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1 Einleitung

1.1 Die kombinierte Pankreas-Nieren-Transplantation in der Therapie des

Diabetes mellitus Typ |

Die Pankreastransplantation hat sich innerhalb ldezten Jahre seit der ersten klinisch
erfolgreichen Durchfiihrung im Jahr 1966 an der ©rsity of Minnesotd zu einem allgemein

akzeptierten Verfahren in der Therapie des Diabetedlitus Typ |, insbesondere bei
zusatzlichem Vorliegen einer diabetischen Nephlupamit praterminaler oder terminaler

Niereninsuffizienz, entwickelt. Sie ist nach wiervibe einzige etablierte kausale Behandlungs

methode des Diabetes mellitus. Durch Wiederheustgllder endogenen Insulinsekretion mit
Abhangigkeit von physiologischen Rickkopplungsmedraen fihrt sie auch langfristig zu
einer Normalisierung des Glucosestoffwechsels,. eiler permanenten Normoglykamie mit
Insulinunabh&ngigkeit. Dadurch wird eine Praventimw. Stabilisierung und optimalerweise
auch eine Rickbildung von diabetesassoziiertenaBkkmgen mit deutlicher Steigerung des
Langzeitiiberlebens der betroffenen Patienten drref¢”. Aufgrund der empfundenen
erheblichen Verbesserung der Lebensqualitat wewien perioperativen Risiken und eine
lebenslang notwendige Immunsuppressionstherapi@iri genommerf™®. Meistens erfolgt die
Transplantation des Pankreas in Kombination miereiNierentransplantation als einzeitiges
Verfahren (simultane Pankreas-Nieren-TransplamatRNTx). Die Ergebnisse haben sich in
den letzten Jahrzehnten infolge optimierter Openatechniken und neuer immunsuppressiver
Medikamente immer weiter verbessert. So lag dielen Jahren 1996 bis 2002 bestimmte
1-Jahres-Uberlebensrate der Empfanger laut Fdstgjetles International Pancreas Transplant
Registry bei Uber 94 %, die 1-Jahres-Funktionsdde Transplantats (erfasst wurden alle
Transplantate mit kompletter Insulinunabhéngiglads Empfangers) bei 80-85 9. Der
funktionelle Organverlust im ersten Jahr nach Tplndation kann einerseits durch akute
immunologische Abstol3ungsvorgange bedingt seirgranskeits durch so genanntes technisches
Transplantatversagen. Dieses ist nach wie vor niihelen Raten behaftet als nach
Transplantation anderer Organe. Es umfasst Kontmikan, die Folge der Operation und/oder
Organkonservierung sind: Thrombose des Pankreas, ansplantatpankreatitis,
(peri)pankreatische Infektionen, weiterhin Anostseminsuffizienzen oder Blutungeri. Die

10-Jahres-Funktion eines erfolgreich transplamtieankreas liegt laut ersten Langzeitstudien



bei bis zu 67 %, die 10-Jahres-Uberlebensrate dapfager bei bis zu 77 %. Die
Langzeitergebnisse der simultanen Pankreas-Nieransplantation sind somit vergleichsweise

sehr guf"’.

1.2 Die  Transplantatpankreatitis als  wichtige  Komplikation  nach

Transplantation

Die Transplantatpankreatitis ist eine der haufigdt®@mplikationen in den ersten Tagen nach
Pankreastransplantatidn Sie tritt bei einem GroRteil aller Empfanger (g 88 %) in milder
Form auf®!® zeigt dann aber zum Teil schwere Verlaufe. Letztiéihren bei 5-10 % der
betroffenen Patienten durch die sich entwickelnde- eund endokrine Dysfunktion zum
Organverlust sowie durch lokale und systemischemylésngen zu einer deutlichen Erhéhung

der Morbiditat und Mortalitat**2

1.2.1 Morphologie der Transplantatpankreatitis

Ergebnisse licht- und elektronenmikroskopischeredsuchungen am Pankreas wahrend und
nach Transplantation bzw. Ischdmie und Reperfugegigen in der spaten Ischamiephase nur
leichte morphologische Veranderungen des Orgarfsoim eines geringgradigen Odems des
interlobularen und —azinaren Bindegewebes. Deutichtbar werden sie aber dann in den
ersten Minuten bis Stunden nach Reperfusionsbeginndieser Phase kommt es zur
zunehmenden Entwicklung eines intra- und extralzgbm Odems, massiver Infiltration

polymorphkerniger Leukozyten und Stérung der fire diellintegritat notwendigen

Kompartimentierung. Daraus resultieren die Aktivieg des lysosomalen Systems bis hin zu
Fibrinablagerungen, fokalen Hamorrhagien und aeméNekrosen des Gewebes. Diese
morphologischen Veranderungen entsprechen weitgelenen einer Pankreatitis mit nicht

transplantationsbedingter Atiologig***>



1.2.2 Pathogenese der Transplantatpankreatitis

Die genaue Pathogenese der Transplantatpanlgésititach wie vor nicht vollstandig bekannt.
Aufgrund des sofortigen Einsetzens der morpholdgisc Veranderungen mit Beginn der
Reperfusion kann sie nicht Folge einer immunoldgisbedingten Reaktion des
Empfangerorganismus sein, da deren Entwicklung namdantigenkontakt eine langere
Zeitspanne bendtigen wirde. So konnte selbstageatien Transplantationsstudien in Ratten, die
keine Immunsuppression zum Operationszeitpunktekem, eine histologisch nachweisbare
beginnende AbstoRungsreaktion erst am dritten Eaf) ransplantation beobachtet werd&n
Diese zeichnet sich dann durch eine massive kfitin mononuklearer Lymphozyten in das
exokrine Pankreasgewebe &g® und unterscheidet sich somit auch morphologisah der
beschriebenen Transplantatpankreatitis. Zudemntraistologische Verdnderungen im Sinne
einer Pankreatitis in den ersten Stunden nach Regp@m auch in tierexperimentellen
Transplantationsstudien auf, in denen die Wahratibbkeit einer immunologischen Interaktion
von Empfangerorganismus und Transplantat durch &yt von Spender- und
Empfangertieren deutlich gesenkt wurde

Bei der Suche nach der Ursache der Transplantatpatitis missen verschiedene andere
Faktoren  bertcksichtigt werden. Dazu gehdren  nebeBpendereigenschaften,
Konservierungsmethoden und Qualitdt des Organsyabpestechniken und postoperativem

1112 insbesondere die ischamie- und reperfusionsbeslingt

Patientenmanagement
Gewebeschadigung des Transplantdts?%?! Warshaw und Mitarbeiter lieferten klinische
Hinweise fur die hohe Empfindlichkeit des Pankrgageniber einer ischamischen Schadigung.
Sie zeigten in Autopsien, dass ein Grol3teil vorieRggn, die an einem oligdmischen Schock
gestorben waren, neben den schocktypischen akutemiaten Nekrosen der Niere auch
Anzeichen einer deutlichen pankreatischen Schadiguriwieserf®. Inzwischen wurde in einer
Reihe von Studien die Wichtigkeit der Lange derh#suiezeit fir die Entstehung einer
Pankreatitis und deren AusmaR wiederholt hervorgeho %% Alle typischen
morphologischen Pankreatitiszeichen entwickeln satber hauptsachlich mit Beginn der
Reperfusion, was deutlich auf deren kausale Railader Induktion und Manifestation der
Gewebeschadigung hinwei$t**?° Eine tief greifend gestérte Mikrozirkulation mitersagen
der nutritiven kapillaren Perfusion des Organs widhbei als der entscheidende
Triggermechanismus betrachtét®>?>2"?° Unabhangig von der Ursache wird auch das AusmanR

des Parenchymschadens und damit eine Progression mvitden zu schweren, d. h.



hamorrhagisch-nekrotisierenden Pankreatitisformanchd eine reduzierte mikrovaskulare

Perfusion im Gewebe mitbedingt*

1.3 Transplantationsinduzierte Mikrozirkulationsstorung en

In den letzten Jahren haben Studien in Tiermodellas Verstandnis von Physiologie und
Pathophysiologie der Mikrozirkulation und auch da&ssen Uber die aus Transplantation
resultierenden zellularen und mikrovaskularen Veesinngen des Pankreas und anderer Organe
273638 dautlich erweitert. Es wurde gezeigt, dass landge@eoden von Ischamie, gefolgt von
Reperfusion und Reoxygenierung, zu zwei charakiscl®en mikrovaskuléaren Ph&nomenen

fihren, dem kapillaren ,No-Reflow® und dem ,Reflow-Paradox®.

1.3.1 ,No-Reflow"-Ph&dnomen

Der No-Reflow (priméres kapillares Perfusionsveesggist durch einen, mit Einsetzen der
Reperfusion manifesten, gestorten oder vollig aisbhden Blutfluss einzelner Kapillaren
gekennzeichnet. Daraus resultieren die Abnahmefu®ttionellen Kapillardichte und eine

gesteigerte Heterogenitat des nutritiven Blutflsssad damit der Verlangerung der fokalen

14,39

Gewebehypoxie Verschiedene mechanische, morphologische und ladfisohe

Mechanismen werden als Ursache fir das ,No-ReflBWwdnomen diskutiert, wobei Uber deren

Entstehung bisher wenig bekannt ist. Zu diesen mehd. a. Endothelzellschwellurig™?

13,41,43

intravaskulare Hamokonzentration mit Stérung dartfBliditat und ein erhdhter, durch

interstitielles Odem verursachter Gewebedruck esultierender extravaskularer Kompression

von Kapillaren *+** Weiterhin werden endotheliale Leukozytenadharéhzintrakapillare

Thrombusbildung™*“® sowie eine Dysbalance von Stickstoffmonoxid (N®Y Endothelinen

47-51

bzw. anderen freiwerdenden Substanzen mit vasaakuvirkung als kausale Faktoren

angesehen.



1.3.2 Reflow-Paradox“-Phanomen

Im Gegensatz zum ,No-Reflow* erfordert die Manitdgin des ,Reflow-Paradoxes”
(sekundares kapillares Perfusionsversagen) zundah¥Viederherstellung der mikrovaskularen
Durchblutung mit Reoxygenierung des Gewebes naoleEien der Reperfusio®®*® Dies
bedingt dann die Produktion reaktiver Sauerstofii@d, welche wiederum Leukozyten
aktivieren und deren Endotheladh&sion vor allenpastkapillaren Venolen forderff:>#>°
Daraus resultiert letztendlich ein Verlust der Bhetzellintegritéat mit Zunahme der vaskularen
Permeabilitat, Extravasation von Makromolekilen unidterstitieller Odembildung.

/0:52:5355563 1ch eine

Parenchymzellschadigend wirken neben zytotoxis@emrerstoffradikale
Reihe weiterer inflammatorischer Mediatoren, welchamus aktivierten Leukozyten,
Endothelzellen, zirkulierenden und gewebestandilyltkrophagen und wahrscheinlich auch

357 und Parenchymzellen selb$f freigesetzt werden. So sind an der

Thrombozyten
Manifestation des postischamischen Reflow-Paradarésr anderem die nach Aktivierung der
Phospholipase Aaus Zellmembranlipiden gebildeten Arachidonséuiedes (Prostaglandine,
%8591 eukotriene®’° und Thromboxane®®*®) und weiterhin der Plattchen aktivierende Faktor
(PAF) %22 Interleukin-1*’, TNF-alph&’ und Komplementfaktore¥i beteiligt. AuRerdem
scheinen auch den Vasotonus beeinflussende Systéendas Kallikrein-Kinin-System”>* und
das oben bereits erwéhnte Zusammenspiel von Siféiksmoxid (NO) und Endothelineff®*
neben ihrer Rolle im No-Reflow auch von Bedeuturg flie Entstehung des paradoxen
sekundaren kapillaren Versagens zu sein. BesondersEinfluss von NO wird hierbei
kontrovers diskutiert. Es kann Uber eine Vasodilatazwar perfusionsverbessernd wirken,
weist aber in hohen Konzentrationen und insbesenisieKombination mit Sauerstoffradikalen
selbst zytotoxische Effekte auf. Dementsprecheigte® O in verschiedenen Studien einerseits
protektive andererseits aber auch schadliche Efekf die durch Ischamie und Reperfusion
induzierte Gewebeschadigufig'®®>°® Prinzipiell gilt, dass die genannten Mediatoréeriihre
jeweiligen vasoaktiven, chemotaktischen und zdlladenden Wirkungen und Uber eine
Expressionsauslosung von spezifischen Oberflachgisamhsmolekilen (Leukozyten- und
Endothel-Selektine, f,-Integrine, ICAM-1) *®%° die mikrovaskuldre Dysfunktion und
Leukozyten-Endothel-Interaktion und —Adhéasion pateren. Darauf folgt dann die Emigration
der weil3en Blutkdrperchen aus den Gefal3en in dganparenchym als typisches histologisches

Zeichen einer in Gang befindlichen akuten inflanmoriathen Reaktion.



No-Reflow und Reflow-Paradox resultieren so in gin@irculus vitiosus, der lber eine gestorte
Mikrozirkulation und Entzindungsreaktion zur Sclgichg und zum Untergang von
Parenchymanteilen bis hin zum Organversagen fikaam?’. Trotz aller bisher gewonnenen
Erkenntnisse sind die genauen pathogenetischen aviesthen der durch Ischémie und
Reperfusion induzierten Schadigung von Mikrozirkiola und Gewebe des Pankreas in ihrem
Zusammenspiel nach wie vor nicht komplett bekan8te bedurfen daher weiterer

Untersuchungen.

1.4 Bisherige Methoden zur Bestimmung der mikrovaskuléaen Perfusion des

Pankreas

Veranderungen von Blutfluss und Mikrozirkulation sdePankreas sind primare
Manifestationsarten von Krankheitsprozessen inetie©rgan. Daher wurde eine grofR3e Zahl
meist tierexperimenteller Untersuchungen mit deslefi durchgefihrt, die Charakteristika der
physiologischen Mikroangioarchitektur des Pankreden pankreatischen Blutfluss und
mikrozirkulatorische Prozesse infolge pathologiscMeranderungen zu bestimmen. Dabei
wurden diverse, entweder nicht-bildgebende oderMiierozirkulation direkt visualisierende

Techniken angewandt.

1.4.1 Verfahren zur nicht-bildgebenden Darstellung der Pakreasperfusion

Bei den nicht-bildgebenden Untersuchungsmethoden kaan solche, die den das Organ bzw.
Organanteile versorgenden Gesamtblutfluss damstelten anderen unterscheiden, die Aussagen
Uber die qualitative oder quantitative PerfusionrHarenchym zulassen.

Zu den Ersteren gehéren friihe Methoden, wie di¢h@eographie’® zur Bestimmung von
Blutflussveranderungen durch Quantifizierung voriWeenschwankungen des Organs oder die
Strohmuhr’®, mit der durch Messung der Zeit, in welcher eirmrtner bekannten Volumens
mit Blut gefullt wird, der Fluss berechnet werdeonkte. In spateren Studien wurden dann

andere Verfahren verwendet, z. B. die quantitatirfassung des venodsen Ausflusses aus



Organen’? oder kontinuierliche Messungen mit an versorgen@eféRen befestigten elektro-
magnetischen Sondér™ (Spannungsmessung eines elektrischen Feldes, aseicHolge von
Flissigkeitsbewegungen durch ein magnetisches Eetdugt wird und dessen Spannung
proportional zur Flussgeschwindigkeit ist). Die Aetwwdung dieser Verfahren zur Bestimmung
des Gesamtblutflusses ist aber gerade am Pankuégsirad der komplexen Blutversorgung des
Organs Uber mehrere zu- und abfiihrende Gefal3e euttichen individuellen Unterschieden
problematisch. Zusatzlich werden bei den Messungaoh arteriovendse Shuntfliis$e
miterfasst, die nicht zur nutritiven Versorgung swvebes beitragen.

Als weitere Methode dient die Laser-Doppler-Flusssueg der kontinuierlichen Bestimmung
relativer Anderungen der Gewebeperfusion in einestgelegten Gewebevoluméh Auch
durch Injektion radioaktiv markierter Mikrospharemt nachfolgender Erfassung der Aktivitat

im Gewebe "8

oder durch Clearance-Untersuchungen verschiedemeter Gase u.a.
Wasserstoff’® oder Xenon-133° (diese diffundieren frei ins Organparenchym, uiggen
keiner Metabolisierung und werden vom Gewebe mmiéreGeschwindigkeit wieder abgegeben,
die von dessen Perfusionszustand abhangig ist)ggalie Erfassung der quantitativen Perfusion
im Pankreasparenchym.

