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Tabelle 1: Abkirzungen

A. Arterie

Abb. Abbildung

AG Arbeitsgemeinschaft

ALT Alaninaminotransferase

AP Alkalische Phosphatase

Aqua dest. Destilliertes Wasser

AST Aspartataminotransferase

ATP Adenosintriphosphat

BMBF Bundesministerium fir Bildung u. Forschung
Bsp. Beispiel

bzw. beziehungsweise

CO, Kohlendioxid

D Deutschland

DK Danemark

EA Endothelablésung

EC Euro-Collins

ER Endoplasmatisches Retikulum
ES Endothelschwellung

g Gramm

GA Glutaraldehyd

GGT Glutamlygammatransferase
GLDH Glutamatdehydrogenase

GOT Glutamat-Oxalacetat-Transferase
GPT Glutamat-Pyruvat-Transaminase
HE Hamatoxylin-Eosin

HTK Histidin-Tryptophan-Ketoglutarat
IPC Ischemic preconditioning

I/R Ichamie/Reperfusion

K Kalium

kg Kilogramm

KG Kdrpergewicht

I Liter

LDH Laktatdehydrogenase

LDLT Living Donor Liver Transplantation
Lig. Ligamentum

LT Lebertransplantation

Mg Microgramm

mg Milligramm
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min Minuten

mm Millimeter

mm? Quadratmillimeter

mmol Millimol

mmol/I Millimol / Liter

mmHG Millimeter Quecksilbersaule (=Druckeinheit)
N. Nervus

Na Natrium

NaCl Natriumchlorid (Kochsalzlésung)
nm Nanometer

OoP Operation

ov OriginalvergrofRerung

pH potentia Hydrogenii

PNF Initiale Nichtfunktion (Primary nonfunction)
Proc. Processus

PS Perfusion storage

RSLT Reduced-Size Liver Transplantation
S. Seite

sec Sekunden

SCS Simple cold storage

SLT Split Liver Transplantation

SPSS Statistical Package for the Social Sciences
Std. Stunden

Tab. Tabelle

t Time (Zeit)

U Units

u.a. Unter anderem

uw University of Wisconsin

V. Vene

v.a. vor allem

z.B. zum Beispiel

2.T. zum Teil



Einleitung

1 Einleitung

Die Lebertransplantationschirurgie nimmt an Bedeutung zu. Dies ist u.a. daran ersichtlich,
dass die Zahl der Organempfanger stetig wachst, was wiederum zur Folge hat, dass an die
14% der auf eine Lebertransplantation Wartenden an Leberversagen sterben, bevor sie ein
Spenderorgan erhalten (Bessems et al. 2005). Daher steht dieses Organ im Zentrum des
Interesses klinischer Forschungen im Bereich der Transplantationschirurgie mit dem Ziel,

Menschen mit Leberversagen zu helfen.

Es gibt zwei Aspekte, die bei einer Transplantation zu Komplikationen filhren kdnnen: Auf
der einen Seite spielt der Gesundheitszustand von Spender und Empfanger eine Rolle, auf
der anderen Seite der Zustand des Organs selber, welches durch die Wahl der
Konservierungslosung und die Dauer der kalten und warmen Ischamiezeit beeinflusst wird
(Mimeault et al. 1989). Die Organschaden, die wegen der Konservierung, Lagerung und
erneuten Durchblutung (Reperfusion) des Organs auftreten, werden als Ischamie- und
Reperfusionsschaden bezeichnet. Die Ischamie bezeichnet die Unterbrechung der
Durchblutung. Allerdings ist es schwierig, an dem Organ genau festzustellen, welche
Schéaden durch die Ischamie entstanden sind und welche durch die Reperfusion (Toledo-
Pereyra 1987). Aufgrund der Ischamie, die bei einer Transplantation unvermeidlich ist, wird
zwangslaufig die Leber nicht mehr mit Sauerstoff und Nahrstoffen versorgt. Dies hat zur
Folge, dass von Sauerstoffzufuhr abhangige Stoffwechselvorgdnge zum Erliegen kommen.
Weiterhin akkumulieren die Stoffwechselprodukte. Aus Mangel an Nahrstoffen werden die
Energiereserven aufgebraucht. Bei der anschlieRenden Reperfusion kommt es hauptsachlich
zu Schadigungen des Organs durch Stdérungen in der Mikrozirkulation und durch
Reperfusion bedingte Entziindungsreaktionen (Jaeschke 1998). Die Funktionsstérungen in
der Mikrozirkulation sind auf ein Ungleichgewicht zwischen vasokonstriktiven
(gefalkverengenden) und vasodilatativen (gefalderweiternden) Substanzen zurlckzuflihren.
Dieses Ungleichgewicht hat zur Folge, dass die lebenswichtigen Stoffwechselfunktionen
gestort werden (Uhlmann et al. 2005). Weitere Gewebeschadigungen, welche durch
Konservierung auftreten kénnen, sind Zellschwellungen (Kvitsinskaia et al. 1978) und

