat(P) und in der
korrespondierenden systemischen Zirkulation zum Abnahmezeitpunkt 4 (Werte werden gegeben als Median
(Spannweite))

Parameter Perfusat systemische p(P/4)
Zirkulation (4)

IL-6 (pg/ml) 272 (42-1347) 118 (18-962) 0.0000
1L-8 (pg/ml) 316 (45-7928) 197 (38-1559) 0.002
sL-Selectin (ng/ml) | 660 (390-1210) 690 (350-1370) n.s.
sE-Selectin (ng/ml) |38 (18-132) 33 (16-78) n.s.
SICAM-1 (ng/ml) 400 (140-1198) 368,5 (147-1153) n.s.
TAT (mg/ml) 66 (32,5-13000) 55 (15-402) n.s.
TNF (pg/ml) 39,75 (2,5-1020) 15,7 (9-29.4) n.s.

Signifikante Korrelationen (Abb.58) ergaben sich in der Reperfusionsphase zwischen den
Verldufen von IL-6 bzw. IL-8 und TNF wobei insbesondere zwischen dem Verlauf von IL-8
und TNF hochsignifikante Korrelationen mit hohen Korrelationskoeffizienten bestanden.
Dieses betraf auch die Perfusatwerte. Gleichzeitig bestanden in der Reperfusionsphase
signifikante Korrelationen zwischen IL-6 bzw. IL-8 und den TAT Werten.

5.4.2.2. Diskussion

Aktivierte Granulozyten, Monozyten, Makrophagen und Endothelzellen setzen neben
lysosomalen Proteinasen (vgl. 5.4.1.) eine Reihe von pleiotrop wirksamen Zytokinen frei wie
TNF, IL-6 und IL-8, die eine Abspaltung von zellgebundenen Adhésionsmolekiilen in der
Zirkulation bewirken. Dieses betrifft sL-Selectin aus PMN-Granulozyten, sE-Selectin aus
Endothelzellen und sSICAM-1 aus Monozyten, Makrophagen und Endothelzellen (159). Diese
l16slichen und daher im Plasma meBbaren Adhésionsmolekiile scheinen die Funktion der
zellgebundenen Adhésionsmolekiile kompetitiv zu hemmen (258), jedoch ist ihre
physiologische Bedeutung in vivo noch unklar.

Bei IL-6 und IL-8 konnte wihrend praanhepatischer und anhepatischer Phase (IL-6) und mit
Beginn der Reperfusionsphase (IL-6, IL-8) ein hochsignifikanter Anstieg beobachtet werden.
Die hohe Korrelation zwischen IL-6 bzw. IL-8 und TNF im reperfusionellen Verlauf
bestitigte die beschriebene TNF-abhidngige Freisetzung dieser Interleukine (2,86).
Dariiberhinaus machte die hohe Korrelation von TNF, IL-6 und IL-8 mit den Werten der TAT
Komplexe wihrend der Reperfusionsphase die pathophysiologische Bedeutung der Zytokine
bei der Induktion einer systemisch gesteigerten Prothrombinaktivierung sehr wahrscheinlich.
Parallel zum Anstieg der Zytokine kam es zum Abfall der 16slichen Adhédsionsmolekiile sL-
Selectin und sICAM-1 wobei sE-Selectin keinen signifikanten Abfall wihrend der OLT
zeigte. Es mull beachtet werden, dal die Werte beider 16slichen Selectine wihrend des
gesamten Beobachtungszeitraumes im Referenzbereich lagen. Nur die Werte von sICAM-1
lagen iiber dem Referenzbereich mit einer Ausnahme 15 Minuten nach Reperfusionsbeginn.
Die Ergebnisse zeigten, dall es bei der OLT zu einer Aktivititssteigerung der Zytokine (IL-6,
IL-8) kommt, ohne daBl diese zu einer Erh6hung der 16slichen Adhésionsmolekiile fiihrt.
Erhohte sSICAM-1 Werte lagen bereits praoperativ vor, sodal auch hier eine durch Zytokine
bedingte Abspaltung nicht wahrscheinlich scheint. Loslichen Adhisionsmolekiilen
insbesondere den Selectinen kommt daher pathophysiologisch bei der erhohten
Blutungsneigung wihrend OLT keine Bedeutung zu.
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5.4.3. Thrombomodulin

Das 16sliche sThrombomodulin wurde als endothelialer Marker und TAT Komplexe, Protein
C und AT III Aktivitdten als Marker einer Prothrombinaktivierung im Perfusat und im
Verlauf von 23 OLTs bestimmt (Patientenkollektiv s. Tab.13, 5.4.2.) (139).

5.4.3.1. Ergebnisse

Prioperative mediane sThrombomodulinspiegel (Abb.59) lagen deutlich tiiber den
Normalwerten (2). Sie blieben stabil widhrend der prianhepatischen und beginnenden
anhepatischen Phase mit leichtem - aber signifikantem - Anstieg am Ende der anhepatischen
Phase. Mit Beginn der Reperfusionsphase kam es zu einem 2-fachen Anstieg der Werte mit
Maximum 5 Minuten nach Beginn der Reperfusionsphase gefolgt von einem signifikanten
Abfall 10 Minuten spéter. Im Perfusat lagen die sThrombomodulinwerte hochsignifikant {iber
den Werten der korrespondierenden systemischen Zirkulation.

TAT Spiegel (Abb.60) zeigten einen signifikanten Anstieg in der anhepatischen Phase gefolgt
von einem ausgeprigteren Anstieg mit beginnender Reperfusion. Die Perfusatspiegel lagen
hochsignifikant {iber den systemischen Spiegeln. Die Gerinnungsinhibitoren AT III und
Protein C (Abb.60) zeigten beide einen signifikanten Abfall mit beginnender Reperfusion und
einen Anstieg 15 bis 60 Minuten nach Beginn der Reperfusion. Die Perfusatspiegel lagen bei
beiden Parametern niedriger im Vergleich zur systemischen Zirkulation.

5.4.3.2. Diskussion

Die bisherigen Ergebnisse zeigten eine leukozytire Aktivierung und eine ausgeprigte
Prothrombinaktivierung systemisch mit beginnender Reperfusion und im Perfusat. Der
Schiadigung des vaskuldren Bettes der Spenderleber scheint kausale Bedeutung bei diesen
Aktivierungsprozessen zuzukommen.

sThrombomodulin hat sich in vitro als Marker einer endothelialen Schidigung erwiesen
(153), und es wurde beschrieben, daB Plasmaspiegel von sThrombomodulin bei
verschiedenen Erkrankungen erhdht sind, die mit Endothelzellschiddigung oder proteolytischer
Aktivitdt an der Oberflaiche der Endothelzellen assoziiert sind (DIC (318,319), ARDS (adult
respiratory distress syndrome) (319), thromboembolischen Erkrankungen (318,319),
thrombotisch ~ thrombozytopenische = Purpura  (317,343), Diabetes mellitus  mit
Mikroangiopathie (318,319,320), systemischer Lupus erythematodes (167), chronisch
myeloische Leukédmie (235)).

Die préoperativ erhdhten sThrombomodulinwerte und die ansteigenden Werte in der
anhepatischen Phase sind erkldrbar durch die verminderte hepatische Clearance prioperativ
bei Patienten im Endstadium einer Lebererkrankung und das Fehlen dieser Funktion in der
anhepatischen Phase. Der rasche Anstieg mit Reperfusion der Spenderleber, der in den
Maximalwerten 2-fach iiber den préreperfusionellen Werten lag und vor allem die deutlich
erhohten sThrombomodulinwerte im Perfusat sprechen fiir eine Freisetzung von
sThrombomodulin aus der Spenderleber. Die Schadigung des Endothels der Spenderleber
wihrend der kalten Ischdmiezeit ist hier sicherlich von primirer Bedeutung (Kapitel 5.4.1.,
54.2.,5.6.119,120,125).
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Abbildung 59: Konzentrationen von 16slichem Thrombomodulin (sTM) und Thrombin-Antithrombin 11T Komplexen
(TAT) im Verlauf von 10 orthotopen Lebertransplantationen und im Perfusat (P).

Spannweiten

Zeitpunkt 1 2 3 4 5 6 7 P
sTM (ug/ml) | 10-140 |14-150 |8-140 20-163 30-398 [35-310 |35-175 50-750
TAT (ng/l) 1-50 2,8-66 | 11,2-93 |15,7-381 |26-800 |36-925 |35,8-710 |32,5-1300
Statistische Signifikanzen

sTM p(3/4)=0.03 p(4/5)=0.001 p(5/6)=0.01 p(4/P)=0.001

TAT p(3/4)=0.004 | p(4/5)=0.0001 p(5/6)=0.0006

p(4/P)=0.0001
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Abbildung 60: Aktivititen von Antithrombin III (AT III) und Protein C im Verlauf von 10 orthotopen

Lebertransplantationen und im Perfusat (P).

Zeitpunkt 1 2 3 4 5 6 P

AT III (%) 11-123 | 13-103 |9-103 |16-101 |15-109 |14-91 [16-119 |15-96
Protein C (%) |2,5-110 |2,5-70 |2,5-62 |5-79 6-65 6-55 | 9-51 2,5-29

AT III p(4/5)=0.03 p(5/6)=0.004 p(6/7)=0.005 | p(4/P)=0.0001
Protein C p (5/6)=0.04 p(6/7)=0.02 p(4/P)=0.0001
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Die Zeichen der vorbeschriebenen Prothrombinaktivierung (119,120) wéhrend der
Reperfusionsphase mit hohen Spiegeln der TAT Komplexe und erniedrigten AT III und
Protein C Werten systemisch und im Perfusat zeigten einen parallelen Verlauf zur
sThromboglobulinfreisetzung und machen daher eine direkte Verbindung wahrscheinlich. Es
ist jedoch auch moglich, daB beide Phidnomene durch die gleiche Ursache, wie
intrahepatischen Endothelzellschaden, induziert wurden. Ob leukozytére
Aktivierungsprodukte insbesonders die Proteolyse durch Elastase und/oder anderer Proteasen
eine Rolle spielen, ist zu diskutieren (235).
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5.5. Bedeutung der Thrombozytenfunktion wihrend orthotoper Lebertransplantation

5.5.1. Untersuchungen der Thrombozytenfunktion wihrend orthotoper
Lebertransplantation

Bei 10 Patienten wurden in einer konsekutiven Serie (125) Untersuchungen zur
Thrombozytenfunktion wéhrend Lebertransplantation durchgefiihrt (Tab.10, s.5.3.) (132).
Intraoperativ wurden EK und FFP jedoch keine Thrombozytenkonzentrate gegeben. Das
intraoperative Management unterschied sich nicht von den Voruntersuchungen. Aprotinin
wurde als kontinuierliche Infusion gegeben (s.5.2.2.1.).

5.5.1.1. Ergebnisse

Der mediane EK Bedarf (Spannweite) betrug 6 (4-8) Einheiten, die FFP Transfusionen 8 (4-
16) Einheiten und die Pléttchenzahl des unverdiinnten pléttchenreichen Plasmas lag bei
116000 (37000-246000)/ul. Niedrige Pldttchenzahlen im PRP beeinfluliten die
Aggregabilititsmessungen bei den verschiedenen Agentien in unterschiedlichem Ausmaf. Die
Kollagen-induzierte Aggregation bei arteriellen Proben konnte aus diesem Grund bei einer,
die ADP-induzierte Aggregation bei keiner, die Ristocetin-induzierte Aggregation bei zwei
und die Arachidonsdure-induzierte Aggregation bei sechs OLTs nicht gemessen werden.

Mit Reperfusion der Spenderleber konnte ein signifikanter Abfall der Thrombozytenzahl
beobachtet werden (Abb.61). Die Kollagen-induzierte Aggregationsfahigkeit war
gleichbleibend wéhrend praanhepatischer und anhepatischer Phase. Unmittelbar mit Beginn
der Reperfusion kam es zum Absinken der MA (Abb.62,63). Bei der ADP-getriggerten
Pléattchenaggregation kam es zu einem deutlichen Abfall der MA mit Reperfusion, wihrend
auch hier in praanhepatischer und anhepatischer Phase keine Verdnderungen gesehen werden
konnten (Abb.62,64). Die MA der Ristocetin-induzierten Plattchenaggregation lag signifikant
niedriger nach Reperfusion im Vergleich zu anhepatischen Werten (Abb.62,65). Bei der
Arachidonsdure-induzierten thrombozytdren Aggregationsfidhigkeit zeigte sich ein
postreperfusioneller Abfall, der jedoch kein Signifikanzniveau erreichte (Abb.66).

5.5.1.2. Diskussion

Die vorliegende Untersuchung zeigte den Verlauf der Thrombozytenzahl und Aggregabilitit
wihrend 10 OLTs. Mit Perfusion der Spenderleber kam es - wie vorbeschrieben (146,267) -
zu einem signifikanten Abfall der Pléttchenzahl. Dieser ist im Rahmen der
postreperfusionellen  gesteigerten  Gerinnungsaktivierung  (115,119,120,275)  mit
gleichzeitigem Anstieg der TAT Komplexe und Fibrinmonomere und Abfall der
Gerinnungsfaktoren (Fibrinogen, vWF Ag) und Inhibitoren (AT III, Protein C, Protein S) zu
interpretieren, wie spitere Untersuchungen bestitigten (281). Es wird auBlerdem eine
Sequestration der Empfiangerthrombozyten in der Spenderleber als Ursache fiir den
postreperfusionellen Thrombozytenabfall vermutet (146,267). Hutchinson et al. (146) fanden
in Hundelebertransplantationen Hinweise auf eine Verlagerung der Thrombozyten in den
Disseraum, wihrend Cossel et al. (63) eine Phagozytose der Thrombozyten durch
Kupfferzellen fiir wahrscheinlich hielten. Spitere Untersuchungen konnten diese Ergebnisse
bei 18 Schweinelebertransplantationen bestdtigen (273). Trotzalledem ist der genaue
pathophysiologische ~Mechanismus des intraoperativen Thrombozytenabfalls noch
unzureichend geklért.
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Abbildung 61: Verlauf der Thrombozytenzahl wihrend 10 orthotoper Lebertransplantationen.

Zeitpunkt 1 2 3 4 5 6 7
Thrombozytenzahl/ul | 40.000- 89.000- 71.000- 69.000- 49.000- 37.000- 27.000-
266.000 208.000 227.000 246.000 242.000 252.000 233.000

Statistische Signifikanzen
Thrombozytenzahl p(4/5)=0.008 | p(4/6)=0.011 | p(4/7)=0.033 |
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Abbildung 62: Kollagen-, Adenosindiphosphat (ADP)- und Ristocetin-induzierte Aggregationsfihigkeit im Verlauf
von 10 orthotopen Lebertransplantationen.

Zeitpunkt 1 2 3 4 5 6 7 8
MA-Kollagen (%) |30-87 |42-89 |0-88 |0-89 |0-83 |0-93 |0-87 0-77
MA-ADP (%) 4-81 19-83 |3-78 |0-74 [0-51 |0-45 |0-74 0-73
MA-Ristocetin (%) |[0-80 |[23-95 |0-92 |0-93 |0-84 |0-87 |12-101 |0-100

Statistische Signifikanzen

Kollagen p(4/5)=0.018 | p(4/6)=0.046 | p(4/7)=0.064
ADP p(4/5)=0.046 | p(4/6)=0.006
Ristocetin p(4/5)=0.014 | p(4/6)=0.084
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Abbildung 63: Verlauf einer Kollagen-induzierten Thrombozytenaggregationskurve vor und nach
Reperfusionsbeginn bei orthotoper Lebertransplantation.