Im Gegensatz zu den bisher genannten VerfahrenderitMdglichkeit der Quantifizierung
erlaubt die Messung von SauerstoffpartialdriickerGienvebe Rickschllisse auf die Qualitat der

3435 und kontinuierliche

nutritiven Perfusion. So erfassen Reflexionsspgkiobometrie
Gewebeoxymetrié® auch (ber langere Zeitrdume Oxygenierungszustdaslemikrovaskuléaren
Hamoglobins bzw. von Parenchymarealen.

Laser-Doppler-Flussmessung, kontinuierliche Gewejpmetrie 5%

und auch HClearance-
Messunger?® fanden trotz teilweise notwendiger invasiver Sammiglantation bereits unter
klinischen Gegebenheiten am humanen Pankreas Amngnd

Von Nachteil bei allen erwahnten Methoden ist dilegs die nur indirekte Information Uber die

mikrozirkulatorische Situation, da eine Visualisieg der azinaren Perfusion nicht moglich ist.

1.4.2 Methoden zur Visualisierung mikrovaskularer Perfusion

Den Grundstein fur die visuelle Darstellung der Mikrkulation legte Marcello Malpighi
bereits im Jahr 1661, in welchem er in seinen Belolbemgen an der Lunge von Hunden und

nachfolgend von Froschen erstmalig die ExistenzKagsllarnetzes als verbindendem Segment



zwischen Arterien und Venen beschrfébDiesem folgten dann im Laufe der Zeit auch dasik d
zunehmenden Verbesserung der Mikroskopietechnikeiterg Beobachtungen zu Histologie
und statischer Kondition der Mikrogefal3architekbon Organen, darunter auch des Pankreas.
So wurden und werden bis heute verschiedene FoumerLicht- und Elektronenmikroskopie
zur Untersuchung von Praparaten post mortem angkstén® Dabei wurden zur besseren
Darstellung der Gefale und ihres VerteilungsmusiarsGewebeproben Farbstoffe wie
Methylen-Blau oder India-Ink®® oder andere Kontrastmedietf zur Mikroangiographie
intraarteriell injiziert. Neben diesen statischemtéfsuchungsmethoden hat vor allem die
Intravitalmikroskopie durch die Mdglichkeit der Aewdung am lebenden Organismus stark
zum Verstandnis der Mikrozirkulation von Organem unsbesondere von physiologischen und

pathophysiologischen Mechanismen auf mikrovaskulabene beigetragen.

1.4.3 Die Intravitalmikroskopie als Verfahren zur direkten Visualisierung der

Mikrozirkulation

Die Intravitalmikroskopie als Goldstandard der Mikirkulationsuntersuchung war die bisher
einzige Methode, die die direkte Visualisierung rouaskularer Perfusion am lebenden
Organismus ermoglichte. Es gelingt mit dieser Tdchrdas kapillare Netzwerk mit
dazugehorigen Arteriolen und Venolen, sich in desdefindliche Zellen und deren
Interaktionen untereinander und mit dem Endothel @efaRwande in vivo darzustelléh
Anwendungsmaoglichkeiten fuhren bis hin zu simultaistudien mikrovaskularer, molekularer
und zellularer Mechanismen und Funktionen bei Voggi wie Inflammation und Sepsis,
Transplantation, Schock, Angiogenese und Vaskigausg von Geweben und Tumoren in fast
allen Organen, z. B. Herz, Leber, Darm, Haut, Reriduskel- oder Nervengewele

Erste Berichte Uber die Intravitalmikroskopie zwargtellung nutritiver Perfusion und Zell-Zell-
Interaktionen liegen bereits aus dem Jahr 183%m @&rlauterungstafeln zur Physiologie und
Entwicklungsgeschichte* von R. Wagner vd&P. Es folgten 1846 Augustus Wallers
Beobachtungen in der gedehnten Zunge lebendergadduer Erythrozyten (. flattened disks®)
und Leukozyten (,colorless spherical globules®) iBlut, sowie die Beschreibung der
Extravasation der letzteren zur Bildung von Eirwar damit wahrscheinlich der Erste, der die
Diapedese von Entzindungszellen als grundlegendeschadhismus inflammatorischer

Reaktionen dokumentierté®. Bald wurde dann auch mit Versuchen begonnen, den



mikrovaskularen Fluss nicht nur deskriptiv darzllste sondern auch quantitativ zu erfassen. So
bestimmte Basler im Jahre 1919 die Blutflussgeseatigkeit in Nagelfalzkapillaren des
Menschen, indem er die Bewegung von Erythrozyteth @inem aus drei Haaren geflochtenen
Zopf, der mit verschieden einstellbaren bekanntescBwindigkeiten mittels eines Uhrwerkes
gleichmé&Rig durch das Okular des Mikroskops gezegenden konnte, verglictf. Zur besseren
Darstellung von Kapillaren kamen ab den 30er Jahdes 20. Jahrhunderts dann auch
Fluoreszenzfarbstoffe z. B. in Studien an Kaulgesfipssen zum EinsatZ'. Die zu
untersuchenden Gewebe wurden in diesen ersten afensuso gewahlt, dass mikrovaskulare
Strukturen im durchfallenden Licht zu erkennen wa(Burchlichtmikroskopie). Studien an
soliden Organen waren mit dieser Transilluminatiecisnik in der Regel nicht moglich, sodass
viele intravitalmikroskopische Untersuchungen zusebiedensten Fragestellungen héufig am
wegen seiner Lichtdurchlassigkeit gut geeigneterodenalmesenterium im Nagermodé&l
durchgefuhrt wurden. Dieses Modell ermdglichte aeckte qualitative Beschreibungen der
Mikrozirkulation des Pankreas in vivo unter physgikchen und pathophysiologischen
Bedingungen, da das Mesenterium insbesondere desdb@ns Teile des Pankreas in Form
einzelner zarter Lappchen enthaft. Die Bedeutung der Intravitalmikroskopie fiir die
Erforschung von Krankheitsmechanismen erkannte ai@r endgultig erst im Verlauf der
letzten 30 Jahr8®. Ein zunehmendes Verstandnis der Mikrozirkulatiom Organen und ihrer
Veranderungen als Antwort auf patho(physio)logis¢begédnge war dabei mit einer Ausreifung
dieser Untersuchungstechnik verbunden. So erfalgté/Neiterentwicklung von der Trans- zur
Epiillumination mit der Mdglichkeit, auch kompakiechttransparente Organe untersuchen zu
kénnen®® und der Einsatz verbesserter FluoreszenzfarbsmifeDarstellung von Blutplasma
und —zellen. Als Meilenstein kann auch die Einfifgwon computergestitzten Offline-Bild-
analysesystemelf angesehen werden. Diese ermdglichen die quawmétathalyse einzelner
Parameter, z. B. der funktionellen Kapillardichder Erythrozytenflussgeschwindigkeit oder der
GefalRpermeabilitatserh6hung fur Makromolekile durateoauswertung im Anschluss an das
Experiment. Diesen Fortschritten in der Anwendungr dintravitalfluoreszenzmikroskopie
verdanken wir auch die meisten bisher bekanntegrexperimentell gewonnenen Daten
pankreatischer Mikrozirkulation und ihrer Pathokotfi?>30-3247.94

Der Einsatz der Technik an humanen Organen bléiet wegen der Grol3e des erforderlichen
Instrumentariums und der Notwendigkeit der Gabe vbBtuoreszenzfarbstoffen zur
Kontrastverstarkung mit der Gefahr der Entwickluran farbstoffassoziierten phototoxischen
Reaktionen™ auf Untersuchungen oberflachlicher Gewebe, wieHtut (Kapillaroskopief®,

beschrankt



1.5 Orthogonal Polarization Spectral Imaging als neue Mthode zur direkten

Visualisierung und quantitativen Analyse der Mikrozrkulation

Die orthogonale Reflexspektrophotometrie, das sagete OPS (orthogonal polarization
spectral) imaging, ist eine von Groner et al. 1288n ersten Mal beschriebene Technik zur
nicht-invasiven intravitalen Visualisierung mikrekalarer Strukturen solider Orgatfe
Urspringlich wurde die Methode mit dem Ziel entvaltk unter Verwendung von
Spektrophotometrie eine komplette Blutbildbestimguumit Hamatokrit-, Hamoglobin- und
Leukozytenzahlnachweis ohne die Notwgkeit der invasiven Blutentnahme zu
ermdglicher?”*®

Zur intravitalen Mikrozirkulationsdarstellung migeOPS imaging wird das zu untersuchende
Gewebe mit linear polarisiertem Licht mit einer diimgtiefe von 200-500 pm auf einer Flache
von ungefahr 1 mm?3 beleuchtet. Die Wellenlange ldelsts liegt bei 548 nm und damit so im
Absorptionsspektrum des Hamoglobins, dass dieseshdan der desoxygenierten als auch der
oxygenierten Form zur Darstellung kommt. Durch &@msatz von zwei orthogonal zueinander
angeordneten Polarisationsfiltern im Strahlenvérlaverden im rickgestrahlten Licht
letztendlich Strukturen, die den roten Blutfarbktehthalten, sichtbar. Dabei dient der im
Hamoglobin absorbierte Lichtanteil der Kontrastgefpuder im Gewebe gestreute hingegen der
Hintergrundbeleuchtung des entstehenden Bifde®ie Gabe von Fluoreszenzfarbstoffen ist
dabei im Gegensatz zur herkdmmlichen Intravitaloskopie nicht notwendig. Die so
gewonnenen Bilder bieten dann die Mdglichkeit derder Intravitalmikroskopie etablierten
postoperativen quantitativen Analyse mittels coramegstitzter Bildanalysesysterie

In verschiedenen Studien wurde die Validitat desSQRaging fur Untersuchungen der
Mikrozirkulation von soliden Organen und auf Schibautoberflichen nachgewies&n® '

So ergab der tierexperimentelle Vergleich mit ddravitalmikroskopie als Goldstandard der
Mikrozirkulationsanalyse Ubereinstimmende Ergelmnis®ider Methoden bei der Messung
mikrovaskulérer Parameter, wie Gefal3durchmesseythiezytenflussgeschwindigkeit oder
funktioneller Kapillardichte®*%1%® Auch in Studien der Pankreasmikrozirkulation iatten
wurden statistisch signifikante Korrelationen vont ®@PS imaging und mit den Ublichen
fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen gewormBaéen gefundet?® Mit OPS imaging

ist demnach eine verlassliche Visualisierung dekReasmikrozirkulation méglicH?

Aufgrund der Notwendigkeit der Gabe von Fluoresfamtstoffen bei intravitalmikroskopischen

Untersuchungen blieben Validitatsstudien von OP&ging an humanen Geweben auf leicht
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zugangliche Oberflachen begrenzt. So konnten Matkual. beim Vergleich von OPS imaging
und der konventionellen Kapillaroskopie der Nagalpfkorrelierende Ergebnisse bei der
Messung von GefaRdurchmessern und Erythrozytegisstwindigkeit zeiget?™

Ein Nachteil des OPS imaging gegeniber der herkdchen Intravitalmikroskopie besteht
sicherlich darin, dass Strukturen wie Leuko- undoffbozyten oder Endothelzellen, die kein
Hamoglobin enthalten, auch nicht im Einzelnen zarsbellung kommeri’. Dafiir bietet das
Verfahren aufgrund seiner fehlenden Invasivitat ded einfachen Handhabung eines kleinen
handgefiihrten Videomikroskops (Cytoscan*)ein hohes Potential fiir die detaillierte Analyse
mikrovaskularer Perfusion humaner Organe mit Anvbankkit unter klinischen und vor allem
intraoperativen Gegebenheiten.

OPS imaging ist jedoch bis jetzt in Studien zur lixs@ der Physiologie und Pathophysiologie

der humanen Pankreasmikrozirkulation noch nicht Eimsatz gekommen.
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2 Fragestellung

Ziele dieser Studie waren:

1. Die Anwendbarkeit der neuen Methode OPS imagungintraoperativen Visualisierung und
nachfolgenden Quantifizierung der Mikrozirkulatiales humanen Pankreas unter klinischen

Gegebenheiten zu evaluieren.

2. Erstmalig die physiologische humane Pankreasgieri intravitalmikroskopisch mittels OPS
imaging darzustellen und nachfolgend durch Anwegdurines computergestitzten

Videobildanalysesystems zu quantifizieren und acbheeiben.

3. Die humane Pankreasmikrozirkulation in der fruheeperfusionsphase nach Pankreas-
Nieren-Transplantation ebenfalls intravitalmikroglszh mittels OPS imaging zu visualisieren

und nachfolgend zu quantifizieren.

4. Unterschiede zwischen der physiologischen Paskexfusion und der Mikrozirkulation in
der postischamischen Reperfusionsphase nach Pafikie@n-Transplantation zu erfassen und
die gewonnenen Daten statistisch zu vergleichersoBten Eigenschaften der mikrovaskularen

Dysfunktion im Transplantat herausgearbeitet werden

5. Weiterhin sollte die exo- und endokrine Orgakfion sowie die sich entwickelnde
inflammatorische Reaktion in der ersten Woche raahkreas-Nieren-Transplantation anhand

des Verlaufs verschiedener laborchemischer Paraui@tgestellt werden.
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6. Funktionelle Zusammenhange zwischen ischampeyfesionsinduzierten
Mikrozirkulationsstérungen und Veranderungen des-exnd endokrinen Organfunktion bzw.
der Entztiindungsreaktion nach Pankreastransplamtsitien identifiziert werden.

Durch statistische Analysen sowie Korrelation dekrozirkulatorischen und exo-/endokrinen
Laborparameter sollte die Relevanz und kausale iBadg der mikrovaskularen Dysfunktion
wahrend der friihen Reperfusion fir eine sich erdglide Schadigung des Pankreasgewebes,
eine postoperative  Organdysfunktion und damit fldie Entstehung einer

Transplantatpankreatitis untersucht werden.
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3 Patienten und Methoden

3.1 Patienten

3.1.1 Ubersicht iiber Patientengruppen

Nach Genehmigung des Projektes und Erteilung desnv® durch die Ethikkommission der
Charité, Campus Virchow Klinikum, wurden in der &tizwei Patientengruppen in Hinblick
auf die Mikrozirkulation des Pankreas untersucht:

Die erste Gruppe bestand aus 13 Patienten, die aiclr simultanen Pankreas-Nieren-
Transplantation (PNTX) unterzogen, im Folgenderelmdmet als PNTx-Gruppe.

Die zweite Gruppe, die Kontrollgruppe, umfassteesumnde Personen, die im Rahmen einer
Leberlebendspende intraoperativ untersucht wurden.

Die Patienten beider Gruppen wurden im Zeitraunsehen August 2000 bis Dezember 2001 in
der Klinik far Allgemein-, Viszeral- und Transplationschirurgie der Charité, Campus

Virchow-Klinikum, Direktor: Prof. Dr. P. Neuhausperiert.

3.1.2 Die Pankreas-Nieren-Transplantationsgruppe — Eigerthaften und

Einschlusskriterien

Intraoperativ wurde wahrend simultaner PankreaseXidransplantation bei 13 Patienten
(m/w : 7/6) im Alter von 43+ 10 (25 - 58) Jahren die mikrovaskulare Perfusi@s d
transplantierten Pankreas mittels orthogonaler eRsflektrophotometrie (OPS imaging)
visualisiert, aufgenommen und spater quantitatalyasiert.

Die Indikation zur Transplantation wurde bei allBatienten aufgrund ihrer Grundkrankheit,
Diabetes mellitus Typ | (primare Insulinabhangigkeom Zeitpunkt der Diagnosestellung,
Dauer der Erkrankung: 22 9 (18 - 49) Jahre) mit praterminaler oder terngnalieren-
insuffizienz, gestellt. Die meisten Patienten zmigtzusatzlich weitere schwere diabetes-

assoziierte Komplikationen, wie periphere Polyngathie, autonome diabetische Neuropathie,
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Retinopathie, diabetisches Ful3syndrom u. a..
Alle Patienten erflllten vor dem Eingriff die Evationskriterien zur Durchfihrbarkeit einer

PNTx und konnten somit in die Studie eingeschlosgemlen.

3.1.3 Die Kontrollgruppe — Eigenschaften und Einschlusskiterien

Zur Erfassung der physiologischen Mikrozirkulatieahaltnisse des humanen Pankreas wurden
6 sonst gesunde Personen (Geschlecht m/w : 2/A)tenvon 44+ 15 (19 - 58) Jahren, die sich
einer rechtsseitigen Hemihepatektomie zur Orgardgemn Rahmen einer Leberlebend-
transplantation (LLTx) unterzogen, wéhrend der @pen mittels OPS imaging untersucht.

