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1. Einleitung

Seit der ersten Lebertransplantation 1963 durch T.E. Starzl in Denver, Colorado USA, hat sich
die orthotope Lebertransplantation zu einem Standardverfahren bei der Behandlung progredienter
Lebererkrankungen, die auf andere Art und Weise nicht mehr therapierbar sind, entwickelt (Starzl
et al., 1963; Starzl et al., 1989). Nachdem in den ersten Jahren die klinischen Ergebnisse
erniichternd und die Erfolgsraten miflig waren, stagnierte die Transplantationsmedizin in den

70er Jahren deutlich.

Die stetige Weiterentwicklung der chirurgischen operativen Technik, der Intensivmedizin und die
Entwicklung von hochpotenten Immunsuppressiva lieBen die Transplantationszahlen jedoch
bestindig steigen. Den eigentlichen Durchbruch erlangte die Transplantationsmedizin mit der
klinischen Einfithrung von Ciclosporin A im Jahre 1981 (Pfitzmann et al., 2001). Im Gegensatz
zur zuvor gebrduchlichen Immunsuppression mit Azathioprin und Cortison machte die neu
gewonnene Kontrolle iiber die Immunreaktion des Organismus durch Ciclosporin A die
Organtransplantation als erfolgreiche Behandlungsmethode in der modernen Medizin erst

moglich und konnte sie fest etablieren.

In der heutigen Zeit, in der die Transplantation von Organen zu einem standardisierten
Routineverfahren bei terminalem Organversagen gehort, ist die grofite Aufmerksamkeit
allerdings nicht mehr der chirurgischen Technik, sondern vielmehr der Verbesserung der
Organkonservierung und vor allem der Entwicklung neuer immunsuppressiver Medikamente

sowie der Optimierung ihrer Handhabung gewidmet.

Der immer grofer werdende Organbedarf kann jedoch durch die abnehmende Spendebereitschaft
in der Bevolkerung bei weitem nicht gedeckt werden (Cohen et al., 1997). Damit keine Patienten
auf den Wartelisten sterben und die Wartelisten abgebaut werden kdnnen, miissten pro Jahr 900
Herzen, 1100 Lebern, 3500 Nieren, 400 Lungen und 400 Bauchspeicheldriisen zur
Transplantation zur Verfiigung stehen (www.dso.de, 2005). Dem Jahresbericht der Deutschen
Stiftung Organtransplantation (DSO) von 2006 zufolge wurden im Jahre 2006 in der BRD aber
nur 198 Herzen, 446 Lebern, 1122 Nieren, 125 Lungen und 74 Bauchspeicheldriisen postmortal
gespendet, was die deutliche Kluft zwischen Bedarf und Angebot und der Realitit aufzeigt (Smit
et al.; 2006).
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Abbildung 1: Transplantationszahlen 2006 und Organbedarf in Deutschland

Schon Anfang der neunziger Jahre wurden dhnliche Entwicklungstendenzen im Jahresreport des
,US Scientific Registry of Transplant Recipients and the Organ Procurement Network*
beschrieben. Hier stieg z. B. die Anzahl der auf ein Leberorgan wartenden Patienten um 54%, die
Zahl derer, die wihrend der Wartezeit verstorben sind, erhohte sich in derselben Zeit sogar um
128%. In der gleichen Periode, wuchs die Zahl der tatsdchlichen Organspenden jedoch nur um

15,5% (Casavilla et al., 1995).

In Anbetracht des Organmangels ist es neben dem Bestreben, die Spendebereitschaft in der
Bevolkerung zu erhohen, das oberste Ziel, ein langes Uberleben der transplantierten Organe und
Patienten zu ermoglichen. Eine entscheidende Rolle hierbei spielt die Optimierung der
Immunsuppression gerade in der frithen postoperativen Phase (Moser, 2002), da eine
Minimierung der akuten AbstoBungsreaktionen und ein geringeres immunologisches
»~Awakening® des Spender-Organismus besonders in dieser empfindlichen Situation zu einer

langeren Transplantatiiberlebenszeit verhelfen konnten.
Das Ziel dieser Studie war es, bei de novo Leber-Transplantat-Empfangern

1.) durch pharmakokinetische Messungen des Blutspiegels von Ciclosporin A (C0, C2, C4, C6
und C12) genauere Ergebnisse und Erkenntnisse in der frithen postoperativen Phase unter

immunsuppressiver Therapie mit Ciclosporin A als Mikroemulsion (Sandimmun® Optoral), sowie



2.) die Auswirkungen der Immunsuppression auf die Interleukin 2-Rezeptor-Expression und
andere immunologische und biologische Parameter (Interleukin 2-, Interleukin 6- und a-GST-

Konzentrationen im Serum) zu erfassen.
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1.1 Immunsuppression

W.G. Land definierte 2004 die Immunsuppression nach Organtransplantationen wie folgt: ,,Unter
Immunsuppression im Zusammenhang mit der allogenen Organtransplantation verstehen wir
derzeit allgemein alle MafBnahmen, die imstande sind, die unterschiedlichen sequenziellen
molekularen Vorginge, welche vom Augenblick der Interaktion zwischen Alloantigen-
priasentierenden Zellen und T-Lymphozyten des Empfangers bis zur endgiiltigen Zerstorung des

Transplantates ablaufen, an irgendeiner Stelle oder mehreren Stellen gleichzeitig zu hemmen.*
1.1.1 Ciclosporin
1.1.1.1 Geschichte und Entwicklung

Die Geschichte des Ciclosporins ist sehr facettenreich. Zufall, professionell und engagiert
durchgefiihrte experimentelle Untersuchungen, Durchhaltevermégen nach negativ verlaufenen
Experimenten, das gute Gespiir eines Grundlagenforschers sowie Gliicksfille begleiteten die

Entdeckung und Entwicklung dieser immunsuppressiven Substanz.

Auf Bodenproben, die durch Mitarbeiter der Firma Sandoz, Basel, Schweiz, in der norwegischen
Hochebene ,Hardanger Vidda“ entnommen wurden, wuchs ein Pilz namens Tolypocladium

Inflatum Gams. Aus diesem Pilz wurde 1971 Ciclosporin isoliert (Borel, 1982).

Die immunsuppressive Wirkung wurde zuerst durch Jean Borel 1972 in Basel nachgewiesen
(Borel, 1976): der Forscher =zeigte eine signifikante Hemmung der Bildung von
himagglutinierenden Antikorpern bei immunisierten Miusen. Die Proliferation von Mastzellen
wurde hingegen nicht gehemmt. Nachdem er in anderen Experimenten an Ratten erhohte
Harnstoffwerte nach Verabreichung sehr hoher Dosen iiber eine Woche verzeichnete, hatte man
binnen weniger Wochen experimenteller Untersuchungen die drei entscheidenden
Wirkungsmerkmale von Ciclosporin ausfindig gemacht: immunsuppressive, allerdings nicht

antiproliferative Wirkung sowie einen Hinweis auf Nephrotoxizitit.

Nachdem Borel 1976 auf der Tagung der Britischen Gesellschaft fiir Immunologie Bericht iiber
seine Ergebnisse erstattete, entschied sich die Forschergruppe um Sir Roy Calne aus Cambridge,
den Wirkstoff in weiteren Versuchsreihen zu testen. Bald wurden in Cambridge umfangreiche
Tierversuche an Nagetieren gestartet. Dass Ciclosporin die Uberlebenszeit von
Herztransplantaten signifikant verlidngerte, wurde in ersten Experimenten an der Ratte entdeckt
(Kostakis et al., 1977). Im Zuge dieser anfdanglichen Forschungsarbeiten stellte man auch fest,

dass die Substanz nicht in alkoholischer, sondern nur in oliger Losung aktiv war. Die deutlich
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verlingerte Uberlebenszeit allogen transplantierter Nieren in einem Versuch an Hunden, denen

Ciclosporin geldst in Olivendl verabreicht wurde, belegte dies (Calne et al., 1977).

Nachdem die Forschungsgruppe aus Cambridge Thre Ergebnisse umgehend publizierte, begann
man weltweit mit weiteren Tierversuchen und konnte damit die auBergewohnliche Wirkung von

Ciclosporin immer deutlicher nachweisen.

Mitte 1978 wurden erste Therapieversuche an 7 nierentransplantierten Patienten unternommen. In
dieser Studie wurde bei volligem Verzicht auf Steroid-Gabe mit 25mg/kg eine — nach heutigen
Erkenntnissen - sehr hohe Dosis Ciclosporin verabreicht, was schwerwiegende Nebenwirkungen,
insbesondere Nephrotoxizitdt, Hepatotoxizitit sowie vital gefihrdende Infektionen zur Folge

hatte (Calne et al., 1978).
Auf diese Versuchreihe folgte direkt die néchste, in der 34 Patienten, davon 32 nieren-,

2 pankreas-, und 2 lebertransplantiert, mit Ciclosporin A (CsA) immunsupprimiert wurden. Zwar
zeigte sich hier eine deutliche Verbesserung hinsichtlich des Transplantat-Uberlebens (26 von 34
Transplantaten funktionierten), jedoch wurde die Studie durch die Inzidenz von drei Lymphomen

iberschattet (Calne et al., 1979), einer bosartigen Tumor-Erkrankung.

Mit einer Modifizierung des immunsuppressiven Protokolls aufgrund des Verdachts der
Uberimmunsuppression  erreichten ~ Calne und  Mitarbeiter in  einer  weiteren
Patientenversuchsreihe eine 1-Jahres-Transplantatiiberlebensrate von 86% im Gegensatz zu

fritheren 20 — 50% (Calne et al., 1981).

Die positiven Verldufe und Ergebnisse dieser Studien spielten eine wesentliche Rolle fiir die
Aufnahme der Europdischen Multizentrenstudie an Empfangern postmortal entnommener Nieren,
welche erstmals eine statistisch-signifikant bessere Wirkung von CsA gegeniiber der damals
gebriuchlichen Therapie mit Azathioprin und Steroiden nachweisen konnte (The European
Multicentre Trial, 1982). In der von acht europdischen Zentren durchgefiihrten Studie wurden
von 232 Nierentransplantat-Empfiangern 117 Patienten mit CsA und 115 Patienten mit
Azathioprin und Steroiden immunsupprimiert. Uber einen Beobachtungszeitraum von 11
Monaten konnte ein Transplantatiiberleben bei 73% der CsA-immunsupprimierten Patienten,
jedoch nur bei 53% der Kontrollgruppe verzeichnet werden. In der CsA-Gruppe kam es zu zwei

und in der Kontrollgruppe zu sieben Todesfillen.

Was die frilhe experimentelle Entwicklung des CsA hinsichtlich der allogenen

Lebertransplantation im Allgemeinen angeht, wiren noch drei wichtige Studien zu erwihnen.
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Wihrend eines Studienaufenthaltes in Cambridge wies der Miinchener Kinderchirurg Franz
Zimmermann deutlich verldngerte Lebertransplantatiiberlebenszeiten bei CsA-
immunsupprimierten Ratten unter Uberwachung von AbstoBungsreaktionen mittels

Feinnadelbiopsie- und Aspirationszytologie-Untersuchungen nach (Zimmermann et al., 1983).

Die Kieler Forschungsgruppe um Miiller-Buchholz und Hamelmann konnte eine prolongierte
spezifische Transplantattoleranz bei lebertransplantierten Ratten, die nur 13 Tage mit CsA

behandelt wurden, erzielen (Engemann et al., 1983).

Nicht zuletzt veroffentlichte Williams iiber die sehr giinstigen immunsuppressiven Eigenschaften
von CsA am Modell der orthotopen allogenen Lebertransplantation im Grofitierversuch beim
Hund 1982 im Journal of Surgical Research eine wegweisende Veroffentlichung (Williams et al.,

1982).

Nach mehr als zwanzigjdhriger Erfahrung kann die Transplantationsmedizin auf einen grolen
Wissensschatz  hinsichtlich der Immunsuppression mit CsA nach Organtransplantation
zuriickgreifen. Die jahrelange personliche Erfahrung der Transplantations-Mediziner, die
unzihligen Berichte aus der internationalen Literatur, sowie die ausgefeilten Moglichkeiten von
durchdachten, subtilen und pharmakokinetisch orientierten Laboruntersuchungen ermdoglichen es,
mehr als 60% organtransplantierter Patienten eine fundierte, intensiv {iiberwachte

immunsuppressive Therapie mit CsA zu offerieren.
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1.1.1.2 Struktur und Wirkungsmechanismus

Ciclosporin setzt sich aus 25 natiirlichen, lipophilen, zyklischen Undekapeptiden und mehr als
2000 Derivaten zusammen. In der Ciclosporin-Familie vermogen aber nur Ciclosporin A sowie
seine natiirlichen Analoga Ciclosporin C, Ciclosporin D, Ciclosporin G und Ciclosporin M, die
durch Substitution der a-Aminobutylsdure an der Position 2 hergestellt werden konnen, die
Immunantwort in vivo selektiv zu hemmen. Das praktische Unvermogen, sich in Wasser zu
losen, sowie die hohe Loslichkeit in Lipiden sind durch die lipophile Struktur des Ciclosporins

begriindet.

Ciclosporin unterbindet selektiv die T-Zell-Aktivierung mittels einer Hemmung von Signal 1, der
Interaktion des TCR/CD3-Komplexes auf Empfinger-T-Lymphozyten —mit dem
Allopeptid/MHC-Komplex auf herangereiften vom Spender und/oder Empfinger abstammenden
dendritischen Zellen — dem ausschlaggebenden und obligaten Schritt zur spezifischen Stimulation
ruhender T-Zellen.

z.B. CD80/86

Signal 2

autokrine/parakrine Kostimulierung
Stimulation

Signal 1

Ciclosporin —{

CD3-Komplex

|

NFkB 038 ¥ O
A'”Qj’\"\ INK1

Calmodulin

Generation ™~
spezieller

Proteine

ga Calcineurin
P

NFAT

G1-S-Phase

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Aktivierung ruhender T-Zellen und
Wirkungsort von Ciclosporin (modifiziert nach W.G. Land, Immunsuppressive Therapie

Band 1, Georg Thieme Verlag 2004)

Ohne Immunsuppression wiirden die T-Zell-Rezeptor-getriggerten transkriptionellen Vorgéinge

zunichst eine Calciumausschiittung im endoplasmatischen Retikulum (ER) mittels der priméren
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Aktivierung von Tyrosinkinasen und ZAP-70 verursachen. Weiter kime es zu einer Bindung von
Calcium an Calmodulin und damit zur Aktivierung von Calcineurin und der Expression des
Zytokin-Gen-Komplexes. Die Folge hinsichtlich der Progredienz des Zellzyklus ist eine
Verweilung der T-Zelle im Ruhezustand, da die Zelle iiber diese Transkriptionshemmung

gehindert wird, von der GO-Phase in die G1-Phase iiberzugehen.