Apgregation (%) vor Reperfusion Aggregation (%) nach Reperfusion

100 100
50 50
o o :

120 240 120 240

Zeit (Sekunden) Zeit (Sekunden)

Abbildung 64: Verlauf einer ADP-induzierten Thrombozytenaggregationskurve vor und nach
Reperfusionsbeginn bei orthotoper Lebertransplantation.
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Abbildung 65: Verlauf einer ADP-induzierten Thrombozytenaggregationskurve vor und nach
Reperfusionsbeginn bei orthotoper Lebertransplantation.
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Abbildung 66: Verlauf einer Arachidonsédure-induzierten Thrombozytenagregationskurve vor und nach
Reperfusion bei orthotoper Lebertransplantation.
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Parallel zu der Abnahme der Thrombozytenzahl mit beginnender Reperfusionsphase konnte
eine  deutliche = Abnahme der Kollagen, ADP- und Ristocetin-induzierten
Thrombozytenaggregation gemessen werden, die meist 60 Minuten nach Reperfusion noch
nachweisbar war (Abb.62). Bei der Arachidonsdure-getriggerten Aggregation zeigte sich in
den Fillen, in denen eine Aggregation gemessen werden konnte, ein dhnliches Bild
(Abb.62¢), jedoch konnte aufgrund der geringen Fallzahl kein Signifikanzniveau erreicht
werden.

Die Spenderleber wird bis kurz vor Implantation in einer kalten Konservierungsldsung
gelagert. Es ist anzunehmen, da es wiéhrend dieser kalten Ischdmiezeit zu einer
intrahepatischen Gefdllendothelverletzung kommt. Es entsteht freiliegendes Subendothelium.
Mit Reperfusion der Spenderleber passiert Empfangerblut das alterierte GefdBBendothel der
Spenderleber. Es kommt dort zu verstarkter Thrombozyten- und Gerinnungsaktivierung mit
Verbrauch von Gerinnungsfaktoren und Thrombozyten. Der Abfall von Thrombozytenzahl
und thrombozytirer Aggregationsfahigkeit des Blutes nach Verlassen des Spenderorgans wird
dadurch verstdndlich.

Bei Herzoperationen mit kardiopulmonalem Bypass war ebenfalls wiederholt eine
thrombozytire Dysfunktion beobachtet worden (114). Untersuchungen von Wenger et al.
(351) hatten gezeigt, dal der Kontakt der Thrombozyten mit der Fremdoberfliche des
Bypasses zu einem Verlust der Glykoproteine auf der Plittchenoberfliche fiihrt
(37,65,79,355). Dieser Pathomechanismus scheint bei dem veno-vendsen Bypass in der
anhepatischen Phase der OLT eine untergeordnete Rolle zu spielen, da wihrend dieser Zeit
kein Abfall der thrombozytiren Aggregationsfahigkeit zu messen war. Wildevuur et al. (355)
konnten zeigen, daB Aprotinin die Féhigkeit besitzt, die Ib-Rezeptorfunktion der
Glykoproteine auf der thrombozytiren Oberfliche zu erhalten. Dieses wird zum Teil durch
die Aprotinin-bedingte Plasminhemmung erkldrt (355). Bei den Ergebnissen ist zu
diskutieren, ob ein veno-vendser Bypass im Gegensatz zum kardiopulmonalen Bypass den
Rezeptorstatus der Thrombozyten geringfiigiger alteriert oder ob die Aprotinin-Infusion den
Verlust von Oberflachenrezeptoren erfolgreich verhindert hat. Die gleiche Aprotiningabe
scheint jedoch mit beginnender Reperfusionsphase bei Aktivierungsprozessen an der
ischdmisch geschédigten GefdBwand der Spenderleber nicht auszureichen, um thrombozytire
Aktivierungsprozesse zu verhindern.

Die Ergebnisse machen deutlich, daB3 postreperfusionell neben Stérungen im Fibrinolyse- und
Hamostasesystem auch eine herabgesetzte thrombozytire Aggregationsfahigkeit zur erhdhten
Blutungsneigung bei OLT fiihrt.

Zeitgleich mit Verminderung der thrombozytiren Aggregabilitit bei Beginn der
Reperfusionsphase gelangt Konservierungslosung in die systemische Zirkulation des
Empfangers, und es erscheint priifenswert, ob zwischen beiden Phidnomenen ein kausaler
Zusammenhang besteht.

5.5.2.EinfluB} verschiedener Konservierungsfliissigkeiten auf die
Thrombozytenaggregabilitit in vitro

In vitro wurde der EinfluB3 verschiedenener Konservierungslosungen (Tab.15) auf die ADP-,
Kollagen- und Ristocetin-induzierte Thrombozytenaggregation in PRP von 4 gesunden



114

Probanden gepriift (109,121,122).

Tabelle 15: Zusammensetzung der UW-, Bretschneider und Euro-Collinsldsung

Belzer UW-CSS Losung Euro-Collinslosung | Bretschneiderlosung \

Raffinose (30mM) Glukose (194mM) KHC5H505
K-Lactobionat (100 mM) KH,PO, (15mM) Mannit (30mM)
KH,PO4 (25 mM) K,;HPO4 (42mM) KCI (9mM)

HES (5g%) NaHCOs; (10mM) MgCl x 6H,0 (4mM)
MgSOg4 KCI (15mM) NaCl (15mM)
Adenosin (5SmM) Histidin (180mM)
Glutathion (3mM) Histidin x HCI x H,O (18 mM)
Allopurinol (1mM) Tryptophan (2mM)
Insulin (40 Einheiten)

Penicillin G (200000 Einheiten)

Dexamethason (16mg)

Tabelle 16: Thrombozytenaggregation gemessen als Maximalamplitude in plédttchenreichem Plasma mit
definierter Thrombozytenzahl (PRP) von vier gesunden Probanden (1-4) bei Zusatz von Natriumchloridlosung
(0,9% NaCl), Bretschneider- und Euro-Collinslosung

Kollagen ADP Ristocetin
(1png/ml) 2ng/) (1,2mg/ml)
250ul PRP + Maximalamplitude (%)
Proband Nr. I 1213141121314 1]12]3]|H4
20ul NaCl 79 |84 75 |80 67 |58
20ul Euro-Collinslosung |80 |82 74 179 70 160
20ul Bretschneiderlosung. |82 |87 72 |82 69 |54
10ul NaCl Losung 88 [91 [89 |81 [73 |38 |37 [44 |66 |67
10ul Euro-Collinslosung (80 |92 |83 |80 [69 (38 |38 |38 |64 [69
10ul Bretschneiderlosung [82 (89 (93 |82 |73 [34 [42 [36 |68 |69

5.5.2.1. Ergebnisse

Die MA der ADP-induzierten Thrombozytenaggregation war nach Zusatz kleinster Mengen
UW-Losung deutlich reduziert. Eine Dosisabhédngigkeit konnte nicht beobachtet werden.
Schon ein Zusatz von 0.5pl UW-Losung zu 250ul PRP  hemmte die
Thrombozytenaggregation (Abb.67).

Bei der Kollagen-getriggerten Thrombozytenaggregation (Abb.68a)) kam es zu einer
zweiphasigen Aggregationskurve bei Zusatz der UW-Losung. Die Gabe von 5-10pul UW-
Losung flihrte zu einer dosisabhidngigen Verminderung der MA. Bei groferem Zusatz von
UW-Losung wurde ein Anstieg der MA gesehen. Die Lag-Phase (Abb.68b), s.3.3.3.) verhielt
sich analog zur MA mit Verlingerung bis zu einem Zusatz von 10ul UW-Losung und
anschlieBender Verkiirzung bei Zugabe groBerer Mengen. Die Ristocetin-induzierte
Aggregation (Abb.69) war nicht durch Zugabe der UW-Ldsung beeinfluf3t.

Die Zugabe verschiedener Mengen Kochsalzlosung, Euro-Collins- und Bretschneiderldsung
zu PRP fiihrte zu keiner Verdnderung der Thrombozytenaggregation (Tab.15). Die Zugabe



115

—&— 1.Proband
—— 2.Proband
—— 3.Proband
—>— 4.Proband
S
Q
]
2
5
£
©
©
E
X
©
=
b
t |
0 5 10 15 20
ul zugefiigte UW-Losung zu 250pl plattchenreichem Plasma

Abbildung 67: ADP-induzierte Thrombozytenaggregation gemessen als erreichte Maximalamplitude in der
Aggregationsantwort bei Zusatz ansteigender Mengen von UW-Lésung (University of Wisconsin
Konservierungslosung) unter Verwendung von Plasma vier gesunder Probanden.
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Abbildung 68: Bei der Kollagen-induzierten Thrombozytenaggregation wurde unter Verwendung von Plasma
vier gesunder Probanden a) die erreichte Maximalamplitude in der Aggregationsantwort gemessen und b) die
Lag-Phase bei Zusatz ansteigender Mengen von UW-Lsung (University of Wisconsin Konservierungslosung)

bestimmt.
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Abbildung 69: Ristocetin-induzierte Thrombozytenaggregation gemessen als erreichte Maximalamplitude in

der Aggregationsantwort bei Zusatz ansteigender Mengen von UW-Ldsung (University of Wisconsin
Konservierungslosung) unter Verwendung von Plasma vier gesunder Probanden.
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Abbildung 70: Kollagen (a)- und ADP (b)-induzierte Thrombozytenaggregation gemessen als erreichte
Maximalamplitude in der Aggregationsantwort bei Zusatz ansteigender Mengen von UW-Losung (University of

Wisconsin Konservierungslosung), UW-Losung* (UW-Lésung ohne Zusatz von Penicillin, Dexamethason und
Insulin), Adenosin (5SmM) und Glutathion (3mM).
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von UW*-Losung, eine UW-Losung ohne Penizillin, Dexamethason und Insulin, fiihrte zu
einer leichten Verminderung der Thrombozytenaggregation (Abb.66a). Bei Adenosinzusatz
(5mM) kam es ebenfalls zur Verminderung der Thrombozytenaggregation, jedoch nicht so
ausgepragt wie bei Zusatz von UW- oder UW*-Losung. Glutathionzugabe (3mM) beeinflulite
die Plittchenaggregation (Abb.70b) nicht.

5.5.2.2. Diskussion

Die Entwicklung der UW-Konservierungslosung (344) fithrte zur Verbesserung der
Organkonservierung mit Verldngerung der kalten Ischdmiezeit des Transplantationsorgans im
Tiermodell und in der humanen OLT (1,154,163,259,328,344). Eine hohere Uberlebensrate
der Patienten und eine niedrigere Inzidenz hepatischer arterieller Thromben konnte
beobachtet werden (328,329).

Die Ergebnisse zeigten, dal im Gegensatz zu isotoner Natriumchloridlosung, Euro-
Collinslosung und Bretschneiderlosung der Zusatz von UW-Losung zu PRP in vitro die
Thrombozytenaggregation hemmt. Wiahrend die ADP-induzierte Thrombozytenaggregation
schon durch kleinste Mengen UW-Ldsung gehemmt wurde, zeigte die Kollagen-getriggerte
Aggregation ein biphasisches Bild bei steigender Menge zugesetzter UW-Losung. Die
Ristocetin-induzierte Aggregation wurde von der UW-Lsung nicht beeinfluf3t.

Die Untersuchungen der UW*-Losung und einzelner Komponenten der UW-Ldsung ergaben,
daf} die Hemmung der Pldttchenaggregation vor allem durch das Adenosin verursacht wurde.
Das gesamte Hemmpotential der UW-Ldsung war jedoch grofBer als die Adenosin-bedingte
Hemmung. Die reduziertere Aggregationshemmung der UW*-Losung im Vergleich zur UW-
Losung 14Bt vermuten, dal die fehlenden Komponenten der UW*-Losung (Penizillin,
Dexamethason, Insulin) mitverantwortlich an der Aggregationshemmung waren. Fiir
Penizillin wurde bereits eine plittchenaggregationshemmende Eigenschaft vorbeschrieben
(45,298). Die Hemmung der Thrombozytenaggregation durch die UW-Ldsung scheint daher
im wesentlichen durch Adenosin und Penizillin bedingt zu sein.

Die Adenosinkonzentration der vorliegenden in-vitro Untersuchung (0.01-0.4mMol/l) war
vergleichbar mit der postulierten in-vivo Situation (119,122). Diese Zahlen miissen durch die
Tatsache korrigiert werden, dalB wihrend der Konservierung der Spenderleber ein Teil des
Adenosins in Inosin, Hypoxanthin und Xanthin iberfiihrt wird. Es wurde jedoch
nachgewiesen, dafl Storungen der Plittchenaggregation durch bestimmte Agentien in-vivo
weit niedrigere Konzentrationen bendétigen als in-vitro (148).

Mit Revaskularisierung der Spenderleber mischt sich UW-Losung mit dem in die
Spenderleber einstromenden Blut und gelangt nach Erdffnung der V.cava-Anastomose in die
systemische  Zirkulation. Es ist  vorstellbar, daB die Verminderung der
Thrombozytenaggregation mit Beginn der Reperfusionsphase durch Einwirkung der UW-
Losung mitbedingt ist. Zusétzlich zur - bei den meisten Patienten bereits pridoperativ
bestehenden - Thrombozytopenie und den geschilderten (s.Kapitel 4, 5.2., 5.3.) Stérungen der
plasmatischen Gerinnung und Fibrinolyse kann dies die erhohte Blutungsbereitschaft in der
Reperfusionsphase entscheidend bestimmen. Die Zusammensetzung der UW-Ldsung ist
komplex, und es wurde versucht, die Notwendigkeit einzelner Komponenten zu bestimmen.
Adenosin wurde der UW-Ldsung zur Stimulation der ATP-Resynthese zugesetzt. Ex-vivo
zeigte sich an einem isoliert perfundierten Kaninchenlebermodell, dal das Weglassen von
Adenosin zu keiner groflen Storung der Leberfunktion und Verminderung der
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Gallenfliissigkeit fiihrte (314), wihrend dies bei Weglassen von Raffinose und Glutathion der
Fall war (154). Ob es sinnvoll ist, die UW-Losung ohne den Adenosinanteil herzustellen, ist
zu diskutieren. Die Aggregationshemmung durch die UW-Losung kann zwar die
Blutungsneigung postreperfusionell erhdhen; sie kann aber auch flir das geringere
postoperative Auftreten thromboembolischer Verschliisse der A.hepatica mitverantwortlich
gemacht werden (328,329). Die vorliegenden Ergebnisse wurden durch neuere
Untersuchungen bestétigt (290). Weitere in-vivo Untersuchungen miissen kliren, ob sich das
vollige Weglassen des Adenosins oder die Verminderung seiner Konzentration in der UW-
Losung - z.B. durch ausgedehnteres Flushing - giinstig auf die Hdmostase und den
postoperativen Verlauf der OLTs auswirken.
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5.6. EinfluB der Spenderleber auf die Himostase und Thrombozytenfunktion des
Empfingers

Zur Evaluierung der pathophysiologischen Bedeutung der Spenderleber verglichen wir bei 10
konsekutiven OLTs (Patientenkollektiv s.Tab.1, Kapitel 4) die Himostaseparameter und die
Aggregationsfahigkeit der Thrombozyten (Patientenkollektiv s.Tab.10, Kapitel 5.3.) im
Perfusat (P) mit Werten in der korrespondierenden systemischen Zirkulation der Patienten (5
Minuten vor Reperfusion (Abnahmezeitpunkt 4; vgl.3.2.).

5.6.1. Ergebnisse

5.6.1.1. Fibrinolyseparameter

Die u-PA Aktivitdt (gemessen mit der Methode von Biopool, vgl. 3.3.1.) war im Perfusat
erhoht. T-PA und PAI Aktivitdten, u-PA Ag (Biopool), Plasminogen und D-Dimere zeigten
vergleichbare Werte und die Konzentrationen von t-PA Ag und PAP Komplexen und die
Aktivitdt des C;-Inhibitors waren erniedrigt im Vergleich zur systemischen Konzentration
kurz vor Reperfusion (Tab.17).