Alle 6 Patienten erfillten vor dem Eingriff die Bwationskriterien zur Durchfihrbarkeit einer

Organspende und konnten somit in die Studie eitdessen werden.

3.2 Orthogonale Reflexspektrophotometrie — Orthogonal Blarization Spectral
(OPS) Imaging

OPS imaging ist eine, erstmals 1999 von GronerMitarbeitern®” beschriebene, nicht-invasive

Methode zur in vivo Visualisierung der Oberflacheknozirkulation solider Organe ohne die

Notwendigkeit des Einsatzes von Fluoreszenzfartestof Durch Ausnutzung des

Absorptionsspektrums von Hamoglobin und den Einsateeier orthogonal zueinander
ausgerichteter Polarisationsfilter entstehen irtekéierten Licht, wie im Folgenden beschrieben,
kontrastreiche Bilder Hamoglobin enthaltender Stritdn, d. h. in erster Linie Erythrozyten
(Abb.1, 2, 3).

Zunachst wird Licht aus einer Lichtquelle, die sichMesskopf des verwendeten Cytoscan™ -
Gerates (Cytoscan™ Model E-Il, Cytometrics Inc.ij&elphia, USA) befindet (Abb.1), mittels

eines Spektralfilters, des sogenannten Polarislioesar in eine Ebene polarisiert. Dieses Licht
mit nunmehr einer Wellenlange von 548 nm wird zwsBkopfspitze hin ausgerichtet und durch

eine Sammellinse auf eine Region von ungefahr 1Danchmesser im Zielgewebe fokussiert.
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Das in eine Tiefe von 200 - 500 um in das Gewebdrgigende Licht wird aufgrund seiner
Wellenlange von dem dort in Erythrozyten befinddinhHamoglobin absorbiert. Die verwendete

Wellenlange liegt dabei so im Absorptionsspektrusn ¥amoglobin, dass die absorbierenden

Eigenschaften von dessen oxygenierter und desoigrgemnForm gleich stark ausgepragt sind
(isobestischer Punkt) (Abb.2).

Figure 1: Cytoscan AIR Spectral Radiance
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Abbildung 1: Messsonde des Cytoscan™-Gerates mit  Abbildung 2: Wellenlangenbereich des von OPS

integrierter OPS imaging Technik. imaging genutzten spektralen Lichts. Das Maximum
liegt bei einer Wellenlange von 548 nm und damit so
im Bereich des Absorptionsspektrums des Hamo-
globin, dass dessen oxygenierte und desoxygenierte

Form gleich stark absorbieren (isobestischer Punkt)

Der nicht aufgenommene Anteil des Lichts wird dudds Organgewebe gestreut und damit
depolarisiert. Diese Streustrahlung beleuchtet dibsorbierenden Kontrast gebenden
Erythrozyten im Vordergrund und sorgt somit flireescharfe Abbildung derselben im spater
entstehenden Bild. Auf diese Weise kommt das Eogtyten enthaltende GefalRbett dunkel vor
dem umgebenden hellen hamoglobinfreien Gewebe zarst€llung. Das vom Organ

zuruckgestrahlte Licht trifft auf den zweiten Pddationsfilter, den sogenannten Analysator.

Dieser ist direkt vor einer im Cytoscan-Gerat imigen Videokamera positioniert und
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orthogonal zur Ebene des beleuchtenden polarisiditehts ausgerichtet. Aufgrund dieser
Anordnung sind nur die im Gewebe depolarisierterot®ren, nicht aber das an der
Organoberflache reflektierte, polarisierte Licimt,der Lage, den Analysator zu passieren. Somit
tragt auch nur der depolarisierte Anteil zur Ertategy des Bildes bei, welches nun mit einer
465-fachen VergroRerung von der Videokamera auigemen, auf dem Bildschirm dargestellt
und auf einen am Gerat angeschlossenen Videorakd8R%HS, AG 7350-E, Panasonic,
Matsushita Electric Ind., Osaka, Japan) Ubertragiet. Die auf Videokassetten aufgenommen
Filme der Mikrozirkulation stehen somit einer vonufAahmezeitpunkt unabhangigen Analyse
zur Verfligung.

Der Nachweis der sicheren Anwendbarkeit des OPSginmga Systems unter Kklinischen
Bedingungen ist im EC certificate of conformity .\gOD 00 1041750 001 dokumentiert.

—p- polarisiertes Licht
- estreutes depolarisiertes Lich
—p- reflektiertes Licht (polarisiert)

Prisma
- =>r
u |4
Kamer Polarisationsfilter Zielgewebe

(orthogonal)

| | Polarisationsfilte

: ; Lichtquelle

Abbildung 3: Optisches Prinzip des OPS imaging.

17



3.3 Operationstechnik, intraoperatives Orthogonal Polarzation Spectral

Imaging und postoperative Organfunktion

3.3.1 Operationstechnik

3.3.1.1 Allgemeine Angaben zur Anasthesie

Alle Operationen von PNTx- und Kontrollgruppen wemdmit Thiopental (4 - 6 mg/kg KG),
Fentanyl (0,1 mg/kg KG) und Vecuronium (0,1 mg/k&Kbzw. Cis-Atracurium (0,1 mg/kg
KG) eingeleitet. Sie wurden dann unter balancievtlatil-Anésthesie mit Desfluran 3,5 - 4,5
vol%, Stickoxydul (Lachgas) 50 - 70 vol% und ein8awerstoff/Luft-Gemisch mit einem RO
von 0,4 durchgefiihrt. Die Uberwachung der intraapieen Makrohamodynamik beinhaltete die
kontinuierliche Erfassung von arteriellem und zalw&ntsem Blutdruck, Elektrokardiogramm
sowie Kapnometrie zur Erhaltung des et@@i 4 - 6 vol%. Nach Anasthesieausleitung wurden
alle Patienten extubiert und zur Uberwachung unditenen Fiihrung auf eine

transplantationsspezialisierte Intensivstationegt!

3.3.1.2 Pankreas-Donor-Operation und Transplantateigenschaf

Die Transplantat-Pankreatektomie erfolgte untdnila makrohamodynamischen Bedingungen
und entsprechend den Standards der Multiorgansp®&ateei wurde das Organ zusammen mit
der Pars descendens des Duodenums und den vexsang&efallen entnommen. Die in situ
Perfusion mit Konservierungslésung wurde in 9 daleFmit UW (University of Wisconsin)-, in
den restlichen 4 Fallen mit HTK (Histidin-Tryptoph&etoglutarat)- Losung durchgefihrt. Das
Pankreas einschlief3lich des mit entnommenen Dudsbsgraents und der versorgenden Gefalde
wurde dann bis zur Reperfusion in Eiswasser aufhdwahlle Transplantate wurden vor
Implantation auf ABO-Kompatibilitdt mit den EmpférgBlutgruppeneigenschaften tberpruft
und zeigten negative Kreuzproben. Die Qualitdt @egane wurde in allen Fallen als gut
befunden, es wurden keine marginalen Organe imeSiten allgemein akzeptieren Kriterién
(Organe mit makroskopisch sichtbaren Zeichen vaingés Infiltration, Odemen oder Fibrose
sowie von deutlicher Atherosklerose der GefalRe odehlechter Durchspilung mit
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Konservierungslosung) zur Transplantation verwendet kalte Ischmiezeit der Transplantate
lag durchschnittlich bei 9,6 3,3 (4,5 - 14,5) Stunden.

3.3.1.3 Pankreas-Empfanger-Operation

Die Implantation des Pankreas erfolgte bei alleieR&en in Darmdrainage-Technik und
systemisch-vendser Anastomose der GefadlRRe. Dabalewnach Laparotomie zunachst die
Drainage des Organs flur die Ableitung des exokriRankreassekrets Uber die belassene Pars
descendens des Duodenum in das Empfanger-Jejungategh (enterale Drainage). Danach
folgte die Anastomosierung des am Transplantatsbeleen Pfortaderanteils mit der Vena cava
des Empfangers zur vendsen Drainage des Organger(sysh-ventse Drainage). Zur
Sicherstellung der arteriellen Versorgung des Rsaskrschloss sich nun die End-zu-Seit-
Anastomosierung der Spender-Arteria (A.) iliaca oamis mit der A. iliaca communis des
Empfangers an. Wéhrend der Praparation im Vorfedd @ransplantation waren die den
Pankreas versorgenden GefaRe A. lienalis und A.emesca superior mithilfe der

lliacalbifurkation des Spenders, die als Y-Segniengiert, vereint worden.

Wahrend des gesamten Operationszeitraumes bekdtaeBatienten kontinuierlich Aprotinin
zur Proteaseinhibition in einer Dosis von 20000 liGtravends verabreicht.

Die immunsuppressive Quadrupel-Therapie bestehersd Raclizumab (Zenap8x Roche,
Hertfordshire, GroRbritannien), Mycophenolat Mdf¢iMF; Cellcepf, Roche, Hertfordshire,
GroRbritannien), Tacrolimus (Progfaf Fujisawa, Miinchen, Deutschland) und Prednison
(Decortir’, Merck, Darmstadt, Deutschland) wurde entsprech®cdema direkt praoperativ
begonnen und dann intra- und postoperativ bei &kgirenten fortgefuhrt.

Wahrend der gesamten Studienzeit erhielten alleeiah eine low-dose-Heparinisierung zur
allgemeinen Thromboseprophylaxe sowie zur Reduktidas Thromboserisikos des
Pankreastransplantats bestehend aus 5000 IE Hewéhrend der ersten 24 Stunden and
nachfolgender Erhéhung auf 10000 IE/24 h in denefha® bis 7 nach Transplantation. Unter
dieser Antikoagulationstherapie blieben die tagliatntrollierten PTT-Werte der Patienten
unverandert (Wertebereich: 37.8 + 11.4 bis 41.82#91s, praoperative Werte: 32.5 + 4.7 s,
Werte am ersten postoperativen Tag: 38.7 = 5.Es)wurden keine durch diese Therapie

induzierten Blutungen beobachtet.
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3.3.2 Intraoperative Messungen mittels Orthogonal Polariation Spectral Imaging
3.3.2.1 Pankreas-Nieren-Transplantationsgruppe

Die Mikrozirkulation des Pankreas wurde im Anschklas die Implantation, jeweils 5 und 30
Minuten nach Beginn der Reperfusion des Organgel®iOPS imaging visualisiert und per
Videorekorder fur die spatere Auswertung aufgezesthDie Analysezeitpunkte wurden in
Ubereinstimmung mit der chirurgischen Prozedur dgtwaamlich so friih wie mdglich nach
Pankreastransplantat-Reperfusion (5 min) und danrReperfusionsbeginn der Niere (30 min).
Dazu wurde die mit dem gesamten Lichtkabelsysterstémiler Folie (OpMi Drape™, Zeiss

Oberkochen, Deutschland) verpackte Messsonde désscay™-Gerates vorsichtig auf der
Organoberflache unter Immersion mit physiologiscidatriumchlorid-Lésung positioniert

(Abb.4). Durch manuelle Fuhrung des Gerates beiclgteitiger optischer Kontrolle der

Bildqualitat tber einen am Gerat angeschlossenenitbtogelang die Aufnahme scharfer, gut
auswertbarer mikrovaskuléarer Bilder bzw. Videoseqeaa.

~ Abbildung 4: Intraoperative Anwendung des Cyto-

- scan™- Gerates. Die in steriler Folie verpackte
Messsonde des Gerétes ist auf der Pankreasoberflach

positioniert.
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Dabei wurde insbesondere darauf geachtet, den ddonipression hervorgerufenen sichtbaren
Kollaps der Mikrogefal3e des Pankreas zu vermeidmser Vorgang wurde bei jedem Patienten
und zu jedem Zeitpunkt, d. h. 5 und 30 Minuten nRefperfusion, auf 4 verschiedenen Stellen
von Pankreaskorpus und —kopf wiederholt, wobei jingne Sequenz von mindestens 45 - 60
Sekunden Dauer kontinuierlich aufgenommen wurdee Bositionierung und Fihrung des

Gerates erfolge bei allen Aufnahmen durch densdllvgarsucher (Abb. 4).

3.3.2.2 Kontrollgruppe

Die Aufnahme der Bilder in der Kontrollgruppe edtd in der unter 3.3.2.1 beschriebenen
Technik direkt nach Laparotomie und Eroffnung dewrdd omentalis, d. h. vor jeder weiteren
intraabdominellen Manipulation. Dabei wurden audr Rontinuierliche Sequenzen von jeweils
mindestens 45 - 60 Sekunden Dauer von 4 verscleed8tellen des Pankreaskopfes und —

korpus aufgezeichnet.

3.3.3 Postoperative quantitative Analyse mikrozirkulatorischer Parameter

Die Auswertung der intraoperativ aufgenommenen ddader erfolgte mittels des computer-
gestutzten Videobildanalysesystems fur dynamiscapillarmikroskopie Cap-Image™ (Zeintl,
Heidelberg, Germany), welches eine postoperativetiBenung einer Reihe verschiedener
mikrozirkulatorischer Parameter erlaubt Alle Bander wurden von der gleichen Person
ausgewertet, die hinsichtlich der jeweiligen uniehlden Zeitpunkte und Gruppen (PNTx- oder
Kontrollgruppe) keine Informationen hatte. Die Aysd der MikrohAmodynamik beinhaltete die
Bestimmung des kapillaren Durchmessers (D), dektfonellen Kapillardichte (functional
capillary density, FCD) und der Erythrozytenflussgfenvindigkeit (red blood cell velocity,
RBCV). Aus den gewonnenen Werten wurden dann degrbigenitatsindex der FCD (HI-FCD),
das individuelle kapillare Blutflussvolumen (caarly blood flow, CBF) und der Perfusionsindex

als Ausdruck der Gesamtperfusion im GefaRbettl{@ig¢chnet.
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Fur die Analyse von D und FCD wurden die Videoktsseper Videorekorder (S-VHS, AG
7350-E, Panasonic, Matsushita Electric Ind., Osaklpan) abgespielt und pro
Aufnahmezeitraum (ein Messzeitraum in der Kontrolgpe, bzw. zwei Messzeitraume in der
PNTx-Gruppe, jeweils 5 und 30 Minuten nach Repeéofusjeweils 10+ 5 randomisiert

ausgesuchte scharfe Standbilder auf einem im Cagdi'-System integrierten Monitor

eingestellt und vermessen.

3.3.3.1 Kapillarer Durchmesser

Die kapillaren Durchmesser (D in um) wurden bestimmdem per Mouse-Klick jeweils die
GefalRrander der zu vermessenden Kapillare auf demitd-Standbild markiert wurden. Dabei
wurde darauf geachtet, dass die Durchmessersteada senkrecht zur Gefalwand lag. Pro
Standbild wurden so die Diameter 8 verschiedengillkkgen bestimmt, deren Mittelwert dann,
unter Berucksichtigung der 465-fachen Vergro3erdag Monitorbilder, durch Cap-lmage™
berechnet wurde. Da fir jeden Aufnahmezeitraunt S0Standbilder analysiert wurden, ergaben
sich entsprechend viele Mittelwerte, aus denen dan jeweilige Gesamt-Mittelwert pro

Aufnahmezeitraum und Patient bestimmt wurde.

3.3.3.2 Funktionelle Kapillardichte

Die Funktionelle Kapillardichte (FCD in ¢t ist definiert als die Lange der mit Erythrozyten
perfundierten Kapillaren (in cm) pro Flache (in ¢rhd reflektiert direkt den Zustand der
nutritiven Gewebeperfusion®. Zu deren Bestimmung wurde zuerst per Mouse-Kbike
maoglichst grof3e Flache mit scharfer Abbildung deapiaren auf dem Monitor umrandet, deren
GrofRe dann durch das Cap-lmage™-System automabsstimmt wurde. Nach Festlegung
dieser Bezugsflache konnten dann die in dieserhEl&schtbaren Kapillaren nachgezeichnet
werden. Danach erfolgte die Berechnung des Quetieats jeweils gemessener Kapillarlange
und Flache. Aus den ermittelten FCD-Werten wurdeschlieRend der Mittelwert pro

Aufnahmezeitraum und Patient bestimmt.
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3.3.3.3 Erythrozytenflussgeschwindigkeit

Die Erythrozytenflussgeschwindigkeit (RBCV in um/s)die Geschwindigkeit der
Kapillarpassage von Erythrozyten, ist eine fur Higektivitdt der Sauerstoffversorgung des
Gewebes wichtige mikrozirkulatorische Grél3e.