Die Reste 1,2,9,10 und 11 - als die rezeptorbindende Domine fungierend - und die Reste 4 und 8,
welche die Effektordoméne reprisentieren, bilden die zwei regulierenden Domédnen der
immunsuppressiv wirkenden Ciclosporine. Nach Eintritt in die eukaryote Zelle bindet

Ciclosporin an mehrere intrazelluldre Proteine, welche als Immunophiline bezeichnet werden.

Das wichtigste Immunophilin ist Cyclophilin (Fruman et al., 1994). Cyclophiline stellen Proteine
des Zytosols dar, welche eine Peptidyl-proline-cis-trans-Isomerase-Aktivitit aufweisen und als
18-kd-Enzyme die Dreifachfaltung von Proteinen begiinstigen. Diese Funktion wird durch
Ciclosporin gehemmt (Bierer et al., 1990). Entscheidend in der Aufkldrungsphase des
Wirkmechanismus der selektiven Hemmung der Signaltransduktion in T-Lymphozyten war, dass
Ciclosporin nicht allein, sondern nur nach intrazellulirer Komplexbildung iiber seine
rezeptorbindende Doméne mit Cyclophilin A seinen hemmenden Effekt auf die T-Zell-
Aktivierung ausiiben kann. Dies geschieht, indem es als bimolekularer Komplex iiber seine
antipodische Effektordomédne mit einem anderen Zytosolprotein, dem Calcineurin, interagiert

(Liu et al., 1991).

Dieses Enzym, welches zur Familie der Protein-(Serin/Threonin) Phosphatasen gehort,
dephosphoryliert - nach Aktivierung - Transkriptionsfaktoren der NFAT-Familie (engl. nuclear
factor of activated T-cells) im Zytosol. Dies fiihrt in Folge einer Energiefreisetzung zur
Translokation der Faktoren in den Zellkern, wo es zur Aktivierung der Genexpression durch ihr
cis-Element — genannt NFAT — kommt (Loh et al., 1996). Zu den Angehorigen der NFAT-
Familie zdhlen NFAT 1, NFAT 2 und NFAT 4, welche an der transkriptionellen Aktivierung der

Gene mitwirken, welche u.a. die Zytokine IL-2 und IL-4 codieren.

Aus der Inhibition der verschiedenen transkriptionellen Vorginge durch Ciclosporin, bzw.
genauer durch den bimolekularen CyPA/CsA-Komplex, resultiert das Verweilen des Zellzyklus
auf der GO- oder G1-Phase. Auf diesem Wege wird die Synthese von DNA, RNA und Proteinen
gehemmt und die Produktion von Wachstumshormonen wie den Zytokinen gestoppt. Das

Exprimieren von Aktivierungsstrukturen auf der Lymphozytenoberfliche, wie z.B. des IL-2-
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Rezeptors, bleibt aus, und eine Generation von spezifischen zytotoxischen T-Lymphozyten
und/oder humoralen Antikorpern, die gegen allogene Spenderorgan-Antigene gerichtet sind, wird

deutlich abgeschwécht oder gar an ihrer Entstehung gehindert.
1.1.1.3. Pharmakologie und Pharmakokinetik

Ciclosporin ist ein lipophiles zyklisches Polypeptid aus 11 Aminosduren mit einem hohen
Molekulargewicht von 1202,63 Dalton. Die vorzugsweise Resorption findet im oberen
Intestinaltrakt statt. Die Resorptionsrate ist konstant und unabhingig von der gegenwirtigen
Konzentration der Substanz, jedoch unter vermindertem Gallenflul signifikant verringert
(Lindholm et al., 1990). Unter dem Einflul von Cytochrom P450-3A4 wird Ciclosporin schon im
Darmwandepithel priasystemisch metabolisiert. Bereits an dieser Stelle wird ein groBer Teil der

zur Aufnahme zur Verfiigung stehenden Muttersubstanz eliminiert (Kolars et al., 1991).

Hinzu kommt, dass ein weiterer Teil iiber P-Glykoprotein in der epithelialen Zellmembran (ein
Produkt des ,,multiple drug resistance gene*) ins Darmlumen zuriicktransportiert wird (Lown et
al., 1997). Nur ca. 30% werden in das portale System aufgenommen und nur ein kleiner Teil tiber
die Lymphbahnen transportiert (Freeman et al., 1991). Erst mit der Ablosung der urspriinglichen
oralen Darreichungsform von Ciclosporin, bestehend aus einer auf Olivendl basierenden
Trinklosung bzw. auf Korndl basierenden Gelkapseln (CsA-OG), durch die Anfang der neunziger
Jahre entwickelte galenische Form, die Ciclosporin-Mikroemulsion (CsA-ME), wurde ein
deutlicher Fortschritt gemacht. Das gewinnbringende Detail der Pharmakologie war die
Entwicklung einer homogenen Dispersion uniformer Partikel von der GroBe etwas unter 0,15 pm
an der resorbierenden Oberfliche (Miiller et al., 1994; Kovarik et al., 1994; Kovarik et al., 1994,
Miiller et al., 1994).

Auf diese Weise wurde die Zeitverzogerung bei der Resorption praktisch aufgehoben und damit

die Dauer bis zum Erreichen der maximalen Konzentration im Blut (Cy.x) deutlich reduziert:

Cmax wird bereits nach 1,5 — 2 h erreicht. Im Gegensatz zur Pharmakokinetik der urspriinglichen
Darreichungsform ist Cp,x um 60% erhoht und die Bioverfiigbarkeit von CsA-ME um 30-50%
gesteigert. Sowohl die Schwankungsbreiten in Tyax und Cyax als auch die in  der
Gesamtexposition der Substanz iiber 12 h (AUC 0 — 12 h) wurden durch Verwendung von CsA-
ME um bis zu 75% verringert (Kovarik et al., 1996; Kovarik et al., 1994; Keown et al., 1996).
Somit hatte man die inter- und intraindividuellen Erschwernisse beziiglich des schmalen

therapeutischen Fensters, assoziiert mit unregelméBiger, schlecht kalkulierbarer und teils
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unzureichender Resorption von Ciclosporin in der urspriinglichen Darreichungsform iiberwunden

und eine besser steuerbare und gut resorbierbare Galenik von Ciclosporin entwickelt.

1.1.1.4. Verabreichung und Dosierung von Ciclosporin unter Beriicksichtigung

pharmakokinetischer Kriterien

Schon zu Beginn und wihrend der europdischen Multizentrenstudie wurden in der Miinchener
Gruppe um W. G. Land - in enger Zusammenarbeit mit D. White aus der Cambridge-Gruppe -
Uberlegungen angestellt, wie man die Immunsuppression mit CsA verbessern konnte. Schnell
war die Idee geboren, sich der Moglichkeit zu bedienen, die Konzentration des Medikamentes im
Blut zu bestimmen und die Ergebnisse dann auf klinische Begebenheiten zu beziehen. Dieser
Ansatz verfolgte das Ziel, die tdgliche Dosierung von CsA besser steuern zu kénnen, mit dem
Effekt, Wirksamkeit und Vertraglichkeit mithilfe von optimalen Dosen besser auszuloten und
somit eine eindeutige Dosis-Wirkungs-Beziehung zu definieren. Die Fragestellung der
angestrebten Untersuchungen lautete: Existiert ein therapeutischer Wirkungsbereich bzw. ein
therapeutisches Fenster, unter- bzw. oberhalb dessen die eruierte Konzentration der Substanz im
Blut klinische Ereignisse begriindet, ergo bei niedrigen Konzentrationen (die eine eventuelle
Unterimmunsuppression anzeigen) eine Abstofungsreaktion und bei hohen Konzentrationen (die
iiber eine eventuelle Uberdosierung bzw. Uberimmunsuppression informieren) klinisch

bedeutsame Nebenwirkungen?

In ersten, orientierenden Studien an nierentransplantierten Patienten, wie z.B. von G. Thiel et al.,
fand man heraus, dass tatsichlich ein derartiges therapeutisches Fenster existiert, wenn auch ein
sehr schmales (Thiel et al., 1983). Jedoch hiitete man sich, deren Wertung als allgemeingiiltig zu
betrachten und forderte weitere Verifizierung. Erst die Arbeiten von Kahan et al. und spéter von
Meyer et al.,, die auf eine erhebliche inter- und intraindividuelle Schwankungsbreite der
CsA-Blutkonzentrationen nach Gabe identischer CsA-Dosen hinwiesen, untermauerten die
Aufforderung, die Dosierung von CsA mittels Drug-Monitoring zu individualisieren (Kahan et

al., 1983; Meyer et al., 1993).

In der Praxis etablierte sich, bei zweimaliger oraler Gabe pro Tag im 12-stiindigen Abstand den
Talblutspiegel unmittelbar vor Gabe der néachsten Dosis, den so genannten CO-Wert, zu messen
(engl. pre-dose level). So konnten z.B. Lindholm, Nankivell et al. und Min et al. in verschiedenen
klinischen Studien zum einen eine Korrelation von AbstoBungskrisen und niedrigen CsA-

Spiegeln und zum anderen von Nephrotoxizitit und hohen CsA-Spiegeln nachweisen (Lindholm,
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1996; Nankivell et al., 1994; Min et al., 1998). Diese Form des Drug-Monitorings stellt auch
heute noch das Standardverfahren zur Einstellung der Immunsuppression organtransplantierter

Patienten bei ,,Critical-Dose-Pharmaka“ dar.

Wie anfinglich schon geschildert, ist Ciclosporin in der urspriinglichen Galenik als eine Substanz
mit schlechter oraler Bioverfiigbarkeit, groBem Verteilungsvolumen und geringer bis mittlerer
Eliminierungsrate, zudem durch eine erhebliche inter- und intraindividuelle Variabilitit sowie
durch ein enges Spektrum zwischen Wirksamkeit auf der einen Seite und einen entsprechenden
Bereich von Toxizitdten auf der anderen Seite gekennzeichnet. Dies alles weist deutlich darauf
hin, dass die Messung der 12 h-Talblutspiegel nicht ausreichend sein kann, sondern dass hier
zusitzliche intensivere pharmakokinetische Untersuchungen unentbehrlich sind, um die Therapie

mit diesem Critical-dose-Pharmakon zu optimieren.

Um die Pharmakokinetik eines Pridparates hinsichtlich seiner Wirksamkeit und seiner
Nebenwirkungen niher beurteilen zu konnen, miissen zu verschiedenen Zeitpunkten bzw. nach
bestimmten Zeitintervallen nach Gabe die Konzentrationen im Blut bestimmt und grafisch
dargestellt werden. Es resultiert dann eine ,,Konzentrationszeitkurve®, bei der die errechenbare
Flache unter der Kurve (eng. area under the concentration/time curve = AUC) die gesamte
Medikamentenexposition eines Organismus (Resorption — Verteilung — Metabolismus -
Elimination) anzeigt. Jedoch wire ein derartiges Drug-Monitoring hinsichtlich des apparativen,
personellen und finanziellen Aufwandes eher unpraktikabel - von der Belastung des Patienten

durch multiple Blutentnahmen ganz zu schweigen.

Auch die Einfilhrung der wesentlich besser steuer- und resorbierbaren Mikroemulsion von
Ciclosporin A (CsA-ME) half nicht iiber diese Problematik hinweg. Zwar konnte in
pharmakokinetischen Studien gezeigt werden, dass der 12 h-Talblutspiegel unter
Immunsuppression mit der Mikroemulsion besser mit den AUC-Werten korrelierte, jedoch auch
hier die Korrelation nicht iiber 80% lag (Frei et al., 1994; Kahan et al., 1995; Keown et al., 1996;
Barone et al., 1996; Amante et al., 1996).

Grofles Interesse weckte die Bestimmung des CsA-Spiegels 2 Stunden nach Gabe (C2-Wert): In
einer grof} angelegten Studie in Kanada an lebertransplantierten Patienten , die entweder mit der
alten oder neuen Galenik von CsA immunsupprimiert wurden, konnte gezeigt werden, dass der
C2-Wert einerseits ein dullerst genauer Priadiktor des zugrunde liegenden AUC-Wertes unter der

Behandlung mit der CsA-ME war (93% Genauigkeit), dass er andererseits aber auch — im
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Gegensatz zum CO-Wert — mit dem klinischen Ereignis akuter AbstoBungsreaktionen in beiden
Armen der Studie hervorragend korrelierte (Hemming et al., 1997; Canadian-Liver-Transplant-

Study-Group, 1998).

Der grundlegende Gedanke beim C2-Monitoring ist, dass die Phase der Resorption des
Medikamentes innerhalb der ersten 1 — 4 Stunden nach Aufnahme mit Erreichen einer maximalen
Konzentration im Blut das entscheidende Ereignis zur Vermittlung eines immunsuppressiven

Effektes offenbart. Die Messung des C2-Wertes ist die am ehesten geeignete Methode, diese
,»,1 —4-Stunden-AUC* zu reprisentieren (Mahalati et al., 1999).

Levy et al. konnten 2002 statistisch signifikant verbesserte Ergebnisse nach Lebertransplantation
bei CsA-ME-immunsupprimierten Patienten unter C2-Monitoring nachweisen: im Gegensatz zu
31,6% der Patienten unter CO-Monitoring erlitten nur 23,6% der Patienten unter C2-Monitoring
innerhalb der ersten 3 Monate post Transplantation eine akute AbstoBungskrise ( Levy et al.,

2002).

Verbesserte klinische Ergebnisse nach
Lebertransplantation bei CsA-ME-behandelten Patienten
unter C2-Monitoring
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8 35
QP
E ) 30 -
S§ o5
=T -
EEe g o
oo ®
L5 15 31,6
g8= 23,6
c O
o S
= 2 5
s 9

n 0 ;

2 C2-Monitoring (35/149 Patienten) CO0-Monitoring (48/158 Patienten)

Abbildung 3: Verbesserte klinische Ergebnisse nach Lebertransplantation bei CsA-ME-
behandelten Patienten unter C2-Monitoring (nach Levy et al., 2002)

Die in der Literatur angegebenen therapeutischen Fenster variieren zum Teil von
Transplantationszentrum zu Transplantationszentrum, aber auch je nach Art der zugrunde-

liegenden Organtransplantation. Im angelsédchsischen Raum liegen die Werte bei Patienten nach
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Herz-, Herz-Lungen- und Lebertransplantation hoher als bei Nierentransplantierten. Auch die
Werte, die in den ersten drei Monaten post Transplantation, also der Phase erhohter
alloommunologischer Reaktivitdt, gemessen werden, liegen hoher als die in der Phase der

Erhaltungstherapie gemessenen Blutkonzentrationen (Oellerich et al., 1995).