Tabelle 17: Vergleich der Himostaseparameter im Perfusat (P) der Spenderleber mit der systemischen
Zirkulation 5 Minuten vor Reperfusion (Abnahmezeitpunkt 4)

Zeitpunkt Median Spannbreite

Plasminogen (%) systemisch 49 (22-74) n.s.
Perfusat 43 (10-77)

t-PA Aktivitdt (IU/ml) systemisch 14,7  (0-30,4) 0.070
Perfusat 10,9 (0-15,6)

t-PA Antigen (ng/ml) systemisch 21,4 (14,3-44,9) 0.014
Perfusat 17,9  (7,2-28,8)

u-PA Aktivitédt (ng/ml) systemisch 0,1 (0-0,52) 0.050
Perfusat 0,16  (0-0,31)

u-PA Antigen (ng/ml) systemisch 0,3 (0-3,95) 0.200
Perfusat 0,32 (0-6,0)

C;-Inhibitor (%) systemisch 77 (55-107) 0.006
Perfusat 66 (27-92)

PAI Aktivitdt (AU/ml) systemisch 84 (0-34,8) n.s.
Perfusat 68 (0-27,5)

PAP Komplexe (ng/ml) systemisch 34 (6-275) 0.006
Perfusat 16,5 (0,81-71)

Fibrinogen (g/1) systemisch 1,92  (1,1-2,7) 0.018
Perfusat 1,54 (0,5-2,2)

AT III Aktivitdt (%) sytemisch 70 (35-89) 0.004
Perfusat 38 (26-56)

Protein C Aktivitit (%) systemisch 24 (8-54) 0.003
Perfusat 12 (0-24)

totales Protein S Antigen (%) systemisch 82,5 (41-98) 0.069
Perfusat 70 (11-106)

Fibrinmonomer (0-+++) systemisch 2 (0-3) n.s.
Perfusat 2 (0-3)

D-Dimere (mg/1) systemisch 1,5 (0-4) n.s.
Perfusat 2 (0-16)
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TAT Komplexe (mg/ml) systemisch 30 (15-270) 0.005
Perfusat 105 (10-324)
vWF Antigen (%) systemisch 307 (194-405) n.s.
Perfusat 292 (36-446)
5.6.1.2. Gerinnungsparameter

Die TAT Komplexe waren im Perfusat deutlich erhdht, wiahrend die Inhibitoren Protein C,
totales Protein S Ag und AT III deutlich und Fibrinogen leicht erniedrigt waren. Die
Konzentrationen des vVWF Ag und der Fibrinmonomere unterschieden sich nicht in Perfusat
und systemischer Zirkulation (Tab.17).

5.6.1.3. Thrombozytenfunktionsparameter

Die Thrombozytenzahl unterschied sich nicht signifikant zwischen Perfusatproben und
systemischer Zirkulation (Tab.18). In der Ristocetin- und in der Kollagen (Ipg/ml ) -
induzierten Thrombozytenaggregation waren die maximalen Aggregationsantworten in den
Perfusatproben geringer im Vergleich zur systemischen Zirkulation. In der ADP (2pmol/l) -
getriggerten Aggregationsfahigkeit unterschieden sich die hoheren Werte der MA in der
systemischen Zirkulation nur tendentiell von den Werten der Perfusatproben (Tab.18).

Tabelle 18: Vergleich der Thrombozytenaggregabilitéit (gemessen als Maximalamplitude (%)) und der
Thrombozytenzahl im Perfusat (P) und der korrespondierenden systemischen Zirkulation (Abnahmezeitpunkt 4)

Zeitpunkt ) Median (Spanbraito i p (/D

Kollagen (1pg/ml) Systemisch (0-89) O 018
Perfusat 30 (0-77)

ADP (2umol/l) Systemisch 28 (0-74) 0.088
Perfusat 11 (0-73)

Ristocetin (1,2mg/ml) Systemisch 42 (0-93) 0.013
Perfusat 21,5 (0-82)

S Sytemisch 154000 (69 000-246 000) n.s.
Perfusat 179000 (58 000-255 000)

5.6.2.Diskussion

Zwischen Entnahme und Reperfusion wird die Spenderleber in einer kalten
Konservierungslosung aufbewahrt, mit der sie auch unmittelbar nach Entnahme durchspiilt
wird. Wihrend dieser kalten Ischdmiezeit kommt es durch reduzierten Zellstoffwechsel bei
Endothelzellen, Hepatozyten und bei an der GefdBwand verbleibenden Blutzellen zu
Schadigungen mit Diffusionsstorungen und Zelluntergéngen. Intravasal reichern sich auf
diese Weise verschiedene primér intrazelluldre und aktiv sezernierte Substanzen an. In
schlecht préservierten Transplantaten konnte eine Desquamation von Endothelzellen
nachgewiesen werden (261). Durch Spiilung der Spenderleber mit arteriellem Empféngerblut
vor Offnung der hepatocavalen Anastomose, dem sog. Flushing, wird erreicht, daB ein
Grofiteil der Konservierungslosung und wihrend der Lagerungszeit entstandener
Freisetzungsprodukte herausgespiilt werden. Der Restteil scheint jedoch an der Genese
postreperfusioneller Himostasestorungen mitbeteiligt zu sein. Dieses wird unterstiitzt durch
die Beobachtung, da in humanen und tierexperimentiellen OLTs die Schwere der
Héamostasestorungen von der Qualitidt des Spenderorgans (27,108,170) und der Liange der
kalten Ischdmiezeit (171,265,348) abhangt.
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Das Perfusat ist eine Mischung aus arteriellem Blut, das in die Spenderleber einstromt, und
Resten der Konservierungsfliissigkeit. Daraus erkldrt sich, daB bei einem Grof3teil der
Héamostaseparameter im Perfusat, verglichen mit der systemischen Zirkulation, entsprechende
bzw. erniedrigte Werte gemessen wurden. Dieses traf zu fiir t-PA und PAI Aktivitéten, t-PA
Ag, Fibrinogen, vWF Ag und Fibrinmonomere.

Im Gegensatz dazu fielen deutlich erhohte Spiegel der TAT Komplexe und iiberproportional
erniedrigte Spiegel der Proteaseinhibitoren Protein C, Protein S, AT III und des C;-Inhibitors
auf. Diese Parameterkonstellation deutet auf eine ausgepridgte Prothrombinaktivierung im
Transplantat mit Verbrauch der Inhibitoren hin. Die systemisch postreperfusionell
beobachteten DIC-artigen Verdnderungen konnen hierdurch ausgeldst sein (vgl.Kapitel 4).
Die gleichzeitige Erhohung leukozytirer Mediatoren (vgl. Kapitel 5.4.1., 141), der Zytokine
IL-6 und IL-8 (vgl. 5.4.2., 142) und des endothelialen Markers sThrombomodulin (vgl.
Kapitel 5.4.3., 136) im Perfusat sprechen fiir deren pathophysiologische Mitbeteiligung.

Porte et al. berichteten 1989 (273,275) erstmalig, dal3 tierexperimentell die fibrinolytische
Aktivitdt im Perfusat signifikant hoher sei als die fibrinolytische Aktivitét in der systemischen
Zirkulation. Sie (273) flihrten die von ihnen mit Hilfe der Euglobulinlysezeit gemessene
Steigerung des fibrinolytischen Potentials im Perfusat auf eine Aktivititserhhung des
extrinsischen fibrinolytischen Systems zuriick. Es wurde jedoch im Rahmen dieser
Untersuchung kein t-PA bestimmt. Die vorliegenden Ergebnisse konnen diese Vermutung
nicht bestitigen, da t-PA Ag und t-PA Aktivitdt deutlich erniedrigt im Perfusat zu messen
waren.

Bei den vorliegenden Ergebnissen fiel eine erhohte u-PA Aktivitit im Perfusat auf. Sie macht
eine Aktivierung des intrinsischen fibrinolytischen Systems - vorstellbar am ischdmisch
alterierten Endothel des GefdBbettes der Spenderleber als Fremdoberfliche (Abb.48,
vgl.5.2.2.3.) - wahrscheinlich. Die vorbeschriebene erniedrigte i-PA Aktivitit (vgl.5.2.2.2.)
und die hochsignifikant erniedrigten PAP Komplexe im Perfusat scheinen jedoch einer
verstirkten Plasminfreisetzung durch u-PA zu widersprechen. Plausibler scheint eine
hepatische Freisetzung von u-PA die erhohte u-PA Aktivitit im Perfusat zu erkldren
(vgl.5.2.2.1.).

Beim Vergleich der ex vivo induzierten Thrombozytenaggregation in Proben aus Perfusat und
systemischer Zirkulation zeigte sich eine verminderte Aggregationsantwort im Perfusat.
Dieser Unterschied liel sich nur fiir die Kollagen-induzierte und die Ristocetin-getriggerte
Aggregation statistisch sichern. Die vorhergehenden Untersuchungen hatten gezeigt, dafl die
UW-Konservierungslosung in vitro zu einer Reduktion der Thrombozytenaggregation fiihrt.
Es ist zu diskutieren, ob die ex vivo gemessene Verminderung der Thrombozytenaggregation
durch Einfluf der Konservierungsfliissigkeit bedingt ist und/oder auf die Wirkung endothelial
sezernierter bzw. wihrend der kalten Ischidmiezeit durch Zellabbau freigesetzter Mediatoren
zuriickzufiihren ist. Auch ist es mdglich, daB3 eine submaximale Thrombozytenstimulation
durch in der Transplantatleber gebildetes Thrombin (s.0.) mit konsekutiv verminderter
Stimulierbarkeit der Thrombozyten erfolgt.
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6. KLINISCHE STUDIEN ZUR THERAPEUTISCHEN BEEINFLUSSUNG DER
HAMOSTASE- UND THROMBOZYTENFUNKTIONSSTORUNGEN BEI
ORTHOTOPER LEBERTRANSPLANTATION

6.1. Einleitung
Die bisherigen Ergebnisse zeigten die Bedeutung des fibrinolytischen Systems vor allem in
der anhepatischen Phase. In der Reperfusionsphase konnte eine Aktivierung des
Gerinnungssystems  gemessen werden bei gleichzeitigem  Anstieg leukozytérer
Aktivierungsmarker und Parameter einer Endothelzellschidigung (sThrombomodulin). Ein
entscheidender Einfluf scheint dabei der wéihrend der kalten Ischdmiezeit vor Implantation
geschidigten Spenderleber zuzukommen. Ein alteriertes Endothel der Spenderleber fiihrt zur
gesteigerten Thrombozyten-, Leukozyten- und Gerinnungsaktivierung mit der Folge einer
herabgesetzten postreperfusionellen thrombozytiren Aggregabilitit, einer gesteigerten
Generierung leukozytirer Aktivierungsmarker und einem reduzierten Gerinnungspotential.
Intrahepatisch geschéddigte RES-Zellen und Hepatozyten setzen intrazelluldre leukozytire
Enzyme, vor allem Kathepsin B, frei, die ebenfalls die plasmatische Gerinnung aktivieren.
Fiir eine therapeutische Beeinflussung ergeben sich dadurch mehrere Angriffspunkte, von
denen wir zwei untersuchten:
1. die Beeinflussung der gesteigerten Fibrinolyse durch Aprotiningabe und
2. der Versuch durch Gabe von Prostaglandin E; die ischdmische Leberschiddigung mit ihren
Auswirkungen auf Hdmostase und Thrombozytenaggregabilitit zu reduzieren.

6.2. Aprotininbolusgabe versus Infusionsgabe bei der Beeinflussung
hyperfibrinolytischer Hamostasestorungen wihrend orthotoper Lebertransplantation

6.2.1.Einleitung

Vorhergehende Untersuchungen hatten gezeigt, dafl eine dreimalige Aprotininbolusgabe bei
OLT (3 x 0.5 Mill. KIU) klinisch zu einer verminderten Blutungsneigung mit deutlich
niedrigerem Transfusionsbedarf fithrte (251). Der anhepatische t-PA Anstieg und die
erreichten Maxima am Ende der anhepatischen Phase waren geringer (119,120, vgl.Kapitel 4)
als in anderen Transplantationszentren (29,78,275). Trotzalledem fanden sich bei den meisten
OLTs unter dieser Aprotininmedikation Zeichen einer Hyperfibrinolyse im TEG. Die
komplikationslose und erfolgreiche hochdosierte Aprotiningabe bei Herzoperationen mit
kardiopulmonalem BypaB3 (5 Mill.KIU/2h) (72,89,289) und bei Polytraumapatienten (17.5
Mill. KIU/24h) (48) veranlafite uns zwischen 9/89 und 5/90 eine randomisierte, offene und
prospektive Studie bei 23 konsekutiven OLTs (Tab.19) durchzufithren (126,127,137). 13
Patienten erhielten Aprotinin als Bolusgabe (Bolusgruppe) und 10 als kontinuierliche Infusion
(Infusionsgruppe) (Tab.20). Die Zuteilung erfolgte iiber fortlaufend numerierte
Briefumschldge, die nach Zufallsverteilung die Art der Aprotiningabe enthielten. Die
Patienten waren iiber die Durchfiihrung der prospektiven Studie informiert und hatten
préoperativ ihr Einverstdndnis gegeben.
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Tabelle 19: Diagnose und Charakteristika von 23 Patienten mit primérer orthotoper Lebertransplantation

Bolusgruppe Infusionsgruppe

Diagnose weibl. | ménnl. | Alter* weibl. | méinnl. | Alter*
Postnekrotische Zirrhose 1 4 50(43-65) 4 4 49(24-65)
Alkoholtoxische Zirrhose 3 1 49(40-56) 0 0

Primiire bilidre Zirrhose 1 0 24 1 0 55
Sekundiire biliiire Zirrhose 1 0 52 0 0
Leberzellcarcinom 1 0 60 0 0
Metastasenleber 0 0 1 0 55
Budd-Chiari Syndrom 1 0 46 0 0

Total 8 5 47(40-65) 6 4 53(24-65)
*Median (Spannbreite) in Jahren
Tabelle 20: Dosierschemata der Aprotiningabe

Bolusgruppe Infusionsgruppe \

0,5 Mill. KIU als mit Anésthesiebeginn 0,2 Mill. KIU/Std.

Bolus

0,5 Mill. KIU als mit Beginn der 0,4 Mill. KIU/Std.

Bolus anhepatischen Phase

0,5 Mill. KIU als mit Beginn der 0,4 Mill. KIU/Std.

Bolus Reperfusionsphase

Heparin 250 IE/Std. | mit Operationsende 0,1 Mill. KIU/Std.+Heparin

250 1E/Std.

6.2.2. Ergebnisse

Bei beiden Gruppen wurden keine Hinweise auf intra- oder postoperative Thromboembolien
gesehen. Zwei Patienten der Infusionsgruppe entwickelten im Verlauf der ersten
postoperativen Woche eine dialysepflichtige Niereninsuffizienz. Der Transfusionsbedarf lag
bei der Bolusgruppe (Median (Spannweite)) bei 8 (4-26) EK und 10.5 (7-35) FFP Einheiten
und bei der Infusionsgruppe bei 7 (2-20) EK und 8 (2-28) FFP Einheiten (n.s.). Wéhrend der
ersten drei postoperativen Tage war der EK-Bedarf mit 1.5 (0-6) Einheiten bei der
Infusionsgruppe signifikant (p=0.045) geringer als bei der Bolusgruppe mit 3.5 (0-9)
Einheiten. Der Transfusionsbedarf von FFP unterschied sich nicht (Infusionsgruppe: 6.5 (0-
17), Bolusgruppe: 9.5 (4-22)). Die Intensivbehandlung betrug 25 (14-58) Tage bei der
Bolusgruppe und 23 (11-36) Tage bei der Infusionsgruppe (n.s.).

Die Aprotininspiegel lagen zu allen Abnahmezeitpunkten signifikant hoher bei der
Infusionsgruppe (Abb.71). Das TEG zeigte hyperfibrinolytische Verdnderungen bei 7 der 13
OLTs in der Bolusgruppe und nur bei einer der 10 OLTs in der Infusionsgruppe (Abb.72). Die
t-PA Aktivititen (Abb.73) stiegen bei allen 23 OLTs wéhrend der anhepatischen Phase an und
erreichten kurz vor Reperfusionsbeginn ihre Maxima, die bei der Bolusgruppe signifikant
hoher lagen als bei der Infusionsgruppe. Der Verlauf der t-PA Ag Werte im Plasma (Abb.74)
unterschied sich nicht. Ein vergleichbarer PAI Anstieg konnte bei beiden Gruppen beobachtet
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Abbildung 71: Aprotininspiegel wahrend orthotoper Lebertransplantationen bei 13 Patienten, die Aprotinin
intraoperativ als niedrig dosierte, dreimalige Bolusgabe (Bolus) und bei 10 Patienten, die Aprotinin als hoher dosierte,
kontinuierliche Infusion (Infusion) erhielten.