Stérungen beim Gallenabfluss (Feng et al. 2007).

Tierexperimentell wurden schon 1960 Versuche unternommen, Alternativen zur reinen Kalt-
lagerung als Konservierungsmethode zu entwickeln. Die maschinelle Perfusion zur
Aufrechterhaltung der Durchblutung diente der Uberbriickung zwischen dem Zeitpunkt der
Entnahme und dem Zeitpunkt des Einsetzens des Organs. Diese Methode sollte die

Schaden der Kaltlagerung minimieren. Im Jahr 1990 wurden erste Erfolge mit
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kontinuierlicher maschineller Perfusion der Leber beschrieben (Pienaar et al. 1990). Obwohl
die maschinelle Perfusion seitdem weiterentwickelt wurde, hat sie noch nicht die klinische
Relevanz erhalten, die man sich erhofft hat (Dutkowski et al. 2008). Diese Methode dient
weiterhin hauptsachlich Versuchszwecken. Vor allem filhren die Konservierungs- und
Perfusionsversuche am isolierten Organ zu einer Minimierung der Anzahl von Tierversuchen.

Die Organstruktur bleibt hierbei weitestgehend unverandert (Groneberg et al. 2002).

Studien im Bereich der Transplantationschirurgie widmen sich der gewebetechnischen und
zeitlichen Optimierung durch eine Verbesserung der Konservierungsldsungen. Die ersten
tierexperimentellen Studien in Bereich der Lebertransplantation wurden durch Welch und
Cannon durchgefihrt (Welch 1955; Cannon 1956).

Im Laufe der Zeit wurden zahlreiche Tierversuche durchgefihrt, um die
Lebertransplantationschirurgie zu verbessern. Um die Versuchstierzahlen zu minimieren,
wurde jedoch nach Ersatzmethoden gesucht. Die isolierte Organperfusion erwies sich dabei
als geeignete Alternative (Grosse-Siestrup et al. 2002; Thewes et al. 2007). Als Ersatz fir
Tierversuche hat sich vor allem die Verwendung von Schweinelebern von Schlachttieren
bewahrt (Grosse-Siestrup et al. 2002). Hierdurch wird dem Tierschutz mehr Rechnung
getragen. Hinzu kommt bei der Verwendung der gesamten Leber im Vergleich zu Leberteilen
der Vorteil, dass die Funktionstlichtigkeit der Leber im Ganzen beurteilt wird — so z.B. die
Gallenproduktion, die Enzymherstellung und Zellinteraktionen (Grosse-Siestrup et al. 2002).
Der Nutzen dieser Vorgehensweise wurde bereits nachgewiesen (Groneberg et al. 2002;
Thewes et al. 2007). Bei der Verwendung von isolierten Organen aus Schlachttieren muss
allerdings berucksichtigt werden, dass Ergebnisse durch lokale oder systemische
Erkrankungen des Tieres negativ beeinflusst werden kdnnen. Interessanterweise wurden die
Leberperfusionsmodelle an Schweinelebern etabliert. Die Nierenperfusionsmodelle wurden

zuerst mit Ratten- bzw. Kaninchennieren durchgefuhrt (Frodin 1975; Raymond et al. 1975).