Zur Erfassung der RBCV kam die Frame-to-Frame-Md¢hpur Anwendung. Dazu wurde das
jeweilige Video in Superzeitlupe (,slow motion“) meinem Einzelbildabstand von 0,02
Sekunden abgespielt. Dabei konnten die Bewegungensidh in den Kapillaren zwischen
Plasmallcken befindlichen Erythrozytenséulen void Biu Bild (Frame to Frame) genau
beobachtet werden. Gleichzeitig wurde die Zeitrhgssen, die eine Erythrozytenséaule fur die
Passage eines beobachteten linear verlaufendetidgfalpschnittes benétigte. Die Lange s dieses
Abschnittes  wurde jeweils nach  Markierung am  Manitobestimmt. Die

Geschwindigkeitsberechnung erfolgte dann mit denfed

RBCV =s/t s = Lange des Kapilksehnittes (in um)

t = Passagezeit (in s)

Auf diese Weise wurde pro Aufnahmezeitraum und eRati  die

Erythrozytenflussgeschwindigkeit in 5 verschiedenen Kapillaren bestimmt.

3.3.3.4 Volumetrischer kapillarer Blutfluss

Der volumetrische Fluss in den einzelnen Kapillgi@BF in pl/s) wurde aus D und RBCV unter

der Annahme einer zylindrischen Geometrie der Kaeih nach folgender Formel berechnet:

CBF =1tx (D/2)2x RBCV x 0,001 D = kapillarer Durchmes$e Lm)
RBCV = Erythrozytenflussgeschwindigkeit (in pm/s)

Wegen der nicht Newton’schen FlusseigenschaftenBlonkonnten die ermittelten absoluten

Werte vom aktuell bestehenden Blutfluss abweicBengrlauben aber eine Erfassung relativer

Veranderungen zwischen den Gruppen.
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3.3.3.5 Perfusionsindex

Zur Einschatzung der Veranderungen in der Gesafnfgen im beobachteten Kapillarbett
wurde der Perfusionsindex (P1) aus den Werten \©B Bnd CBF berechnét:

Pl =FCDx CBF Pl = Perfusionsindex (in pl/crs)
FCD = funktionelle Kapillardichte (in ci)
CBF = kapillarer Blutfluss (in pl/s)

3.3.3.6 Heterogenitatsindex der funktionellen Kapillardeht

Der Heteroginitatsindex der FCD (HI-FCD) dient desststellung von durch Ischdmie und
Reperfusion bedingten Inhomogenitaten der Perfgdichte im Kapillargebiet zu den

verschiedenen Aufnahmezeitraumen. Zur seiner Besulimg wurde folgende Formel verwendet:

HI = (FCDmax +#CDmin) / FCDmean FCDmax = grof3ter pro Aufnahmezeitraum
gemessener FCD-Wert
FCDmin = kleinster pro Aufnahmezeitraun
gemessener FCD-Wert
FCDmean= mittlerer FCD-Wert pro Aufnahme-

zeitraum

3.3.4 Erfassung laborchemischer Parameter

Nachfolgend sollte geprift werden, ob Zusammenhamyeischen den erhobenen
kapillarmikroskopischen Befunden in der frihen R&monsphase nach Ischamie und dem
klinischen Verlauf in den ersten Tagen nach dem3péantation bestanden. Dazu wurden
folgende Labordaten der PNTx-Patienten praopesativie im Zeitraum zwischen dem 1. und 7.

postoperativen Tag erhoben:
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3.3.4.1 Enzymaktivitaten von Serum-Lipase und -Amylase

Lipase (in U/l, Normwerte: 0 - 70) und Amylase (M, Normwerte: 28 - 100) wurden mittels
colorimetrischem kinetischen enzymatischen Assayocli® Diagnostics, Mannheim,
Deutschland) bestimmt.

Lipase und Amylase sind vom exokrinen Pankreasgewebernierte Enzyme, deren Aktivitaten
im Serum fur die Diagnose einer Zellschadigung iahiRen einer Pankreatitis herangezogen

werden.

3.3.4.2 Serum-CRP und Leukozytenzahl im Blut

Die Bestimmung der CRP-Werte (in mg/l, Normwerté) <erfolgte mittels turbidimetrischem
Immunoassay (Rocfie Diagnostics, Mannheim, Deutschland), die der Leytenzahl (in
Zahl/nl, Normwerte: 6 - 9) durch Standardverfahren.

CRP und Leukozytenzahl sind unspezifische Parameier als Indikatoren fur im Korper

ablaufende inflammatorische Prozesse dienen.

3.3.4.3 Hamatokritgehalt des Blutes

Die Messung des Hamatokrit (in %, Normwerte 37)-é&tolgte durch Standardverfahren.

3.3.4.4 C-Peptid und Glucose-Konzentration
Die C-Peptid-Werte (in ng/ml, Normwerte: 0,88 - B,9vurde mit dem Chemilumineszenz-

Immunoassay (DPC Biermann, Bad Nauheim, Deutschlagedmessen, die Glucose-

Konzentration (mg/dl) im Blut durch Standardvertanr
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Die C-Peptidkonzentration im systemischen Kreislgit Aufschlisse tUber die Funktion des
insulinproduzierenden und —sezernierenden endakfdaichspeicheldrisengewebes. C-Peptid

wird in aquimolaren Konzentrationen wie Insulin @esp-Zellen freigesetzt®*°

Neben laborchemischen Parametern wurden zur Hastgtevon Auswirkungen auf die
postoperative Transplantatschadigung weitere imazusenhang mit der Transplantation
stehende Faktoren, wie Alter der Organspenderddeagr zwischen Eintritt des Hirntods der
Organspender bis zur Organentnahme, kalte Ischémieler Organe, sowie die Art der

Konservierungslosung, erhoben.

3.4 Statistische Auswertung

Die statistischen Berechnungen erfolgten mit eAwmalysemethode fur wiederholte Messungen
in 3 Gruppen® und mithilfe der Statistikprogramme SigmaStat giem 2.0, Jandel Scientific)
und SigmaPlot (Version 8.0, Jandel Scientific). Bmzelnen wurden folgende Analysen
durchgefuhrt:

1. Berechnung und Darstellung aller Daten in Foom Mittelwert+ Standardabweichung.

2. Prifung der Normalverteilung der ermittelten Mikirkulations- und der Laborwerte mittels
Kolmogorov-Smirnov-Test.

3. Ermittlung von statistischen Unterschieden deékrdkirkulationswerte des Pankreas jeweils
zwischen der Kontrollgruppe und den verschiedenafm@hmezeitraumen (5 und 30 Minuten)
nach Reperfusion in der PNTx-Gruppe mittels ANOWA Wwiederholte Messungen, gefolgt von
der post-hoc Bonferroni-Korrektur. Bei p<0,05 wurdelie Unterschiede als statistisch
signifikant gewertet.

4. Analyse der Unterschiede der Mikrozirkulatiorteda zwischen den verschiedenen
Zeitpunkten (5 und 30 Minuten nach Reperfusion)dar PNTx-Gruppe mittels t-Test fr
verbundene Proben.

5. Bestimmung von Zusammenhéngen und deren Staviseleen den mikrozirkulatorischen
Parametern 5 und 30 Minuten nach Reperfusion umdstgh von Tag zu Tag verandernden

laborchemischen Werten der exo- und endokrinen rugétion in der ersten Woche nach
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Transplantation durch Streudiagramme (Scatterplots)i Anwendung des Pearson’schen
Korrelationskoeffizienten r.

Dabei wurden die einzelnen Mikrozirkulationsweite jeden Messzeitpunkt (5 und 30 min nach
Reperfusion) jeweils mit den in den ersten 7 pomtajiven Tagen taglich erhobenen
Laborparametern (Lipase, Amylase, CRP, Leukozyt€aPeptid) korreliert, sodass pro
Laborparameter in der ersten postoperativen Woeheils 7 Korrelationskoeffizienten r fur
jeden Mikrozirkulationswert zum jeweiligen Messpeihkt errechnet wurden. ¢ 0,05 wurde
als statistisch signifikant gewertet. Der zeitlictlerlauf dieser Korrelationskoeffizienten vom
1. - 7. postoperativen Tag wurde dann fir jeden otpdrameter und dazugehoérigen
Mikrozirkulationswert graphisch dargestellt, um dZsitprofil der Zusammenhangsstarke
zwischen initialer mikrovaskularer Dysfunktion umko- und endokriner Organfunktion zu
verdeutlichen.

6. Prufung der Art des Zusammenhangs von in Arbditstt 5. gefundenen signifikanten
Korrelationen zwischen einzelnen Mikrozirkulationand Laborwerten durch Anwendung
linearer Regressionsanalyse.

Die Darstellung erfolgte hier als Scatterplot mitend jeweiligen Wertepaaren
(Mikrozirkulationswert im Messzeitraum und Laborivpro postoperativen Tag) der einzelnen
Patienten mit eingelegter Regressionsgerade unigalde der Konfidenzintervalle von 95 %,

der Regressionsgleichung und des BestimmtheitsnRf3&%
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4 Ergebnisse

4.1 Charakterisierung der Patientengruppen

4.1.1 Eigenschaften der Organspenderpatienten

Das Alter der Organspender betrug zum Todeszeitg@@k 11 (17 - 47) Jahre. Todesursachen
waren in 5 Fallen eine Subarachnoidalblutung unavéiteren 5 ein schweres Schadel-Hirn-
Trauma. Drei Organspender verstarben an den Felgen zerebrovaskuléaren Ischamie.

Die Zeitspanne zwischen Eintritt des Hirntodeszoisy Beginn der kalten Isch&mie nach
Entnahme des Pankreas lag bei #1313 (3,7 - 17,5) Stunden. Die Organentnahme edolg

unter stabilen Kreislaufverhaltnissen.

Anzahl n 13
Geschlecht (ménnlich/weiblich) 6/7
Alter 32+11

Préaoperative Laborwerte

Hb (g/dl) 11,4+£15
CRP (mg/dI) 10,1 + 10,7
Leukozyten (Gpt/l) 155+£8,0
Lipase (U/l) 45,6 £ 39,4
Amylase (U/l) 185,1 £ 86,3
HbAlc (%) 54+0,3
Glucose im Serum (mg/dl) 140,8 £49,1
Kreatinin (mg/dl) 0,8+0,2

Makrohamodynamik bei Organentnahme

systolischer Blutdruck (mmHg) 118 £ 13
diastolischer Blutdruck (mmHg) 72+8
mittlerer arterieller Blutdruck (mmHg) 87+9

Tabelle 1:Klinische Eigenschaften und intraoperative Makrabdynamik der Pankreas-Organspender, alle Werte
als Mittelwert + SD
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Angaben zu Kklinischen Charakteristika sowie deramperativen Makrohamodynamik der
Spender sind in Tab. 1 aufgefihrt.

4.1.2 Eigenschaften der Patienten in der Kontrollgruppe

Alle Patienten zur Leberlebendspende zeigten wéhrder gesamten Operationszeit der
Hemihepatektomie eine stabile Makrohdmodynamik (Pab

Kontroll- PNTx-Gruppe
gruppe
Anzahl n 6 13
Geschlecht (ménnlich / weiblich) 2/4 716
Alter 44+ 15 43+ 10
Ischamiezeit des Pankreas (h) - 9,3+3,3(4,55)14
Intraoperative Hamodynamik 5 min nach 30 min nach

Reperfusion Reperfusion

systolischer Blutdruck (mmHg) 115+21 116 £ 17 122 + 22
diastolischer Blutdruck (mmHg) 66 £ 17 55+12 56 £ 11
mittlerer arterieller Blutdruck (mmHg) 82 £+ 18 76 £13 78 +14
Herzfrequenz (mih 68 + 11 82+15 94 + 14
pH 744+006 7,31+0,05 7,31+£0,03
vendser Kohlenstoffdioxiddruck 34,9+2,0 (art) 41,2+3,0 41,7+ 3,1
pPvCOz (MMHgQ)
end tidal carbon dioxide tension 45+0,3 4,5+0,2 45+04
etCG (vol.%)
arterielle Sauerstoffsattigung (%) 9+1 9+1 99+1

Hamoglobin-Konzentration (g/dl) 13,3+1,0 10,0+£1,2 95+1,2
zentraler Venendruck (cry®l) 7+3 83 9+3

Tabelle 2: Klinische Eigenschaften und intraoperative Makrobdynamik der Leberlebendspender, die sich im
Rahmen einer LLTx einer Hemihepatektomie unterzo@émntrollgruppe) und der Empfanger einer simultane
Pankreas-Nieren-Transplantation (PNTx-Gruppe). Wierte als Mittelwert + SD.
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4.1.3 Eigenschaften der Patienten in der Pankreas-Nierefiransplantationsgruppe

Das mittlere Alter der Patienten von 43 + 10 Jahdke 29 + 9-jahrige Erkrankungsdauer seit
der Diagnosestellung des Diabetes und die gleiclgadBeschlechterverteilung (m/w : 6/7) in
der PNTx-Gruppe waren mit denen von in anderen feaskansplantationsprogrammen
untersuchten Personengruppen vergleicABar

Die durchschnittliche Organkonservierungszeit lag 3 = 3,3 Stunden und Uberschritt in
keinem der Féalle eine Dauer von 15 Stunden.

Die intraoperative Uberwachung der Makrohamodynamslgte stabile arterielle Blutdriicke
und zentrale Venendricke bei allen Pankreastramspl&mpfangern. Die Werte des ventsen
Kohlenstoffdioxiddrucks, des etGQOund der arteriellen Sauerstoffsattigung aller dtaéin
blieben zu beiden Aufnahmezeitpunkten unverdnderden Normbereichen und waren mit
denen der Kontrollgruppe vergleichbar. Demgegenitbar die Herzfrequenz der PNTXx-
Patienten im Vergleich zu den Kontrollpatienten b@&mn Aufnahmezeitpunkt deutlich langerer
Operationszeit erhoht, der pH und die Hamoglobizkoitration hingegen erniedrigt (Tab. 2).

Wahrend der Studienperiode, d. h. innerhalb deeengostoperativen Woche, kam es in keinem
der Falle zum Organverlust, allerdings entwickelterei der 13 Patienten Posttransplantations-
komplikationen. Bei einem Patienten kam es zu emederaten Transplantatpankreatitis, die
mittels Ultraschalluntersuchungen und anhand eegnd@énkreasenzymaktivitaten diagnostiziert
wurde. Bei einem anderen Patienten wurde aufgrunesethrombotischen Verschlusses der
Arteria iliaca externa am dritten postoperativerg Tane Embolektomie durchgefuhrt. Beide

Patienten bendtigten zwischenzeitlich eine zusdteli exogene Insulintherapie, um einen
stabilen Blutglucosehaushalt zu erhalten. Alle amde Patienten zeigten einen

komplikationslosen Verlauf, im Speziellen entwidkel sie keine lokalen oder systemischen
Infektionen, keine Thrombose des Pankreas- oderehiensplantats und keine akuten
Rejektionsepisoden, die eine Organbiopsie zur [@aghestatigung und eine weitere

Behandlung notwendig gemacht héatten.
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4.2 Orthogonal Polarization Spectral Imaging

Mittels OPS imaging gelang die Aufnahme qualitatischwertiger, gut kontrastierter und
scharfer Bilder der Pankreasmikrozirkulation. Esn@&glichte das Differenzieren der von
Erythrozyten perfundierten individuellen mikrovakinen Segmente der Pankreasazini in Form
eines Netzwerkes nutritiver Kapillaren, Arteriolend Venolen (Abb. 1). Diese Aufnahmen

konnten postoperativ problemlos quantitativ anaigsiverden.

4.3 Die Mikrozirkulation des Pankreas

% »
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Abbildung 5a), b), ¢): OPS imaging der humanen Pankreasmikrozirkulatideryshysiologischen Bedingungen
und nach Transplantatioa) Physiologische Pankreasmikrozirkulation von gesundeberlebendspendern, die sich
im Rahmen einer LLTx einer Hemihepatektomie realn$erzogen. Das azindre Kapillarmuster ist durate ei
homogene Perfusion ohne Zeichen einer mikrovastml&chadigung gekennzeichnet. Im Gegensatz dagudiei
mikrovaskulare Perfusion des Transplantgt$ min undc) 30 min nach Reperfusionsbeginn eine Abnahme der
Dichte der von Erythrozyten perfundierten Kapillarbei gleichzeitig erhdhten kapillaren Durchmessand
interkapillaren Abstdnden sowie einer gesteigertégterogenitat des Perfusionsbildes. Nach 30-mieiitig
Reperfusion zeigt OPS imaging deutlich die Manitsh der durch Ischamie/Reperfusion hervorgerufene
kapillaren Dysfunktion mit sporadischen Hamorrhagiganger Pfeil), vereinzelter mikrovaskularer $tasd
irregularem  kapillaren Fluss (Erythrozytensludge t mangrenzenden Plasmaliicken) (kurze Pfeile).