Die Abbildungen 4 und 5 geben Auskunft iiber die therapeutischen Bereiche des CO-Monitorings
fir die Initial- und Erhaltungsbehandlung organtransplantierter Patienten, wie sie auf einer
Konsensuskonferenz in Lake Louisa, Alberta (Kanada), im Jahr 1995 sowie auf der deutschen
C2-Konsensuskonferenz in Berlin im September 2002 erarbeitet wurden (Oellerich et al., 1995;

Holt et al., 2000; Shaw et al., 1990).
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therapeutische Bereiche [pg/1]*

Initialtherapie |Erhaltungstherapie
Nierentransplantation | 150 - 225 100 - 150
Lebertransplantation |225 - 300 100 - 150
Herztransplantation |250 - 350 150 - 250

* Vollblut-CO-Spiegel (Trough level), bei Tripeltherapie, HPLC,

selektive Inmunoassays (EMIT®, m 'T RIA)

Abbildung 4: C0-Blutkonzentrationen: Ergebnisse einer internationalen

Konsensuskonferenz in Lake Louise, Alberta (Kanada) (nach Ollerich et al., 1995)

CO [pg/] C2 [pg/] CsA-Dosis
< 100 0

100 - 200 < 1000 0

100 - 200 1000 - 1400 |1

100 - 200 > 1400 beibehalten
200- 300 < 1000 0

200- 300 1000 - 1400 | beibehalten
200- 300 > 1400 beibehalten
300 - 400 < 1000 beibehalten
300 - 400 1000 - 1400 | beibehalten
300 - 400 > 1400 !

> 400 !

Abbildung 5: Zielspiegelempfehlungen: im Vergleich C0- und C2-Werte und
vorgeschlagene Ciclosporin-Dosisverinderung geméifl den Empfehlungen der deutschen

C2-Konsensuskonferenz, Berlin, September 2002 (nach Novartis Pharma, Niirnberg)

Als Dosierungsempfehlung schreibt die Novartis Pharma GmbH, Niirnberg, in ihrer
Fachinformation von Sandimmun® Optoral (Novartis Pharma, 2005): ,,Die Initialdosis von 10 -
14 mg Ciclosporin pro kg Korpergewicht wird in 2 Einzeldosen innerhalb von 12 Stunden vor der
Transplantation gegeben. Die Initialdosis sollte fiir 1 — 2 Wochen postoperativ beibehalten
werden. Danach wird unter Blutspiegelkontrolle die Dosierung schrittweise vermindert, bis eine

Erhaltungsdosis von 2 — 6 mg Ciclosporin pro kg Korpergewicht erreicht ist.
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Der Minimalblutspiegel vor der niachsten Anwendung (,,through blood level*) liegt zwischen 100
und 400 ng Ciclosporin/ml. ... Einige Patienten kommen schon nach einem Monat mit weniger
als 5 mg Ciclosporin pro kg Korpergewicht tdglich aus, wenn gleichzeitig Kortikosteroide

gegeben werden. Die Tagesdosis wird auf 2 Einzeldosen verteilt.*

Bei Darlegung derartiger Empfehlungen ist jedoch stets zu beachten, dass das Vorgehen bei einer
auf Ciclosporin basierenden immunsuppressiven Dauertherapie im Langzeitverlauf keinesfalls
allein nach den CsA-Blutspiegeln ausgerichtet werden sollte. Zusétzliche Groflen, wie z.B. das
Alter von Spender und Empfinger, das Auftreten von akuten AbstoBungskrisen oder
Virusinfektionen in der Posttransplantationsphase, sollten unbedingt und unerlisslich bei der
Planung der immunsuppressiven Therapie im individuellen Fall abgewogen und mit in die

Therapieiiberlegungen miteinbezogen werden.
1.1.1.5. Nebenwirkungen

Die sich strukturell und funktionell duBlernde ausgeprigte Nephrotoxizitét ist klinisch fiir den
Patienten am bedeutungsvollsten. Die Nierenfunktion wird dosisabhingig gemindert, die
glomerulire Filtrationsrate vorerst reversibel reduziert (unter einer Dosierung von 5 mg/kg/d um
ca. 25%), dadurch eine Oligurie und damit ein Anstieg von Harnstoff und Kreatinin im Blut
erzeugt. Die erhohte Natrium-Riickresorption im proximalen Tubulussystem ldsst sich durch
abnehmende Natrium-Spiegel im Urin nachweisen. Dazu kommen die akute Verminderung der
Blutzirkulation im Bereich der Nierenrinde und des Nierenmarks, sowie das Nachlassen der

glomerulédren Kapillarperfusion und der Mesangialzellenkontraktion.

Als weitere Nebenwirkungen sind Neurotoxizitidt, Hypertension, Hyperglykidmien,
Hyperlipiddmien, Hyperurikiimien, Hyperkalidmien, Hypomagnesidmien, gastrointestinale
Beschwerden, Hepatotoxizitit, mukokutane (kosmetische) Verianderungen,
Knochenerkrankungen (Vitamin-D-, Kalziummangel), maligne Erkrankungen (Entstehung von
Lymphomen) sowie weitere, aber nur sehr selten auftretende Nebenwirkungen bekannt (Land,

2004).

Die auftretenden Nebenwirkungen unter CsA-Therapie zu quantifizieren und damit ndher zu
klassifizieren, gestaltet sich insofern als schwierig, als das Auftreten der Nebenwirkungen
multifaktoriell bedingt ist. Dosierung, Vorerkrankungen, Alter, Co-Medikation, perioperative

Komplikationen, Qualitiit des Transplantates sowie der physische und psychische Gesamtzustand
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des Empfiangerorganismus vor und nach Transplantation spielen eine wesentliche Rolle beim

Auftreten und Wahrnehmen von Nebenwirkungen unter immunsuppressiver Therapie mit CsA.

So kommt es, dass in der internationalen Literatur unterschiedlichste und sehr variable Zahlen zur
Inzidenz von Nebenwirkungen zu finden sind. Plosker et al. errechneten im Jahr 2000 in einer
Auswertung mehrerer klinischer Studien zum Vergleich der Tolerabilitit unter CsA- und
Tacrolimus-Therapie, dass sich im ersten Jahr nach Leber- und Nierentransplantation bei 39 -
56% der mit CsA immunsupprimierten Patienten eine Hypertonie manifestierte. Chapman et al.
sowie Curtis verdffentlichten jedoch 1997 und 1998 Studien, bei denen in 68 — 92% der Fille

eine Hypertonie auftrat.

Auch die Angaben zur Inzidenz einer Hypercholesterinimie unter CsA-Immunsuppression
variieren stark. So errechneten Plosker et al. in der oben erwihnten Studie, dass sich bei 14,5%
der immunsupprimierten Patienten eine Hypercholesterindamie manifestierte, wihrend eine Reihe
anderer Autoren von einer Inzidenz in 16 — 78% der Fille sprachen (Bittar et al., 1990;

Satterthwaite et al., 1998; Appel, 1991; Vathsala et al., 1989; Kuster et al., 1994).

Die Novartis Pharma GmbH, Niirnberg, enthilt sich in ihrer Fachinformation zu Sandimmun®
Optoral genauer prozentualer Angaben zu potentiellen Nebenwirkungen ihres Prédparates und
quantifiziert und klassifiziert die Nebenwirkungen hinsichtlich der Inzidenz mit den Angaben
hiaufig (> 10% d.F.), gelegentlich (>1% d.F.) und selten (> 0,1% d.F.). Als hiufige
Nebenwirkungen werden Nierenfunktionsstdrungen, Hypertonie, neurologische Nebenwirkungen
(Tremor, Miidigkeit, Kopfschmerzen, Parédsthesien), Gingivitis hypertrophicans, gastrointestinale
Beschwerden (Appetitlosigkeit, Bauchschmerzen, Ubelkeit, Erbrechen, Durchfall, Gastritis,
Gastroenteritis), leichte Erhohung der Blutfettwerte (insbesondere in Kombination mit

Kortikosteroiden) und Hypertrichose genannt (Novartis Pharma, 2005).

Es zeigt sich, dass es nicht moglich ist, allgemeingiiltige Aussagen hinsichtlich der Inzidenz von
Nebenwirkungen unter der Therapie mit CsA zu machen. Vielmehr muss jeder Patient beziiglich

seines Nebenwirkungsprofils individuell betrachtet und therapiert werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Probanden und Studiengenehmigung

Die Untersuchung fand an 13 Patienten im Zeitraum vom 20.12.2002 bis zum 04.10.2004, die in
der Klinik und Poliklinik fiir Chirurgie des Universitdtsklinikum Bonn lebertransplantiert
wurden, iiber einen Beobachtungszeitraum von geplanten 3 Monaten bzw. bis zur vorzeitigen
Entlassung aus der Klinik statt, wobei ein Patient nach Retransplantation ein weiteres Mal an der
Studie partizipiert hat. Alle Untersuchungen am Menschen oder an menschlichem Material
wurden gemil der revidierten Deklaration von Helsinki des Weltdrztebundes (1983) und der

entsprechenden gesetzlichen Grundlagen durchgefiihrt.

Die Studie wurde vor Beginn von der Ethikkommission der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-

Universitdt Bonn begutachtet und genehmigt (Nr.: 128/02).
2.2 Immunsuppression

Alle 14 Probanden wurden in der direkten postoperativen Phase mit intravends-verabreichten
Ciclosporin A (Sandimmun®) und Prednisolon (Solu—Decortin®) und im weiteren Verlauf mit
oral-applizierten Ciclosporin A (Sandimmun® Optoral) und Prednisolon (Solu-Decortin®)

immunsuppressiv behandelt.

Als zusitzliche Immunsuppressiva wurden im Verlauf des Beobachtungszeitraumes Azathioprin

(Imurek®) per os und Mycophenolatmofetil (CellCept®) per os verabreicht.

Bei 2 Patienten wurde die immunsuppressive Therapie im Verlauf des Beobachtungszeitraumes

auf Tacrolimus (Prograf® ) umgestellt.

Die Einstellung der Immunsuppression der Patienten geschah allein unter der CO-Monitoring-
Methode. Die Messergebnisse und die daraus resultierenden Erkenntnisse, die wihrend des
Studienverlaufes gemacht wurden, hatten keinen Einfluss auf das bestehende Therapie-Konzept

(,,no intention to treat).
2.3 Blutprobenentnahme

Laut Studienprotokoll war es geplant, bei jedem Patienten neben der morgendlichen Blutabnahme
fiir das Routinelabor an den Tagen O, 1, 3, 5, 7, 14, 21, 28 und 3 Monate post Transplantation 2
Stunden nach Gabe von Ciclosporin (vornehmlich nach der morgigen Gabe) 4 ml vendses

Vollblut in einer Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)-Monovette und 9 ml venoses Vollblut in
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einer Serum-Monovette abzunehmen. Zudem sollten 4 und 6 Stunden nach Gabe je 4 ml vendses

Vollblut in einer EDTA-Monovette abgenommen werden.

Rheinische Friedrich-Wilhelms-Universitat
Klinik und Poliklinik fiir Chirurgie

Direktor: Prof. Dr. med. A. Hirner Medizinische Einrichtungen
Chirurgische Forschung
Leiter: Prof. Dr. med. T. Minor 53105 Bonn, 19.07.06

Sigmund-Freud-Str. 25

Telefon: 287-5166

Telefax: 287-5199
Sektion Chirurgische Forschung (Vorwahl national: 0228-
Chir. Univ.-Klink, Sigmund-Freud-Strae 25, 53105 Bonn international: +49-228-)

Klinische Studie: ( Nr. der Ethik Kommission: 128/02)
C-2h Monitoring unter Sandimmun Optoral

bei de novo Leber-Transplantat-Empfingern
Verantwortliche Leiter:

PD Dr. Wolff, Stellvertreter: Dr. R.H. Tolba

Bitte 2h, 4h und 6h nach Gabe des Cyclosporin den Cyclosporin Spiegel im
Blut (EDTA) direkt im Labor bestimmen lassen.

Bitte 2h nach Gabe des Cyclosporin 1 Serumriohrchen extra abnehmen,
beschriften und im Kiihlschrank deponieren (wird abgeholt).

e Cystatin C und B2 Traceprotein ( bei jeder Routine)
e CAVE Bitte EDTA Rohrchen mit C2, C4 oder C6 beschriften

Tag/Monat | EDTA Serum 2h Handzeichen
-1 prda Op 1X
0 Tag der Transplantation 1X
1 Cyclosporin Spiegel 2, 4 & 6h 1X
3 Cyclosporin Spiegel 2, 4 & 6h 1X
5 Cyclosporin Spiegel 2, 4 & 6h 1X
7 Cyclosporin Spiegel 2, 4 & 6h 1X
14 Cyclosporin Spiegel 2, 4 & 6h 1X
21 Cyclosporin Spiegel 2, 4 & 6h 1X
28 Cyclosporin Spiegel 2, 4 & 6h 1X
3 Monate post | Cyclosporin Spiegel 2, 4 & 6h 1X
TX

Bei Riickfragen stehe ich unter Tel.: 6163, Funk 274 oder Mobil unter 0171-
4960539 zur Verfiigung.

Herr cand. med. Benjamin Pump ist Mobil unter 0163-3578676 zu erreichen.
Vielen Dank fiir Ihre Kooperation im Voraus.

Mit freundlichen Griilen

Dr. med. R. H. Tolba

Abbildung 6: Studien-Priifplan



25

2.4 Probenverlust

Aufgrund der groBen Blutprobenanzahl, der Versorgungsumstinde (z.B. Intensivstationen),
vorzeitiger Entlassung aus dem Klinikum, sowie aufgrund von Personalmangel und der zum Teil
nédchtlichen Blutprobenentnahmezeitpunkte liel sich die Entnahme aller der Studie dienlichen

Blutproben leider nicht realisieren.

Zudem waren einige Proben nicht auswertbar, da sie lipdmisch, ikterisch oder hidmolytisch

veridndert waren.
2.5 Biochemische Blutuntersuchungen
Ciclosporinspiegel Bestimmung

Das Blut in den EDTA-Monovetten wurde sofort nach Abnahme zur Ciclosporinblutspiegel-
Bestimmung verwendet; also zur Bestimmung der CsA-Blutspiegel 2, 4 und 6 Stunden nach
Gabe (C2, C4 und C6). Die Bestimmung der Ciclosporinspiegel erfolgte mit der Ciclosporin
Flex® Reagenzkassette der Firma Dade Behring, Newark, U.S.A., im Automaten RXL

Dimension® des gleichen Herstellers, in Immunoassay-Technik.