Spannweiten \

Zeitpunkt 1 2 3 4 5 6 7 P
Aprotinin 1-115,5 |1,1-65,3 [0-59.4 5,9-152,5 [2-119,5 |2-190,7 |3,3-282,5 |2-97,7
(KIU/ml)
Bolus

Aprotinin 0,1-29,1 | 27,1-87,8 | 25,7-151,7 | 37,6-178,9 | 41,6-198 | 0-219,1 | 46,8-198,7 | 42,9-142,6
(KIU/ml)
Infusion

Statistische Signifikanzen im einzelnen Kurvenverlauf \

Bolusgruppe p(1/5) | p(1/7) | p(7/8)
=0.037 | =0.008 | =0.006

Infusionsgruppe p(1/3) | p(1/4) | p(1/5) | p(1/7) | p(7/8)
=0.012 | =0.002 | =0.001 | =0.003 | =0.003

Statistische Unterschiede zwischen

Bolus- und Infusionsgruppe

p(Zeitpunkt) p(2) p(3) p(4) p(5) p(6) p(7) p(®)
=0.003 |=0.003 |=0.046 [=0.003 |=0.003 |=0.006 |=0.004
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Abbildung 72: Zeichen einer Hyperfibrinolyse gemessen mit der Vollblutgerinnsellysezeit (whole blood lysis
time, WBLT) im TEG (WBLT>120 Minuten: keine Hyperfibrinolyse, WBLT<120 und>90 Minuten: leichte
Hyperfibrinolyse und WBLT<90 Minuten: schwere Hyperfibrinolyse) bei 13 Patienten, die Aprotinin
intraoperativ als niedriger dosierte, dreimalige Bolusgabe (Bolusgruppe) und bei 10 Patienten, die Aprotinin als
hoher dosierte, kontinuierliche Infusion (Infusionsgruppe) erhielten.
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Abbildung 73: t-PA (tissue-type Plasminogenaktivator) Aktivitit wihrend orthotoper Lebertransplantation bei 13
Patienten, die Aprotinin intraoperativ als niediger dosierte, dreimalige Bolusgabe (Bolusgruppe) und bei 10 Patienten,
die Aprotinin als hoher dosierte, kontinuierliche Infusion (Infusionsgruppe) erhielten.

Spannweiten

Zeitpunkt 1 2 3 4 5 6 7
t-PA Akt (IU/ml) | 0-7,8 0-23,3 |0,8-34,5 | 0-180 0,8-142 |0,7-32,6 | 0-5,1 0-1
Bolus
t-PA Akt (IU/ml) |0,3-10,7 |0-22,7 |0-23,9 1,6-34,4 | 1-227 0,3-41 0,6-2,7 |0-0,7
Infusion

Statistische Signifikanzen im einzelnen Kurvenverlauf

Bolusgruppe p(1/4) p(4/7) | p(4/8)
=0.008 =0.005 | =0.006
Infusionsgruppe p(1/4) | p4/6) | p@&/7) | p(4/8)
=0.007 | =0.012 | =0.009 | =0.009

Statistische Unterschiede zwischen

Bolus- und Infusionsgruppe
p(Zeitpunkt) p(3)=0.05 | p(4)=0.046 |
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Abbildung 74: t-PA Ag (tissue-type Plasminogenaktivator Antigen) wéhrend orthotoper Lebertransplantation bei 13
Patienten, die Aprotinin intraoperativ als niedriger dosierte, dreimalige Bolusgabe (Bolusgruppe) und bei 10 Patienten,
die Aprotinin als hoher dosierte, kontinuierliche Infusion (Infusionsgruppe) erhielten. Es bestanden keine signifikante
Unterschiede zwischen den Gruppen.

Spannweiten

Zeitpunkt 1 2 3 4 5 6 7 8
t-PA Ag (ng/ml) |6,2-22 10,4-246 |11,9-25 |12-25 |12,9-28,8 |9,3-24,5 |6,6-20,8 |3-244
Bolus

t-PA Ag (ng/ml) |1,7-20,5 |7-30,2 10,3-30 |13-33 |11,5-32,4 [10,6-24 |8,1-19,3 |4,9-21
Infusion

Statistische Signifikanzen
im einzelnen Kurvenverlauf

Bolusgruppe

p(1/2)=0.002

p(4/6)=0.036

p(4/7)=0.011

p(4/8)=0.006

Infusionsgruppe

p(1/3)=0.008

p(1/4)=0.008

p(4/5)=0.018

p(4/6)=0.007

p(4/7)=0.003
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Abbildung 75: PAI (Plasminogenaktivatorinhibitor) Aktivitit wéihrend orthotoper Lebertransplantation bei 13
Patienten, die Aprotinin intraoperativ als niedriger dosierte, dreimalige Bolusgabe (Bolusgruppe) und bei 10 Patienten,
die Aprotinin als hoher dosierte, kontinuierliche Infusion (Infusionsgruppe) erhielten.

Zeitpunkt 1 2 3 4 5 6 7 8
PAI (AU/ml) Bolus 0,3-35,8 | 0-34,5 |0-32,2 | 0-34,8 0-26,2 0-37,8 0-40 21-40
PAI (AU/ml) Infusion 0-38,8 0-34,5 [0-33,8 |7,4-29,8 |11,4-30,4 |13,2-33,8 | 16-39,6 | 12-40,2
Bolusgruppe p(5/6)=0.003 | p(6/7)=0.001

Infusionsgruppe p(5/6)=0.001 | p(6/7)=0.004

Statistische Unterschiede zwischen

Bolus- und Infusionsgruppe

p(Zeitpunkt) p(3)=0.08
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Abbildung 76: C;-Inhibitor Aktivitit wahrend orthotoper Lebertransplantation bei 13 Patienten, die Aprotinin
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intraoperativ als niedriger dosierte, dreimalige Bolusgabe (Bolusgruppe) und bei 10 Patienten, die Aprotinin als héher
dosierte, kontinuierliche Infusion (Infusionsgruppe) erhielten. Es bestanden keine signifikanten Unterschiede zwischen

den Gruppen.

Zeitpunkt

1

C;- Inhibitor (%)
Bolusgruppe

15-135

58-117 |48-110

55-107 |45-99

48-96

54-114

64-92

C;- Inhibitor (%)
Infusionsgruppe

54-114

51-114 |37-112

47-117 | 44-99

44-94

49-94

69-114

Bolusgruppe

p(2/3)=0.004

p(4/5)=0.002

p(5/6)=0.009

p(7/8)=0.025

Infusionsgruppe

p(2/3)=0.003

p(3/4)=0.004

p(4/5)=0.005

p(7/8)=0.003
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Abbildung 77: a,-Antiplasminaktivitidt wihrend orthotoper Lebertransplantation bei 13 Patienten, die Aprotinin
intraoperativ als niedriger dosierte, dreimalige Bolusgabe (Bolusgruppe) und bei 10 Patienten, die Aprotinin als héher
dosierte, kontinuierliche Infusion (Infusionsgruppe) erhielten.

Zeitpunkt 1 2 3 4 5 6 7 8
o-Antiplasmin (%) | 33-118 |42-122 |36-87 |72-126 |55-118 |56-121 |66-130 |48-117
Bolusgruppe

o-Antiplasmin (%) | 18-73 | 53-97 | 55-102 |82-116 |71-104 |74-101 |76-114 |71-111
Infusionsgruppe

Bolusgruppe p(3/4)=0.002 | p(4/5)=0.006 |p(1/8)=0.033
Infusionsgruppe p(3/4)=0.003 | p(4/5)=0.003 | p(1/8)=0.003

Statistische Unterschiede zwischen

Bolus- und Infusionsgruppe
p(Zeitpunkt) p(3)=0.046 | p(8)=0.03 |
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Abbildung 78: Plasminogenspiegel wihrend orthotoper Lebertransplantation bei 13 Patienten, die Aprotinin
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intraoperativ als niedriger dosierte, dreimalige Bolusgabe (Bolusgruppe) und bei 10 Patienten, die Aprotinin als hoher
dosierte, kontinuierliche Infusion (Infusionsgruppe) erhielten. Signifikante Unterschiede zwischen beiden Gruppen und
im Verlauf der einzelnen Kurven bestanden nicht.

Zeitpunkt 1 2 3 4 5 6 7 8
Plasminogen (%) |12-71 |24-79 |22-68 |22-74 |27-64 |27-66 |26-67 |28-77
Bolusgruppe

Plasminogen (%) |22-71 |31-75 |27-72 |23-64 |28-62 |27-60 |28-63 |37-51
Infusionsgruppe
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Abbildung 79: Konzentration der Thrombin-Antithrombin III Komplexe (TAT) wihrend orthotoper

Lebertransplantation bei 13 Patienten, die Aprotinin intraoperativ als niedriger dosierte, dreimalige Bolusgabe

(Bolusgruppe) und bei 10 Patienten, die Aprotinin als héher dosierte, kontinuierliche Infusion (Infusionsgruppe)

erhielten.

Zeitpunkt 1 2 3 4 5 6 7 8

TAT (mg/ml) 5,1-50 [2,8-57 |11,2-93 |15,7-341 |26-272 |12-330 |[35,8-260 |7,8-255

Bolusgruppe

TAT (mg/ml) 7,3-48 |8,7-66 |14,5-74 |17-381 46-555 |55-925 |44-710 6,7-110

Infusionsgruppe

Bolusgruppe p(2/3) p(3/4) p(4/5) p(5/6) p(7/8)
=0.005 =0.004 =0.037 =0.037 =0.001

Infusionsgruppe p(1/2) p(2/3) p(3/4) p(4/5) p(5/6) p(6/7) p(7/8)
=0.003 =0.026 =0.026 =0.014 =0.023 =0.018 =0.003

p(Zeitpunkt) p(2)=0.03 | p(3)=0.02 | p(6)=0.04 | p(7)=0.08 |
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Abbildung 80: Fibrinogenkonzentration wahrend orthotoper Lebertransplantation bei 13 Patienten, die Aprotinin

intraoperativ als niedriger dosierte, dreimalige Bolusgabe (Bolusgruppe) und bei 10 Patienten, die Aprotinin als hoher
dosierte, kontinuierliche Infusion (Infusionsgruppe) erhielten.

Zeitpunkt 1 2 3 4 5 6 7 8
Fibrinogen (g/1) |0-3,42 |0,7-3 0,7-2,7 {1,1-3,0 |0,6-2,3 |1,1-2,1 |1,1-2,5 |1,6-3,1
Bolusgruppe

Fibrinogen (g/1) |0,7-3,5 |1,2-3,2 |1,1-29 [1,3-2,6 |1,2-2,5 [1,2-2,2 |1,2-2,9 [2,1-3,9
Infusionsgruppe

|

Bolusgruppe p(2/3)=0.001 | p(3/4)=0.017 | p(4/5)=0.002 | p(6/7)=0.042 | p(7/8)=0.002
Infusionsgruppe p(2/3)=0.01 | p(3/4)=0.049 | p(4/5)=0.003 |p(6/7)=0.008 | p(7/8)=0.003

p(Zeitpunkt) p(2)=0.03 | p(6)=0.03
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Abbildung 81: Protein C Aktivitit wihrend orthotoper Lebertransplantation bei 13 Patienten, die Aprotinin
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intraoperativ als niedriger dosierte, dreimalige Bolusgabe (Bolusgruppe) und bei 10 Patienten, die Aprotinin als hoher
dosierte, kontinuierliche Infusion (Infusionsgruppe) erhielten. Es bestanden keine signifikanten Unterschiede zwischen

den Gruppen.

Zeitpunkt

1

2

3

4

5

6

Protein C (%)
Bolusgruppe

6-69

5-60

3-50

9-54

12-39

13-42

15-38

27-83

Protein C (%)
Infusionsgruppe

3-48

3-47

3-50

11-61

14-47

14-52

14-40

36-88

Bolusgruppe

Statistische Signifikanzen im einzelnen Kurvenverlauf

p(2/3)=0.046

p(5/6)=0.001

p(7/8)=0.001

Infusionsgruppe

p(3/4)=0.011

p(4/5)=0.034

p(7/8)=0.003
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Abbildung 82: Antithrombin III Aktivitét (AT III) wahrend orthotoper Lebertransplantation bei 13 Patienten, die
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Aprotinin intraoperativ als niedriger dosierte, dreimalige Bolusgabe (Bolusgruppe) und bei 10 Patienten, die Aprotinin
als hoher dosierte, kontinuierliche Infusion (Infusionsgruppe) erhielten. Es bestanden keine Unterschiede zwischen den

Gruppen.

Zeitpunkt 1 2 3 4 5 6 7 8
AT I (%) 23-80 24-87 20-72 33-89 31-79 29-76 28-75 39-82
Bolusgruppe
AT I (%) 19-78 28-114 26-118 41-104 39-78 39-95 41-96 44-80
Infusionsgruppe
Statistische Signifikanzen im einzelnen Kurvenverlauf
Bolusgruppe p(3/4)=0.005 | p(4/5)=0.002 | p(1/8)=0.01
Infusiongruppe p(4/5)=0.014 | p(1/8)=0.039
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werden (Abb.75). Der Verlauf des C,-Inhibitors unterschied sich nicht (Abb.76). Die Spiegel
des a-Antiplasmins (Abb.77) waren bei der Infusionsgruppe hdher, ein Unterschied, der ein
Signifikanzniveau 10 Minuten nach Beginn der anhepatischen Phase und 12 Stunden nach
Reperfusion erreichte. Da beim o,-Antiplasminassay (3.3.1.) die o,-Antiplasminaktivitét iiber
Plasminentstehung gemessen wird, ist eine Storung durch die gleichzeitig bestehende und
signifikant unterschiedliche Aprotininkonzentration in den Plasmaproben beider Gruppen
(Abb.71) denkbar. Die hdoheren an-Antiplasminwerte der Infusionsgruppe bei hdheren
Aprotininspiegeln konnen dadurch erklart werden. Die Plasminogenkonzentrationen (Abb.78)
waren vergleichbar bei beiden Gruppen. Die TAT-Komplexe (Abb.79) lagen bei der
Infusionsgruppe vor der anhepatischen Phase und mit bzw. nach Beginn der Reperfusion
hoher als bei der Bolusgruppe. Die Fibrinogenwerte (Abb.780 lagen bei der Bolusgruppe kurz
vor der anhepatischen Phase und nach Reperfusion hoher als bei der Infusionsgruppe. Die
Verldufe der Inhibitoren Protein C (Abb.81) und AT III (Abb.82) unterschieden sich nicht
zwischen beiden Gruppen.

Ein Vergleich der Perfusatproben (Tab.21) beider Gruppen zeigte signifikant tiefere t-PA Ag
Spiegel und tendentiell niedrigere t-PA Aktivitdten in der Infusionsgruppe, wihrend in dieser
Gruppe die Aktivitdten der Inhibitoren PAI und o,-Antiplasmin signifikant erhoht waren. Fiir
alle anderen Parameter konnten keine Unterschiede zwischen beiden Gruppen gemessen
werden.