OriginalvergroRerung: 465x, der dargestellte Mafdg&igt 50 pm.
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4.3.1 Die Mikrozirkulation des Pankreas der Kontrollpatienten

Die Aufnahmen des Pankreas in der Kontrollgruppgtee ein homogenes azinares Perfusions-
muster des exokrinen Gewebes, bestehend aus einemerd Netzwerk von nutritiven
Kapillaren, afferenten Arteriolen und postkapillar&enolen (Abb. 5a). Das funktionelle
Kapillarnetz zeichnete sich durch eine gleichmaRMgeeilung der GefalRe im jeweils sichtbaren
Gebiet mit einer mittleren FCD von 426 + 37 tibei einer Spannweite der Werte zwischen
370,4 und 466,7 cthaus. Der mittlere kapillare Durchmesser lag b& $,0,25 pm. Der
Blutfluss war durch eine durchschnittliche Gescldigkeit (RBCV) von 1010 = 194 (722,4 -
1311,1) um/s gekennzeichnet (Tab. 3). Dabei zeaigie in den einzelnen Kapillaren eine sich
gleichmaiig bewegende Erythrozytensaule, wobeiN&beneinander von Gefallen mit sehr
schnellem Fluss und anderen mit relativ geringelCRBzu beobachten war. Nachfolgende
Berechnungen ergaben dann fir die gesunde Pankr&aspn einen durchschnittlichen
volumetrischen Blutfluss in den einzelnen Kapilla@@€BF) von 31,4 pl/s und eine kapillare
Gesamtperfusion (PI) von ca. 13500 pis (Tab. 3). Stoérungen der azinaren
Mikrohdmodynamik in Form von kapillarer Stase odlerombose, nicht durchbluteten Arealen
bzw. solchen mit intermittierendem Blutfluss odeikmvaskularer Hamorrhagie, waren nicht
nachweisbar.

Die Mikrozirkulation von Langerhans-inseln wurde ledalings, unabhangig von
Gruppenzugehorigkeit oder Aufnahmezeitpunkt, mit degewandten Methode nicht sicher
dargestellt, sodass eine selektive quantitativelyseader endokrinen Gewebeperfusion des

Pankreas durch OPS imaging nicht méglich war.

4.3.2 Die Mikrozirkulationsstérung des Pankreas in der friihen Reperfusionsphase nach

Transplantation

Der Vergleich der Ergebnisse der physiologischemkRamsperfusion der Kontrollpatienten mit
der Mikrozirkulation des Pankreas in der PNTx-Grmipmachte die durch Ischamie und
Reperfusion hervorgerufene mikrovaskulare Dysfurkim Transplantat deutlich (Tab. 3, Abb.
5a — 5¢).
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D FCD HI-FCD RBCV CBF Pl

Gruppen 1
(Lm) (cm™) (Lm/s) (pl/s) (pl/sxcm)

Kontrolle 6,3+0,2 426 +37 0,22+0,061010+194 31,4+5,1 13493 +2915

oSmin 51 03% 341+56%028+0,10 656+ 125 267+51 9155 + 2674
Reperfusion
30 min

: 72+0,7* 339+41*0,33+0,10 720+£79* 33,1+13,8 10174 +995
Reperfusion

Tabelle 3: Mikrovaskulare Parameter und azindare Mikrohdmodykades humanen Pankreas in gesunden
Kontrollpatienten sowie nach klinischer Pankreastpdantation (5 min und 30 min nach Reperfusiorle Paten
sind als Mittelwerte + SD dargestelltp*< 0,05 vs. Kontrollen (ANOVA, post hoc Bonferreforrektur).

D: kapillare Durchmesser, FCD: funktionelle Kapitlchte, HI-FCD: Heterogenitatsindex der kapillaren
Durchblutung, CBF: volumetrischer Blutfluss in iaiuellen azindren Kapillaren, PIl: Perfusionsindeur

Darstellung der gesamten Kapillarperfusion, erretlans FCD und CBF.

Ischamie und Reperfusion resultierten in einer chleibleibend signifikant niedrigeren
funktionellen Kapillardichte zu beiden Messzeitr@ammach Transplantation (Tab. 3, Abb. 5b).
Die Abnahme der FCD war durch die geringere Zahh \gerfundierten Kapillaren und
gleichzeitig durch die Zunahme der interkapillafdrstande bedingt. Zusatzlich zeigte sich, im
Gegensatz zu den Aufnahmen der gesunden Probandeerjden Reperfusionszeitpunkten eine
deutliche Zunahme der Heterogenitat des Perfusiostars (Tab. 3). Die Ursache dafir lag in
starken UngleichméafRigkeiten der Verteilung der yadferten GefalRe mit auf den einzelnen
Standbildern sichtbarem Nebeneinander von dichtfupdrerten Azinusanteilen und
ischamischen Arealen.

Die Transplantatreperfusion resultierte weiterhin vereinzelter kapillarer Stase oder
Thrombose, sporadisch auftretender mikrovaskul&té@morrhagie (Abb. 5c) sowie einem
intermittierenden Blutfluss mit variablem Erythréegsludge in ausgedehnten Plasmallcken
(Abb. 5c) und alternierend sistierender und wieglesetzender Perfusion. Die Aufnahmen eines
Transplantats zeigten zu beiden Zeitpunkten kortgpletrombose bzw. Stase in allen sichtbaren

GefalRen und konnten daher nicht quantitativ anatlysierden.
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Weiterhin zeigten die Ergebnisse in der PNTx-Grug@gentber den Kontrollen deutlich
geringere kapillare Erythrozytenflussgeschwindigiei (RBCV), die auch nach 30-mindtiger
Reperfusionszeit nur 70 % der Normalwerte der Lebendspender erreichten (Tab. 3).
Gleichzeitig stellten sich die Kapillaren zu beidégitpunkten nach Ischamie und Reperfusion
im Gegensatz zu den Normalaufnahmen mit einem @@ signifikant erhdohten mittleren
Durchmesser dilatiert dar (Tab. 3). Daraus beretehaieh ein CBF der Einzelkapillaren, der
nach 5-mindtiger Reperfusion im Vergleich zur Koflgruppe zwischenzeitlich verringert, aber
ohne signifikante Unterschiede war. Der Perfusimhsx blieb in den Gruppen relativ
unverandert, allerdings mit einem Trend zu niedagéNerten bei den Transplantatempfangern
im Gegensatz zu den Leberspendern (Tab. 3).

4.4 Postoperativer Verlauf der laborchemischen Parametein der Pankreas-

Nieren-Transplantationsgruppe

4.4.1 Exokrine Organfunktion: Lipase- und Amylaseaktivitat im Serum

Die im Serum gemessenen Amylase- und Lipaseakiwvitder Pankreastransplantat-Empfanger
zeigten in den ersten postoperativen Tagen ein@nalichen zeitlichen Verlauf (Abb. 6). So
wurden sowohl fir die Amylase (Normwerte: 28 - 100 als auch fir die Lipase (Normwerte:
0 - 70 U/I) die Spitzenwerte der Serumaktivitat wiumchschnittlich 356 + 309 U/l bzw. von 302
* 244 U/l am 1. postoperativen Tag (POT) gemessen.

In den folgenden Tagen zeigte sich dann ein déatficAbfall der Mittelwerte mit den
niedrigsten Werten zwischen 3. und 5. POT (Amylkseitat am 4. POT 143 + 75 U/, Lipase-
aktivitat am 3. POT mit 108 + 61 U/l). Daraufhirfagte am 6. und 7. POT ein erneuter leichter
Anstieg der Serumaktivitaten beider Enzyme.
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Abbildung 6: Zeitlicher Verlauf der Amylase- und Lipaseaktivéétim Serum der Patienten in der ersten Woche
nach Pankreas-Nieren-Transplantation (POT: posatiger Tag). Die Daten sind dargestellt als Mitteftxt SD.
*p < 0,05 vs. dem postoperativen Tag 1.

4.4.2 Entzindungsparameter: CRP-Konzentration und Leukozyenzahl

Die durchschnittliche CRP-Konzentration (Normwere6 mg/l) lag am ersten postoperativen
Tag (POT) im Mittel bei 5,1 £ 2,3 mg/l und zeigtanth als Hinweis auf eine systemische
inflammatorische Reaktion einen zum 1. POT sigaiften Anstieg auf 9,0 = 4,9 (2,2 — 18,4)
mg/l am 3. POT. Bis zum 7. POT (4.1 £ 2.9 mg/l))rwann wieder ein CRP-Abfall auf das
Niveau des Ausgangswertes vom 1. POT zu beoba¢hbdn 7).

Fur die mittlere Leukozytenzahl aller Patientenlar®OT wurde mit 16,7 = 6,0 (10,5 — 23,6) /nl
ein Uber der Norm (6 — 9 /nl) liegender Mittelwbdstimmt. Dieser fiel dann jedoch im Verlauf
bis zum 5. POT auf 11,4 + 2,6 (6,1 — 16,4) /nlabbei die Werte von POT 4 bis 6 signifikant
unter dem am POT 1 gemessenen Wert lagen (Abb. 7).
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Abbildung 7: Zeitlicher Verlauf der CRP-Konzentrationen im Serumd der Leukozytenzahlen im peripheren
Blutbild der Patienten in der ersten Woche nachkReas-Nieren-Transplantation (POT: postoperativag)T Die
Daten sind dargestellt als Mittelwert + SD. *p 0,05 vs. dem postoperativen Tag 1.

4.4.3 Endokrine Organfunktion: C-Peptid- und Glucosekonzatrationen im Serum
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Abbildung 8: Zeitlicher Verlauf der C-Peptid- und Glucosekonzatibnen im Serum der Patienten in der ersten
Woche nach Pankreas-Nieren-Transplantation (PO3toperativer Tag). Die Daten sind dargestellt aigelivert
+ SD. * p < 0,05 vs. dem postoperativen Tag 1.
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Die postoperativen C-Peptidwerte (Normbereich: 6,839 ng/ml), die zur Feststellung der
Zellfunktion nach Ischamie und Reperfusion in destem 7 Tagen nach Transplantation
bestimmt wurden, nahmen zwischen 1. (6,2 = 4,8 hagimd 6. POT (15,2 + 8,3 ng/ml) langsam
zu, wobei sie an Tag 5 und 6 gegenuber dem 1. H@iifikant héhere Werte erreichten
(Abb. 8). Wahrend der gesamten Studienperiode eridte taglich gemessenen Blutglucose-
konzentrationen (Wertebereich: 127 + 34 bis 174 #g/dl) im Vergleich zum 1. POT (132 +
41 mg/dl) keine signifikant veranderten Werte (ABp.

4.4.4 Hamatokrit

Es ist bekannt, dass uber die Normwerte hinaus heghdiamatokritkonzentrationen zu
Stérungen der Mikrozirkulation in Form von versdfiterten rheologischen

Blutflusseigenschaften, vermehrtem Erythrozytengilugl sowie gesteigerter

Thrombozytenaggregation fuihren. In unserer Stucheew die Hamatokritwerte im gesamten
Beobachtungszeitraum konstant und lagen zwischgh48,6 % praoperativ und 31,0 =+ 3,7 %
am 1. POT bzw. 30,2 £ 2,9 % am 7. POT (Mittelweyh \d.. - 7. POT: 30,2 £ 0,6 %; Spanne:
29,2 - 31,0 %).

4.5 Korrelation von mikrozirkulatorischen und laborchemischen Parametern

der Pankreas-Nieren-Transplantationsgruppe

Der individuelle zeitliche Verlauf der Serumaktatén von Amylase und Lipase, der C-Peptid-
und CRP-Konzentrationen variierte zum Teil deutlietvischen den Patienten und den
verschiedenen Bestimmungszeitpunkten. Diese Tags#afiie die Annahme nahe, dass das
individuelle Ausmald der nach Transplantation entitaen Gewebeschéadigung unterschiedlich
stark betont war und durch die Qualitat der ingnalOrganperfusion beeinflusst worden sein
konnte. Daher wurden die mikrovaskularen Parama¢erfrihen Reperfusionsphase mit den
verschiedenen Laborparametern in der ersten Woelth firansplantation korreliert. Dabei

zeigen sich positive Korrelationen des Ausmaf3esnilerovaskuldren Dysfunktion in der friihen

Reperfusionsperiode mit der anhand von Lipase- uudylaseaktivitaten festgestellten
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exokrinen Organschéadigung und mit der im Serum gsareen CRP-Konzentration. Weiterhin
wurden positive Zusammenhange zwischen der Qualdatkapillaren Durchblutung wahrend
der frihen Reperfusion und der postoperativen QGiffegisetzung aus endokrinem
Pankreasgewebe gefunden. Wahrend des gesamtencBeoigszeitraums korrelierte keiner der
erhobenen Laborparameter (Amylase-, Lipase-, CREtkozyten- und C-Peptidwerte) mit der
kalten Ischamiezeit des Organs, der Dauer zwisdeem Eintritt des Hirntods der Spender bis

zur Organentnahme, dem Spenderalter bzw. der AKoleservierungslosung.

4.5.1 Mikrovaskulare Parameter nach Reperfusion und exokine Enzymaktivitaten

a) Lipase:Die am ersten POT bestimmten Serum-Lipasewerteekeren positiv signifikant

(r = 0,61; p < 0,05) mit der 30 Minuten nach Repsidn gemessenen funktionellen

Kapillardichte (FCD 30). Mit dem 3. POT erreichtdie Enzymaktivitdten dann aber inverse
Korrelationen zur FCD 30 (Abb. 9a) mit Signifikaam 5. POT (r = -0,65; p < 0,03). Die

Regressionsanalyse verdeutlichte die Art dieseerg®n Zusammenhangs in Form einer
Abhangigkeit der Lipaseaktivitat von der initialeE@D (Abb. 9b).

1.0

—a— CBF5
—— FCD 30
—e— FCD5
—v— CBF 30

0.8 1
0.6 -
0.4 -

0.2 4 N\ e
0.0 4 o AV
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-0.4 -

Korrelationskoeffizient r
(nach Pearson)

-0.6 1
-0.8 1

-1.0 : ; ‘ ‘ ; ; ‘
1 2 3 4 5 6 7

Tage postoperativ (POT)
Abbildung 9a: Zeitlicher Verlauf der Korrelation zwischen Lipak#sitdt im Serum in den Tagen 1 bis 7 nach
Transplantation und den mikrovaskularen Parame&t@b (funktionelle Kapillardichte) und CBF (volumisther
kapillarer Blutfluss) jeweils nach 5- und 30-mimjir Reperfusion,.

Signifikante Korrelationer3: p < 0,05 vs. FCD nach 30 mid; p < 0,05 vs. CBF nach 5 min.
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Abbildung 9b: Regressionsanalyse zur Darstellung der Abhangdiglesi Serum-Lipaseaktivitat am 5. Tag nach
Transplantation (5. POT) von der funktionellen Wapdichte nach 30-miniitiger Reperfusion (FCD 3BY.

entspricht dem BestimmtheitsmalR. Gestrichelte hineprasentieren das Konfidenzintervall von 95 %.

Signifikant inverse Korrelationen wurden ebenfatsvischen dem in der 5-Minuten-
Reperfusionsphase gemessenen volumetrischen BeitfflCBF 5) und der postoperativen
Lipaseaktivitat am 3. (p < 0,002; r = -0,86), 40,02; r = -0,75) bzw. 6. (p < 0,04; r=-0,71)
POT festgestellt (Abb. 9a). Bei Berechnung desr&ationskoeffizienten zwischen der 5
Minuten nach Reperfusion gemessenen FCD (FCD 5)dandpostoperativen Lipaseaktivitat
fanden sich zwar keine signifikanten Ergebnissefadsin Abb. 9a jedoch der sehr ahnliche

Kurvenverlauf von r zu den beschriebenen Kurven 6D 30 und CBF 5 auf.

b) Amylase:Ahnliche inverse Korrelationen wurden zwischen Aerylaseaktivitat am 5. POT

mit der FCD nach 5- sowie nach 30-minutiger Repofu (r = -0,79; p < 0,03 bzw. r = -0,78;
p < 0,009), sowie mit dem volumetrischen HKap#nh Blutfluss 5 Minuten nach
Reperfusion (r = -0,86; p = 0,006) gefunden (Abh.d. Letzterer korrelierte zuséatzlich mit der
Amylaseaktivitat des 4. POT (r = -0,69; p < 0,05).
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Abbildung 9c: Zeitlicher Verlauf der Korrelation zwischen Aragkaktivitat im Serum in den Tagen 1 bis 7 nach

Transplantation und den mikrovaskularen Parame&t@b (funktionelle Kapillardichte) und CBF (volumisther
kapillarer Blutfluss) jeweils nach 5- und 30-mimj@r Reperfusion. Signifikante Korrelationen:p < 0,05 vs. FCD

nach 5 minf3: p < 0,05 vs. FCD nach 30 mid;, p < 0,05 vs. CBF nach 5 min.
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Abbildung 9d: Regressionsanalyse zur Darstellung der AbhangiglazitSerum-Amylaseaktivitdt am 5. Tag nach
Transplantation (5. POT) von der funktionellen Kiapilichte nach 5-minitiger Reperfusion (FCD 5j.eRtspricht

dem BestimmtheitsmalR. Gestrichelte Linien reprasenmt das Konfidenzintervall von 95 %.
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dasslge Eeiner schlechteren mikrovaskularen
Situation des Transplantats im Sinne einer redierieZahl funktionell durchbluteter Kapillaren

(FCD) und eines geringeren pro Gefal} flieBendetvBlumens (CBF) direkt nach Reperfusion
hohere Aktivitdten der Pankreasenzyme Amylase updse im Patientenserum in der ersten
Woche nach dem Eingriff als Ausdruck der ischamied reperfusionsinduzierten exokrinen

Gewebeschadigung zu verzeichnen waren.