Das Blut in den Serum-Monovetten wurde bei 2900 Umdrehungen pro Minute in einer
Laborzentrifuge fiir 10 Minuten zentrifugiert, und das Serum bis zur Analyse bei — 25 °C
asserviert. Bei der spiteren Analyse der Serumproben handelte es sich um die Bestimmungen der
Konzentrationen von alpha Glutathion S-Transferase (a-GST), Interleukin-2 und Interleukin-2-

Rezeptor.
0-GST Bestimmung

a-GST ist ein im Zytoplasma der Hepatozyten in hoher Konzentration (2-5% des Gesamtproteins
der Zellen) lokalisiertes Enzym, welches durch erhohte Werte eine Permeabilititsstdrung von
Zellen anzeigt. Der Nachweis ist wegen des geringeren Molekulargewichts (MG 56000 Dalton)
sensitiver als durch die Transaminasen (MG ca. 147000 Dalton). Es wird benutzt zur Diagnostik
von Lebererkrankungen, speziell von akuten Schiddigungen durch toxische Einfliisse, Anoxie
oder virale Infektionen. Bei der Beurteilung der Werte miissen die in-vivo-Halbwertszeiten
beriicksichtigt werden. Dieser Marker besitzt eine besonders kurze Halbwertszeit (90 Minuten)
(1.G. zu AST 17 h und fiir ALT 47 h), und reagiert zudem sehr sensitiv, da er im Gegensatz zur
AST leberspezifisch ist und die Leberzellen bereits bei geringer ausgeprigten Schiadigungen

verldsst als die Transaminasen. Somit ist die o-GST ein geeigneter empfindlicher Parameter, um
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einen Leberschaden sowie dessen Regeneration sehr zeitnah widerspiegeln zu konnen. Die
Konzentrationsbestimmung erfolgte mit einem Alpha GST EIA Kit der Firma Biotrin, Dublin,
Irland, im Automaten Immulite® der Firma Diagnostic Products Corporation, Los Angeles,

U.S.A., in Immunoassay Technik. Der Referenzbereich betragt < 7,8 pg/l.
Interleukin-2 Bestimmung

Interleukin-2 (IL-2) ist ein Glykoprotein aus einer einzigen Polypeptidkette und wird
ausschlieBlich von aktivierten T-Lymphozyten produziert. Es ist das Zytokin, welches fiir das
Wachstum und die Proliferation aktivierter T-Zellen hauptverantwortlich ist. Es stimuliert nicht
nur die klonale Expansion Alloantigen-aktivierter T-Zellen, sondern triggert auch die Produktion
anderer Wachstumsfaktoren und Zytokine und regt dariiber hinaus die Expansion und
Zytotoxizititsaktivitit der CD8-T-Zellen und natiirlichen Killerzellen sowie das Wachstum der
B-Zellen an. Mit der Messung dieses proliferationsférdernden Zytokins lédsst sich eine genaue
Aussage iiber Aktivierung und  Aktivierungszustand der Alloimmunantwort des
Empfingerorganismus machen. Zudem hat es in neuerer Zeit an Wichtigkeit gewonnen, da im
Rahmen einer AbstoBungsreaktion monoklonale Antikorper gegen IL-2 verabreicht werden

konnen.

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte mit einem IL-2 ELISA Kit der Firma Promo Cell,
Heidelberg, im Automaten Immulite® der Firma Diagnostic Products Corporation, Los Angeles,

U.S.A., in Immunoassay Technik. Der Referenzbereich betrigt < 7 pg/ml.
Interleukin-2-Rezeptor Bestimmung

Der Interleukin-2-Rezeptor ist ein Membranrezeptor-Komplex an der Oberfliche von T-
Lymphozyten, tiber welchen bei Bindung mit Interleukin-2 ein intrazelluldres Signalgeschehen
ausgelost wird, das - wie oben schon beschrieben - zur Aktivierung und Proliferation von
ruhenden T-Zellen und letztlich zur Bildung von Helfer-, Suppressor- und zytotoxischen T-Zellen
fiihrt, die die Immunreaktion vermitteln. Die meisten ruhenden T-Zellen, B-Zellen, groflen
granuldren Lymphozyten und Monozyten exprimieren keine signifikanten Mengen dieses
Rezeptors an ihrer Oberfliche. Nach ihrer Aktivierung werden Rezeptormolekiile an der
Zelloberflache exprimiert, und es wird eine 16sliche Variante des Rezeptors (sIL2R) freigesetzt,
die um etwas 10 kDa kleiner ist als das membrangebundene Protein. Es wurde festgestellt, dass
geringe Mengen an sIL2R im Serum von gesunden Personen und signifikant erhohte

Konzentrationen bei vielen verschiedenen Krankheitsbildern wie zum Beispiel Neoplasien,



27

Autoimmunerkrankungen, Transplantatabstofung und verschiedenen Infektionen anzutreffen
sind (Diagnostic Products Corporation, 2005). Aus diesem Grund haben wir sIL2R als Marker
bzw. Indikator fiir die Alloimmunaktivitit ausgewihlt und seine Konzentrationen bestimmt. Die
Konzentrationsbestimmung erfolgte mit einem Immulite IL2R Kit der Firma Diagnostic Products
Corporation, Los Angeles, U.S.A., im Automaten Immulite® der gleichen Firma, in Immunoassay

Technik. Der Referenzbereich betragt 223 - 710 U/ml.
Routinelabor

Zudem wurden die im Routinelabor bestimmten Parameter Kreatinin, Alanin-Aminotransferase
(ALT), Aspartat-Aminotransferase (AST), Glutamat-Dehydrogenase (GLDH), Interleukin-6 und

Leukozyten in die Auswertung miteinbezogen.

Als Indikatoren parenchymaler Schidigung der Leber dienten die zytoplasmatischen Enzyme
ALT und AST und die in den Mitochondrien lokalisierte GLDH (intramitochondrial). Das
Auftreten von Transaminasen (AST und ALT) im Serum ist Hinweis auf eine Organschidigung
(Grenzflachenschiddigung). Die in den Mitochondrien lokalisierte GLDH tritt im Serum nur bei
schwerer Zellschiddigung auf. Die Bestimmung der Enzyme ALT und AST erfolgte
photometrisch mit Hilfe von fertigen Enzymkits (Flex® Reagenskassetten) der Firma Dade
Behring, Newark, U.S.A., nach Empfehlungen der International Federation of Clinical Chemistry
(IFCC) im Automaten RXL Dimension® des gleichen Herstellers. Das Enzym GLDH wurde mit
Hilfe eines fertigen Enzymkits (Ecoline® S+ GLDH) der Firma DiaSys Diagnostic Systems,
Holzheim, im Automaten RXL Dimension® des Herstellers Dade Behring, Newark, U.S.A., nach
Empfehlungen der Deutschen Gesellschaft fiir Klinische Chemie (DGKC) photometrisch

bestimmt.

Der Referenzbereich fiir ALT betrédgt 30 - 65 U/, fiir AST 15 - 37 U/l und fiir GLDH 0 - 5,0 U/l
fiir Frauen und 0 — 7,0 U/I fur Minner.

Kreatinin i.S. diente als Kontrollparameter der Nierenfunktion unter Gabe nephrotoxischer
Medikamente. Dabei 1st zu beachten, dass die Kreatininkonzentration Einfliissen wie
Muskelmasse und Erndhrung unterliegt und zudem erst eine Reduktion der GFR (glomerulédre

Filtrationsrate) auf < 50% aufzeigt.

Die Bestimmung der Kreatinin-Konzentration i.S. erfolgte photometrisch mit Hilfe von fertigen
Enzymkits (Flex® Reagenskassetten) der Firma Dade Behring, Newark, U.S.A., nach der Krea-

Methode im Automaten RXL Dimension® des gleichen Herstellers.
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Der Normalbereich fiir Kreatinin i.S. betrdgt 0,5 - 1,4 mg/dl.

Als weiterer Parameter des Routinelabors bei Lebertransplantierten in der direkten postoperativen
Phase wurden die Interleukin-6 (IL-6)-Werte beobachtet. IL-6 fungiert als eine Mediatorsubstanz
des Immunsystems und gibt bei Erhohung Hinweis auf eine vermeintliche AbstoBungsreaktion.
Es bewirkt, dass B-Zellen nach Stimulation mit IL-4 zu Ig-produzierenden Plasmazellen
differenzieren, dass sie im Beisein von IL-2 T-Zellen zu zytotoxischen T-Zellen differenzieren

sowie dass Thymozyten proliferiert werden.

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte mit einem Immulite 1000 IL-6 Kit der Firma Diagnostic
Products Corporation, Los Angeles, U.S.A., im Automaten Immulite® der gleichen Firma, in

Immunoassay Technik.
Der Referenzbereich betrigt O - 6,0 pg/ml.

Als Indikator von Infektions- und Entziindungsprozessen diente die Leukozytenzahl, die den
Reaktionszustand des Organismus widerspiegelt. Bei der Bestimmung der Leukozytenzahl

handelt es sich um eine Impedanzmessung mit Zdhlung im Durchfluzytometer.

Der Referenzbereich betrigt 4,3 - 10,5 G/1.
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2.6 Statistik

Fiir die statistische Auswertung wurden die iiblichen Methoden zur Berechnung von Mittelwert

(M) und Standardabweichung (SD) benutzt.

M:in
N

Z( X, - M)Z 1/2
SD=(=———)
N -1
Die Korrelation der Grundgesamtheit ergibt sich aus der Kovarianz zweier Datensitze, dividiert

durch das Produkt aus deren Standardabweichungen:

— |5Q3 _ Sv
r= SQI - Sx'Sy

Regressionsanalyse: Dabei wird durch eine Reihe von Beobachtungen eine Gerade nach der

Methode der kleinsten Quadrate gefiihrt.
y(X;) =bg + b; @ Xx;

Das relative Risiko, die Bedeutung eines Risikofaktors, errechnet sich aus den Quotienten zweier

Wahrscheinlichkeiten fiir ein Ereignis:

a/(a+c)
hik = b/(b+ d)

Die Odds Ratio (das Chancen-Verhiltnis) zur Bewertung des Unterschieds zweier Odds und der
Stiarke von Zusammenhédngen wurde wie folgt berechnet:

R(A:B)= E(4) _ 'i?fil P(A)-(1-P(B))
" R(B) ZE P(B)-(1-P(4))

1-P(B

-

-

-

Alle Berechnungen wurden mit Hilfe elektronischer Datenverarbeitung auf einem IBM-
kompatiblen Personalcomputer unter Microsoft Windows XP und der Tabellenkalkulation Excel

fiir Windows (Microsoft, Redmond, USA) durchgefiihrt.
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Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm INSTAT, Version 3.06 der Firma Graph
Pad, Vermont, USA.

Die stochastische Signifikanz oder Unterschiede zwischen den Gruppen wurde mittels
Varianzanalyse (ANOVA) iiberpriift. Zuerst erfolgte Bartlett’s Test fiir Homogenitdt der

Varianzen und danach als post-hoc Test der Tukey-Kramer Test zum multiplen Vergleich.

Unterschiede bei einem p-Wert < 0,05 wurden als signifikant angesehen.
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3. Ergebnisse
3.1 Ciclosporinspiegel

Die nachfolgenden Abbildungen zeigen die Ergebnisse der pharmakologischen CsA-
Spiegelmessungen von Tag 1-21 post Transplantationem zu den Zeitpunkten CO (Talblutspiegel,
unmittelbar vor Gabe des Immunsuppressivums), C2 (2 Stunden nach Gabe), C4 (4 Stunden nach
Gabe) und C6 (6 Stunden nach Gabe) in ng/ml.

In der Legende sind die verabreichten Dosen aufgefiihrt.

Die Studientage 28 sowie 3 Monate post Transplantationem konnten aufgrund vorzeitiger
Entlassung, Umstellung der Immunsuppression oder nicht asservierter Blutproben nicht

ausgewertet werden.

Pharmakokinetische CsA-Messung Tag 1 post Tx (n=14)
—e—Patient 1 (80 mg i.v.)
900 —m—Patient 2 (600 mg)
800 - Patient 3 (250 mg)
700 N Patient 4 (200 mg)
600 - \ —¥—Patient 5 (400 mg)
g 500 . —O—Eatient g 828 mg;
o N —+— Patient mg
2400 - M__—8 —-—Patient 8 (240 mg)
200 : Patient 9 (300 mg)
200 1 Patient 10 (200 mg)
100 - — SNy Patient 11 (150 mg)
e A Patient 12 (300 mg)
Co c2 C4 C6 Patient 13 (150 mg)
Zeit Patient 14 (150 mg)
I

Abbildung 7: Pharmakokinetische CsA-Spiegelmessung am Tag 1 post Transplantationem

bei 14 Studienteilnehmern

Die Abbildung 7 zeigt die starken intraindividuellen Schwankungen der CsA-Spiegel am Tag 1
post Transplantationem. Der bei den vorhandenen Proben maximal erreichte Talblutspiegel
betrug 270 ng/ml, der minimal erreichte betrug den kleinsten im Labor messbaren Wert von 25
ng/ml. Den hochsten C2-Wert erreichte Proband 2 mit 762 ng/ml, den niedrigsten 3 andere
Probanden mit 25 ng/ml.

Zu diesem Zeitpunkt waren 42 von 56 potentiellen Proben verfiigbar bzw. auswertbar.
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Pharmakokinetische CsA-Messung Tag 3 post Tx (n=14)
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Patient 13 (150 mg)
Patient 14 (150 mg)

Abbildung 8: Pharmakokinetische CsA-Spiegelmessung am Tag 3 post Transplantationem

bei 14 Studienteilnehmern

In Abbildung 8 lassen sich neben den weiterhin bestehenden intraindividuellen Schwankungen
der CsA-Spiegel auch interindividuelle Unterschiede der Konzentrationszeitkurven am Tag 3 post
Transplantationem ausmachen. Es zeigt sich, dass 5 Probanden C,x (maximale im Blut
gemessene Medikamentenkonzentration) um 2 Stunden nach Ciclosporin-Gabe und 5 Probanden
Cmax Im Zeitraum zwischen 2 und 6 Stunden nach Gabe erreichten, sowie dass Proband 5 nahezu

eine gleich bleibende CsA-Blutkonzentration aufwies.

Der hochste gemessene Talblutspiegel am Tag 3 post Tx betrug 379 ng/ml, der minimal erreichte
betrug den kleinsten im Labor messbaren Wert von 25 ng/ml. Den hochsten C2-Wert erreichte

Proband 2 mit 863 ng/ml, den niedrigsten Proband 5 mit 99 ng/ml.

Zu diesem Zeitpunkt waren 45 von 56 potentiellen Proben verfiigbar bzw. auswertbar.
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Pharmakokinetische CsA-Messung Tag 5 post Tx (n=14)
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Abbildung 9: Pharmakokinetische CsA-Spiegelmessung am Tag 5 post Transplantationem

bei 14 Studienteilnehmern
Die Abbildung 9 zeigt die Konzentrationszeitkurven am Tag 5 post Transplantationem.

An den auswertbaren Kurven ist zu erkennen, dass 5 Probanden ihre C,,.x um 2 Stunden nach

CsA-Gabe, sowie 5 Probanden ihre C,,x erst um 4 Stunden nach Gabe erreichten.

Der hochste gemessene Talblutspiegel am Tag 5 post Tx betrug 211 ng/ml, der minimal erreichte
betrug 38 ng/ml. Den hochsten C2-Wert erreichte Proband 14 mit 628 ng/ml, den niedrigsten
Proband 13 mit 76 ng/ml.

Zu diesem Zeitpunkt waren 43 von 56 potentiellen Proben verfiigbar bzw. auswertbar.
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Pharmakoninetische CsA-Messung Tag 7 post Tx (n=14)
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Abbildung 10: Pharmakokinetische CsA-Spiegelmessung am Tag 7 post Transplantationem

bei 14 Studienteilnehmern
Die Abbildung 10 zeigt die CsA-Spiegel-Verldufe am Tag 7 post Transplantationem.