Die Perfusionsversuche ermdglichen die genauere Untersuchung der Probleme, welche mit
einer Lebertransplantation verbunden sind, vor allem die der Reperfusionsschaden.
Reperfusionsschaden wirken sich auf die Funktionstiichtigkeit des Transplantats aus und
spielen somit eine wesentliche Rolle bei der Uberlebenschance des Empfangers. Die
Zusammensetzung der Konservierungslosung beeinflusst  die entstehenden
Gewebeschadigungen durch Ischamie und Reperfusion. Aus diesem Grund stellt sie einen
zentralen Erfolgsfaktor bei dem Gelingen einer Lebertransplantation und somit im Bemuhen
um eine Erhéhung der Uberlebenschancen von Transplantatempfangern dar. Die Einflhrung

der ,University-of-Wisconsin-Konservierungslésung“ (UW-LOsung) in der Leber-
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transplantationsmedizin stellt bereits eine groRe Verbesserung der Organkonservierung dar
(Janssen et al. 2004) und hat sich als ,Goldstandard” fur die Leberkonservierung etabliert
(Steininger et al. 1992). Schaden, die aus Ischamie und Reperfusion entstehen, sind jedoch
trotz des medizinischen Fortschritts immer noch Hauptgrund fir postoperatives

Leberversagen nach erfolgreicher Transplantation (Nowak et al. 2002).

Ziel vorliegender Studie ist es, zur Optimierung der Konservierung von Spenderlebern bei-
zutragen. Es gilt, eine mdglichst lange und gewebeschonende Lagerung dieser
Spenderlebern zu gewahrleisten ohne die Funktion der Leber einzuschréanken. Die Art der

Konservierung ist mageblich fir den Erfolg einer Lebertransplantation.

10
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2 Aufgabenstellung

Die neue Konservierungslosung Biseko soll mit der UW-Lésung als Standard im Modell der
isolierten hamoperfundierten Schweineleber hinsichtlich Leberfunktion und -morphologie

untersucht werden.

Die Biseko-Ldsung ist eine proteinhaltige Lésung, welche unter Verwendung von humanem
Blutplasma hergestellt wird. Sie wurde als eine vergleichsweise neue Lésung ausgewahlt,
da Studien belegen, dass die GefalRe nach Konservierung mit Biseko-Losung weniger
Neigung zur Vasokonstriktion zeigen. Die Wirkung von Serotonin, welches mal3geblich an
der Vasokonstriktion beteiligt ist, wurde hierbei herabgesetzt (Szolnoky et al. 2009). Da eines
der haufigsten postoperativen Probleme bei Transplantationen mit Vasospasmus
zusammenhangt, gqilt zu testen, ob dieser positive Effekt (Herabsetzung der
Serotoninwirkung), der bei der Konservierung von Gefallen, z.B. bei Bypass-Operationen,
beobachtet wird, auch bei der Leber erzielt werden kann und somit die Funktionsfahigkeit
des Organs erhoht wird (Szolnoky et al. 2009).

Die UW-Ldsung soll als Vergleichsldsung verwendet werden, da sie heute Uberwiegend in
der Klinik verwendet wird. Bei ihrem Einsatz kommt es zu geringeren Zellschwellungen, was

einen positiven Effekt auf die Mikrozirkulation hat (Marzi et al. 1991).

Als Modell soll die isolierte Hamoperfusion der Schweineleber verwendet werden. Die
Funktionstichtigkeit der Lebern wird hierbei mittels histologischen Untersuchungen von
gewonnenem Gewebe untersucht. Zusatzlich sollen mehrere zeitlich versetzte

Blutuntersuchungen hinsichtlich Leberenzym- und Galleproduktion vorgenommen werden.