Tabelle 21: Vergleich der Himostaseparameter im Perfusat in Bolus- (B) und Infusionsgruppe(I) der
Aprotiningabe

Parameter (Einheit Gruppe Median Spannbreite p (B/1 \

Plasminogen (%) Bolusgruppe 43 (3-77) n.s.
Infusionsgruppe 50 (35-87)

t-PA Aktivitit (IU/ml) Bolusgruppe 12 (0,7-23,6) n.s.
Infusionsgruppe 5 (0,7-17,4)

t-PA Antigen (ng/ml) Bolusgruppe 12,3 (7,2-26,6) 0.050
Infusionsgruppe 10,1 (1,2-19,3)

C;-Inhibitor (%) Bolusgruppe 65 (6-92) n.s.
Infusionsgruppe 73 (34-109)

PAI Aktivitit (AU/ml) Bolusgruppe 6,4 (0-22) 0.043
Infusionsgruppe 17,8 (8,8-30,4)

op-Antiplasmin (%) Bolusgruppe 63 (5-95) 0.010.
Infusionsgruppe 93 (68-102)

Fibrinogen (g/1) Bolusgruppe 1,5 (0-2,2) n.s.
Infusionsgruppe 1,5 (0-2,6)

AT I Aktivitat (%) Bolusgruppe 31 (3-56) n.s.
Infusionsgruppe 37 (9-55)

Protein C Aktivitét (%) Bolusgruppe 9,5 (0-24) 0.063
Infusionsgruppe 15 (3-50)

TAT Komplexe (mg/ml) Bolusgruppe 93,2 (40,5-324) n.s.
Infusionsgruppe 73,5 (32,5-1500)
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6.2.3. Diskussion

Alle 23 Patienten iiberlebten die OLT ldngerfristig (> 1 Jahr). Jeweils eine Frau der Bolus-
und der Infusionsgruppe benétigten eine Retransplantation wegen schwerer Host-versus-graft
Reaktion. Eine Leberarterienthrombose trat bei keiner der Patienten auf.

Vorhergehende  Ergebnisse hatten einen giinstigen Effekt einer dreimaligen
Aprotininbolusgabe auf Fibrinolysezeichen und Transfusionsbedarf wihrend OLT gezeigt
(17,119,120,251). Die vorliegende Studie machte einen positiven Effekt auch bei der hoher
dosierten Aprotinin-Infusion deutlich. Bei hochsignifikant hoheren Aprotininspiegeln in der
Infusionsgruppe wihrend der gesamten Operationsdauer kam es deutlich weniger zu Zeichen
einer Hyperfibrinolyse (TEG). Es konnten signifikant niedrigere t-PA Aktivititen besonders
wiahrend der anhepatischen Phase gemesssen werden. Parallel waren PAI (und o,-
Antiplasmin)spiegel wihrend der anhepatischen Phase bzw. nach Reperfusion in der
Infusionsgruppe hoher als in der Bolusgruppe. Diese Ergebnisse machen deutlich, dafl hohere
Aprotininspiegel zu herabgesetzter t-PA Aktivitét, verminderten Hyperfibrinolysezeichen mit
konsekutiv reduzierterem Verbrauch an fibrinolytischen Inhibitoren fithren. Nach Reperfusion
waren bei der Infusionsgruppe ein steilerer Anstieg der TAT Komplexe bei gleichzeitig
stairkerem Abfall der Fibrinogenwerte zu sehen, interpretierbar im Sinne einer verstirkten
Prothrombinaktivierung. Hohere Aprotiningaben scheinen somit in der Reperfusionsphase das
hidmostatische Gleichgewicht in prokoagulatorische Richtung zu verschieben. Da sich jedoch
die Spiegel der Gerinnungsinhibitoren - Protein C, AT III und C;-Inhibitor - nicht bei beiden
Gruppen unterschieden, scheint es zu keinem hoheren Inhibitorverbrauch im Sinne einer DIC
bei der Infusionsgruppe gekommen zu sein.

Der Transfusionsbedarf war vergleichbar bei beiden Gruppen.

Bei den vorhergehenden Untersuchungen der Perfusatproben (119,120, Kapitel 5.6.) hatten
signifikant erhohte TAT Komplexe und signifikant erniedrigte Aktivititen der
Proteaseinhibitoren im Vergleich zur systemischen Zirkulation auf eine gesteigerte
Prothrombinaktivierung und einen Verbrauch von Gerinnungsinhibitoren in der Spenderleber
hingedeutet. Im Perfusat der Infusionsgruppe, d.h. in Gegenwart hoherer Aprotininspiegel,
lagen t-PA Ag und t-PA Aktivitdt niedriger und PAI (und o,-Antiplasmin) Aktivititen héher
als in der Bolusgruppe. Im Rattenlebertransplantationsmodell wurde von Lie et al. ein
protektiver  Effekt von  Aprotinin auf die ischdmische  Schadigung der
Transplantatleberendothelzellen beschrieben (210), die eine niedrigere t-PA Freisetzung
erkliren konnte. Eine entsprechende Protektion der endothelialen t-PA Freisetzung durch
hohere Aprotininspiegel wire auch bei humanen Transplantationen vorstellbar. Morgan et al.
(232) konnten jedoch die Ergebnisse von Lie et al. nicht bestdtigen. Parallel ist zu diskutieren,
ob die Aprotinin-bedingte Hemmung des Kallikreins, einem via Bradykininbildung
(vgl.Abb.2) potenten Stimulator der endothelialen t-PA Freisetzung, als Mechanismus
Bedeutung zukommt (64).

Nicht offene und nicht randomisierte Studien konnten Vorteile einer intraoperativen
Aprotinin-Infusion im Vergleich zu OLTs ohne Aprotiningabe zeigen (44,107,221). Mallett et
al. (221) sahen eine Verminderung des Transfusionsbedarfs auf weniger als ein Drittel,
signifikant weniger Hyperfibrinolysezeichen, verkiirzte Dauer der Operation und der
Intensivtherapie. Cauchie et al. (44) sahen einen deutlichen antifibrinolytischen Effekt mit
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hochsignifikanter Verminderung des Transfusionsverbrauchs. Grosse et al. (107) berichteten
bei Aprotinin-Infusion {iber einen hochsignifikant niedrigeren Transfusionsbedarf, niedrigere
t-PA  Aktivitdtswerte, hohere Werte der fibrinolytischen Inhibitoren und fehlende
Hyperfibrinolysezeichen. Prothrombinaktivierungsprodukte traten in beiden Patientengruppen
in vergleichbarer Konzentration auf.

Spétere Studien (212,263,295,304) bestdtigten die vorliegenden Ergebnisse, indem sie
zeigten, daBl die Aprotiningabe zur signifikanten Verminderung von Transfusionsbedarf und
Fibrinolysepotential fiihrt.

Eine erste prospektive, randomisierte und doppelblinde Studie (106), bei der gleichzeitig allen
Patienten AT III zur Aufrechterhaltung eines AT III-Spiegels von iiber 70% verabreicht
wurde, konnte die klinische Effektivitit einer Aprotinin-Infusion wéhrend OLT nicht
bestitigen. Es ergaben sich keine Unterschiede hinsichtlich des Transfusionsbedarfs, der
Operationsdauer und der Zeit der Intensivbehandlung zwischen beiden Gruppen. Es mul}
dabei beriicksichtigt werden, da} diese Studie an einem kleinen Patientenkollektiv
durchgefiihrt wurde und daB3 der Transfusionsbedarf drei- bis viermal so hoch lag wie in
anderen - die klinische Effektivitdit einer Aprotinintherapie bestdtigenden - Studien
(44,107,119,120,221). Eine spitere, groBBe (n=80), prospektive, randomisierte und
doppelblinde, spanische Studie (98) konnte ebenfalls keinen klinischen Vorteil bei
Aprotiningabe zeigen. Die Vergleichbarkeit zu den vorliegenden Ergebnissen ist
eingeschrinkt, da die applizierte Aprotinindosis hoher als in der vorliegenden Untersuchung
war und in den meisten Fillen kein veno-vendser Bypass benutzt wurde.

Eine spiter veroffentlichte, amerikanische Untersuchung (224) verglich eine Kontrollgruppe
ohne Aprotiningabe mit zwei Patientengruppen, die eine hohe und eine niedrig dosierte
Aprotinin-Infusion erhielten. Es konnte gezeigt werden, daB3 bereits die niedrig dosierte
Aprotinin-Infusion ~ (200.000  KIU/Std.)  ausreichend  Fibrinolysetdtigkeit = und
Transfusionsbedarf reduzierte.

Gefehlt hatte bisher die Bestitigung der klinischen Wirksamkeit von Aprotinin bei OLT in
grolen Multizenterstudien. Eine groBle, prospektive, doppelblinde, Placebo-kontrollierte
Multizenterstudie (EMSALT, european multicenter study on the use of aprotinin in liver
transplantation) (276) konnte dies nun erstmalig zeigen. Sie wurde durchgefiihrt von 1994 bis
1998. Sechs europdische Transplantationszentren beteiligten sich daran, und es wurden
insgesamt 137 Patienten eingeschlossen.. Bei der Patientengruppe mit hochdosierter
intraoperativer Aprotiningabe (Initialdosis von 2x10° KIU gefolgt von 1x10° KIU/Std. und
zusitzlichem Bolus 20 Minuten vor Reperfusion von 1x10°KIU) lagen Transfusionsbedarf
hochsignifikant und Blutverlust signifikant niedriger als in der Placebogruppe. Bei der
Patientengruppe mit regulirer Aprotiningabe (2x10° KIU gefolgt von 0,5x10° KIU/Std.) lagen
der Transfusionsbedarf signifikant und der Blutverlust hochsignifikant niedriger als in der
Placebogruppe. Keine signifikanten Unterschiede in Transfusionsbedarf und Blutverlust
konnten zwischen hochdosiert und regulir dosierter Aprotiningabe beobachtet werden.

Diese Ergebnisse (276) bestitigen die klinische Bedeutung einer intraoperativen
Aprotinininfusion mit Verminderung der gesteigerten Fibrinolyse und des hohen
Transfusionsbedarfs bei OLT und zeigen zuséitzlich, daB dazu eine niedrige bzw. regulére
Aprotinindosierung ausreichend ist.
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6.3. Prostaglandin E; Infusion wihrend orthotoper Lebertransplantation

6.3.1. Einfluf} der Prostaglandin E; Infusion auf die Thrombozytenfunktion bei
orthotoper Lebertransplantation

6.3.1.1. Einleitung

Bei der OLT sind eine gestorte postreperfusionelle Aggregationsfahigkeit der Thrombozyten
und ein Abfall der Thrombozytenzahl mitverantwortlich an dem hohen Transfusionsbedarf
(5.5.1.,125). Die gleiche Storung der thrombozytiren Aggregationsfahigkeit findet sich auch
im Perfusat der Spenderleber (Kapitel 5.6.1.3.,125). Gleichzeitig konnten erhohte Spiegel
leukozytérer Mediatoren (5.4.1.) und Parameter einer ausgepriagten Prothrombinaktivierung in
den Plasmaproben des Perfusates und der korrespondierenden Zirkulation (5.6.1.2.) gemessen
werden (119,120,282,283,284). Diese Ergebnisse lieBen vermuten, da3 Mediatoren aus den
wihrend der Konservierungszeit ischdmisch geschiadigten Spenderleberzellen freigesetzt
werden und zu einer Prothrombinaktivierung mit Inhibitorverbrauch und zur
Thrombozytenaktivierung fiihren. Die Gabe von PGE, (18) hatte einen giinstigen Einfluf} bei
ischdmischer Leberschidigung gezeigt (6,88,261). Dieses geschieht durch Stabilisierung der
zelluldren Integritit, durch Beschleunigung von Reparaturprozessen und durch Steigerung der
arteriellen Blutstromungsgeschwindigkeit zur Leber hin (105). Der Einsatz von Prostazyklin
(PGIL,), einem anderen zytoprotektiven Prostaglandin in der Konservierungslésung von
Transplantaten, hatte ischdmische Schéddigungen des Transplantates verhindern kdnnen
(96,219). Auch waren postoperative PGE; Infusionen bei der Therapie eines priméren
Lebertransplantatversagens wirksam gewesen (105). Bei fulminanter viraler Hepatitis hatte
die PGE;, Gabe die hepatische Synthesefunktion verbessern konnen und so zu einer
langanhaltenden Remission gefiihrt (301).

Die vorliegende Untersuchung priift in einer offenen, prospektiven und randomisierten Studie
den EinfluB der PGE, Infusion auf Thrombozytenfunktion und Transfusionsbedarf bei OLT
(130,133).

In einer konsekutiven Serie wurden 20 Patienten im Endstadium einer Lebererkrankung
(Tab.22) transplantiert. Aprotinin wurde als kontinuierliche Infusion verabreicht (s.5.2.2.1.).
Nach Zustimmung der Patienten erhielten 10 Patienten PGE; (Alprostadil, Sanol Schwarz
GmbH, Monheim, Deutschland) als kontinuierliche Infusion (PG Gruppe). Zehn Patienten
erhielten keine PGE; Behandlung (Kontrollgruppe). Mit Beginn der Operation wurde eine
kontinuierliche Infusion von PGE; mit einer Anfangsdosis von 10ug/Std. gegeben, die gemil
Protokoll auf 10pug/Std. bis zu einer Maximaldosis von 40ug/Std. gesteigert wurde. Diese
Enddosis wurde postoperativ fiir 3 Tage lang weiter gegeben. Die PGE; Infusion sollte
unterbrochen werden, wenn der systolische Blutdruck unter 100 mmHg sinkt. Nach
Blutdruckstabilisierung sollte erneut mit der Anfangsdosis von 10ug/Std. begonnen werden.
Die PGE;-Gabe sollte abgebrochen werden, wenn PGE; dreimal innerhalb von 24 Stunden
probiert und nicht toleriert wird oder wenn schwere Durchfille auftreten.
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Tabelle 22: Diagnose und Charakteristika von 20 Patienten mit primérer orthotoper Lebertransplantation

Diagnose Anzahl | weibl. | ménnl. Alter *
Postnekrotische Zirrhose 12 7 5 45(30-63)
Alkoholtoxische Zirrhose 1 1 0 57
Akute fulminante Hepatitis 1 1 0 51
Primiire biliéire Zirrhose 3 3 0 50(41-61)
Primiire sklerotische Cholangitis 3 0 3 48(26-57)
Total 20 12 8 46,5(26-63)

*Median (Spannbreite) in Jahren

6.3.1.2. Ergebnisse

Der intraoperative Transfusionsbedarf (Median (Spannweite)) betrug 13 (8-26) Einheiten bei
der PG Gruppe und 14 (8-30) Einheiten bei der Kontrollgruppe (n.s.). Es war keine
Retransplantation notwendig. Bei allen Patienten der PG Gruppe konnte die PGE,; Infusion
wihrend der ganzen Operation gegeben werden mit einer medianen Maximaldosis (SD) von
30(+10)pg/Std..

Die Thrombozytenzahl fiel signifikant mit beginnender Reperfusion in der Kontrollgruppe ab.
Dieses galt nicht fiir die PG Gruppe (Abb.79). Es bestanden keine signifikanten Unterschiede
zwischen beiden Gruppen.

Bei der ADP-induzierten Pléttchenaggregation waren die Parameter der thrombozytiren
Aggregationsfahigkeit - MA und AuC - in beiden Gruppen praoperativ vergleichbar. Wahrend
der OLT fielen MA und AuC in der Kontrollgruppe (Abb.84,85) signifikant nach Reperfusion
ab. Zusitzlich konnte ein signifikanter Anstieg der ADP (2umol/l)-induzierten
Thrombozytenaggregation (MA) in der anhepatischen Phase gemessen werden (Abb.85). Bei
der PG Gruppe kam es bei der niedrigeren ADP-Konzentration 15 Minuten nach Reperfusion
zu einem Abfall von MA und AuC (Abb.84). Bei der hoheren ADP-Konzentration war nur
mit AuC ein postreperfusioneller Abfall der Aggregationsfahigkeit zu messen (Abb.85). Der
Vergleich beider Gruppen zeigte fiir beide ADP Konzentrationen statistisch signifikant hdhere
Werte der MA und AuC 5 (auBler AuC in ADP (1pumol/l)), 15 und 60 Minuten nach
Reperfusion fiir die PG Gruppe (Abb.84,85). Die MA und AuC der Kollagen-induzierten
Thrombozytenaggregation in der Kontrollgruppe fiel fiir beide Kollagenkonzentrationen
signifikant nach Reperfusion ab (Abb.86,87). Bei der PG Gruppe konnten keine signifikanten
Abfille der thrombozytiren Aggregationsfiahigkeit (MA, AuC) bestimmt werden (Abb.86,87).
Nur AuC bei einer Kollagenkonzentration von lug/ml zeigte einen postreperfusionellen
Abfall (Abb.87. Der Vergleich beider Gruppen erbrachte fiir die niedrigere
Kollagenkonzentration signifikant hohere Werte der MA und/oder AuC zu Beginn der
anhepatischen Phase und 5 bis 60 Minuten nach Reperfusion bei der PG Gruppe (Abb.86).
Bei den hoheren Kollagenkonzentrationen erreichte dieser Unterschied 5 und 60 Minuten
nach Reperfusion Signifikanz (Abb.87).