7 Probanden erreichten C,,x um 2 Stunden nach Gabe, wohingegen 6 Probanden ihre

Maximalkonzentration erst zwischen 2 und 6 Stunden nach Gabe erreichten.

Der hochste gemessene Talblutspiegel am Tag 7 post Tx betrug 292 ng/ml, der minimal erreichte
betrug 69 ng/ml. Den hochsten C2-Wert erreichte Proband 2 mit 922 ng/ml, den niedrigsten
Proband 13 mit 157 ng/ml.

Zu diesem Zeitpunkt waren 49 von 56 potentiellen Proben verfiigbar bzw. auswertbar.
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(n=14)

Pharmakokinetische CsA-Messung Tag 14 post Tx
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Abbildung 11: Pharmakokinetische CsA-Spiegelmessung am Tag 14

Transplantationem bei 14 Studienteilnehmern

post

Die Abbildung 11 zeigt die CsA-Spiegel-Verldufe am Tag 14 post Transplantationem. Demnach

erreichten 6 Probanden C,.,x um 2 Stunden nach Gabe,

Maximalkonzentration zwischen 2 und 6 Stunden nach Gabe.

und 2 Probanden

ihre

Der hochste gemessene Talblutspiegel am Tag 14 post Tx betrug 324 ng/ml, der minimal

erreichte betrug 58 ng/ml. Den hochsten C2-Wert erreichte Proband 2 mit 700 ng/ml, den

niedrigsten Proband 13 mit 34 ng/ml.

Zu diesem Zeitpunkt waren 36 von 56 potentiellen Proben verfiigbar bzw. auswertbar.
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Pharmakokinetische CsA-Messung Tag 21 post Tx (n=7)
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Abbildung 12: Pharmakokinetische CsA-Spiegelmessung am Tag 21 post

Transplantationem bei 7 Studienteilnehmern

Die Abbildung 12 zeigt die CsA-Spiegel-Verldufe am Tag 21 post Transplantationem bei 7

Studienteilnehmern.

An diesem Tag erreichten 3 Probanden C,,x um 2 Stunden nach Gabe, und 3 Probanden ihre

Maximalkonzentration zwischen 2 und 6 Stunden nach Gabe.

Der hochste gemessene Talblutspiegel am Tag 21 post Tx betrug 218 ng/ml, der minimal
erreichte betrug 76 ng/ml. Den hochsten C2-Wert erreichte Proband 2 mit 948 ng/ml, den
niedrigsten Proband 5 mit 93 ng/ml.

Zu diesem Zeitpunkt waren 33 von 56 potentiellen Proben verfiigbar bzw. auswertbar.
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Mittelwerte & Standardabweichungen CsA-Spiegel
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Abbildung 13: Mittelwerte und Standardabweichungen CsA-Spiegel Tag 1 — 21 post

Transplantationem

Die  Abbildung 13  zeigt die Mittelwerte und  Standardabweichungen  der

Konzentrationszeitkurven von Tag 1 bis 21 post Transplantationem.

An den Tagen 1, 7, 14 und 21 post Tx wurde Cy,.x um 2 Stunden und an den Tagen 3 und 5 post
Tx um 4 Stunden nach CsA-Gabe erreicht. Der hochste mittlere Talblutspiegel wird an Tag 7 mit
162,72+469,68 ng/ml, der Niedrigste an Tag 1 mit 64+88,02 ng/ml erreicht. Der hochste mittlere
C2-Wert wurde mit 547,33+341,82 ng/ml an Tag 21 und der Kleinste mit 221,31£217,77 ng/ml

an Tag 1 gemessen.

Die starke interindividuelle Schwankungsbreite des Stoffwechsels von CsA ist in der groflen

Standardabweichung insbesondere zum Zeitpunkt C2 zu erkennen.
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CsA-Dosis-Spiegel-Vergleich
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Abbildung 14: CsA-Dosis-C2-Spiegel-Vergleich

In der Abbildung 14 ist der Vergleich der Mittelwerte von CsA-Dosis und der dazugehdrenden
Mittelwerte der C2-CsA-Spiegel aufgefiihrt. Die mittlere CsA-Dosis betrdgt 136,184+83,67 mg.
Der mittlere CsA-C2-Spiegel betridgt 362,98+240,34 ng/ml. Die groBen Standardabweichungen
sowohl bei der CsA-Dosis als auch bei dem C2-CsA-Spiegel weisen auf eine ausgeprigte inter-

und intraindividuelle Schwankungsbreite hin.
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Pharmakokinetische Zielspiegel und optimaler Verlauf
(Stand 2002 - 2004)
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Abbildung 15: Pharmakokinetische CsA-Zielspiegel und optimaler Verlauf zum Zeitpunkt
der Studie (2002 -2004)

Die Abbildung 15 zeigt die pharmakokinetischen Zielspiegel und den optimalen Verlauf der
Konzentrationszeitkurve bei CsA-Immunsuppression zum Zeitpunkt der Studie (2002 - 2004)
gemidll den Empfehlungen der deutschen C2-Konsensuskonferenz, Berlin, November 2002
(Novartis Pharma GmbH, Niirnberg). Die nach Moglichkeit zu erzielenden Spiegel betragen zum
Zeitpunkt CO 250 ng/ml, zu C2 1200 ng/ml, zu C4 700 ng/ml, zu C6 450 ng/ml, zu C8 350
ng/ml, zu C10 280 ng/ml und zu C12 wieder 250 ng/ml.
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Pharmakokinetische Zielspiegel und optimaler Verlauf
(Stand 2005)
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Abbildung 16: Pharmakokinetische CsA-Zielspiegel und optimaler Verlauf aktueller Stand
(2005)

Die Abbildung 16 zeigt die aktuellen pharmakokinetischen Zielspiegel und den optimalen
Verlauf der Konzentrationszeitkurve bei CsA-Immunsuppression im ersten Monat nach
Transplantation gemif3 den Empfehlungen der medizinischen Hochschule Hannover publiziert in
,Use of Neoral C2 monitoring: a European consensus® (Nashan et al., 2005). Die nach
Moglichkeit zu erzielenden Spiegel betragen zum Zeitpunkt CO 175 ng/ml, zu C2 900 ng/ml, zu
C4 700 ng/ml, zu C6 450 ng/ml, zu C8 350 ng/ml, zu C10 280 ng/ml und zu C12 wieder 175
ng/ml.
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3.2 Leberparameter
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Abbildung 17: Pharmakokinetische ALT (GPT)-Blutkonzentrationsmessungen bei 14

Studienteilnehmern

Die Abbildung 17 zeigt die ALT-Blutkonzentrationen der 14 Probanden im Verlauf. Im Rahmen
eines Ischdmie-Reperfusionsschadens traten auffillige Konzentrationsspitzen am dritten Tag post

Transplantationem bei Proband 8 mit 1034 U/l und beim Probanden 10 mit 3171 U/1 auf.

Im Studienzeitraum waren 108 von 126 potentiellen Proben verfiigbar bzw. auswertbar.
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Abbildung 18: Pharmakokinetische AST (GOT)-Blutkonzentrationsmessungen bei 14

Studienteilnehmern

Die Abbildung 18 zeigt die AST-Blutkonzentrationen der 14 Probanden im Verlauf. Im Rahmen
eines Ischamie-Reperfusionsschadens sind auch hier auffillige Konzentrationsspitzen am ersten
Tag post Transplantationem bei Proband 8 mit 1951 U/l und bei Proband 10 mit 4399 U/l zu

verzeichnen.

Im Studienzeitraum waren 108 von 126 potentiellen Proben verfiigbar bzw. auswertbar.
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Abbildung 19: Pharmakokinetische GLDH -Blutkonzentrationsmessungen bei 14
Studienteilnehmern

Die Abbildung 19 zeigt die GLDH-Blutkonzentrationen der 14 Probanden im Verlauf. Am ersten
Tag post Transplantationem sind Konzentrationsspitzen bei drei Studienteilnehmern zu
verzeichnen (Proband 8: 968,6 U/l, Proband 2: 668,2 U/l und Proband 5: 410,2 U/l). Da die
GLDH intramitochondrial gelegen ist, handelt es sich nicht um einen Zelloberfldchen- bzw.

Grenzflachenschaden, sondern um eine schwere Zellschadigung.

Im Studienzeitraum waren 86 von 126 potentiellen Proben verfiigbar bzw. auswertbar.
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Abbildung 20: Pharmakokinetische a-GST-Blutkonzentrationsmessungen bei 14

Studienteilnehmern

Die Abbildung 20 zeigt die a-GST-Blutkonzentrationen der 14 Probanden im Verlauf. Am ersten
Tag post Transplantationem sind im Rahmen des Ischdmie-Reperfusionsschadens
Konzentrationsspitzen um 5500 ng/1 bei fiinf Studienteilnehmern (Probanden 4, 8, 10, 13 und 14)
zu verzeichnen. Aufgrund der sehr kurzen Halbwertszeit sind die Peaks der a-GST im Gegensatz

zur denen der ALT (GPT) nur auf den ersten postoperativen Tag beschrinkt.

Am 21. postoperativen Tag weisen Proband 5 mit 3238,19 ng/l sowie Patient 7 mit 4416,61 ng/l

weitere Konzentrationsspitzen auf.

Im Studienzeitraum waren 65 von 126 potentiellen Proben verfiigbar bzw. auswertbar.
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ALT (GPT) - und o-GST - Verlauf
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Abbildung 21: Vergleich Mittelwerte ALT (GPT)-Blutkonzentrationen mit Mittelwerte
a-GST-Blutkonzentrationen

Die Abbildung 21 vergleicht die Mittelwerte der ALT (GPT)-Blutkonzentrationen mit den
Mittelwerten der a-GST-Blutkonzentrationen im Verlauf. Es zeigen sich zumeist gleichsinnige
Verlaufsentwicklungen der beiden Parameter, wobei im Rahmen der interindividuellen
Schwankungsbreite insbesondere am ersten und dritten postoperativen Tag grofle

Standardabweichungen zu verzeichnen sind.
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ALT (GPT) - Verlauf vs. a-GST - Verlauf
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Abbildung 22: Korrelation von Mittelwerten der o-GST-Blutkonzentrationen und

Mittelwerten der ALT (GPT)-Blutkonzentrationen bei 14 Studienteilnehmern

Die Abbildung 22 zeigt die Korrelation von Mittelwerten der a-GST-Blutkonzentrationen und
Mittelwerten der ALT (GPT)-Blutkonzentrationen bei 14 Studienteilnehmern im Verlauf. Der
Korrelationskoeffizient betrdgt 0,85 und beweist statistisch eine ausgeprégte positive Korrelation

dieser beiden Parameter.

Es waren 54 von potentiellen 84 Wertgegeniiberstellungen zur Ermittlung der

Korrelationsgeraden verfiigbar bzw. auswertbar.
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3.3 Nierenparameter
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Abbildung 23: Pharmakokinetische Kreatinin-Blutkonzentrationsmessungen bei

Studienteilnehmern

Die Abbildung 23 zeigt die Kreatinin-Blutkonzentrationen der 14 Probanden im Verlauf.

Am 3. Tag post Transplantationem weisen Proband 10 mit 2,46 mg/dl und Proband 6 mit 2,44
mg/dl Konzentrationsspitzen auf. Am 7. postoperativen Tag zeigt Proband 4 mit 2,32 g/dl eine

weitere Konzentrationsspitze.

Im Studienzeitraum waren 107 von 126 potentiellen Proben verfiigbar bzw. auswertbar.
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3.4 Immunologische Parameter
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Abbildung 24: Pharmakokinetische Interleukin-6-Blutkonzentrationsmessungen bei 14

Studienteilnehmern

Die Abbildung 24 zeigt die Interleukin-6-Blutkonzentrationen der 14 Probanden im Verlauf.

In der unmittelbaren postoperativen Phase sind Konzentrationsspitzen bei Proband 3 mit 107

pg/ml und bei Proband 8 mit 192 pg/ml zu verzeichnen. Am 3. postoperativen Tag zeigt Proband

5 mit 113 pg/ml eine weitere Konzentrationsspitze.

Im Studienzeitraum waren 57 von 126 potentiellen Proben verfiigbar bzw. auswertbar.
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Abbildung 25: Pharmakokinetische Interleukin-2-Blutkonzentrationsmessungen bei 14

Studienteilnehmern
Die Abbildung 25 zeigt die Interleukin-2-Blutkonzentrationen der 14 Probanden im Verlauf.

Am ersten Tag post Transplantationem weist Proband 13 eine Konzentrationsspitze mit 93,64
pg/ml auf. Am 5. postoperativen Tag zeigt Proband 2 mit 95,5 pg/ml eine weitere

Konzentrationsspitze.

Im Studienzeitraum waren 65 von 126 potentiellen Proben verfiigbar bzw. auswertbar.
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Abbildung 26: Pharmakokinetische Interleukin-2-Rezeptor-Blutkonzentrationsmessungen

bei 14 Studienteilnehmern

Die Abbildung 26 zeigt die Interleukin-2-Rezeptor-Blutkonzentrationen der 14 Probanden im

Verlauf.

Konzentrationsspitzen sind am Tag 5 post Transplantationem bei Proband 4 mit 9752 U/ml, am

Tag 7 post Transplantationem bei Proband 10 mit 16146 U/ml und bei Proband 9 mit 15278 U/ml

zu verzeichnen.

Im Studienzeitraum waren 65 von 126 potentiellen Proben verfiigbar bzw. auswertbar.
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Abbildung 27: Pharmakokinetische Messung der Leukozytenanzahl bei

Studienteilnehmern

Die Abbildung 27 zeigt die Leukozytenzahlen der 14 Probanden im Verlauf.

14

Auffillig ist der im Rahmen des postoperativen Geschehens aufgetretene Leukozyten-Peak von

Proband 3.

Im Studienzeitraum waren 105 von 126 potentiellen Proben verfiigbar bzw. auswertbar.
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3.6 Vergleich verschiedener Laborparameter

CsA-C2-Spiegel - und Interleukin-2 - Verlauf
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Abbildung 28: Vergleich Mittelwerte CsA-C2-Spiegel mit Mittelwerte Interleukin-2-

Blutkonzentrationen

Die Abbildung 28 vergleicht die Mittelwerte der CsA-C2-Spiegel mit den Mittelwerten der IL-2-
Blutkonzentrationen im Verlauf. Es zeigen sich zumeist gegensitzliche Verlaufsentwicklungen
der beiden Parameter, wobei im Rahmen der interindividuellen Schwankungsbreite insbesondere

am ersten postoperativen Tag eine groB3e Standardabweichung zu verzeichnen ist.
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CsA-C2-Spiegel - Verlauf vs. Interleukin-2 - Verlauf
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Abbildung 29: Korrelation von Mittelwerten der CsA-C2-Spiegel und Mittelwerten der

Interleukin-2-Blutkonzentrationen

Die Abbildung 29 zeigt die Korrelation von den Mittelwerten der CsA-C2-Spiegel und den

Mittelwerten der IL-2-Blutkonzentrationen im Verlauf.