Es sollen mindestens zwolf Schweinelebern untersucht werden. Hierbei werden sechs
zufallig ausgewahlte Schweinelebern mit der zu testenden Biseko-Ldsung und sechs Weitere
mit der schon etablierten UW-L6sung 14 Std. konserviert. AnschlieBend sollen sie mit der
Leberperfusionsapparatur, die im Rahmen des BMBF-Projektes ,Physiologische
Hamoperfusion von isolierten Organen und ihr Einsatz zum Ersatz von Tierversuchen®

entwickelt wurde, 3 Std. durch kérperwarme Hamoperfusion vital erhalten werden.

Das Perfusat, Blut von Spenderschweinen, welches fir die Perfusion verwendet wird, wird
auf eventuelle Leberfunktionsstérungen hin analysiert. Wahrend der Organreperfusion
werden als Funktionsparameter AST, GLDH, LDH, Laktat, AP, GGT und die Galleproduktion
untersucht. Entstandene Organschaden sollen histologisch nachgewiesen werden. Zu

diesem Zweck werden Biopsien zu unterschiedlichen Zeitpunkten genommen. Das

11
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gewonnene Gewebe dient zur Analyse der Hepatozyten und zur Messung des Grades der
Gewebeschadigung. Es sollen licht- und elektronenmikroskopische Untersuchungen
durchgefihrt werden.

Das Ziel dieser Studie besteht darin, anhand des Ausmales der Gewebeschaden und der
analysierten Funktionsparameter eine klare Aussage uUber die Effektivitdt der neuen

Konservierungslosung zu machen.

12
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3 Literaturiuibersicht
3.1 Anatomie der Leber

3.1.1 Makroskopische Anatomie der Leber

Anatomisch unterscheidet sich die Leber bei den diversen Haustieren. Der humanen Leber
am ahnlichsten, vor allem bezogen auf GréRe und Physiologie, ist die Schweineleber
(Abouna 1973). Die Leber ist das gréfite Organ von Haustieren und des Menschen, sie ist in
Lappen unterteilt. Wie in Abb. 1 zu sehen, besitzen sowohl die porzine als auch die humane
Leber je einen Lobus quadratus und einen Processus caudatus. Lobus sinister und Lobus

dexter unterscheiden sich allerdings.

Kous hepatis un Lt

lobus Quadratus - ¢ lobus hepatis dex. lat

Jobus hepatis UE3 med.

B\ °

" -
s Caudatus 1 Y ’
¢ o
N s
» ~ater d }

Schweineleber Humane Leber
Copyright bei Schattauer Verlag' Copyright bei Urban & Fischer Verlag?
Abb. 1: Schweineleber und humane Leber im Vergleich

Dort wo es Unterschiede gibt, bezieht sich das Dargestellte im Folgenden auf die porzine

Leber, da diese in der nachfolgenden Studie verwendet wird.

' Anatomie der Haussaugetiere, Konig, HE., Liebich HG. , 4.Auflage, Abb. 7-100, S.358
% Taschenbuch der Anatomie Band 2, Voss,H., Herrlinger, R., 11.Auflage, Gustav Fischer Auflage
1962, S.100
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Die Leber ist von einer Leberkapsel umgeben, die als Tunica fibrosa bezeichnet wird. Sie
liegt unterhalb des Zwerchfells im Abdomen. Sie ist mit mehreren Leberbandern am
Zwerchfell befestigt. Zusatzlich erhalt die Leber Halt durch die Gefale V. portae, V. cava
cranialis und A. hepatica. Die Schweineleber ist durch Incisurae interlobulares in
unterschiedliche Lappen unterteilt — Lobus hepatis sinister medialis, Lobus hepatis sinister
lateralis, Lobus dexter medialis, Lobus hepatis dexter lateralis, Lobus quadratus mit dem
Processus caudatus. Links vom Osophagus befindet sich der Lobus hepatis sinister, der sich
in Lobus hepatis sinister lateralis und Lobus hepatis medialis aufteilt (Abb. 2). Der Lobus
hepatis dexter ist ebenfalls in zwei Lappen aufgeteilt: in den Lobus hepatis dexter medialis
und den Lobus hepatis dexter lateralis. Diese befinden sich rechts der V. cava caudalis.
Unterhalb der Pfortader (V. portae) zwischen Lobus hepatis sinister (lateralis und medialis)
und Lobus hepatis dexter (lateralis und medialis) ist der Lobus quadratus zu finden; dessen
Processus caudatus ist oberhalb der Pfortader lokalisiert. Mittig in der Leber, in der Fossa
vesica fellea, befindet sich die Gallenblase, deren Ausfihrungsgang in die V. portae fihrt.
Zusammen mit dem Ductus hepatis communis (gemeinsam als Ductus choledochus