Bei der Ristocetin-getriggerten Plédttchenaggregation war ein Ansteigen der MA und AuC
Werte in der anhepatischen Phase nur bei der Kontrollgruppe zu sehen (Abb.88). Nach
Reperfusion kam es bei der Kontrollgruppe zum signifikanten Abfall von MA und AuC. Bei



143

« OLT >
prédanhepatische anhepatische Reperfusions-
Phase Phase phase
200000
180000 -+
160000 -+

140000 |+ /
PG Gruppe
120000 1 t/
- Kontrollgruppe
100000 ¢ aruipp

80000 -+

Thrombozytenzahl /pl

60000 +

40000 +

20000 +

0

1 2 3 456 7

Abbildung 83: Thrombozytenzahl wahrend orthotoper Lebertransplantation bei 10 Patienten mit intraoperativer
Prostaglandin E; Infusion (PG Gruppe) und bei 10 Kontrollpatienten ohne Prostaglandin E; Therapie (Kontrollgruppe).
Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen bestanden zu keinem Zeitpunkt.

‘Spannweiten
Zeitpunkt 1 2 3 4 5 6 7
Thrombozytenzahl/ul | 40.000- 62.000- 59.000- 69.000- 49.000- 37.000- 26.000-
Kontrollgruppe 266.000 208.000 227.000 246.000 135.000 125.000 149.000
Thrombozytenzahl/ul | 59.000- 85.000- 67.000- 60.000- 62.000- 62.000- 68.000-
PG Gruppe 245.000 254.000 279.000 217.000 242.000 252.000 233.000
Statistische Signifikanzen im cinzelnen Kurvenverlauf
Kontrollgruppe p(4/5)=0.0117 |p(4/6)=0.0117 | p(5/6)=0.0117

PG Gruppe
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Abbildung 84: Maximalamplitude (MA) und Flache unter der Aggregationskurve (AuC, area under the curve)
bei Adenosindiphosphat (ADP) (1pmol/l)-induzierter Thrombozytenaggregation wéhrend orthotoper
Lebertransplantation bei 10 Patienten mit intraoperativer Prostaglandin E; Infusion (PG Gruppe) und bei 10
Kontrollpatienten ohne Prostaglandin E; Therapie (Kontrollgruppe). Signifikante Unterschiede zwischen den
Gruppen sind in der jeweiligen Abbildung angegeben.



‘Spannweiten
Zeitpunkt 1 2 3 4 5 6 7
Kontrollgruppe
MA in % 0-34 1-48 0-24 0-73 0-19 0-27 0-25
AuC in % 0-4871 0-6812 | 0-2368 |0-10119 |0-1884 |0-3423 |0-3800
PG Gruppe
MA in % 3-81 0-84 0-49 1-48 0-54 0-31 0-75
AuC in % 532-11067 |0-10225 |0-8331 |0-7845 |0-7810 |0-4763 |0-6164
MA (Kontrollgruppe) p(4/5)=0.0117 |p(4/6)=0.0117
MA (PG Gruppe) p(5/6)=0.0284
AuC (Kontrollgruppe) p(4/5)=0.0209 | p(6/7)=0.0209
AuC (PG Gruppe) p(6/7)=0.0382
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Abbildung 85: Maximalamplitude (MA) und Flache unter der Aggregationskurve (AuC, area under the curve)

bei Adenosindiphosphat (ADP) (2pumol/l)-induzierter Thrombozytenaggregation wéhrend orthotoper
Lebertransplantation bei 10 Patienten mit intraoperativer Prostaglandin E; Infusion (PG Gruppe) und bei 10

Kontrollpatienten ohne Prostaglandin E; Therapie (Kontrollgruppe). Signifikante Unterschiede zwischen den
Gruppen sind in der jeweiligen Abbildung angegeben.



‘Spannweiten
Zeitpunkt 1 2 3 5 6 7
Kontrollgruppe
MA in % 5-60 7-62 0-38 3-70 0-61 0-25 0-34
AuC in % 248-8332 | 313-8238 0-5640 0-10985 |0-9399 |0-3609 |0-5461
PG Gruppe
MA in % 6-80 8-83 2-78 6-50 3-48 1-45 0-74
AuC in % 852-12504 | 1003-12681 [222-11411 |545-7756 |29-7047 |0-7074 |0-10726
MA (Kontrollgruppe) p(3/4)=0.0469 | p(4/5)=0.0051 p(4/6)=0.0077 p(4/7)=0.0244
MA (PG Gruppe) p(4/5)=0.0218 p(4/6)=0.0284
AuC (Kontrollgruppe) p(4/5)=0.0357 p(4/6)=0.0173
AuC (PG Gruppe) p(4/5)=0.0357 p(4/6)=0.0173
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Abbildung 86: Maximalamplitude (MA) und Flache unter der Aggregationskurve (AuC, area under the curve)
bei Kollagen (0,5pg/ml)-induzierter Thrombozytenaggregation wihrend orthotoper Lebertransplantation bei 10
Patienten mit intraoperativer Prostaglandin E; Infusion (PG Gruppe) und bei 10 Kontrollpatienten ohne
Prostaglandin E; Therapie (Kontrollgruppe). Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen sind in der
jeweiligen Abbildung angegeben.



Zeitpunkt 1 2 3 4 5 6 7
Kontrollgruppe

MA in % 0-74 18-66 21-63 5-68 0-62 0-56 0-60

AuC in % 0-10083 2398-8978 | 0-6586 0-10126 0-8472 0-6698 0-7881

PG Gruppe

MA in % 15-79 16-86 20-84 18-76 11-78 10-94 16-82

AuC in % 1529-13422 | 1952-15039 | 2471-14681 | 2463-11799 | 802-11871 | 636-15287 | 1930-12976

MA (Kontollgruppe) p(4/5)=0.0077 | p(4/6)=0.0077
MA (PG Gruppe)
AuC (Kontrollgruppe) p(4/5)=0.284 | p(4/6)=0.0384

MA (PG Gruppe)
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Abbildung 87: Maximalamplitude (MA) und Flache unter der Aggregationskurve (AuC, area under the curve)
bei Kollagen (1pg/ml)-induzierter Thrombozytenaggregation wéhrend orthotoper Lebertransplantation bei 10
Patienten mit intraoperativer Prostaglandin E, Infusion (PG Gruppe) und bei 10 Kontrollpatienten ohne
Prostaglandin E; Therapie (Kontrollgruppe). Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen sind in der
jeweiligen Abbildung angegeben.



‘Spannweiten

Zeitpunkt 1 2 3 4 5 6 7

Kontrollgruppe

MA in % 26-69 19-81 31-67 0-74 0-64 0-67 0-64

AuC in % 795-10058 |2712- 2642-8656 | 0-10996 0-9442 0-9110 0-9526

10126

PG Gruppe

MA in % 18-86 18-89 25-87 22-84 16-83 18-93 27-87

AuC in % 2485- 2683- 3054- 3605- 1705- 2833- 2808-
15615 15581 15250 13440 12866 15241 13788

MA (Kontrollgruppe)

p(4/5)=0.0077

p(4/6)=0.0152

p(4/7)=0.0209

MA (PG Gruppe)

AuC (Kontrollgruppe)

p(4/5)=0.0077

p(4/6)=0.0109

p(4/7)=0.0173

AuC (PG Gruppe)

p(4/5)=0.0173
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Abbildung 88: Maximalamplitude (MA) und Flache unter der Aggregationskurve (AuC, area under the curve)
bei Ristocetin (1,2mg/ml)-induzierter Thrombozytenaggregation wihrend orthotoper Lebertransplantation bei
10 Patienten mit intraoperativer Prostaglandin E; Infusion (PG Gruppe) und bei 10 Kontrollpatienten ohne
Prostaglandin E, Therapie (Kontrollgruppe). Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen bestanden nicht.



Zeitpunkt 1 2 3 4 5 6 7
Kontrollgruppe

MA in % 0-74 18-80 13-68 44-83 0-64 0-46 8-62

AuC in % 0-11904 2664-11738 | 2006-10186 | 6012-11967 | 0-9924 | 0-7456 1042-9574
PG Gruppe

MA in % 6-95 15-91 0-93 18-84 0-88 11-101 18-77
AuC in % 655-16528 | 1821-15796 | 0-16300 2327-14158 | 0-14795 | 1239-17418 | 2001-10020
MA (Kontrollgruppe) p(3/4)=0.0284 p(4/5)=0.0069 p(4/6)=0.0051 p(4/7)=0.0077

MA (PG Gruppe)

AuC (Kontrollgruppe) p(3/4)=0.0093 p(4/5)=0.0069 p(4/6)=0.0051 p(4/7)=0.0109
AuC (PG Gruppe) p(4/5)=0.0284
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Abbildung 89: Maximalamplitude (MA) und Flache unter der Aggregationskurve (AuC, area under the curve)
bei Adenosinphosphat- (ADP) (1pumol/l, 2pmol/l), Kollagen-(0,5ug/1, 1ug/l) und Ristocetin- (1,2mg/ml)
induzierter Thrombozytenaggregation im Perfusat (P) und der korrespondierenden systemischen Zirkulation (S)
wihrend orthotoper Lebertransplantation bei 10 Patienten mit intraoperativer Prostaglandin E, Infusion (PG
Gruppe) und bei 10 Kontrollpatienten ohne Prostaglandin E, Therapie (Kontrollgruppe).



Kontrollgruppe | PG Gruppe

Perfusat systemisch | Perfusat | systemisch
MA (ADP 1umol/l) (%) 0-54 0-73 0-68 1-48
MA (ADP 2umol/l) (%) 0-60 3-70 0-72 6-50
MA (Kol.0,5pg/ml) (%) 0-62 5-68 0-79 18-76
MA (Kol.1,0pg/ml) (%) 0-57 0-74 0-76 22-84
MA (Ris.1,2mg/ml) (%) 0-65 44-83 0-81 18-84
AuC (ADP 1umol/1) (%) 0-10119 0-8657 0-10415 |595-7756
AuC (ADP 2umol/1) (%) 0-9133 0-10985 0-10072 | 538-7845
AuC (Kollagen 0,5ug/ml) (%) | 0-10576 0-10126 0-13465 | 2463-11799
AuC (Kollagen 1pg/ml) (%) 0-9991 0-10996 0-12306 | 3605-13440
AuC (Ristocetin 1,2mg/ml) (%) | 0-10052 6012-11967 |0-13419 |2327-14158

Signifikante Unterschiede zwischen Werten in der systemischen Zirkulation und Perfusat p(S/P):

PG Gruppe

MA 0.0117 0.0051 0.0077 0.0077 00080
AuC 0.0284 0.0284 n.s 0.0077 0.0125
Kontrollgruppe

MA n.s. n.s. n.s n.s. n.s.
AuC n.s. n.s. n.s n.s. n.s.
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der PG Gruppe fiel nur MA unmittelbar nach Reperfusion signifikant ab (Abb.88). Die
Unterschiede zwischen den Gruppen erreichten kein Signifikanzniveau.

Im Perfusat der Kontrollgruppe lagen im Vergleich zu systemischen Werten MA und AuC der
ADP-, Kollagen- und Ristocetin-induzierten Thrombozytenaggregation signifikant niedriger
(Abb.89) mit Ausnahme der Kollagen-(0,5ug/ml) induzierten Aggregation. Bei der PG
Gruppe bestanden fiir alle Parameter keine signifikanten Unterschiede zwischen
Perfusatwerten und systemischen Spiegeln. Der Vergleich zwischen PG Gruppe und
Kontrollgruppe ergab keine signifikanten Unterschiede.

6.3.1.3. Diskussion

PGE,; wird bei physiologischem pH und Raumtemperatur rasch inaktiviert (244), sodal ex
vivo kein direkter PGE, Effekt die Messung der thrombozytidren Aggregationsfiahigkeit im
PRP beeinflulit. In vivo fiihrt die PGE,; Infusion dosisabhingig zu einer Verminderung der
Pléattchenaggregation und Plittchenfreisetzungsreaktion (42,81,176). Diese geschieht durch
seine Bindung an Rezeptorproteine und durch intrazelluldre Erhohung des cAMP (302).

Bei Patienten, die wéihrend OLT keine PGE; Infusion erhielten, konnte mit Beginn der
Reperfusionsphase ein signifikanter Abfall der ADP-, Kollagen- und Ristocetin-induzierten
Aggregationsfahigkeit gemessen werden. Parallel fiel die Thrombozytenzahl signifikant ab.
Diese Ergebnisse bestitigten die Voruntersuchungen (125,262, Kapitel 5.5.).

Wurde intraoperativ.  PGE; infundiert, konnte der postreperfusionelle Abfall der
thrombozytiren Aggregationsfahigkeit groftenteils verhindert werden. In der ADP-
induzierten Pldttchenaggregation waren die Abfille verspitet (ADP 1umol/l) oder fehlten
(MA bei ADP 2umol/l). Auch bei der Kollagen (1pg/ml)- und Ristocetin-getriggerten
Aggregation kam es zu keinen Abfillen der Aggregationsfahigkeit mit Reperfusionsbeginn.
Parallel konnte kein Abfall der Thrombozytenzahl gemessen werden. Der Gruppenvergleich
erreichte ein Signifikanzniveau nach Reperfusion (Kollagen (1pg/ml) und Ristocetin) bzw.
wihrend der ganzen Operation (ADP (1umol/l und 2pmol/l) und Kollagen (0,5 pg/ml)).

Die thrombozytire Aggregationsfihigkeit im Perfusat der Kontrollgruppe war deutlich
niedriger als in der korrespondierenden systemischen Zirkulation wihrend sie sich bei der PG
Gruppe nicht von den Werten in der systemischen Zirkulation unterschied.

Die Ergebnisse bestitigten die Beobachtungen eines postreperfusionellen Abfalls von
Plattchenzahl und Aggregationsfahigkeit in der systemischen Zirkulation und im Perfusat
(125, Kapitel 5.5. und 5.6.). Dariliberhinaus konnte erstmalig gezeigt werden, da3 ein solcher
Abfall durch intraoperative Gabe von PGE,; Infusion verhindert werden kann.

Wihrend des Flushings der Spenderleber passiert arterielles Blut das ischdmisch geschidigte
Gefilbett der Spenderleber. Es ist vorstellbar, dal es dadurch zur Thrombozytenaktivierung
mit konsekutiver Pléttchenadhidsion und Aggregation kommt. Die verminderte
Aggregationsfahigkeit der Thrombozyten im Perfusat konnte somit erkldrt werden. PGE;
scheint diese Thrombozytenaktivierung in der Spenderleber zu reduzieren.

Das gleichzeitige Vorkommen von hohen Spiegeln leukozytérer Mediatoren in Perfusat und
korrespondierender Zirkulation macht die Rolle einer Leukozytenaktivierung in der
Pathogenese  der  gesteigerten  Gerinnungsaktivierung und der  verminderten
Thrombozytenfunktion wahrscheinlich (119,120,141,282,283,284). Ubereinstimmend konnte
mit Beginn der Reperfusion eine vermehrte Adhésion von Leukozyten und Lymphozyten in



158

der Spenderleber festgestellt werden (50,320). Da PGE; in der Lage ist, die Adhésion der
Leukozyten (160) und die lysosomale Freisetzung von Neutrophilen (84) herabzusetzen, ist
auch an eine therapeutische Wirksamkeit von PGE, auf diesem Wege zu denken.

Der geringfiigige bzw. verzogerte postreperfusionelle Abfall der thrombozytiren
Aggregationsfahigkeit in der PG Gruppe 148t sich durch den aggregationshemmenden Einfluf3
der UW-Losung erkldren (vgl.Kapitel 5.5.2.; 121,122).

Spatere Untersuchungen (68) bestétigten, daB PGE; Gabe die ischdmisch bedingte
Schidigung des Endothels postreperfusionell reduziert.