4.5.2 Mikrovaskuldre Parameter nach Reperfusion und Entzindungsparameter

a) CRP:Korrelationen und Regressionsanalysen der Plasmaktrationen des CRP mit den
kapillaren Perfusionswerten zeigten signifikantgense Beziehungen zwischen den erhdhten
CRP-Werten am 2. POT und der FCD nach 5-minatiggyeRfusion mit r = -0,65 und p = 0,05
(Abb.10a, b) und weiterhin zwischen dem volumelvgst kapillaren Blutfluss 5 Minuten nach
Reperfusionsbeginn (CBF 5) und den Entzindungspeteakonzentrationen am 4. (r =-0,67,

p < 0,05) bzw. am 7. POT (Abb. 10a).

Am zweiten Tag nach Transplantation korreliertene dindividuell erhdhten CRP-

Konzentrationen auf3erdem signifikant mit sowohl denylaseaktivitaten (Abb. 10d) als auch
mit den Lipaseaktivitdten im Serum (Abb. 10c). Diegressionsanlysen (Abb. 10c, d)
demonstrieren, dass ein Anstieg der Serum-CRP-Kdra®n in den ersten Tagen nach
Transplantation gegebenenfalls als geeigneter &bolikzur prognostischen Einschatzung der

Entwicklung einer der Transplantatpankreatitis hgezogen werden kdnnte.

Wahrend der gesamten Studienzeit in der ersten &pabh Transplantation zeigten sich keine
Korrelationen zwischen den Plasma-CRP-Konzentratiamd den C-Peptidwerten.

b) Leukozyten: Weiterhin wurden keinerlei Zusammenhange zwischeam danderen

unspezifischen Entziindungsparameter, der Leukozgtéimm Blut und allen nach Ischamie und

Reperfusion erhobenen mikrozirkulatorischen Datfargden (keine Abbildung).
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Abbildung 10a: Zeitlicher Verlauf der Korrelation zwischen CRP+#¢entration im Serum in den Tagen 1 bis 7
nach Transplantation und den mikrovaskuldren PawexmeFCD (funktionelle Kapillardichte) und CBF

(volumetrischer kapillarer Blutfluss) jeweils nashund 30-minitiger Reperfusion.

Signifikante Korrelationena: p < 0,05 vs. FCD nach 5 mid; p < 0,05 vs. CBF nach 5 min.
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Abbildung 10b: Regressionsanalyse zur Darstellung der AbhangigleitSerum-CRP-Konzentration am 2. Tag

nach Transplantation (2. POT) von der funktionelkapillardichte nach 5-miniitiger Reperfusion (FCp B

entspricht dem BestimmtheitsmalR. Gestrichelte hineprasentieren das Konfidenzintervall von 95 %.
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Abbildung 10c: Regressionsanalyse zur Darstellung des Zusammeslzavischen der Serum-CRP-Konzentration
am 2. Tag nach Transplantation (2. POT) und dewurBdrpaseaktivitit am 2. POT. ?Rentspricht dem

Bestimmtheitsmal3. Gestrichelte Linien reprasentieiees Konfidenzintervall von 95 %.
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Abbildung 10d: Regressionsanalyse zur Darstellung des Zusammegslzavischen der Serum-CRP-Konzentration

am 2. Tag nach Transplantation (2. POT) und deurBekmylaseaktivitit am 2. POT.?Rentspricht dem

Bestimmtheitsmal3. Gestrichelte Linien reprasemntiei@es Konfidenzintervall von 95 %.
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4.5.3 Mikrovaskulare Parameter nach Reperfusion und C-Pepdkonzentration

FCD 5
CBF 5
FCD 30
CBF 30
PI5

PI 30

Korrelationskoeffizient r
(nach Pearson)

1 2 3 4 5 6 7

Tage postoperativ (POT)

Abbildung 11a: Zeitlicher Verlauf der Korrelation zwischen Reptidkonzentration im Serum in den Tagen
1 bis 7 nach Transplantation und den mikrovaskoldParametern FCD (funktionelle Kapillardichte), CBF
(volumetrischer kapillarer Blutfluss) und Pl (Pesifinsindex) jeweils nach 5- und 30-minitiger Reysdn.
Signifikante Korrelationena: p < 0,05 vs. FCD nach 5 mifd; p < 0,05 vs. FCD nach 30 mid, p < 0,05 vs. CBF
nach 5 ming: p < 0,05 vs. Pl nach 5 mig, p < 0,05 vs. Pl nach 30 min.

Zur Erfassung eventueller Auswirkungen von sichwakelnden transplantationsbedingten
Storungen der Pankreasgewebeperfusion auf pdigellifunktion wurden die individuellen
postoperativen C-Peptidwerte mit den Mikrozirkudasparametern in der frihen
Reperfusionsphase korreliert.

Die C-Peptidwerte des 1. POT zeigten einen posignifikanten Zusammenhang mit dem
kapillaren volumetrischen Fluss nach 5-minutigep&tausion (CBF 5), die C-Peptidwerte des 2.
POT korrelierten dann zusatzlich auch mit den RBarfisindices (PI) und den FCD-Werten der
beiden Messzeitpunkte (Abb. 11a, b).
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Abbildung 11b: Regressionsanalyse zur Darstellung der AbhéndidleziSerum-C-Peptidkonzentration am 2. Tag
nach Transplantation (2. POT) von der funktionekapillardichte nach 30-miniitiger Reperfusion (FGD). R

entspricht dem BestimmtheitsmalR. Gestrichelte hineprasentieren das Konfidenzintervall von 95 %.
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5 Diskussion

In der vorliegenden Studie wurde zum ersten Mal llienane Pankreasmikrozirkulation in
gesunden Individuen intravital visualisiert und aufeziert. Weiterhin gelang die Darstellung
und Analyse der Pankreasperfusion in Patienten, etie Pankreas-Nieren-Transplantation
erhielten. Es konnte dargestellt werden, dass digewandte Methode OPS imaging zur
wiederholten intraoperativen in vivo Darstellungdumachfolgenden Analyse der strukturellen
und funktionellen mikrozirkulatorischen Veradnderang wéhrend der postischamischen
Reperfusionsphase im Rahmen der klinischen Partkaeaplantation geeignet ist.

Die Ergebnisse der Studie zeigen weiterhin, dagsavaskulare Stérungen wahrend der frihen
Transplantatreperfusion den exokrinen und auch leimin Gewebeschadigungen vorangehen,

und daher pradiktive Bedeutung fur die Entstehungrelransplantatpankreatitis besitzen.

5.1 Visualisierung und Analyse der Mikrozirkulation des Pankreas gesunder

Individuen mittels Orthogonal Polarization Spectral Imaging

Bisher war die intravitale Darstellung mikrovaskeldStrukturen des Pankreas und aller anderen
soliden viszeralen Organe des Menschen unmogliehblib mit den zur Verfiigung stehenden
Methoden auf leicht zugangliche und oberflachlidhgénde Strukturen, wie Retin¥’,
Konjunktiva *°® oder Haut'®® beschrankt. Daher existierten bislang keine qtativen Daten,

die die humane Pankreasmikrozirkulation beschreiBemch das nicht invasive OPS imaging
gelang es zum ersten Mal, die mikrovaskulare Pienusles Pankreas in gesunden Leber-
lebendspendern intraoperativ vor der Leberteilreégekzu visualisieren und quantitativ zu
analysieren. Diese Patienten waren gesund underelgtine klinischen, laborchemischen oder
radiologischen  Zeichen struktureller und/oder fuorktller Veranderungen von
Bauchspeicheldrise, Leber, Gallenblase und Gallegegé Daher konnen die ermittelten Werte
unter Berilicksichtigung der fir die Operation notdigan Anasthesie, Beatmung und
Laparotomie als normal fur die Mikrozirkulation desmanen Pankreas angesehen werden. Sie
kbnnten daher als Basis fur in Zukunft durchge®hrStudien dienen, die die

pathophysiologische Antwort des humanen Pankreak \auschiedene Einflisse und
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Storfaktoren untersuchen. Damit sind insbesondeeggiisse wie Ischamie und Reperfusion,
Schock oder Infektion gemeint, von denen angenomwieth, dass sie durch die von ihnen
ausgeloste inflammatorische Reaktionskette zu emkrovaskularen Schadigung des Pankreas

fuhren kdnnen.

Mittels Intravitalmikroskopie wurden in zahlreichéerexperimentellen Studien, hauptséchlich
in Ratten, die mikrovaskularen Parameter des Paskumter Normalbedingungen ermittelt
14,29.30,94.110-112), Allgemeinen zeigte sich die in unserer Stugksehene Angioarchitektur und
Mikrohamodynamik des humanen Pankreas mit dem dlgpis azindren kapillaren Netzwerk
ahnlich der in Ratten beschriebenen. Wie im Tierafiostellte sich unter Normalbedingungen
ein homogenes azindres Perfusionsmuster ohne ittierenden Fluss oder Stase in den
Kapillaren dar. Der Vergleich der Daten des humaPankreas mit denen in Rattirf>30:110-112

lieferte &hnliche Werte fur kapillare Diameter ufinl die funktionelle Kapillardichte. Davon

abweichend war die Erythrozytenflussgeschwindigkieit humanen Pankreas, bei einer
gleichzeitigen Verdopplung der Heterogenitat depilkaren Perfusion, um 30 — 40 % erhoht.
Aufgrund der hohen Ubereinstimmung von OPS imagind intravitaler Mikroskopie bei der

P2102 sind die ermittelten Unterschiede zwischen

Messung mikrozirkulatorischer Paramefé
humanen und tierexperimentellen Daten der Mikragakon des Pankreas wahrscheinlich

speziestypisch, und nicht durch die benutzte MegHmetingt.

Im Gegensatz zu intravitalmikroskopischen Untersagen in Ratten wurde bei der
Anwendung von OPS imaging allerdings kein endolsriRankreasgewebe, d.h. Langerhans-
Inseln mit der fur diese typischen deutlich héherfenktionellen Kapillardichte, starker
gewundenen GefalRverlaufe und einem ausgepragterswsigungsmuster im Vergleich zum
exokrinen Gewebé'® gesehen. Ein Grund dafiir konnte der typische lfmbuAufbau der
Strukturen des humanen Pankreas sein. Durch Anwenclmputertomographieassistierter 3D-
Rekonstruktion haben Watanabe und Mitarbeiter sjpezifische rdumliche Anordnung von
BlutgefalRen, Pankreasgangsystem und Inselzelldram@nchym beschrieben. Es wurde gezeigt,
dass die Langerhans-Inseln nicht gleichmafig inLadauli verteilt liegen. Sie werden zu einem
Grofteil nahe den duktalen Strukturen und nichtftimhlich unter der Kapsel gefundéff. So
konnte bei der verwendeten Methode aufgrund detivehiedrigen Eindringtiefe des linear
polarisierten Lichts von nicht mehr als 200-508@ in das Geweb' erklart werden, warum in

der vorliegenden Studie kaum endokrines Gewebeakssert werden konnte. Diese Tatsache
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limitiert demnach die Anwendbarkeit des OPS imadiiigdie transkapsulare Darstellung von

Langerhans-Inseln im humanen Pankreas.

5.2 Mikrovaskulare Storungen in der friihen Reperfusiongeriode nach

Pankreastransplantation

Ischamischer Insult und nachfolgende ReperfusiookiRgenierung, wie sie in der
Transplantationschirurgie  unumganglich  sind, |6seeine Anzahl verschiedener
pathophysiologischer, das Organgewebe schadigéhideesse aus. Die in der postischamischen
Reperfusionsphase beobachtete Stérung der Mikrdaitkn ist durch zwei Mechanismen
charakterisiert. Einerseits beobachtet man das ttelbare Perfusionsversagen nutritiver
Kapillaren (No-Reflow)*23283982115 Andererseits entsteht eine Abfolge von ReflowaBax
assoziierten Ereignissen. Dazu gehéren Aktivierdkidgumulation und Endothelzellinteraktion
von Leukozyten vor allem in postkapillaren Venokowie deren transendotheliale Migration
und Gewebeinfiltratiorf*1920:28:40.4756.11211%, 7,,sammenhang mit diesen beiden Mechanismen
stehen eine deutliche Heterogenitat des nutritBertflusses mit fokaler Gewebehypoxie sowie
ein tief greifender Verlust der endothelialen Imigg mit Permeabilitatserhohung, Odembildung
und mikrovaskularer Dysfunktiont®%32>284163.118 1 rch frei werdende inflammatorische
Mediatoren und zytotoxische Substanzen kommt eseimer direkten Zellschadigung und
Nekroseentstehund® 21275238 Aktuelle tierexperimentelle Studien betonen ad8er den
Beitrag einer, wiederum durch eingeschrankte kagill Perfusion bedingten, erhdhten
Apoptoserate an der Gesamtzahl untergehender arzifiéhen'*’**® Daher spielt die Stérung
der Mikrozirkulation eine Schlisselrolle in der &ehung der ischamie- und reperfusions-
bedingten Gewebeschadigung. Sie wird somit auci adgermechanismus zur Manifestation
einer Transplantatpankreatitis angenomntén®??"8! Eine beeintrachtigte mikrovaskulére
Perfusion ist neben der Initiierung einer Pankteagiuch fiir deren Ubergang von leichten
ddematdsen zu schwerwiegenden hamorrhagisch-nakretiden Formen als der entscheidende
pathogenetische Schritt anzusehen. Dies wurde wiellén verschiedenen tierexperimentellen
Pankreatitismodellen beletff>>119-120
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In der vorliegenden klinischen Studie konnten inangplantat in den ersten 30 Minuten der
Reperfusion, im Vergleich zur Mikrozirkulation desnkreas gesunder Kontrollpatienten, eine
signifikant verminderte funktionelle Kapillardichtdei erhéhter interkapillarer Distanz
beobachtet werden. Weiterhin zeigte sich eine  fkgmt erniedrigte
Erythrozytenflussgeschwindigkeit mit teilweise mgttierendem Fluss, vereinzelter kapillarer
Stase und mikrovaskularer Hamorrhagie. Diese Eilgebnweisen auf eine deutliche

“3%in den ersten Minuten der

Beeintrachtigung der Mikrozirkulation mit kapillame,No-Reflow
Reperfusionsperiode nach elektiver Pankreastramspian hin. Sie bestatigen damit die in
vorangegangenen tierexperimentellen Pankreastamspibns- bzw. Isch&mie-

Reperfusionsstudien erzielten Resultgte 2023252947

Als Ursache des No-Reflow wurden in anderen Untdrsagen verschiedenste Mechanismen
diskutiert. Dazu gehéren Endothelzellschwelluffg*® extravaskulare Kompression durch

h*43 intravaskulare Thrombosé und

Odembildung*** intravaskulare Hamokonzentratid
Leukozytenakkumulation in Kapillaren®™. Ferner betonen Studien die Rolle einer
GefalRkonstriktion aufgrund der Dysbalance vasadia@bder und vasokonstringierender
Substanzeﬁ7,48,50,51,65,1:l:9

In unserer Studie konnte allerdings nicht gekl&tden, tber welchen dieser Vorgange es zum
beobachteten No-Reflow in Form von ausbleibendeniflBss individueller Kapillaren, und
damit zur signifikanten Abnahme der FCD, gekommsin Zwar zeigte sich in einzelnen
GefalRen eine Stase von Erythrozyten, was auf e#m@donzentration oder auf eine durch
intravaskularen Thromben oder Leukozytenakkumubatio verursachte Erhohung des
kapillaren/venolaren Flusswiderstandes hindeutemntd Andererseits kommen mittels OPS
imaging Kapillaren, die keine Erythrozyten enthajtauch nicht zur Darstellung. Daher kann ein
volliger Verschluss derselben durch Endothelzellstlung, extravaskuldre Kompression oder

aktive Konstriktion nicht ausgeschlossen werden.