bezeichnet) mindet der Gallengang in den Dinndarm (Nickel 2004).

V. cava caud.
Proc. caudatus
Lobus hepatis sin. lat. A. hepatica

V. portce
Lobus hepatis dext. lat.

Lobus hepatis quadratus Ductus cysticus

Lobus hepatis dext. med.

Vesica fellea
Lobus hepatis sin. med.

Copyright bei Schattauer Verlag®

Abb. 2: Ubersicht der Anatomie der Schweineleber (Liebich 2009)

® Anatomie der Haussaugetiere, Kénig, HE., Liebich HG., 4.Auflage, Abb. 7-106, S.361
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3.1.2 Mikroskopische Anatomie der Leber

Die Leber weist die Besonderheit einer doppelten Blutversorgung auf: Einerseits erhalt sie
Blut Gber die V. portae (80%), anderseits Uber A. hepatica (20%) (Nickel 2004). In den binde-
gewebigen Septen verlaufen Aste der V. portae, der A. hepatica und
Gallenausfuhrungsgange nebeneinander, um so die Versorgung der Leber und Entsorgung
von Abfallstoffen zu gewahrleisten. Diese Einheit wird auch als Glisson Trias oder Trias
hepatica bezeichnet. Die Septen unterteilen die Leber in Leberlappchen. Aus den
GefaRasten in den Septen zweigen kleinere Gefalte ab, die vom Lappchenrand durch die
Leberlappchen flihren und in zentral gelegenen Sinusoiden minden. Diese wiederum
madnden in der Zentralvene (V. centralis). Auf diese Weise ist die Versorgung der Leberzellen
mit Nahrstoffen (Hepatozyten) gewahrleistet (Lullmann-Rauch 2006). Jedoch ist wegen
dieses Aufbaus die Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung der randstdndigen Hepatozyten
besser als die der zentral gelegenen. Dies spiegelt sich in der Enzymausstattung und
Aktivitat wieder. Aufgrund dieser Tatsache sind die Leberlappchen in verschiedene ,Zonen®

aufgeteilt (Hermanns 1999):

Zone 1, hier liegen die Leberzellen direkt an den zufuhrenden Arterien und Venen und sind

daher gut mit Sauerstoff und mit Nahrstoffen versorgt,
Zone 2, die mittig liegenden Zellen,
Zone 3, deren Zellen sich um die Zentralvene anordnen, mittig vom Leberlappchen.

Weiterhin ist es madglich, histologisch Bestandteile der Leber zu analysieren -
Leberparenchym, das Bindegewebe, die Gefalistrukturen und die Gallengéange. Diese
einzelnen Strukturen bilden in ihrer Gesamtheit die komplexe histologische Struktur der
Leber. Die kleinste morphologische Einheit der Leber sind die Leberlappchen, die aus den
Leberzellen (Hepatozyten) bestehen (Mosimann 1990). Die Leberlappchen sind durch
bindegewebige Septen voneinander getrennt. Diese sind beim Schwein viel starker
ausgepragt als beim Menschen. Die Leberlappchen bestehen jeweils aus zahlreichen in
Saulen angeordneten Hepatozyten, auch als ,Leberbalkchen® bezeichnet, die konzentrisch
um die Zentralvene angeordnet sind. Angrenzend an die Hepatozyten liegen die Sinusoide
(Blutkapillaren). Uber kleinste Poren in den Zellwédnden der Hepatozyten erfolgt der
Stoffaustausch. Zudem wird der Bereich zwischen den Hepatozyten und den Endothelzellen
der Lebersinusoide, wo vereinzelte Kollagenfasern verlaufen, als Disse-Raum bezeichnet.
Hier findet der eigentliche Stoffaustausch zwischen Blutplasma und Hepatozyten statt. Des