Die Transfusionsrate unterschied sich statistisch nicht zwischen beiden Gruppen.

6.3.2. Einfluf} der Prostaglandin E; Infusion auf die Himostase

6.3.2.1. Einleitung

Es gibt Hinweise, dall die Gabe von PGE,; Infusion einen Einfluf} auf das Fibrinolyse- und
Gerinnungssystem hat (66, 327, 331, 335). Es war daher zu kliren, ob eine PGE; Infusion
wihrend OLT einen Einflul auf das Gerinnungs- und Fibrinolysesystem ausiibt.

In einer offenen, prospektiven und randomisierten Studie wurde der EinfluB einer
intraoperativen PGE; Therapie auf die Parameter des Fibrinolyse- und Gerinnungssystems
untersucht. Das Patientenkollektiv (Tab.22) und die PGE; Applikation entsprechen den unter
6.3.1.1. gemachten Angaben.

6.3.2.2. Ergebniss

Im TEG konnten bei allen 20 OLTs keine Zeichen einer Hyperfibrinolyse (WBLT)
festgestellt werden.

Die t-PA und PAI Aktivititen (Abb.90,91) fielen bei der Kontrollgruppe mit Beginn der
Reperfusion und bei der PG Gruppe (bei insgesamt hoheren t-PA Werten) 10 Minuten spéter
signifikant ab.

Die Plasminogenkonzentration (Abb.92) zeigte bei der Kontrollgruppe in praanhepatischer
und anhepatischer Phase und frithen Reperfusionsphase einen signifikanten Abfall, wiahrend
bei der PG Gruppe dies nur postreperfusionell der Fall war.

Die u-PA Ag Spiegel (Methode nach Gaubius Institut, Leiden, s.3.3.1.) (Abb.93) nahmen bei
der Kontrollgruppe signifikant mit Reperfusion ab, wihrend ein Abfall bei der PG Gruppe
erst 60 Minuten nach Reperfusion signifikant wurde. Die scu-PA Spiegel (Leiden) (Abb.94)
zeigten bei der Kontrollgruppe einen kurzen Abfall mit beginnender anhepatischer Phase
gefolgt von einem Anstieg wihrend der anhepatischen Phase und einem Abfall nach
Reperfusionsbeginn. Bei der PG Gruppe war ein Abfall der scu-PA Werte in der
priaanhepatischen Phase die einzige signifikante Veranderung wihrend der OLT. Die tcu-PA
Werte (Leiden) (Abb.95) bei der Kontrollgruppe verliefen parallel zu den scu-PA Werten mit
einem signifikanten Abfall zu Beginn der anhepatischen Phase mit nachfolgendem Anstieg
und erneutem Abfall mit Reperfusionsbeginn. Bei der PG Gruppe kam es zum Abfall der tcu-
PA Werte in der prdanhepatischen Phase und nach Reperfusionsbeginn.

Die op-Antiplasminaktivitit (Abb.96) zeigte bei beiden Gruppen einen Anstieg in
priaanhepatischer und anhepatischer Phase gefolgt von einem Abfall mit Reperfusion. Vor und



« OLT >
praanhepatische anhepatische Reperfusions-
Phase Phase phase
10
91
81
B Perfusat (PG Gruppe)
7 L
£
S 64 ‘&
3 51 PG Gruppe p(4)=0.04 S ;
> rfusat (Kontrollgruppe
£ p(3)=0.01 . grupp
< 41
<
o
-~ 3 1 ./
A
5 Kontrollgruppe
0//
14
0
1 23 456 7

Abbildung 90: t-PA (tissue-type Plasminogenaktivator) Aktivitidt wiahrend orthotoper Lebertransplantation und im
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Perfusat (P) bei 10 Patienten mit intraoperativer Prostaglandin E, Infusion (PG Gruppe) und bei 10 Kontrollpatienten

ohne Prostaglandin E, Therapie (Kontrollgruppe). Signifikante Unterschiede zwischen beiden Gruppen sind in der

Abbildung angegeben.

Spannweiten

Zeitpunkt 1 2 3 4 5 6 7 P
t-PA (IU/ml) 0-4,35 |0-26,8 [0,28-19,1 |1,3-14,3 |0,36-16,5 | 0-10,5 |0-7,05 |1,3-16,2
Kontrollgruppe

t-PA (IU/ml) 1,21-36 |1,8-26,8 |3,45-16,6 |3-17,4 |0-29 0-27,3 | 0-4,56 |3,6-18,3
PG Gruppe

Kontrollgruppe

p(4/5)=0.0312 | p(5/6)=0.0005

p(4/P)=0.0312

PG Gruppe

p(5/6)=0.0277

p(6/7)=0.0425
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Abbildung 91: PAI (Plasminogenaktivatorinhibitor) Aktivitit wihrend orthotoper Lebertransplantation und im Perfusat
(P) bei 10 Patienten mit intraoperativer Prostaglandin E; Infusion (PG Gruppe) und bei 10 Kontrollpatienten ohne
Prostaglandin E; Therapie (Kontrollgruppe). Signifikante Unterschiede zwischen beiden Gruppen bestanden nicht.

‘Spannweiten
Zeitpunkt 1 2 3 4 5 6 7 P
PAI (AU/ml) 0-50 |0-15,6 |0-14,2 |0-13,2 |0-13,2 |[0-15,2 |6,3-79,2 |0-11,4
Kontrollgruppe
PAI (AU/ml) 0-4,8 | 0-11 0-7,6 |0-83 |0-13,6 |0-26 7,3-106,8 |0-8,1
PG Gruppe

Statistische Signifikanzen im cinzelnen Kurvenverlauf
Kontrollgruppe p(5/6)=0.0186 | p(6/7)=0.0019
PG Gruppe p(6/7)=0.0117
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Abbildung 92: Plasminogen Aktivitidt wahrend orthotoper Lebertransplantation und im Perfusat (P) bei 10 Patienten
mit intraoperativer Prostaglandin E, Infusion (PG Gruppe) und bei 10 Kontrollpatienten ohne Prostaglandin E; Therapie
(Kontrollgruppe). Signifikante Unterschiede zwischen beiden Gruppen sind in der Abbildung angegeben.

Zeitpunkt 1 2 3 4 5 6 7 P
Plasminogen (%) |9-97 |20-87 |16-77 |20-69 |19-47 |18-46 |9-43 |25-64
Kontrollgruppe
Plasminogen (%) |2-44 |16-50 |18-49 |15-47 |24-53 |22-47 |23-59 |22-61
PG Gruppe

Statistische Signifikanzen im cinzelnen Kurvenverlauf
Kontrollgruppe p(1/2)=0.0414 | p(2/3)=0.0058
PG Gruppe p(5/6)=0.0277
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Abbildung 93: Konzentration von u-PA Ag (urokinase-type Plasminogenaktivator Antigen) wéhrend orthotoper
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Lebertransplantation und im Perfusat (P) bei 10 Patienten mit intraoperativer Prostaglandin E, Infusion (PG Gruppe)

und bei 10 Kontrollpatienten ohne Prostaglandin E; Therapie (Kontrollgruppe). Signifikante Unterschiede zwischen

beiden Gruppen bestanden nicht.

Zeitpunkt 1 2 3 4 5 6 7 P
u-PA Ag (ng/ml) |3-14,5 2,1-10,8 |1,8-9 2,5-99 [2,6-84 |2,4-73 |1,7-6,6 |3-10,4
Kontrollgruppe

u-PA Ag (ng/ml) |7,1-10,7 |5,3-10,4 |4,4-8,7 |3,7-10,2 |3,3-8,8 |3,6-7,1 [2,9-7,5 |5-11,5
PG Gruppe

Kontrollgruppe

p(4/5)=0.0008

PG Gruppe

p(6/7)=0.0499

p(4/P)=0.0277
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Abbildung 94: Konzentration von scu-PA (single chain urokinase-type Plasminogenaktivator) wéhrend orthotoper
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Lebertransplantation und im Perfusat (P) bei 10 Patienten mit intraoperativer Prostaglandin E; Infusion (PG Gruppe)
und bei 10 Kontrollpatienten ohne Prostaglandin E; Therapie (Kontrollgruppe). Signifikante Unterschiede zwischen
beiden Gruppen bestanden nicht.

Zeitpunkt 1 2 3 4 6 7 P
scu-PA (ng/ml) 0-6,4 1,8-6,9 |1,3-5,5 | 1,8-6 1,7-5,1 |1,32-4,8 |0,6-5,6 |0,8-8,4
Kontrollgruppe

scu-PA (ng/ml) 0,8-7,2 1,8-5,1 |1,4-4,7 |1,5-5,5 1,1-3,5 10,3-4,1 [1,4-64
PG Gruppe

Kontrollgruppe

p(2/3)=0.0072

p(3/4)=0.0280

p(4/5)=0.0113

p(5/6)=0.0038

PG Gruppe

p(1/2)=0.0280
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Abbildung 95: Konzentration von tcu-PA (two chain urokinase-type Plasminogenaktivator) wihrend orthotoper
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Lebertransplantation und im Perfusat (P) bei 10 Patienten mit intraoperativer Prostaglandin E; Infusion (PG Gruppe)
und bei 10 Kontrollpatienten ohne Prostaglandin E; Therapie (Kontrollgruppe). Signifikante Unterschiede zwischen
beiden Gruppen bestanden nicht.

Zeitpunkt 1 2 3 4 5 6 P
tcu-PA (ng/ml) 0-1 0,2-0,9 |0,1-1 |0,2-0,9 |0,2-0,9 |0,2-0,9 |0-1 0-2,8
Kontrollgruppe

tcu-PA (ng/ml) 0-0,7 |0-0,6 0-0,7 |0-0,7 0,2-0,8 |0,1-0,8 |0-0,8 |0-2
PG Gruppe

Kontrollgruppe

p(2/3)=0.0072

p(3/4)=0.0260

p(4/5)=0.0008

p(5/6)=0.0192

PG Gruppe

p(1/2)=0.0277

p(4/P)=0.0280

p(5/6)=0.0280
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Abbildung 96: Aktivitit von a,-Antiplasmin wahrend orthotoper Lebertransplantation und im Perfusat (P) bei 10
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Patienten mit intraoperativer Prostaglandin E; Infusion (PG Gruppe) und bei 10 Kontrollpatienten ohne Prostaglandin
E; Therapie (Kontrollgruppe). Signifikante Unterschiede zwischen beiden Gruppen sind in der Abbildung angegeben.

Zeitpunkt 1 2 3 4 5 6 7 P
ou-Antiplasmin (%) | 23-123 | 43-122 | 40-118 |76-131 | 67-113 | 68-118 | 76-129 |50-97
Kontrollgruppe

op-Antiplasmin (%) | 17-72 | 41-87 |39-80 |49-117 |46-106 |47-103 |59-112 | 30-111
PG Gruppe

Kontrollgruppe

p(1/2)=0.0071

p(3/4)=0.0015

p(4/5)=0.0015

p(4/P)=0.0022

PG Gruppe

p(1/2)=0.0180

p(3/4)=0.0117

p(4/5)=0.0173
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Abbildung 97: C;-Inhibitor Aktivitdt wahrend orthotoper Lebertransplantation und im Perfusat (P) bei 10 Patienten mit
intraoperativer Prostaglandin E; Infusion (PG Gruppe) und bei 10 Kontrollpatienten ohne Prostaglandin E, Therapie
(Kontrollgruppe). Signifikante Unterschiede zwischen beiden Gruppen bestanden nicht.

‘Spannweiten

Zeitpunkt 1 2 3 4 5 6 7 P
Ci-Inhibitor (%) |48-145 |61-124 |52-113 |50-105 |40-84 |37-79 |39-79 |43-85
Kontrollgruppe

C;-Inhibitor (%) |58-125 |58-132 |52-106 |52-110 |48-94 |46-87 [41-80 |37-117
PG Gruppe

Kontrollgruppe

p(2/3)=0.0150

p(4/5)=0.0037

p(5/6)=0.0033 | p(4/P)=0.0037

PG Gruppe

p(2/3)=0.0180

p(4/5)=0.0251
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Abbildung 98: Fibrinogenkonzentration wiahrend orthotoper Lebertransplantation und im Perfusat (P) bei 10 Patienten
mit intraoperativer Prostaglandin E; Infusion (PG Gruppe) und bei 10 Kontrollpatienten ohne Prostaglandin E; Therapie

(Kontrollgruppe). Signifikante Unterschiede zwischen beiden Gruppen bestanden nicht.

Zeitpunkt 1 2 3 4 5 6 7 P
Fibrinogen (g/1) |0,6-4,7 |0,87-3,6 |0,69-3,4 |0,94-3,08 |0,65-2,17 |0,67-1,98 |0,3-2,35 |0,3-2,12
Kontrollgruppe

Fibrinogen (g/1) |0,3-1,75 {0,3-1,88 |0,3-1,68 |0,3-1,91 0,68-1,75 |0,64-1,66 |0,3-1,95 |0,3-2,11
PG Gruppe

Kontrollgruppe

p(2/3)=0.0008

p(4/5)=0.0030

p(5/6)=0.0099

p(4/P)=0.0150

PG Gruppe

p(2/3) =0.0431
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Abbildung 99: Antithrombin III Aktivitdt (AT III) wihrend orthotoper Lebertransplantation und im Perfusat
(P) bei 10 Patienten mit intraoperativer Prostaglandin E; Infusion (PG Gruppe) und bei 10 Kontrollpatienten

ohne Prostaglandin E; Therapie (Kontrollgruppe). Signifikante Unterschiede zwischen beiden Gruppen

bestanden nicht.

‘Spannweiten

Zeitpunkt 1 2 3 4 5 6 7 P

AT I (%) 16-123 |22-103 |23-103 |30-100 |35-109 |30-76 |36-79 |17-55
Kontrollgruppe

AT III (%) 11-80 [ 13-88 |9-90 16-101 |15-87 |14-91 |16-119 |15-96

PG Gruppe

Statistische Signifikanzen im einzelnen Kurvenverlauf

Kontrollgruppe p(5/6)=0.0042 | p(6/7)=0.0277 | p(4/P)=0.0022

PG Gruppe

p(4/P)=0.0180
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Abbildung 100: Protein C Aktivitdt wahrend orthotoper Lebertransplantation und im Perfusat (P) bei 10 Patienten mit
intraoperativer Prostaglandin E; Infusion (PG Gruppe) und bei 10 Kontrollpatienten ohne Prostaglandin E, Therapie
(Kontrollgruppe). Signifikante Unterschiede zwischen beiden Gruppen bestanden nicht.

Zeitpunkt 1 2 3 4 5 6 7 P
Protein C (%) 2,5-110 |2,5-70 |2,5-62 |5-79 | 6-65 |6-55 |9-51 |2,5-22
Kontrollgruppe

Protein C (%) 2,531 |2,5-33 |2,5-33 |5-36 | 6-36 |8-37 |12-42 |2,5-29
PG Gruppe

Kontrollgruppe p(3/4)=0.0499 | p(4/P)=0.0022
PG Gruppe p(3/4)=0.0180 |p(4/P)=0.0117
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Abbildung 101: Konzentration der D-Dimere wihrend orthotoper Lebertransplantation und im Perfusat (P) bei 10
Patienten mit intraoperativer Prostaglandin E, Infusion (PG Gruppe) und bei 10 Kontrollpatienten ohne Prostaglandin
E; Therapie (Kontrollgruppe). Signifikante Unterschiede zwischen beiden Gruppen bestanden nicht.

Zeitpunkt 1 2 3 4 5 6 7
D-Dimere (mg/l) [0,5-8 |0,5-4 |0,5-2 |0,5-2 |0,5-4 |0,54 |0,5-8 [1-16
Kontrollgruppe

D-Dimere (mg/1) |0,25-8 |0,25-8 |0,5-4 |1-4 0,54 |0,5-4 |1-8 1-8
PG Gruppe
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Abbildung 102: Konzentration der Fibrinmonomere wahrend orthotoper Lebertransplantation und im Perfusat (P) bei
10 Patienten mit intraoperativer Prostaglandin E, Infusion (PG Gruppe) und bei 10 Kontrollpatienten ohne
Prostaglandin E; Therapie (Kontrollgruppe). Signifikante Unterschiede zwischen beiden Gruppen bestanden nicht.