Der Korrelationskoeffizient betrdgt —0,8 und bestitigt statistisch die ausgeprigte negative

Korrelation dieser beiden Parameter.
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CsA-Spiegel CO - Verlauf vs. CsA-Spiegel C2 - Verlauf
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Abbildung 30: Korrelation von CsA-Spiegeln zum Zeitpunkt CO0 und C2 bei 14

Studienteilnehmern

Die Abbildung 30 zeigt die Korrelation von CsA-Spiegeln zum Zeitpunkt CO und C2 bei 14
Studienteilnehmern im Verlauf. Der Korrelationskoeffizient betrdgt 0,45 und zeigt eine statistisch

schwach ausgeprigte positive Korrelation dieser beider Parameter.
3.7 AbstoBBungen

Bei unserem Patientenkollektiv waren in dem geplanten Beobachtungszeitraum drei
AbstoBungsreaktionen zu verzeichnen, welche allesamt durch eine Kortisonsto3therapie

suffizient behandelt wurden.

Bei Patient 1 wurde am 4./5. postoperativen Tag eine AbstoBung registriert, welche am 5. sowie
am 6. postoperativen Tag mit 250 mg/d Prednisolon (Solu-Decortin®) i.v. therapiert wurde.
Labortechnisch liel sich die Abstoungsreaktion nur vermuten, da sich bei Betrachten der
erhohten leberspezifischen Parameter in der direkten postoperativen Phase nicht eindeutig
zwischen Ischdmie-Reperfusionsschaden und AbstoBungsreaktion differenzieren lie3. Lediglich

die deutlich erhohte GLDH mit 111,8 U/l am Tag 5 post OP wies klar auf eine Abstoung hin.

Bei Patient 5 wurde am 22./23. postoperativen Tag eine AbstoBung festgestellt, welche vom 23.

bis zum 25. Tag post OP mit 500 mg/d Prednisolon (Solu-Decortin®) i.v. therapiert wurde.



55

Bei Patient 7 wurde am 20./21. postoperativen Tag eine AbstoBung verzeichnet, welche vom 21.

bis zum 23. Tag post OP mit 500 mg/d Prednisolon (Solu-Decortin®) i.v. therapiert wurde.

Die AbstoBungsreaktionen der Probanden 5 und 7 lieBen sich neben den erhohten
Lebertransaminasen deutlich an den am 21. Tag post OP gemessenen a-GST-Peaks von 3238,19

ng/l und 4416,61 ng/l erkennen.

CsA-Spiegel-Mittelwerte C0/2
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Abbildung 31: CsA-Spiegel-Mittelwerte C0/2

Die Abbildung 31 zeigt die CsA-Spiegel-Mittelwerte aller Patienten zu den Zeitpunkten CO und
C2.

Die Balken der Patienten 1, 5 und 7, die eine AbstoBungsreaktion in dem Beobachtungszeitraum

erfuhren, sind farblich hervorgehoben.

Es ist deutlich zu sehen, dass die Patienten 1 und 5 mit 385,67+138,73 ng/ml und 185,5+117,95

ng/ml einen niedrigen mittleren CsA-C2-Spiegel aufwiesen.

Patient 7, der dritte Patient in unserem Probandenkollektiv, der eine AbstoBungsreaktion erlitt,
wies mit 483,75+307,3 ng/ml einen relativ hohen mittleren CsA-C2-Spiegel sowie eine sehr hohe
dazugehorige Standardabweichung auf. Eine Erkldarung dafiir findet sich in der genaueren

Betrachtung des CsA-C2-Spiegel-Verlaufs dieses Patienten in der nidchsten Grafik.
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Die mittleren CsA-CO-Spiegel der Patienten 1, 5 und 7 sind mit 181,8 ng/ml, 135,5 ng/ml und
82,5 ng/ml verglichen mit dem durchschnittlichen mittleren CsA-CO-Spiegel aller Patienten, die

keine AbstoBungsreaktion erlitten, von 136,76 ng/ml nur im letzten Falle gering erniedrigt.

CsA-C2-Spiegel bei Probanden mit AbstoBungsreaktionen
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Abbildung 32: CsA-C2-Spiegel bei Probanden mit AbstoBungsreaktionen

Die Abbildung 32 zeigt die CsA-C2-Spiegel der drei Probanden mit AbstoBungsreaktionen im
Verlauf. Bei allen drei Probanden ist zu ersehen, dass die CsA-C2-Spiegel mit der einzigen

Ausnahme von Patient 7 an Tag 21 an keinem der Untersuchungstage 600 ng/ml iiberstiegen

haben.

Der CsA-C2-Spiegel von Patient 7 an Tag 21 mit 975 ng/ml ist die Folge der Applikation einer
hohen CsA-Dosis im Rahmen der AbstoBungsreaktion (200 mg), und erkldrt somit den hohen
CsA-C2-Spiegel-Mittelwert sowie die dazugehorige hohe Standardabweichung dieses Patienten
(s. Abb. 32).

3.8 Errechnung der Odds Ratio und des Relativen Risikos

In der Statistik verwendet man das so genannte Odds Ratio (Verhiltnis von Odds; Chancen-
Verhiltnis), um den Unterschied zweier Odds zu bewerten und damit Aussagen iiber die Stirke

von Zusammenhingen zu machen.
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Das relative Risiko driickt aus, um welchen Faktor sich ein Risiko (beispielsweise fiir eine
Erkrankung) in zwei Gruppen unterscheidet. Es wird also das Verhiltnis der

Wahrscheinlichkeiten fiir ein Ereignis/Merkmal dargestellt.

Wir haben anhand unseres Patientenkollektivs das Odds Ratio sowie das relative Risiko
errechnet, um eine statistische Aussage iiber die Wahrscheinlichkeit, ob ein Patient ober- bzw.
unterhalb eines bestimmten gemittelten CsA-C2-Spiegels eine Abstoflungsreaktion erleidet,

machen zu konnen.

Das Odds Ratio driickt dann aus, um wie viel groler die Chance, eine AbstoBungsreaktion zu
erleiden, in der Gruppe mit einem CsA-C2-Spiegel unter einem bestimmten Wert ist (verglichen
mit der Gruppe mit einem CsA-C2-Spiegel oberhalb eines bestimmten Wertes). Das Odds Ratio
nimmt Werte zwischen 0 und Unendlich an. Ein Wert von 1 bedeutet ein gleiches

Chancenverhiltnis.

Das Relative Risiko nimmt Werte zwischen 0 und Unendlich an. Ein Wert von 1 bedeutet, dass

das Risiko in beiden Gruppen gleich ist.

Das relative Risiko ist verwandt mit dem Odds Ratio. Anders als das Odds Ratio kann man das
relative Risiko aber nur errechnen, wenn die Randwahrscheinlichkeiten der Héufigkeitstabelle
zufillig sind. D.h. die Anzahl der Erkrankten darf nicht durch das Studiendesign fest vorgegeben

sein, was bei uns auch nicht vorliegt.

Wenn die Wahrscheinlichkeit zu erkranken gering ist, sind Odds Ratio und relatives Risiko

ungefihr gleich, was bei uns der Fall ist.

Fiir einen mittleren CsA-C2-Spiegel von 200 ng/ml ergab sich Folgendes:
Odds Ratio: 5 mit einem 95%-Konfidenz-Intervall von 0,2119 — 117,99
Relatives Risiko: 3,667 mit einem 95%-Konfidenz-Intervall von 0,3130 — 42,958

Das heiB}t, die Chance, dass ein Patient mit einem mittleren CsA-C2-Spiegel von <200 ng/ml eine
AbstoBungsreaktion erfédhrt, ist 5-mal so hoch wie bei Patienten mit einem mittleren CsA-C2-
Spiegel von >200 ng/ml. Des Weiteren ist das Risiko, eine AbstoBungsreaktion zu erleiden, bei
Patienten einem mittleren CsA-C2-Spiegel von <200 ng/ml 3,667-mal so hoch wie bei Patienten

mit einem mittleren CsA-C2-Spiegel von >200 ng/ml.
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Fiir einen mittleren CsA-C2-Spiegel von 300 ng/ml ergab sich Folgendes:
Odds Ratio: 1,333 mit einem 95%-Konfidenz-Intervall von 0,0858 — 20,721
Relatives Risiko: 1,222 mit einem 95%-Konfidenz-Intervall von 0,1885 — 7,924

Das heif3t, die Chance eines Patienten mit einem mittleren CsA-C2-Spiegel von <300 ng/ml eine
AbstoBungsreaktion zu erfahren, ist 1,333-mal so hoch wie bei Patienten mit einem mittleren
CsA-C2-Spiegel von >300 ng/ml. Des Weiteren ist das Risiko einer Abstoungsreaktion fiir
Patienten mit einem mittleren CsA-C2-Spiegel von <300 ng/ml 1,222-mal so hoch wie bei

Patienten mit einem mittleren CsA-C2-Spiegel von >300 ng/ml.

Fiir einen mittleren CsA-C2-Spiegel von 400 ng/ml ergab sich Folgendes: Odds Ratio: 0,75 mit
einem 95%-Konfidenz-Intervall von 0,04826 — 11,656

Relatives Risiko: 0,9167 mit einem 95%-Konfidenz-Intervall von 0,3808 — 2,206

Die Chance eines Patienten mit einem mittleren CsA-C2-Spiegel von <400 ng/ml eine
AbstoBungsreaktion zu erfahren, ist 0,75-mal so hoch ist wie bei Patienten mit einem mittleren
CsA-C2-Spiegel von >400 ng/ml. Des Weiteren ist das Risiko einer AbstoBungsreaktion bei

Patienten einem mittleren CsA-C2-Spiegel von <400 ng/ml 0,9167-mal so hoch wie bei Patienten

mit einem mittleren CsA-C2-Spiegel von >400 ng/ml.

Fiir einen mittleren CsA-C2-Spiegel von 500 ng/ml ergab sich Folgendes:
Odds Ratio: 1,0 mit einem 95%-Konfidenz-Intervall von 0,03263 — 30,644
Relatives Risiko: 1,1 mit einem 95%-Konfidenz-Intervall von 0,9125 — 1,326

Demnach ist die Chance fiir einen Patienten mit einem mittleren CsA-C2-Spiegel von <500
ng/ml, eine AbstoBungsreaktion zu erleiden, gleichhoch wie bei Patienten mit einem mittleren
CsA-C2-Spiegel von >500 ng/ml. Ebenso ist das Risiko, eine AbstoBungsreaktion zu erleiden, bei
Patienten einem mittleren CsA-C2-Spiegel von <500 ng/ml 1,1-mal so hoch wie bei Patienten mit

einem mittleren CsA-C2-Spiegel von >500 ng/ml.

Fiir einen mittleren CsA-C2-Spiegel von 600 ng/ml ergab sich Folgendes:

Odds Ratio: 1,0 mit einem 95%-Konfidenz-Intervall von 0,03263 — 30,644
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Relatives Risiko: 1,1 mit einem 95%-Konfidenz-Intervall von 0,9125 — 1,326

Das heifit, Patienten mit einem mittleren CsA-C2-Spiegel von <600 ng/ml haben die gleichhohe
Chance einer Abstoflungsreaktion wie Patienten mit einem mittleren CsA-C2-Spiegel von >600
ng/ml. Des Weiteren ist das Risiko einer AbstoBungsreaktion bei Patienten einem mittleren CsA-
C2-Spiegel von <600 ng/ml 1,1-mal so hoch wie bei Patienten mit einem mittleren CsA-C2-

Spiegel von >600 ng/ml.

In Beriicksichtigung der Tatsache, dass es sich mit n=14 um ein sehr kleines Patientenkollektiv
handelt und die statistischen Ergebnisse fiir die mittleren CsA-C2-Spiegel von 400 ng/ml, 500
ng/ml und 600 ng/ml als nicht sehr realistisch erscheinen und zudem fast alle gleich sind, lasst
sich dennoch erkennen, dass das Risiko einer AbstoBungsreaktion ab einem mittleren CsA-C2-

Spiegel von >300 ng/ml signifikant sinkt.
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4. Diskussion
Das Ziel dieser Studie war es, bei de novo Leber-Transplantat-Empfangern

1.) durch pharmakokinetische Messungen des Blutspiegels von Ciclosporin A (C0, C2, C4, C6
und C12) genauere Ergebnisse und Erkenntnisse in der frithen postoperativen Phase unter

immunsuppressiver Therapie mit Ciclosporin A als Mikroemulsion (Sandimmun® Optoral), sowie

2.) die Auswirkungen der Immunsuppression auf die Interleukin 2-Rezeptor-Expression und
andere immunologische und biologische Parameter (Interleukin 2-, Interleukin 6- und o-GST-

Konzentrationen im Serum) zu erfassen.

Zudem wurden die im Routinelabor bestimmten Parameter Kreatinin, Alanin-Aminotransferase
(ALT), Aspartat-Aminotransferase (AST), Glutamat-Dehydrogenase (GLDH), Cholinesterase

und Leukozyten in die Auswertung miteinbezogen.

Die Untersuchung fand an 13 Patienten im Zeitraum vom 20.12.2002 bis zum 04.10.2004 statt,
die in der Klinik und Poliklinik fiir Chirurgie des Universititsklinikum Bonn de novo
lebertransplantiert wurden, wobei ein Patient nach Retransplantation ein weiteres Mal an der

Studie partizipiert hat.
4.1 Immunsuppression

Die Lebertransplantationen wurden im klinischen Alltag erst durch die Entdeckung und klinische
Einfiihrung von Ciclosporin A im Jahre 1981 ermdglicht. Nach der erstmaligen Anwendung
dieses Calcineurin-Inhibitors stiegen die Uberlebensraten nach Organtransplantationen drastisch
an. Auch wenn nach Angaben des European Liver Transplant Registry (www.eltr.org) die Ein-
Jahres-Uberlebensraten von 34% in den Jahren vor 1985 auf mittlerweile 85% im
Beobachtungszeitraum 2000-2004 angestiegen sind, so sind akute AbstoBungsreaktionen (bis 28
Tage nach oLTX) nach wie vor eine gefiirchtete und nicht seltene Komplikation in der frithen
postoperativen Phase. Neuberger bezifferte 1999 die Inzidenz akuter AbstoBungsreaktionen nach
Lebertransplantationen in Abhédngigkeit der verwendeten immunsuppressiven Therapie zwischen
20 und 70% (Neuberger, 1999). Hinzu kommen, insbesondere bei langfristiger Einnahme hoher
Dosen, die Entwicklung kardiovaskuldrer Komplikationen und Nierenfunktionseinschrinkungen,
um nur die hdufigsten unerwiinschten Wirkungen der Calcineurin-Inhibitoren zu nennen.