Weiteren befinden sich die sogenannten Ito-Zellen in dem Disse-Raum, die flr das
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Herstellen der Kollagenfasern verantwortlich sind (Denk 2000; Lillmann-Rauch 2006).
Histologisch wird einerseits zwischen dem Zentralvenenldppchen, welches ein
Leberlappchen darstellt und dessen Mittelpunkt die Zentralvene bildet, unterschieden.
Anderseits gibt es das sogenannte Portalvenenldppchen, welches aus Anteilen von drei
Zentralvenenlappchen besteht und dessen Zentrum das Periportalfeld ist. Dieses wird als
Glisson-Trias bezeichnet (Abb. 3). Es enthalt die Vene interlobularis, die A. interlobularis und
den Gallengang (Denk 2000).

Zusatzlich zu den Hepatozyten befinden sich in der Leber auch Makrophagen, die als
Kupffer-Sternzellen bezeichnet werden. Die Kupffer-Sternzellen befinden sich in der Wand
der Sinusoide und dienen der Phagozytose koérpereigener und kdrperfremder Substanzen

(z.B. Schadstoffe, Bakterien, Erythrozyten, und Stoffwechselprodukte).

In den Hepatozyten findet die Entgiftung statt, zudem werden hier Proteine und Fettsauren
synthetisiert. Aus dem Cholesterin wird in der Leber die Gallensaure produziert. Sie ist somit
ein Endprodukt des Cholesterinstoffwechsels. Der Gallensaft besteht zum gréten Teil aus
Wasser, Gallensauren, Gallenfarbstoffen, Enzymen und abgebauten Erythrozyten. Sie flie3t
uber Gallenkapillaren zu den Gallengangen, die dann Uber den Ductus cysticus in die
Gallenblase munden (von Engelhardt 2000). Die Gallensduren werden Uuber die
Gallengangskanalchen, Uber den Ductus hepaticus communis, abgegeben. Zum einen
verlauft sie dann Uber den Ductus cysticus, der in die Gallenblase mindet, und zum anderen
Uber den Ductus choledochus in den Dinndarm. Der Gallenfarbstoff, Bilirubin, entsteht durch
den Abbau von Hamoglobin. Der Gallensaft dient der Emulgation von Fetten; die Fette
werden aufgespalten, sodass nur noch Mono- oder Diacylglycerine im Darm vorliegen.
Lipasen Ubernehmen die weitere Aufspaltung. Somit wird die Aufnahme der Fette und der
fettléslichen Vitamine E, D, K und A Uber die Darmwand erleichtert (Hermanns 1999;
Silbernagl 2000). Die Gallensduren werden groftenteils im Darm wieder resorbiert und Uber
die Pfortader zurick in die Leber geflihrt. Dort wird die Gallensdure dem
Stoffwechselkreislauf wiederum zugefihrt oder in der Gallenblase gespeichert. Die
Gallenblase besteht aus drei Schichten: Tunica serosa, Tunica muscularis und Tunica
mucosa. Die Entleerung der Gallenblase wird durch endokrine Signale ausgeldst (lUber den
Anstieg von Cholezystokinin im Darm bei Aufnahme von fettreicher Nahrung) und erfolgt

Uber parasympathische Signale des N. vagus (Hermanns 1999; Silbernagl 2000).
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Abb. 3: Mikroskopische Abbildung der Schweineleber, Leber 3, Zeitpunkt der
Entnahme nach der Reperfusion, konserviert mit Biseko-Losung, 1:
Gallengang, 2: Vene, 3: Arterie, 4: Hepatozyten mit Zellkern (OV x400)

3.2 Funktionen der Leber

Die Leber ist eine der groRten Drusen im Koérper und Ubernimmt viele Funktionen: Abwehr,
Entsorgung und Versorgung. Damit diese Funktionen erfullt werden koénnen, muissen
unterschiedliche Mechanismen u. a. im Bereich der Durchblutung, der bilidaren Sekretion, der
Synthese und der Exkretion erfolgreich ablaufen (Denk 2000).