Des Weiteren wurde in unserer Studie, wie auch mxgerimenteller Pankreastransplantation
und in verschiedenen Pankreatitismodellen, einetlidee Heterogenitat der funktionellen
kapillaren Perfusion beobachfét’**?! Dieses heterogene Bild entsteht durch dichte lighe
Beziehung nicht vital geschadigter Areale mit Hypeie und gesteigerter FCD neben Arealen

mit kapillarer Stase/No-Reflow und spéterer Nekeosstehung* "4+
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Neben der Verdnderung von FCD und Heterogenitatteéefusion war in unserer Studie eine
signifikante  Abnahme der Erythrozytenflussgeschigkeit nach Transplantation zu
verzeichnen. Dabei zeigten sich  Veranderungen daligse nicht nur als
Geschwindigkeitsverringerung. Es traten auch Ph@&memwie kapillare Stase und ein
intermittierender, d. h. alternierend sistierendied wieder einsetzender Blutfluss in Kapillaren
auf. Diese Phanomene scheinen Studien zufolge ctypf@r verschiedenste pathologische
Zustdnde mit eingeschrankter mikrovaskularer Penfusn exokrinen Pankreasgewebe zu sein.
So wurden diese bei akuter Pankreatfitid®> wahrend hypotensiver Kreislaufsituatidt? und

auch nach Transplantation®*%2

beobachtet. Sie waren in Untersuchungen der
Pankreasmikrohdmodynamik gesunder Individuen nigithanden?3%11°122 Aych in der
Kontrollgruppe unserer Studie traten sie nicht a@émit sind sie also offensichtlich an
vorhergehende Ischamie-/ Reperfusionsereignissev. bakrovaskulare Perfusionsstérungen
gebunden.

Entsprechend den Ergebnissen aus UntersuchungerRattenmodell von Vollmar und
Mitarbeitern ist der intermittierende kapillare Bluss durch Vasomotion, d. h. periodische
Konstriktion und Relaxation von prakapillaren Artéen bedingt'*’. Er dient wahrscheinlich
der Aufrechterhaltung einer moglichst hohen funkgiten Kapillardichte. So wird eine
wenigstens zeitweise Perfusion und damit Oxygengruder meisten Gewebeanteile
gewahrleistet und damit eine permanente totalélaah und resultierende Anoxie ganzer Areale
vermieden. Der intermittierende Blutfluss kann domls lokaler Regulationsmechanismus
verstanden werden, der dem totalen kapillaren Bierisversagen entgegenwirRf*%2 Er ist
aber gleichzeitig durch repetitive sekundare isakéne Phasen mit jeweils nachfolgender
Reperfusion an der Manifestation und Potenzierureg ®ikrozirkulationsstérung und
inflammatorischen Antwort mitbeteiligt'®. Uber die genauen initiierenden Mechanismen der
Vasomotion ist nur wenig bekannt. Hier wird abere ddysbalance von aus Endothel
freigesetzten Stickstoffmonoxid (NO) und Endothatiit alternierendem Uberwiegen der einen
oder anderen Substanz diskutiert. Diese fihren dhmoh entsprechende Verénderung des
vaskularen Tonus zu periodischer Dilatation bzwn#tdktion des jeweiligen GefaRé¥. In
anderen Studien wurden Kalziumoszillationen Gbe&nspngsabhangige lonenkandle in glatten
Muskelzellen der Gefallwande vor allem der artemolaBifurkationen als ursachlich fur die

vasomotorische Aktivitéat gefundéff.

Die in unserer Studie im humanen Pankreas festijessggnifikante Zunahme der kapillaren

Diameter sowohl 5 als auch 30 Minuten nach Reperiuswiderspricht scheinbar
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tierexperimentellen intravitalmikroskopischen Engesisen uber postischamische
Pankreasperfusion. Diese zeigten eher durchskitimitgeringere oder gleich bleibende
Durchmesser der Kapillarei®*"*" Allerdings wurde, zumindest in tierexperimentelle
Untersuchungen der Mikrozirkulation quergestreifiéuskulatur, die weitere Differenzierung
von Kapillaren in solche mit bzw. ohne Blutflusschdschamie und Reperfusion durchgefihrt.
Hier wurde eine 19 prozentige Erh6hung der Durclseesperfundierter Kapillaren im
Gegensatz zu einer Verengung von Kapillaren mibleilsendem Blutfluss festgestetft*?® Im
Gegensatz zur Intravitalmikroskopie werden mittealPS imaging GefalRe, die keine
Erythrozyten enthalten, auch nicht dargestellt. @alwurden in unserer Studie lediglich die
Durchmesser jener Kapillaren mit Blutfluss gemessegiche sich dementsprechend erweitert
Zeigten.

Die Mechanismen mikrovaskularer Diameterkontrollen iPankreas sind selbst im
physiologischen Zustand aufgrund der Komplexitéd dasammenspiels hormoneller, neuraler
und lokaler Faktoren nicht vollstandig bekaffit

Die Lumenerweiterung der perfundierten Kapillarandier Reperfusionsphase kénnte als eine
passive Antwort auf den plétzlich ansteigenden wsshsdruck angesehen werden. Dies gilt
insbesondere, da die Zahl perfundierter Kapillarefyrund des No-Reflow deutlich geringer ist,
als praischamisch. Sie kdonnte aber auch durch girféglge der prolongierten Ischdmie sowie
der Denervierung des Pankreastransplantats auitieste Storung der mikrovaskularen
Reaktivitat mit bedingt sein.

Weiterhin kommt eine sich rasch entwickelnde aktieveiterung von Kapillaren bzw.
prakapillaren  Arteriolen in Frage. Diese wird mdobkrweise durch einen
reperfusionsgetriebenen Anstieg von vasodilatiegaridediatoren unterhalten. So wird z. B. die
Wichtigkeit des endogenen Stickstoffmonoxids (N@Qj €lie mit Ischamie und Reperfusion
zusammenhangenden mikrovaskularen Vorgange immedewidiskutiert®’-49:6568:119.125.126
Durch Ischamie-bedingten ATP-Mangel steigt dieanéilulare Kalziumkonzentration &'’
Dadurch kénnte es zur Aktivierung der Kalzium- uddimodulin-abhangigen Expression der
NO-Synthase (NOS) kommen, die in Endothelzellen Thebmbozyten'?®*%° vorhanden ist.
Auf diesem Weg wiirde es dann zur verstarkten Bijdeon NO kommen®®. So haben Gruppen
um Hotter, Pi und Mitarbeiter sowie Tanaka et alederholt erhdhte Spiegel von NO-
Metaboliten im Gewebe bzw. im portalvendésen und tesygsch-vendsen Blut nach
experimenteller Pankreastransplantation oder reattémie/Reperfusion gemes$§&f1%

In weiteren Untersuchungen wurde auch eine deetlldbchregulation von Endothelin-1 nach

Reperfusion gezeigf® Dieses konnte als gegenregulierender Faktor iiikdnstriktion und
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damit ausbleibende Perfusion (No-Reflow) andergquilkaen bzw. préakapillarer Arteriolen und
damit, wie bereits diskutiert, fur die Abnahme deCD verantwortlich sein. Das wirde
wiederum fur die Theorie der Dysbalance dieserdreithsoaktiven Substanzen sprechen.
Demgegeniber wurde in anderen Studien zwar eindiaeu hyperamische Antwort in den
ersten beiden Stunden der postischamischen Rejperdpbase beobachtet, diese war aber
komplett NO-unabhangig. So wurde sie durch GabeN©@rDonoren wie Nitroprussid-Natrium
oder L-Arginin bzw. durch Anwendung von NO-Synth&tmmmern weder verstarkt noch
abgeschwacht. Erst mit Nachlassen der Hyperami¢dhgerer Reperfusionsdauer von 2 bis 6
Stunden zeigten sich dann ein erhohter Blutflus$ geringerer Gefal3widerstand in den NO-
Donor-Gruppen®. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass didspb&mische kapillare
Vasodilatation in den ersten Minuten nach Repeofusivie wir sie in unserer Studie beobachtet
haben, durchaus noch durch andere Ursachen undatdesh als NO ausgel6st wird. Daflr
kommen eine Reihe weiterer inflammatorischer Medet, die ebenfalls vasoaktive
Eigenschaften besitzen, in Frage. So wurde die inkiwvde Rolle in der mikrovaskularen und
Gewebereaktion nach Ischamie und Reperfusion bransplantation in verschiedenen Studien

u.a. fur Bradykinirr®>* oder Arachidonsaureabkémmlinge, wie Prostacyllfigezeigt.

Weiterhin ist zu bemerken, dass in unserer Studdd @ine 30-minutige Reperfusion nicht zu
einer Erholung der kapillaren Dysfunktion flhrteeier der untersuchten Parameter zeigte
signifikante Veranderungen zwischen 5 und 30 mipdRfeision. Dies deutet wiederum auf eine
prolongierte, den Untersuchungszeitraum tUberseme#, Manifestation der durch Ischamie und
Reperfusion induzierten mikrovaskularen Transplaotedigung hin. Wie von Benz und
Mitarbeitern indirekt anhand eines verminderten e8stoff-Gewebepartialdrucks bei erhodhter
Sauerstoffsattigung des Hamoglobin im ventésen Aasfvon humanen Pankreastransplantaten
dargestellt wurde, halten transplantationsasséeiMerschlechterungen der Mikrozirkulation fir
mindestens eine Stunde in der Reperfusionsphale ldntersuchungen von Keck et al. zeigten
tierexperimentell anhand der kapillaren Blutflussdevindigkeit eine weitere deutliche
Verschlechterung zwischen der ersten und sechsterd& der Reperfusion ohne nachfolgende
Erholung am gesamten ersten postoperativen fagdaher sind zukiinftige Studien zur
Untersuchung von Verlauf, Reversibilitat bzw. Aggraon dieser mikrozirkulatorischen
Defizite nach langerer Reperfusionsdauer notwendgn kénnten dann Untersuchungen zur
Feststellung der Beeinflussbarkeit der gestorten krddirkulation durch spezielle

Behandlungsmethoden und des besten Zeitpunkteefédn Anwendung folgen.
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Aufgrund vorangegangener experimenteller Beobadainst anzunehmen, dass die anhaltend
gestorte mikrovaskulare Perfusion nicht allein duden No-Reflow bedingt ist. Als Ursachen
sind weiterhin auch mit dem Reflow-Parad8xerbundene Vorgdnge im Sinne von vermehrter
Leukozytenakkumulation und -adharenz am Endothslkapillarer Venolen und nachfolgender
inflammatorischer Reaktionéft%2%2>2%47112, diskutieren. Inwiefern diese Einfluss auf die i
unserer Studie beobachtete kapillare Mikrozirkoladstorung nach Reperfusion haben, bleibt
aber aufgrund der fehlenden Visualisierungsmogbghkvon Leukozyten und zelluléaren

Parenchymstrukturen durch OPS imaging offen.

5.3 Mikrovaskulare Dysfunktion und Auswirkungen auf die exokrine

Organfunktion nach Transplantation

Es ist weithin akzeptiert, dass erhdhte Amylased Wwpaseaktivitaten im Serum, wie sie
wahrend der akuten Pankreatitis und auch bei da@nsplantatpankreatitis beobachtet werden,
auf eine azinére Zellnekrose bei zugrunde liegeBdbédigung des exokrinen Pankreasgewebes
hinweisen. Sie finden daher tierexperimentell uadhaklinisch als Marker fir eine Pankreatitis
Anwendungg'14’24’50’66’68’130'1?2

In unserer Studie wurde eine signifikant positiveri¢lation von den FCD-Werten nach 30-
minutiger Reperfusionszeit mit der Lipaseaktivaét ersten Tag nach Transplantation gefunden.
Diese ist wahrscheinlich durch eine in Abhéngigken der Starke der initialen kapillaren
Durchblutung gesteigerte Ausschwemmung des Enzymdsanderer Substanzen aus durch das
Prozedere geschadigten azinaren Zellen bedingtisSaamit zunachst Zeichen einer besseren
Reperfusion. Nach diesem Zeitpunkt scheint der Aasshungsprozess von Zellprodukten
beendet zu sein.

Die Enzymfreisetzung in den Folgetagen zeigt damme einverse Beziehung zu den
Mikrozirkulationswerten in der frihen Reperfusiddies reflektiert mit héherer Sicherheit die
individuelle Schadigung exokrinen Gewebes als Ratdles beobachteten initialen kapillaren
Perfusionsversagens.

Die Lipase- und Amylaseaktivitaten korrelierten eelder mikrovaskularen Dysfunktion auch
mit den CRP-Werten als systemischem Entzindungsmnabkes deutet zusatzlich auf eine
Ausweitung des durch eine beeintrachtigte Mikrohdymamik induzierten Untergangs azinarer
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Parenchymanteile zu einer Posttransplantationspatiie mit begleitender systemisch-
inflammatorischer Antwort hin. Damit unterstiitzamsare Ergebnisse die in zahlreichen anderen
Studien gewonnene Erkenntnis, dass eine gestort&rokfikulation in der frihen
Reperfusionsphase das Ausmal’ einer sich entwiakelfidansplantatschadigung entscheidend
mitbestimmt. Sie ist somit flr die Wahrscheinlichkder Entstehung und die Schwere der
resultierenden Pankreatitis mit verantwortliéH>®"%? Dieser Ansatz wird durch eine Reihe von
Untersuchungen weiter belegt, die nach Gabe vadeher Substanzen vor oder wahrend der
frihen Reperfusionsphase Uber eine Verbesserungndeohamodynamischen Situation zu
einer deutlich geringeren ischamie- und reperfishedingten Gewebeverletzung fuihrten. So
wurde z. B. durch den Einsatz von NO-Donot&ff**eine verbesserte Mikrozirkulation, eine
gesteigerte Oxygenierung und damit auch eine redezi Parenchymschadigung und
Lipasefreisetzung erreicht. Zu einer deutlichen odNwgchung der morphologischen
Veradnderungen, hoherem Blutfluss und Sauerstofidrum Gewebe, sowie geringerer
inflammatorischer Reaktion nach Pankreastransggian fihrte auch die Endothelin A-
Rezeptorblockade®. Weiterhin hatten die Anwendungen von Bradykiningotdsten >,
l6slichen komplementbindenden Rezeptof&nN-Acetylcystein als Sauerstoffradikalfand@r
oder die Blockade von Leukozyten-Adhasionsmolekifeahnlich positive Auswirkungen auf
die postischamische Mikrozirkulationsstérung. Sadeudie Bedeutung der bereits diskutierten
NO-Endothelin-Dysbalance und auch anderer nachaie@h und Reperfusion wirksam
werdender vasoaktiver und proinflammatorischer gutzen fir Mikrozirkulationsstérung und

damit auch fur die Entstehung einer Transplantdgatitis deutlich.

Bei der Diagnosestellung der Pankreatitis anhanad Amylase- und Lipaseaktivitdten muss
beachtet werden, dass deren Bestimmung, insbesodteder Amylase, eine geringe Spezifitat
aufweist 13 Die Starke des Anstiegs beider Parameter lasst ths genaue AusmaR des
entstehenden Organschadens sowie {iber die ProgeimseAussagen zti*'%> Demgegeniiber

wurde in klinischen Untersuchungen festgestellissddie Hohe der CRP-Konzentration im
Serum deutlich mit der Schwere der Pankreatitisetiert. Sie ist daher ein verlasslicher und
hoch sensitiver Vorhersageparameter fir Schwere Kadhplikationen einer Pankreatitis
81135130 Nach humaner simultaner Pankreas-Nieren-Tranigtlan zeigten Patienten mit
hohem peak-CRP, definiert als jeweils hochster @R#t in den ersten 3 Tagen nach
Transplantation, eine signifikant gesteigerte Rate Pankreatitiden, Relaparotomien und
Transplantatverlustett’. Demgegeniiber existierten keine Korrelationen aés CRP-Werten

und dem Auftreten von Rejektionsperioden des Paskoeler dem Nierentransplantatiiberleben.
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Somit ist der peak-CRP ein hilfreicher Vorhersagepeeter fur das Auftreten
pankreastransplantatassoziierter Komplikatiodh Benz und Mitarbeiter haben positive
Zusammenhange fur den peak-CRP-Wert und die Lig#sgaten im venodsen Ausfluss
humaner Pankreastransplantate 10, 30 und 60 Minua@ch Reperfusion demonstriert.
Zusatzlich wurde eine inverse Korrelation des CRRz8nwertes mit dem Sauerstoffdruck im
Pankreasgewebe als Parameter fir dessen nutriéifesn gefunderf’. Diese Ergebnisse
unterstitzten die These, dass eine mikrovaskuldsfubDktion, die zu einer Schadigung des
Organs fuhrt, einem in den ersten Tagen nach Tiamspion gemessenen Anstieg der CRP-
Werte bzw. des peak-CRP nicht nur vorausgeht, sandiéesen auch verursacht. Dem
entsprechen auch die Resultate unserer Studie, dimifikante Korrelationen der
Konzentrationen des Entzindungsparameters mit dstorgen Mikrozirkulationswerten nach
Reperfusion sowie mit Amylase- und Lipaseaktivitdtan Systemkreislauf am zweiten
postoperativen Tag gezeigt haben. CRP-Konzentetiam Serum kénnten damit als wichtiger
Indikator fur die Schwere einer durch die mikroudgke Dysfunktion ausgelésten

Transplantatpankreatitis dienen.