Es wird deutlich, dass bei jedem Patienten ein individuelles Immunsuppressions-Therapieschema

nach dem Leitsatz ,,so wenig wie moglich, so viel wie notig™ erarbeitet werden sollte: Das
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Immunsystem des Transplantatempfiangers sollte soweit supprimiert werden, dass es keine
AbstoBungsreaktion auslosen kann, und der Medikamentenspiegel sollte so niedrig gehalten
werden, dass es zu keiner bzw. moglichst geringer Ausbildung unerwiinschter Nebenwirkungen
kommt.

Nach Einfilhrung von Ciclosporin als Mikroemulsion Anfang der 1990er-Jahre, welche
wesentliche Vorteile hinsichtlich Steuer- und Resorbierbarkeit brachte, stellte die Modifikation
der Messverfahren der CsA-Blutkonzentrationen mit Einfiihrung des C2-Monitorings einen
weiteren wegweisenden Schritt im Rahmen der immunsuppressiven Therapie dar. Der
grundlegende Gedanke beim C2-Monitoring ist, dass die Phase der Resorption des Medikamentes
innerhalb der ersten 1 — 4 Stunden nach Aufnahme mit Erreichen einer maximalen Konzentration
im Blut das entscheidende Ereignis zur Vermittlung eines immunsuppressiven Effektes offenbart.
Der Messung des C2-Wertes ist die am ehesten geeignete Methode, diese ,,1 — 4-Stunden-AUC*
zu repriasentieren (Mahalati et al., 1999). In einer grof angelegten Studie in Kanada an
lebertransplantierten Patienten, die entweder mit der alten oder neuen Galenik von CsA
immunsupprimiert wurden, konnte gezeigt werden, dass der C2-Wert — im Gegensatz zum CO-
Wert — mit dem klinischen Ereignis akuter AbstoBungsreaktionen in beiden Armen der Studie

hervorragend korrelierte (Hemming et al., 1997; Canadian-Liver-Transplant-Study-Group, 1998).

Zudem konnten Levy et al. 2002 statistisch signifikant verbesserte Ergebnisse nach
Lebertransplantation bei CsA-ME-immunsupprimierten Patienten unter C2-Monitoring
nachweisen: im Gegensatz zu 31,6% der Patienten unter CO-Monitoring, erlitten nur 23,6 % der
Patienten unter C2-Monitoring innerhalb der ersten 3 Monate post Transplantation eine akute

AbstoBungskrise ( Levy et al., 2002).

Auch wir konnten in unserer Studie, in der die AbstoBungs-Inzidenz bei 21,43 % (3 AbstoBungen
bei 14 Probanden) lag, zeigen, dass der C2-Wert ein guter pradiktiver Faktor fiir das Ereignis
akuter AbstoBungsreaktionen ist. Dies wird zum einen durch die niedrigen mittleren CsA-C2-
Spiegel der ,,AbstoBungs-Patienten* (Abb. 31) und zum anderen durch die niedrigen CsA-C2-
Spiegel der betroffenen Patienten an den Tagen vor der AbstoBung (Abb. 32) deutlich gemacht.

Nach statistischer Analyse durch Berechnung des Odds Ratio und des relativen Risikos konnten
wir nachweisen, dass das Risiko einer Abstoungsreaktion ab einem mittleren CsA-C2-Spiegel

von >300 ng/ml signifikant sinkt.
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Die mittleren CsA-CO-Spiegel der Patienten, die eine AbstoBungsreaktion erfuhren, lie3en
hingegen keine Riickschliisse auf die Pradiktion einer AbstoBungsreaktion zu, da sie in unserem

Patientenkollektiv keine Auffilligkeiten aufwiesen.

Auffillig war die schwache Korrelation der CsA-CO- mit den CsA-C2-Spiegeln von 0,45 (s. Abb.
30). Dieser Wert zeigt, dass zwar ein schwach positiver Zusammenhang zwischen diesen beiden
statistischen Variablen besteht, der aber nicht sehr deutlich ist. In Anbetracht der Tatsache, dass
auch in unserer Studie der CsA-C2-Spiegel im Gegensatz zum CsA-CO-Spiegel ein guter
Pradiktor einer AbstoBungsreaktion war, kann man folgern, dass der CsA-CO-Wert zur

Erarbeitung eines CsA-Therapieschemas fiir einen Patienten weniger geeignet ist.

Ein weiteres Problem in der frithen postoperativen Phase stellen nach wie vor die inter- und
intraindividuelle Variabilitdt der einzelnen Empféngerorganismen insbesondere in Bezug auf
Resorption, Verteilung, Metabolismus und Elimination des Pharmakons dar (Kovarik et al.,
1994). Diese Variabilitét ldsst laut der International Neoral Renal Transplant Study Group erst im
spiteren Verlauf der ersten 3 Monate post Tx nach (International Neoral Renal Transplant Study

Group, 2002).

Nashan et al. konnten in einer grof3 angelegten multizentrischen Studie zeigen, dass erstens die
CsA-Resorption in den ersten ein bis zwei Wochen postoperativ betriachtlich steigt, was zur
Vermeidung von Ciclosporin-Uberdosierungen beachtet werden sollte. Zweitens kamen die
Forscher zu dem Schluss, dass ein Patient mit einem niedrigen C2-Spiegel entweder ein
,Niedrig-“ oder ,,Spitresorbierer sein oder aber eine zu geringe CsA-Dosis erhalten haben

konnte (Nashan et al., 2005).

Auch wir konnten zeigen, dass die CsA-Resorption im Beobachtungszeitraum stetig anstieg, was
insbesondere bei Betrachten der Mittelwerte der Konzentrationszeitkurven, die von Tag 1 bis 21
post Transplantationem bestindig anstiegen, in Abbildung 13 anschaulich wird. Des Weiteren
konnten wir nach Analyse der CsA-Spiegel-Verldufe aller Patienten an den einzelnen
Studientagen demonstrieren, dass sich der ,,klassische Verlauf der CsA-Konzentrationszeitkurve
(Abb. 15 und 16), bei dem Grofiteil der Probanden erst am Tag 14 post Tx einstellte, was in
Abbildung 11 eindrucksvoll zu sehen ist. Man sieht den steilen Anstieg der Konzentration ab dem
Zeitpunkt CO mit Erreichen eines Peaks um den Zeitpunkt C2 und im Folgenden ein langsames

Absinken der Konzentration bis zum Zeitpunkt C6.
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In Bezug auf die inter- und intraindividuelle Variabilitit betreffs des Resorptionsverhaltens

zeigten sich auch in unserem Patientenkollektiv Auffilligkeiten:

Was den Typen des ,,Niedrigresorbierers* betrifft, wire in unserer Studie insbesondere Proband 5
zu nennen, der z.B. an den Tagen 1 und 3 post Tx unter Dosen von 400 mg und 150 mg einen fast
statischen CsA-Spiegel unter 150 ng/ml aufrecht erhielt. Erst in den folgenden Studientagen stieg
die Resorption bei diesem Patienten an, was auf eine intraindividuelle Variabilitdt hinsichtlich

Resorption, Verteilung, Metabolismus und Elimination des Pharmakons hinweist.

Als ,,Spitresorbierer* sind insbesondere die Probanden 3 und 12 zu nennen, was anhand des
CsA-Konzentrationszeitverlaufes an Studientag 3 deutlich wird. Hier erreichen die beiden

Patienten ihre C, erst ca. 4h nach Gabe des Immunsuppressivums.

Betrachtet man die Konzentrationszeitverldufe aller Probanden an den Studientagen im Verlauf,
so ldsst sich zum einen sagen, dass fast alle Patienten inter- und intraindividuellen Schwankungen
betreffs der Resorption-, der Metabolisierungs-, der Eliminationsverhalten, sowie der erreichten
Maximalblutkonzentrationen unterworfen waren. Zum zweiten zeigte sich ein langsames
Annidhern an einen so genannten ,steady state* beziiglich der CsA-Konzentrationszeitkurven
sowie der erreichten CsA-Maximalkonzentrationen gegen Tag 14 post Transplantationem, was
die Resorptionssteigerung von Ciclosporin im Verlauf der frithen postoperativen Phase

unterstreicht.

Neben den Forschern um Nashan konnten auch Villamil und Pollard diese Beobachtung machen.
Gemil Thren Studienergebnissen wird ein ,,steady state®, also eine Art Resorptions-Plateau, erst

gegen Ende des zweiten postoperativen Monats erreicht (Villamil et Pollard, 2004).

Griinde fiir dieses Verhalten seien noch nicht genau erforscht. Als mogliche Ursachen werden
postoperativ angeordnete ,,Didt”, verspitete Leberfunktion, Cholestase, Ductus-Jeunum-
Anastomosen-Insuffizienz, externe bilidre Drainage und reduzierte Darmmotilitit genannt

(Nashan et al., 2005).

In unserer Arbeit zeigte lediglich Proband 2 einen ,,Musterverlauf* der CsA-Blutkonzentrationen
mit vom ersten Tag post Tx beginnendem gleichmélig guten Resorptionverhalten, CsA-
Maximalkonzentrationen um den Zeitpunkt C2, sowie einem hohen mittleren CsA-C2-Spiegel

von 785 ng/ml.

Vergleicht man die in Abbildung 15 dargestellten CsA-C2-Zielspiegel nach Empfehlung der

Medizinischen Hochschule Hannover von 800-1000 ng/ml im ersten postoperativen Monat (Abb.



64

16) mit dem Gesamt-CsA-C2-Durschnittswert von 363,98 ng/ml unserer Studie, so muss man

schlussfolgern, dass die Dosierung bei unserem Patientenkollektiv viel zu zuriickhaltend war.
4.2 Nierenfunktionseinschrinkung

Bei  lebertransplantierten  Patienten  spielen  Nierenfunktionseinschriankungen  und
Niereninsuffizienz insbesondere wegen ihrer hohen Morbiditdt und Mortalitdt sowohl pri- als

auch postoperativ eine gro3e Rolle (Cohen et al., 2002; Fisher et al., 1998; Gonwa et al., 2001).

Sie sind eine der hiufigsten Nebenwirkungen bei Patienten, die sich einer Lebertransplantation
unterziehen. In der Literatur wird eine postoperative Schidigung der renalen Funktion mit einem

Anteil von fast 73% der transplantierten Patienten beziffert (Lynn et al., 2001).

Andere  Studien beschreiben ein episoden- oder dauerhaftes Auftreten einer
Nierenfunktionsstorung bzw. Niereninsuffizienz bei 50 bis 90% der lebertransplantierten

Patienten (Fisher et al., 1998; Lynn et al., 2001; Munoz et al., 2000).

Bei 30 bis 40% der Patienten kommt es im Langzeitverlauf zu einer bleibenden
Nierenfunktionseinschrankung (Gonwa et al., 2001; Pawarode et al., 2003) und bei bis zu 10% zu

einer Dialysepflichtigkeit (Lynn et al., 2001; Paramesh et al., 2004).

Existiert vor der Lebertransplantation eine von der Lebererkrankung unabhingige
Nierenerkrankung, so wird es nach der Transplantation durch die lebenslange Einnahme von
Immunsuppressiva aller Voraussicht nach zu einer Progression der Nierenerkrankung kommen

(Bilbao et al., 1998; Fisher et al., 1998; Platz et al., 1994).

Wie auch in der Literatur beschrieben, ist fiir die Entstehung einer Niereninsuffizienz die
nephrotoxische Wirkung der Calcineurininhibitoren Ciclosporin A und FK 506 ausschlaggebend

(Gonwa et al., 2001; Mihatsch et al., 1998; Neau-Cransac et al., 2002).

Die Nierenfunktion der an unserer Studie partizipierenden Patienten haben wir anhand der

Kreatinin-Blutkonzentration bewertet.

Praoperativ haben wir mit Kreatininwerten zwischen 0,7 und 1,79 mg/dl keine bedeutenden
Nierenfunktionsstorungen in unserem Patientenkollektiv feststellen konnen. Bei einem
vorgegebenen Normbereich von 0,5 -1,4 mg/dl befanden sich lediglich 3 Patienten oberhalb
dieser Grenze. In der direkten postoperativen Phase sowie vereinzelt im weiteren Verlauf wurden
Kreatininspitzen von bis zu 2,46 mg/dl (Abb. 23) verzeichnet. Am Ende des

Beobachtungzeitraumes befanden sich jedoch alle Patienten wieder im Referenzbereich.
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Diese relativ niedrigen Werte unterstreichen die oben erwéahnte Aussage, dass die Dosierung der
Immunsuppression hinsichtlich der erreichten CsA-C2-Spiegel in unserem Patientenkollektiv zu
niedrig war, bzw. dass man wesentlich hoher hitte dosieren diirfen, ohne Gefahr zu laufen, die

Nierenfunktion zu stark zu beeintrichtigen.
4.3 Ischimie-Reperfusionsschaden (IRS)

Im Rahmen von Lebertransplantationen werden die Organe nach Entnahme bei 4°C in einer
speziellen Konservierungslosung gelagert. Hierbei kommt es durch die
Sauerstoffunterversorgung zu einer Aktivierung verschiedener Pathomechanismen und zu ersten
Zellschadigungen, dem so genannten ischdmischen Schaden. Bei normothermen Verhéltnissen
besteht im Extrazelluldrraum eine hohe Natrium- und geringe Kaliumkonzentration. Im
Intrazelluldrraum hingegen ist diese Ionenverteilung genau umgekehrt. Diese Elektrolytverteilung
wird von der ATP-abhingigen Na*/K*-Pumpe aufrechterhalten, fiir welche hauptsiichlich die
oxidative Phosphorylierung als Energielieferant dient. Die anaerobe (ischdmische) Hypothermie
verhindert jedoch die oxidative Phosphorylierung in den Mitochondrien, bzw. fiihrt zu deren stark
verlangsamten Ablauf. Auch die anaerobe Glykolyse kann diese Energiedefizite nicht
ausgleichen, was eine Effizienzminderung der Na'/K'- und der Na*/Ca™-Pumpe sowie eine
Storung der Ionengleichgewichte an der Membran zur Folge hat.

Durch Einstrom von Na" und einem K'-Ausstrom kommt es zur Depolarisierung des
Membranpotentials. Nun dringt auch CI' in die Zelle ein und fithrt zu intrazellulirer
Wasseransammlung und somit zum Zellodem.

Durch Offnen der spannungsabhingigen Ca**-Poren kommt es auch zu einem Ca**-Einstrom in
die Zelle, gegen welches auch die Ca*"-Pumpe nicht mehr mit dem erforderlichen Wirkungsgrad
arbeiten kann. Der weitere ATP-Verlust fithrt zur Depolarisierung des mitochondrialen
Membran-Potentiales, es stromt Ca™ aus und Na* ein. Durch das ausstromende Ca** werden nun
Phosholipasen aktiviert, und dies fithrt zur Hydrolyse von Membranphospholipiden. Es folgen
eine weitere Erhohung der Membranpermeabilitit und ein irreversibler Funktionsverlust der
Zelle. Zeitgleich kommt es aufgrund der anaeroben Glykolyse zu einer Ansammlung des daraus
entstehenden Laktats, welche zu einer metabolischen Azidose fiihrt. Die Absenkung des pH
aktiviert wiederum lysosomale Enzymsysteme und fiihrt somit zu zusétzlicher Zellschadigung
(Belzer et al., 1988, Bretschneider 1992).