Zeitpunkt 1 2 3 4 5 6 7 P
Fibrinmonomere (0-+++) |0-0 |0-1 |0-2 |0-3 |[1-3 |[1-3 |1-3 |0-3
Kontrollgruppe

Fibrinmonomere (0-+++) |0-1 |0-2 |0-3 |[0-3 [0-3 [0-3 |0-3 |0-2
PG Gruppe

Kontrollgruppe p(4/5)=0.0423
PG Gruppe
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nach Reperfusion waren die a,-Antiplasminspiegel bei der Kontrollgruppe hoher als bei der
PG Gruppe. Die C;-Inhibitoraktivitit (Abb.97) zeigte bei beiden Gruppen Abfille mit
beginnender anhepatischer Phase und mit Reperfusion. Die Fibrinogenspiegel (Abb.98) fielen
mit beginnender anhepatischer Phase bei beiden Gruppen und nach Reperfusion nur bei der
Kontrollgruppe ab. Die AT I Aktivitit (Abb.99) fiel nach Reperfusion bei der
Kontrollgruppe signifikant ab wahrend keine Verdnderungen bei der PG Gruppe zu sehen
waren. Die Protein C Aktivitit (Abb.100 stieg bei beiden Gruppen in der anhepatischen Phase
an. Die D-Dimerspiegel (Abb.101) verénderten sich bei beiden Gruppen nicht signifikant. Die
Fibrinmonomere (Abb.102) stiegen nur bei der Kontrollgruppe mit beginnender Reperfusion
signifikant an.

Desweiteren wurden Spiegel in Perfusat und korrespondierender systemischer Zirkulation
verglichen. Bei der Kontrollgruppe lagen die t-PA Aktivitdtswerte im Perfusat hher (Abb.90)
und die op-Antiplasmin- (Abb.96), C;-Inhibitor- (Abb.97), Fibrinogen- (Abb.98), AT III
(Abb.102) und Protein C Werte (Abb.100) niedriger im Perfusat als in der systemischen
Zirkulation.

Bei der PG Gruppe lagen die u-PA Ag- (Abb.93) und tcu-PA-Werte (Abb.95 im Perfusat
hoher wihrend die Protein C (Abb.100) und AT III (Abb.99) Werte niedriger gemessen
wurden. Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen bestanden nicht.

6.3.2.3. Diskussion

Die Untersuchungen konnten zeigen, da3 die intraoperative PGE; Infusion zu hdheren t-PA
Aktivititswerten ~wédhrend der anhepatischen Phase wund zu niedrigeren o,-
Antiplasminspiegeln am Ende der anhepatischen Phase und kurz nach Reperfusion fiihrte. Im
Perfusat lagen im Vergleich zur systemischen Zirkulation bei PGE;-Gabe niedrigere t-PA
Aktivitaitswerte und hohere PAI und o,-Antiplasminspiegel vor - ein Unterschied, der bei der
Kontrollgruppe nicht nachweisbar war. Der Effekt kann durch einen lokalen
Hemmechanismus des PGE,; auf die endotheliale t-PA Freisetzung in der Spenderleber
zuriickzufithren sein. Ein &dhnlicher Effekt wurde mit der Fihigkeit des PGE;, die
intrazelluldren Spiegel von cAMP zu heben, erklért (90). Im Gegensatz zu t-PA lagen bei der
PG Gruppe die Konzentrationen von u-PA Ag und tcu-PA im Perfusat hdher.

Nach Reperfusion fielen t-PA Aktivitit und u-PA Parameter ab. Bei der Kontrollgruppe kam
es zu diesem Abfall unmittelbar nach Reperfusion wéhrend er bei der PG Gruppe 15 Minuten
(t-PA, tcu-PA) bzw. 60 Minuten (u-PA Ag) verzogert war oder bei scu-PA sogar fehlte. Im
Falle der scu-PA, tcu-PA und u-PA Ag Werte ist dieses erkldrbar durch hohere
Perfusatspiegel, die einen schnellen postreperfusionellen Abfall verhindern. Der verspitete t-
PA Aktivititsabfall bei der PG Gruppe bleibt ohne Erklarung.

Beim plasmatischen Gerinnungssystem konnte bei beiden Gruppen im Perfusat ein
Inhibitorverbrauch (Protein C, AT III) wie vorbeschrieben (Kapitel 4; 116,117) gemessen
werden. Dieser fehlte in der systemischen Zirkulation der PG Gruppe. Dariiberhinaus konnte
nur bei der Kontrollgruppe ein signifikanter Anstieg der Fibrinmonomere im Sinne einer
verstirkten Gerinnungsaktivierung gesehen werden. Die Anwesenheit von PGE; scheint zur
Verminderung der postreperfusionellen Gerinnungsaktivierung zu fiihren.

Weitere Untersuchungen mit gréoferen Fallzahlen miissen kldren, ob und in welchem Ausmal
sich die laborparametrischen Verdnderungen klinisch auswirken.
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7. ZUSAMMENFASSENDE DISKUSSION UND AUSBLICK (ABB.99)

Wiéhrend der OLT werden vorbestehende Hémostasedefekte bei Hepatopathie durch
unterschiedliche Stormechanismen tiber das durch ,,vergleichbare® Operationen bekannte
MafB hinaus weiter verstérkt. In der anhepatischen Phase konnte eine gesteigerte Aktivitét der
fibrinolytischen Aktivitét (123,128) gemessen werden. Diese scheint zunéchst lokalisiert das
extrinsische fibrinolytische System zu betreffen, das durch einen Triggermechanismus
sekundir zur Aktivierung des intrinsischen fibrinolytischen Systems fiihrt. Es ist anzunehmen,
daf} die Aktivierungsmechanismen durch Kontaktaktivierung beim Passieren des Blutes durch
den veno-vendsen Bypass analog zu den Ergebnissen bei kardiopulmonalen Bypédssen (189,
341) verstiarkt werden. Es scheint daher wahrscheinlich, daB3 fiir die bei OLT regelmédfig zu
beobachtende Hyperfibrinolyse in der anhepatischen Phase eine iiberschieBende Aktivierung
des intrinsischen Fibrinolysesystems wesentlich ist, t-PA hingegen nur eine initiale
Ausloserfunktion zukommt.

Die Entwicklung einer chromogenen Substratmethode zur Bestimmung der Aktivitdt des F
XII-abhingigen Plasminogenaktivators (i-PA) (118) ermoglichte es, diesen neben u-PA
bedeutsamsten intrinsischen Plasminogenaktivator im Verlauf von 47 OLTs zu bestimmen.
Der hochsignifikante Anstieg der i-PA Aktivitit in der anhepatischen Phase in Gegenwart von
Aprotinin, das die i-PA Aktivitét, Plasmin und die Kontaktphasefaktoren zu hemmen vermag,
suggeriert, dafl es in Abwesenheit von Aprotinin zu einem weitaus deutlicheren Anstieg der i-
PA Aktivitdt kommt (118). Parallel konnte auch ein signifikanter Anstieg der u-PA Aktivitét
gemessen werden (129,134,138). Die Ergebnisse belegen somit die Bedeutung des
intrinsischen fibrinolytischen Systems fiir die Entwicklung der gesteigerten Fibrinolyse
wihrend der anhepatischen Phase.

In der Reperfusionsphase (Abb.99) konnten laborchemisch Zeichen einer gesteigerten
Prothrombinaktivierung mit Absinken der Gerinnungsinhibitoren gemessen werden
(128,135,140), sodall DIC-artige Himostaseverdnderungen (136) fiir die postreperfusionellen
Blutverluste verantwortlich gemacht werden (119,120). Es ist von einer primédren DIC
auszugehen, da keine Korrelation zur anhepatischen Fibrinolyse nachgewiesen werden
konnte. Die Rolle der Spenderleber in der Pathogenese dieser gesteigerten
Gerinnungsaktivierung wurde deutlich durch Untersuchungen des Perfusats, das
entsprechende DIC-artige Hémostaseverdnderungen zeigte. Dariiberhinaus deuteten stark
ansteigende Werte leukozytirer Aktivierungsprodukte wie extrazelluldre Proteinasen
(Kathepsin B, Elastase, Neopterin) (141) und Zytokine (TNF, IL-6, IL-8) (142) in der frithen
Reperfusionsphase und erhohte Spiegel im Perfusat auf eine intravasale Freisetzung von
intrazelluldiren Enzymen des Granulozyten- und Monozyten/Makrophagensystems in der
Spenderleber hin (141). Erhohte sThrombomodulinwerte systemisch und im Perfusat
sprechen fiir eine gleichzeitig vorliegende Endothelschiddigung in der Spenderleber.
Tierexperimentell konnte in Lebertransplantaten nach Reperfusion eine verstirkte Adhdsion
von Lymphozyten (50) und Leukozyten (320) gezeigt werden. Es ist vorstellbar, daf3
Endothelschdden und intrazelluldre Freisetzungsprodukte aus Leukozyten und aus ischdmisch
geschidigten Hepatozyten und RES Zellen der Leber die plasmatische Gerinnung aktivieren.
Parallel zu diesen Storungen kommt es nach Reperfusion zu einer Verminderung der
Thrombozytenzahl und ihrer Aggregabilitit. Diese scheint partiell durch die
aggregationshemmende Wirkung der UW-Konservierungslosung bedingt zu sein (121,122).
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Dariiberhinaus spielen auch hier Aktivitdtsmechanismen der Thrombozyten am - in der kalten
Ischdmiezeit geschiddigten - Spenderorgan eine Rolle (125,132). Es ist anzunehmen, daf
leukozytire Aktivierungsprodukte wie z.B. Elastase und TNF eine Schliisselrolle einnehmen,
da sie zum einen in der Lage sind, Endothelzellen zu schidigen (353) bzw. in ihrer
Funktionalitit zu verdndern. So ist fiir die Zytokine IL-1 und TNF beschrieben, daf3 sie am
Endothel eine gesteigerte de-novo Synthese des leukozytidren Adhésionsmolekiils L-Selectin
und eine Expression des interzelluliren Adhésionsmolekiils (ICAM-1) bewirken (268).
Beides hat eine verstirkte Bindung und transendotheliale Migration der Leukozyten in vitro
zur Folge (61,217,269,303). Die vorliegenden Untersuchungen zeigten einen signifikanten
Abfall der loslichen Adhésionsproteine sL-Selectin und SICAM-1 mit beginnender
Reperfusion (142). Leukozytire Aktivierungsprodukte haben dariiber hinaus die Féhigkeit,
die thrombozytire Aggregationsfahigkeit herabzusetzen (34,254), AT III abzubauen (91) und
durch verstirkte endotheliale t-PA und PAI Freisetzung das fibrinolytische System zu
beeinfluBen (300).

Der Proteaseninhibitor Aprotinin scheint Hyperfibrinolysezeichen, maximalen Anstieg der t-
PA Aktivitidt, Transfusionsbedarf und endotheliale Schiden in der Spenderleber zu
reduzieren, wobei in einer klinischen Studie der Vorteil einer kontinuierlichen Infusionsgabe
gegeniiber einer dreimaligen Bolusgabe beziiglich Laborparametern deutlich wurde
(126,127,137). Bei hoheren systemischen Aprotininspiegeln durch kontinuierliche Infusion
konnte parallel laborchemisch eine verstirkte Prothrombinaktivierung nachgewiesen werden.
Es kam jedoch weder zu einem verstdrkten Inhibitorverbrauch noch zu thromboembolischen
Komplikationen.

In einer weiteren Therapiestudie wurde versucht durch intraoperative PGE;-Gabe endotheliale
Aktivierungsprozesse in der Spenderleber zu beeinflussen. Tatsdchlich fiithrte eine PGE;-
Infusion, gegeben in einer offenen, randomisierten Studie, zu einem signifikant schwécheren
postreperfusionellen Abfall sowohl der Thrombozytenzahl als auch der thrombozytiren
Aggregationsfahigkeit (130,133). Da PGE; die Adhésion der Leukozyten (160) und die
lysosomale Freisetzung von Neutrophilen (84) herabsetzt, ist auch an eine Wirksamkeit auf
diesem Wege zu denken neben einer primér direkten Verminderung der thrombozytéren
Aggregationsantwort. PGE; Gabe fiihrte dariiberhinaus zur erhohten t-PA Aktivitdt in der
anhepatischen und zur geringeren Prothrombinaktivierung in der Reperfusionsphase.
Klinische Relevanz zeigte sich jedoch nicht.

Auf den ersten Blick unverstdndlich bleibt die Genese diffuser Blutungen im Operationsgebiet
nach Reperfusion trotz laborchemisch abnehmender Fibrinolyseaktivitit und vermehrter
intravasaler Thrombingeneration. Neben der Thrombozytopenie und -pathie ist eine
verminderte Stabilitdit hdmostatischer Gerinnsel anzunehmen, die bei gesteigerter
Fibrinolyseaktivitdt und verminderter F XIII Aktivitit (131) wéhrend der anhepatischen Phase
gebildet werden. Bei in der Regel guter Clearance- und iiberraschend rasch nachweisbarer
Synthesefunktion der Transplantatleber kann trotz Abnahme der systemisch gemessenen t-PA
und u-PA Aktivititen eine lokal gesteigerte, reaktive Plasminbildung zur Lyse dieser frischen
und instabilen Gerinnsel fiihren.

Bei der Gesamtbeurteilung der vorliegenden Daten spiegeln systemisch gemessene
Laborparameterkonstellationen und systemisch benétigte Blutprodukte nur summativ das
lokale Geschehen wider. Fiir die klinische Situation des Patienten ist jedoch die Vielzahl der
lokalen Geschehnisse bedeutsam. So ist das beobachtete ,,O0zing™ im Operationsgebiet ein
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fiir den Patienten wichtiges lokales aber kein systemisches Phidnomen. Dariiberhinaus
beeinflussen auch vaskuldre Faktoren wie Vasomotorenstatus, Temperatur, Blutdruck u.a. die
Héamostase wihrend OLT.

Ein zukiinftiges Therapiekonzept konnte die therapeutische Beeinflussung der gesteigerten
leukozytéren Aktivierung z.B. durch Blockade der endothelialen Adhédsionsmolekiile (68,144)
oder den Einsatz von Cyclosporin, einem Inhibitor der Zytokininfreisetzung, beinhalten.
Letzteres hatte in OLTs bei Schweinen zu einer Verbesserung der postreperfusionellen
Héamostaseverdnderungen gefiihrt (174). Die in mehreren Studien gezeigten DIC-artigen
Verdnderungen nach Perfusion der Spenderleber lassen eine priventive, d.h.
prareperfusionelle, AT III-Gabe sinnvoll erscheinen. Palareti et al. (263) gaben bei 20
Patienten mit Leberzirrhose vor und wéhrend der OLT AT III Konzentrate. Dieses fiihrte zu
einer Verbesserung der plasmatischen Gerinnung und zu einer Verminderung der
Fibrinolysezeichen. Baudo et al. (16) zeigten jedoch in einer randomisierten Studie, in die 29
Patienten mit OLT eingeschlossen waren, dal} sich der Transfusionsbedarf in der Gruppe mit
AT III Substitution (n=13) nicht von der Kontrollgruppe (n=16) unterschied.

Neueste Untersuchungen (297) sprechen fiir eine Sonderrolle der priméiren bilidren Zirrhose
bei OLT. Hier scheint die Thrombinentwicklung gesteigert und die Fibrinolysekapazitit
geringer als in OLTs bei anderen Lebererkrankungen zu sein, sodall hier der Nutzen einer
antifibrinolytischen Therapie eventuell gesondert untersucht werden muf.

Es bedarf grofer, multizentrischer Studien, um die klinische Relevanz der beschriebenen,
ineinandergreifenden pathophysiologischen Prozesse und deren mogliche therapeutische
Beeinflussung noch besser beurteilen zu konnen, so wie dies durch die bereits erwihnte
EMSALT Studie (276, 6.2.3.) erstmalig und bisher einmalig geschehen ist.
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