Eine Reihe von Studien postulieren den Einflusstevei Faktoren auf die Entstehung der
Transplantatpankreatitis. Dazu gehdren Spendersihaften, wie z. B. das Spenderaltér
aulRerdem Ischamiezeit des Orgdh$%® Konservierungsmethoden, operatives Vorgehen oder
postoperatives Patientenmanagemént? Im Gegensatz dazu korrelierten in unseren
Untersuchungen die erhobenen Laborwerte, insbesprdrylase- und Lipaseaktivitaten, CRP-
und C-Peptidkonzentrationen, nur mit den postopenat Mikrozirkulationsparametern. Es
fanden sich keine Zusammenhange mit Ischamiezeiter Ader Spender, Art der
Konservierungslosung oder der Zeitdauer zwischertriides Hirntodes der Spender bis zum
Beginn der Organentnahme. Diese Ergebnisse deatefdhin, dass die genannten Faktoren
zumindest in unserer Studie nicht malgeblich fle dschwere der entstehenden
Gewebeschadigung waren. Inwieweit die fehlende éation zwischen mikrovaskularen
Parametern und Ischamiezeiten allerdings Folgeirdeinserer Serie durchweg relativ kurzen

Ischamiezeiten ist, bleibt offen.
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54 Mikrovaskulare Dysfunktion und Auswirkungen auf die endokrine

Organfunktion nach Transplantation

In dieser Studie wurden erhthte C-Peptidwerte di&8ndPatienten in der ersten Woche nach der
Operation beobachtet.

C-Peptid wird physiologischer Weise in aquimolakemzentrationen wie das endogene Insulin
ausp-Zellen des Pankreas sezerniert und dann, im Gaggensm Insulin, welches hauptsachlich
hepatisch metabolisiert wird, zu einem GroRteil ateeliminiert 2**%° Nach Pankreas-
Nierentransplantation haben die Patienten aber silh@ormale Nierenfunktion. Diese wirde
auch schon bei geringfugiger glomerularer oder lireu Dysfunktion durch eine reduzierte
metabolische Clearancerate zu einer VerlangerunHdtbowertszeit des C-Peptids und damit
auch zu erhdhten Serumkonzentrationen desselbeenftii 39142

Weiterhin zeigen Pankreastransplantatempfangesdfiprweise eine Hyperinsulindmie. Diese
kann einerseits, bei venodser Drainage des Pankreale systemische Zirkulation, durch
Umgehung der Pfortader und der First-Pass-Extmakiio der Leber und damit durch eine
verminderte Clearancerate des Hormons bedingt s&ft**!4* Andererseits kann eine
Hyperinsulinamie nach Transplantation aber aucltldeine vermehrte basale Insulinsekretion
bei erhdhtem Bedarf entstehen. Dieser resultiest edner, durch immunsuppressive Therapie
(Glukokortikoide) induzierten, peripheren Insulisistenz'%***14> Eine Uberreaktion dep-
Zellen der denervierten Pankreastransplantate déeclust des tonisch-inhibitorischen nervalen
Effekts kommt ebenfalls als mdgliche Ursache edrohten Hormonausschittung in Frage
146147 Ynabhangig von der Ursache fiihrt eine vermemgalinsekretion, im Gegensatz zu einer
verminderten Clearancerate, dann auch zu eineprestsend aquimolar gesteigerten Freisetzung
des C-Peptids, was dessen in vorliegender Studieggene erhohte Konzentrationen ebenfalls

erklaren kdnnte.

Obwohl es uns mittels OPS imaging nicht moglich ,.wamdokrines Gewebe darzustellen,
wurden starke Korrelationen fast aller gemessenékromaskularen Parameter der frihen
Reperfusion mit der C-Peptid-Konzentration am zareiind teilweise auch schon am ersten Tag
nach Transplantation gefunden.

Tamsma und Mitarbeiter haben eine inadaquate, dstimulusunabhangige postoperative
Freisetzung von C-Peptid und pankreatischem Potyb@PP-Peptid) in den ersten Stunden der
Reperfusion nach Transplantation beschrieb®h Die C-Peptidspiegel zeigten dabei eine
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signifikant positive Korrelation mit der Lange dekalten Ischéamiezeit und mit im
Computertomogramm beobachteten morphologischensplamatveranderungen. Sie wurden
somit als die endokrine Gewebeschadigung widersfnedg Parameter diskutiert.
Dementsprechend ware die anfanglich gesteigertenbigireisetzung Resultat einer passiven
Degranulation geschadigt@rZellen, und nicht durch Exozytose histologischakter Zellen
bedingt'*®. Die Ergebnisse unserer Studie mit positiver Katien zwischen C-Peptid-Werten
in den ersten beiden postoperativen Tagen und dewvaskularen Parametern unterstitzen die
Resultate von Tamsma und Mitarbeitern. Die beikst@r Pankreasperfusion gesteigerte
Ausschwemmung des C-Peptids aus geschadigtem émgstbg in die systemische Zirkulation
wére dann der Grund der postoperativ erhéhten Kuared@onen.

Weiterhin beobachteten Tamsma et al., dass die pidPeund Insulinausschittung nach
anfanglich inadaquater Freisetzung im weiteren atdrider Reperfusionsphase zunehmend
durch den Blutglucosespiegel bestimmt wurde. Hegte sich also dann das Einsetzen der
physiologischen Regulationsmechanismen auf die ldosekretion der intakt gebliebenen
Inselzellen. Die Dauer bis zum Greifen dieser Megraen war wiederum von der Ischamiezeit
abhangig**® In unserer Studie blieben die Korrelationen ziést fast allen mikrovaskulédren
Parametern und den C-Peptidwerten wahrend der gesarsten postoperativen Woche positiv.
Allerdings konnte das Fehlen der Signifikanz in deagen 3 - 7 nach Transplantation fir eine
zunehmende Unabhangigkeit der Hormonfreisetzungdesninitialen mikrohAmodynamischen
Situation sprechen und damit die Beobachtungenfamsma unterstitzen. Dieser stellte das
Einsetzen der physiologischen Achse mit glucosaaiibéar Insulin- und C-Peptidausschuttung
bereits 3 Stunden nach Reperfusionsbeginn f&stin unserer Studie bestanden positive
Korrelationen der Mikrozirkulationswerte mit denR@ptidkonzentrationen des ersten, aber vor
allem des zweiten postoperativen Tages. Alternataeum erhdéhten passiven
Auswaschungsprozess aus geschadigitgellen kénnte man daher auch eine relativ gegtieige
aktive Freisetzung aus Proinsulin in endokrinem &mvannehmen, welches wegen geringerer
initialer mikrovaskularer Dysfunktion intakt geldben ist. Das wirde dann wiederum fir einen
geringeren Inselzellschaden bei weniger ausgepragthamie- und reperfusionsbedingter
Schadigung sprechen. In diesem Sinne haben Nahkivetl Mitarbeiter eine kurze
intraoperative chirurgische Anastomosierungszest Bankreas als einen Vorhersageparameter
fir gesteigerte C-Peptidwerte auch noch 3 Monateh rder Operation identifiziert. Daher
nahmen auch sie eine deutliche Beeinflussbarksiteddokrinen Gewebes durch Ischamie- und

Reperfusionsvorgange afT.
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Im Vergleich dazu sind Vollmar et al. zu dem Ergsebmgekommen, dass endokrines
Pankreasgewebe wenig empfindlich fir eine durchdste und Reperfusion hervorgerufene

22 Die Resultate unserer

Schadigung der Mikrozirkulation nach Transplantatiast
Untersuchungen legen Auswirkungen der initial gestdomikrohdmodynamischen Situation in
der fruhen Reperfusionsphase auf die endokrine r@ugétion nach Transplantation nahe.
Allerdings konnte die fehlende Signifikanz der Kadation von C-Peptidwerten ab dem 3.
postoperativen Tag und Mikrozirkulatiosparameteim &ine schnelle Erholung des initial
minderperfundierten endokrinen Gewebes sprechees Biirde die These von Vollmar und
Mitarbeitern durchaus unterstitzen, dass endokaekreasgewebe im Vergleich zu exokrinen
Anteilen weniger vulnerabel gegentiber Ischamie/Rap®n zu sein scheint.

Das Gesagte unterstreicht die Notwendigkeit weait8tadien zur Aufklarung von Einfluss und
prognostischer Bedeutung einer initialen mikrové&ian Dysfunktion auf die durch das

Transplantat angestrebte Normalisierung des Glstoeechsels.
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6 Zusammenfassung

Hintergrund und Ziele: Die Transplantatpankreatitis ist eine der haufiggt®mplikationen
nach Pankreastransplantation. Eine sich in derefripostischAmischen Reperfusionsphase
entwickelnde tiefgreifende Storung der Mikrozirkida scheint tierexperimentellen Studien
zufolge eine wichtige Rolle in der Induktion und Mfastation der Pankreatitis zu spielen. Bis
zur Einfuhrung des OPS imaging als neuer, auclaapirativ anwendbarer Methode, war die
nicht-invasive intravitale Visualisierung mikrovagérer Strukturen in soliden humanen
Organen unmoglich. Ziel dieser Studie war es, alndie Mikrozirkulation des humanen
Pankreas in gesunden Individuen und ihre Verandemnn der frihen Reperfusionsphase
wahrend kombinierter Pankreas-Nieren-Transplanmtatimittels OPS imagingin vivo
darzustellen und quantitativ zu analysieren. Whitesollte der Einfluss der mikrovaskuléren

Dysfunktion auf die Entwicklung einer Gewebeschadmyim Transplantat untersucht werden.

Methoden: Die Mikrozirkulation des humanen Pankreas in 6 gdeun Individuen, die im
Rahmen einer Leber-Lebendspende operiert wurdent(Bltgruppe), sowie in 13 Patienten mit
Diabetes mellitus Typ |, die sich einer simultarigamkreas-Nieren-Transplantation unterzogen
(PNTx-Gruppe), wurde durch Anwendung von OPS imggimtersucht. Die postoperative
Analyse der Mikrohamodynamik umfasste die Bestimghuan kapillaren Durchmessern (D),
funktioneller Kapillardichte (FCD) sowie ihrer Hedgenitat (HI-FCD), der Erythrozytenfluss-
geschwindigkeit (RBCV), des individuellen kapillaréBlutflussvolumens (CBF) sowie des
Perfusionsindexes (PI). In der PNTx-Gruppe dierAenylase- und Lipaseaktivitaten bzw. C-
Peptidkonzentrationen im Serum in der ersten pes&pen Woche der Erfassung der
exokrinen bzw. endokrinen Funktion des TransplantatiRerdem wurden Leukozytenzahlen im
Blut und CRP-Konzentrationen als systemische Emlztigsparameter ermittelt. Funktionelle
Zusammenhange zwischen friher mikrovaskularer Dygion und entstehender
Gewebeschadigung nach Transplantation wurden d€octelation von Mirkozirkulations- und

Laborparametern dargestellt.
Ergebnisse:Mittels OPS imaging gelang erstmals die Aufnahmalitativ hochwertiger Bilder

der Mikrozirkulation im humanen Pankreas. In deridgsuchungen des gesunden Organs zeigte

sich ein homogenes azinares Perfusionsmuster. Inglafeh dazu stellte sich in den
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Pankreastransplantaten ein deutlich heterogenalésd® kapillaren Perfusion dar. FCD und
RBCV waren signifikant erniedrigt, die kapillarenui@hmesser signifikant hoher als in der
Kontrollgruppe. In der ersten Woche nach PNTx games Amylase- und Lipaseaktivitaten
sowie CRP-Werte, aber auch die C-Peptidkonzentratip korrelierten insbesondere in den
postoperativen Tagen 2 - 5 signifikant mit den Mziirkulationswerten der frihen

Reperfusionsphase des Transplantats. Dies spticheéihe durch die initiale mikrovaskulare

Dysfunktion bedingte Parenchymschéadigung des exdé-emdokrinen Pankreas.

Schlussfolgerungen: Es ist uns zum ersten Mal gelungen, die intrawitadikrovaskulare
Perfusion des humanen Pankreas zu visualisieren quahtitativ zu analysieren. Das
angewandte OPS imaging zeigte sich dabei als pradiv einfach einsetzbares Verfahren zur
Gewinnung qualitativ hochwertiger Bilder. Die Ebgésse unserer Studie sind daher ein erster
basaler Schritt zur Untersuchung der intravitalentru®ur und Funktion der
Pankreasmikrozirkulation des Menschen. Sie kondan Verstandnis mikrohamodynamischer
Regulationsmechanismen des Organs dienen. Wir habiém die Klinische
Pankreastransplantation demonstriert, dass einentiiehie kapillare Dysfunktion in der frihen
Reperfusionsperiode mit dem Ausmald einer postapernat Gewebeschadigung des
Transplantats korreliert. Durch das friihe ErfassmnStorungen der nutritiven Perfusion konnte
OPS imaging somit ein hilfreiches pradiktives Mitimir Identifizierung von Patienten mit
erhohtem Risiko fur die Entwicklung transplantatasierter Komplikationen sein. Weiterhin
konnte OPS imaging tierexperimentell und in klihisa Studien zur Uberwachung und zum
Effektivitatsnachweis therapeutischer und pravemtivMalRnahmen mit dem Ziel der
Abschwachung der postoperativen Mikrozirkulatiodestg angewendet werden. Der
langfristige Wert des OPS imaging fur die genanrd@recke insbesondere unter klinischen
Gegebenheiten bedarf noch einer weiteren Evalugeruetztendlich kdnnte aber durch dessen
Anwendung zu einer Optimierung der Pankreastrantgian und damit zu verbessertem
Transplantatiiberleben und gesenkter GesamtmortwditéPatienten beigetragen werden.
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8 Abkirzungsverzeichnis

Abb.
CBF (5 bzw. 30)

C-Peptid
CRP
D (5 bzw. 30)

etCO
FCD (5 bzw. 30)

HI-FCD (5 bzw. 30)

ICAM-1

LLTX

NO

NOS

OPS imaging

PAF

PI (5 bzw. 30)
PNTXx

POT (1-7)

PTT

RBCV (5 bzw. 30)

SD
Tab.
TNF

VS.

Abbildung

capillary blood flow = volumetrisatkapillarer Blutflul3 (5 bzw.
30 Minuten nach Reperfusionsbeginn)

connecting peptide

C-reaktives Protein

kapillarer Durchmesser (5 bzw. 30 iéen nach Reperfusions-
beginn)
endtidal carbon dioxide tension

functional capillary density = fuigkelle Kapillardichte (5 bzw.
30 Minuten nach Reperfusionsbeginn)

Heterogenitatsindex der funkatben Kapillardichte (5 bzw. 30
Minuten nach Reperfusionsbeginn)
intercellular adhesion molecule-1
Leberlebendtransplantation

Stickstoffmonoxid

Stickstoffmonoxid-Synthase

Orthogonal Polarizaton Spectral imagingrthogonale Reflex-
spektrophotometrie

platelet activating factor

Perfusionsindex (5 bzw. 30 Minuteach Reperfusionsbeginn)
kombinierte Pankreas-Nieren-Transplantation

(1. — 7.) postoperativer Tag

partielle Thromboplastinzeit

Red Blood Cell Velocity = Erythrozytenflussgeschdigkeit
(5 bzw. 30 Minuten nach Reperfusionsbeginn)
Standardabweichung

Tabelle

tumor necrosis factor

VErsus
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