Die wihrend der Phase der kalten Ischimie auftretenden Schidigungen werden in der

Reperfusionsphase, also der Phase, in der das Organ wieder mit sauerstoffreichem, warmen Blut
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gespeist wird, noch betrichtlich verstarkt. Dies bezeichnet man entsprechend als
Reperfusionsschaden.

Im Zentrum des Reperfusionsschadens nach Ischidmie steht die Aktivierung der Makrophagen der
Leber, den Kupfferzellen (KC). Die durch aktivierte KC in die Blutgefdle freigesetzten reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) fithren zu einer schweren Schiddigung der Zellen und tragen durch
Auslosung einer Reihe von verschiedensten Mediatoren erheblich zum IRS bei (Jaeschke et al.,
1991; Jaeschke und Farhood, 1991). MalB3gebend ist die vermehrte Ausschiittung des Plittchen-
aktivierenden Faktors (PAF), von Interleukinen (IL) und des Tumor Nekrose Faktors-o (TNF-a),
sowie die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren AP-1 (Aktivator Protein-1) und NF-xB
(Nukledrer Faktor-kB) (Zhou et al., 1992, Le Moine et al., 1997, Kiemer et al., 2000).

Die Folge ist die Auslosung einer starken inflammatorischen Reaktion: Es kommt zu einer
erhohten Expression von Adhédsionsmolekiilen und zu einer Infiltration von neutrophilen
Granulozyten, welche ihrerseits wieder zellschadigende ROS und Proteasen freisetzen (Jaeschke
und Smith, 1997).

In unserer Studie wurde die Freisetzung der Enzyme AST (GOT), ALT (GPT) und GLDH als
Standardparameter fiir die parenchymale Schidigung der Leber herangezogen. Anhand der
Konzentration der Enzyme im Serum ldsst sich die Schiadigung der Leber nach einer Ischimie des
Organs beziffern. Dies wurde auch durch Untersuchungen im Rahmen von
Lebertransplantationen oder anderen operativen Eingriffen, die mit einer Ischimie der Leber
einhergingen, belegt. Dabei wurde gezeigt, dass in der direkten postoperativen Phase, also in den
ersten 24 bis 48 Stunden nach Reperfusion, die Serumwerte von GOT, GPT und GLDH
anstiegen. Erst nach diesen Zeitrdumen fielen die Enzymwerte des Organs wieder ab. Daraus
wurde gefolgert, dass man anhand der Enzymfreisetzung ins Serum nach einer
Lebertransplantation das Ausmal} der Schidigung bewerten kann. Die Transaminasen zeigten
sich jedoch nicht geeignet, um Riickschliisse auf die Regenerationsfihigkeit oder auf eine

Erholung der Leber machen zu konnen (Herrera et al., 1990, Romani et al., 1988).

Auch wir konnten &dhnliche Beobachtungen machen. Im Rahmen des IRS traten bei zwei
Probanden auffillige AST-Konzentrationsspitzen am ersten Tag und auffallende ALT-Peaks am
dritten Tag post Tx auf (Abb. 16 und 17). Bei einer mittleren AST-Konzentration von
876,85+1083,05 U/l und einer mittleren ALT-Konzentration von 601,07+529,23 U/l aller 14
Probanden ldsst sich mutmaBen, dass alle transplantierten Lebern einen mehr oder minder

ausgepragten Grenzflaichenschaden im Rahmen des IRS erlitten haben. Im weiteren
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Studienverlauf fielen die Transaminasen jedoch deutlich ab und betrugen am 21. Tag post

Transplantationem im Mittel 76,22+88,61 U/l (AST) und 124,89+147,54 U/l (ALT).

Um eine Information iiber das Ausmal} der IRS-assoziierten Organschidigung zu bekommen,
betrachteten wir parallel zu den Konzentrationen der zytoplasmatischen Enzyme auch die

Konzentrationsverldufe der intramitochondrial lokalisierten GLDH.

Neben den auffilligen GLDH-Serumkonzentrationsspitzen bei 3 Studienteilnehmern (Abb.19)
gab die mittlere GLDH-Serumkonzentration aller Probanden von 330,22+275,7 U/l am ersten
postoperativen Tag Hinweis auf eine schwere Zellschidigung. Jedoch lie3 sich auch hier ein

Riickgang auf 7,04+7,25 U/l im Mittel verzeichnen.

Parallel zur Enzymfreisetzung von AST, ALT und GLDH ins Serum verglichen wir auch die
Serumkonzentrationen von o-GST, einem Marker, der sich durch eine besonders kurze
Halbwertszeit (HWZ) von 90 Minuten (i.G. zu AST 17 h und fiir ALT 47 h) auszeichnet. Dieser
reagiert zudem sehr sensitiv, da er im Gegensatz zur AST leberspezifisch ist und die Leberzellen
bereits bei geringer ausgepriagten Schiadigungen verldsst als die Transaminasen. Somit ist die a-
GST ein geeigneter empfindlicher Parameter, um einen Leberschaden sowie dessen Regeneration
sehr zeitnah widerspiegeln zu konnen. Dies lief sich in unserer Studie anhand der Abstoung von
Proband 5 am 22./23. postoperativen Tag veranschaulichen: die a-GST-Serumkonzentration an
Tag 21 post Tx betrug 3238,19 ng/l. Infolge der iiber drei Tage verabreichten
KortisonstoBtherapie erholte sich der Wert auf 1310,13 ng/l am Tag 28 post OP (Abb. 19).

Zudem konnten wir beim Vergleich der Mittelwerte der ALT- und a-GST-Serumkonzentrationen
mit einem Korrelationskoeffizient von 0,85 eine statistisch ausgeprigte positive Korrelation

nachweisen.

Ein sich aus der ultrakurzen HWZ ergebender weiterer Vorteil dieses Markers ist, dass er die
komplizierte Differenzierung zwischen einem IRS und einer frithen AbstoBungsreaktion
erleichtert. Dies konnten wir anhand unseres Patientenkollektivs jedoch nicht aufzeigen, da

innerhalb der ersten 72-postoperativen Stunden keine AbstoBungsreaktion zu verzeichnen war.
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4.4 Immunologische-Aktivierung

Eine Reaktion des Immunsystems des Organempfingers auf das transplantierte Organ bezeichnet
man als AbstoBungsreaktion. Die Rejektion richtet sich gegen (meist in der Zellmembran
lokalisierte) Antigene. Ursédchlich hierfiir sind zwischen Spender und Empfinger unterschiedliche
genetische Polymorphismen vieler Gene. Hinsichtlich Transplantationen stellen die Antigene des
Haupthistokompatibilitatskomplexes (Major Histocompatibility Complex = MHC), welche einen
besonders groflen Polymorphismus aufweisen, die bedeutendste Gruppe dar. In Gegenwart von
Fremdstoffen prisentieren diese Molekiile den T-Lymphozyten korperfremde (antigene) Peptide.
Dies ist der Grund dafiir, dass bei gering ausgeprigter Ubereinstimmung der MHC- Molekiile
zwischen Spender und Empfinger das Risiko einer AbstoBungsreaktion signifikant ansteigt
(Kaever et Resch, 2005).

Eine akute Abstoungsreaktion tritt zumeist zwischen der zweiten und dritten Woche nach
Transplantation auf. Fiir diese Reaktion sind vor allem zytotoxische T-Lymphozyten

verantwortlich.

Cyclosporin A ist ein Calcineurin-Inhibitor. Durch die intrazelluldre Bindung an Cyclophilin wird
die calcineurin-vermittelte Dephosphorylierung von NF-AT (nukledrer Faktor aktivierter T-
Zellen) inhibiert. Dadurch wird die Bildung und Sekretion mehrerer immunologisch bedeutender
Mediatoren, wie Interleukin-2, Interleukin-3, Interleukin-4, Interleukin-5 und Interleukin-6,
sowie TNF-o (Tumor-Nekrose-Faktor-ot) und Gamma-Interferon gehemmt (Cardenas et al.,
1998; Hemenway et Heitman, 1999). Auf diesem Wege wird die Proliferation von

antigenstimulierenden T-Lymphozyten unterdriickt (Elliot et al., 1984; Steinhilber, 2005).

Zur Beurteilung der immunologischen Aktivierung beobachteten wir in unserer Studie die

Serumkonzentrationen von Interleukin-2, Interleukin-2-Rezeptor sowie Interleukin-6.

Interleukin-2 (IL-2) ist das Zytokin, welches fiir das Wachstum und die Proliferation aktivierter
T-Zellen hauptverantwortlich ist. Der Interleukin-2-Rezeptor ist ein Membranrezeptor-Komplex
an der Oberfliche von T-Lymphozyten, iiber welchen bei Bindung mit Interleukin-2 ein
intrazelluldres Signalgeschehen ausgelost wird. IL-6 fungiert als eine Mediatorsubstanz des

Immunsystems und gibt bei Erhohung Hinweis auf eine vermeintliche Absto3ungsreaktion.

Mit der Messung dieser Parameter haben wir versucht, eine genaue Aussage iiber Aktivierung
und Aktivierungszustand der Alloimmunantwort des Empfiangerorganismus und somit die

Effizienz der Immunsuppression zu erhalten. Zudem hat heutzutage insbesondere das
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Interleukin-2 an Wichtigkeit gewonnen, da im Rahmen einer Abstoungsreaktion monoklonale

Antikorper gegen IL-2 verabreicht werden konnen.

Da die IL-2-Expression zwei Stunden nach Gabe durch die Calcineurin-Inhibition maximal
gehemmt ist (Sindhi et al., 2000), haben wir diese sowie die IL-2-Rezeptor-Konzentration in dem

2 Stunden nach Gabe entnommenen Patientenserum bestimmt.

Im Zusammenhang mit den drei im Beobachtungszeitraum aufgetretenen und therapierten
AbstoBungsreaktionen konnten wir - auch aufgrund von Datenmangel - keine herausstechenden
Auffilligkeiten der immunologischen Parameter verzeichnen. Auch die beschriebenen
Konzentrationsspitzen von IL-2, IL-2-Rezeptor sowie IL-6 lieBen sich retrospektiv nicht mit
etwaigen bzw. therapiebediirftigen AbstoBungsreaktionen in Verbindung bringen. Jedoch kann
man bei Betrachten der Mittelwerte des gesamten Patientenkollektivs im Verlauf Riickschliisse
auf die Giite der Immunsuppression ziehen. Die Gesamtmittelwerte von IL-2 mit 27,89+9,74
pg/ml, bei einem Referenzbereich von < 7 pg/ml, von IL-2-Rezeptor mit 2960,04+1839,01 U/ml,
bei einem nicht definierten Referenzbereich, sowie von IL-6 mit 35,48+28,82 pg/ml, bei einem
Referenzbereich von <6 pg/ml, prisentieren eine recht ausgeprigte immunologische Aktivierung
der Immunsysteme unserer Probanden, welches als ein weiteres Indiz fiir eine zu zuriickhaltende

Immunsuppression gewertet werden kann.

Bei der statistischen Auswertung fiel die deutlich negative Korrelation von —0,8 bei dem
Vergleich der CsA-C2- und IL-2-Blutkonzentrationen auf. Dies bestitigt zum einen, dass bei
hoheren CsA-C2-Spiegeln die immunologische Aktivierung naturgemill geringer ausgepragt ist.
Zum anderen zeigt es auch, dass die Messung der IL-2-Serumkonzentrationen neben der C2-
Spiegel-Bestimmung ein geeigneter Parameter ist, um die Dosierung der Immunsuppression

prizise und vor allem ausreichend genug anzupassen.
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5. Zusammenfassung

Seit der ersten Lebertransplantation im Jahre 1963 hat sich die Transplantation zu einem
Standardverfahren in der Behandlung von chirurgisch und konservativ austherapierten,
irreversiblen Lebererkrankungen entwickelt. Nach Optimierung der chirurgischen Technik, der
Organkonservierung und der intensivmedizinischen Betreuung sowie Entwicklung neuer
Immunsuppressiva bzw. deren Verbesserung steht in der heutigen Zeit des Organmangels die

Optimierung der immunsuppressiven Therapie im Vordergrund.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, bei Leber-Transplantat-Empfingern unter
Immunsuppression mit Ciclosporin A als Mikroemulsion (Sandimmun® Optoral) durch
Messungen der Blutspiegel von CsA zu verschiedenen Zeitpunkten (CO, C2, C4, C6 und C12)
genauere Ergebnisse und Erkenntnisse in der frithen postoperativen Phase insbesondere
hinsichtlich der Giite des immunsuppressiven Therapieschemas zu erlangen. Zur weiteren
Beurteilung des frithen Immunsuppressions-Managements wurden zum einen die Auswirkung der
Immunsuppression auf die immunologischen Parameter Interleukin 2, Interleukin 2-Rezeptor und
Interkeukin 6 erfasst. Zum anderen wurden die biologischen Parameter Kreatinin, Alanin-
Aminotransferase (ALT), Aspartat-Aminotransferase (AST), Glutamat-Dehydrogenase (GLDH),

Cholinesterase und Leukozyten in die Auswertung miteinbezogen.

Die Untersuchung fand an 13 Patienten statt, die am Universitdtsklinikum Bonn zwischen 2002
und 2004 lebertransplantiert wurden, wobei ein Patient nach Retransplantation ein weiteres Mal

an der Studie partizipiert hat.

Es konnte gezeigt werden, dass die Erarbeitung des immunsuppressiven Therapieschemas durch
die inter- und intraindividuelle Variabilitdt hinsichtlich Resorption, Verteilung, Metabolismus

und Elimination von Ciclosporin A in der frithen postoperativen Phase erschwert wird.

Die 2 Stunden nach Gabe gemessene CsA-Blutkonzentration (C2-Wert) ist im Gegensatz zum
CsA-Talblutspiegel (CO-Wert) der besser geeignete Parameter zur Ermittlung der individuell
ausreichenden Sandimmun® Optoral-Dosen und zur Prddiktion einer AbstoBungsreaktion. Dies
zeigte sich sowohl beim Vergleich der CsA-Blutkonzentrationen zu verschiedenen Zeitpunkten,
in der Enzymfreisetzung als Schidigungsparameter, als auch beim Betrachten der
immunologischen Parameter. Zur Uberpriifung und Einstellung der Immunsuppression zeigte
sich ein zusitzlicher Benefit unter Zuhilfenahme des Schéddigungsparameters a-GST und des

immunologischen Parameters IL-2.
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Damit bieten sich diese Verfahren zur Beurteilung und Therapie in der klinischen

Transplantationsmedizin an, und weiterfithrende Langzeitstudien sollten folgen.
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