Die Leber greift regulierend in das Immunsystem ein und hat Einfluss auf den Hormon-
haushalt. Sie gehodrt zu den wichtigsten Entgiftungsorganen im Organismus, vor allem im
Bereich des Medikamentenabbaus, aber auch bei der Entsorgung von Abbauprodukten des
Stoffwechsels, wie z.B. Bilirubin. Aufgrund der Lage der Leber und ihrer Versorgung mit Blut
aus dem Magen-Darm-Trakt (Uber die V. portae) und der Leberarterie spielt sie eine wichtige
Rolle im Stoffwechsel des Organismus. Sie nimmt Nahrstoffe aus dem Blut auf und speichert

sie. Gegebenenfalls werden diese Nahrstoffe durch biochemische Vorgange verandert und
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dann wieder abgegeben. Lebenswichtige Stoffwechselvorgange im Organismus, bei denen
die Leber eine zentrale Bedeutung hat, sind Kohlehydratstoffwechsel, Proteinstoffwechsel
und Lipidstoffwechsel (von Engelhardt 2000; Nelson 2001).

3.2.1 Kohlenhydratstoffwechsel

Zum Kohlehydratstoffwechsel gehért u. a. die Aufnahme (und Speicherung) oder Abgabe
von Glucose, wodurch der Blutglucosespiegel konstant gehalten wird. Diese Aufgabe ist
essentiell, da eine kontinuierliche Aufnahme von Glucose durch die Nahrung nicht erfolgt.
Sowohl die Aufnahme und Speicherung als auch die Freisetzung von Glucose wird durch die
Hormone Insulin, Adrenalin und Glukagon reguliert (von Engelhardt 2000). Insulin und
Glukagon werden jeweils in der Bauchspeicheldriise (Pankreas) produziert. Sie wirken
antagonistisch. Insulin senkt den Blutglucosespiegel, indem die Aufnahme des Zuckers in die
Leber gefordert wird, u.a. durch die Aktivierung der GLUT-Transporter. Gleichzeitig erfolgt
eine Aktivierung des Enzyms Glucokinase, das fur die Glykolyse (Abbau von Zucker) in der
Leber wichtig ist (Dancygier 2003). Glukagon als Gegenspieler fordert die Gluconeogenese
in der Leber und die Freisetzung der Glucose in den Organismus. Es steigert somit den
Blutglucosespiegel. Adrenalin, ein Hormon aus dem Nebennierenmark, fordert ebenfalls die
Freisetzung von Glucose durch die Aktivierung der Glycogenolyse, also des Abbaus von
Speicherzucker. Des Weiteren wirken Glukokortikoide, die in der Nebennierenrinde
produziert werden, steigernd auf den Glucosespiegel im Blut, und zwar Uber Freisetzung von
Glucose aus der Leber, u. a. durch die Aktivierung der Neubildung von Enzymen, die fir die

Gluconeogenese essentiell sind (von Engelhardt 2000).

3.2.2 Proteinstoffwechsel

Im Rahmen des Proteinstoffwechsels besteht die Funktion der Leber aus Abbau und Neu-
synthese von einzelnen Aminosauren sowie der Synthese und Katabolisierung von Plasma-
proteinen, wodurch die Proteinplasmakonzentration aufrechterhalten wird (Dahme 1999). Ein
wichtiges Protein, welches in der Leber synthetisiert wird, ist Albumin. Eine geringe
Konzentration von Albumin im Blut ist ein Indiz fir eine Leberschadigung (Giannini et al.
2005). Eine wichtige Aufgabe der Leber ist die Produktion von Pyruvat als Endprodukt tber
die Glykolyse, welches dann dem Zitratzyklus zugefihrt wird, und somit der
Energiegewinnung dient. Schliefllich ist natirlich der Harnstoffzyklus ein wichtiger

proteinogener Stoffwechselvorgang, der teilweise in der Leber ablauft (Hermanns 1999).

3.2.3 Lipidstoffwechsel

Der Lipidstoffwechsel bezeichnet die Aufnahme und Verwertung der Lipide. Die beteiligten

Fette werden Uber die Nahrung aufgenommen und Uber unterschiedliche Enzyme im Darm
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in einzelne Fettsauren aufgespalten. Die Fettsauren, die zur Leber transportiert werden, sind
an das Albumin gebunden und werden als Lipoproteine bezeichnet. Fettsauren werden in die
Leber unterschiedlich weiterverarbeitet. Zum einen werden sogenannte ,Very Low Density
Proteins® (VLDL) gebildet, die dazu dienen, wasserunlésliche Fette (Cholesterin und
Triacylglycerine) aus den Hepatozyten Uber die Blutbahn zum peripheren Gewebe zu
transportieren. Zum anderen werden die Fette mittels [-Oxidation in Acetyl-CoA
umgewandelt, welches dann Uber den Zitratzyklus abgebaut werden kann (Denk 2000;
Silbernagl 2000). Weiterhin werden ,High Density Lipoproteins® (HDL) gebildet, die das
Uberschissige Cholesterin in der Blutbahn binden und zurlick zur Leber transportieren, wo

es Uber die Gallenflussigkeit ausgeschieden wird (Denk 2000).

An diesen Erlauterungen wird ersichtlich, welch zentrale Bedeutung die Leber hat. Diese

spielt eine maligebliche Rolle bei vielen wichtigen Stoffwechselvorgangen.

3.3 Messkriterien fir die Funktionstiichtigkeit der Leber

Mégliche Leberschaden konnen lber Enzymwerte und Stoffwechselprodukte der Leber
ermittelt werden. Um ein moglichst umfangreiches Bild GUber Schaden an der zu transplan-
tierenden Leber zu erhalten, werden in dieser Studie unterschiedliche Parameter gemessen.
Eine umfangreiche Untersuchung der relevanten ,Marker® gewahrleistet eine genaue
Uberprifung der Funktionstiichtigkeit (Giannini et al. 2005). Laktat, Pyruvat, Glucose und
Glycerol sind hier wichtige zu Uberprifende Metabolite des Stoffwechsels. Sie lassen
Aussagen Uber Ischamieschaden zu (Brosnan et al. 1970; Winbladh et al. 2009). Ein Anstieg
u.a. von Laktat deutet auf eventuelle Gewebeschadigungen aufgrund einer

Sauerstoffunterversorgung hin.

3.3.1 Metabolite des Stoffwechsels

Der Laktatwert erhéht sich wahrend des anaeroben Stoffwechsels, wahrend sich das Pyruvat
beim aeroben Stoffwechsel erhoht. Eine Zunahme, entweder des Laktates oder des
Pyruvats, hilft demnach zu klaren, ob sich der Organismus in einem anaeroben oder in

einem aeroben Glukosestoffwechsel befindet (Winbladh et al. 2009).

Die Uberprifung biochemischer Parameter ist somit essenziell, um vorhandene und
entstehende Schaden durch Ischamie bzw. Reperfusion erkennen zu kénnen (Nowak et al.
2002). Studien zeigen, dass eine Mikrodialyse eine Erhéhung von bestimmten Stoffen zeigen
kann, die bei Ischamieschaden auftreten, und durch Veranderungen im Blut noch nicht
nachweisbar sind (Winbladh et al. 2009).
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Da es bei einer Lebertransplantation kurzzeitig zu einer Ischamie kommt, welche auf die
Unterbrechung der Durchblutung zurtckzufuhren ist, schaltet der Organismus von aerobem
auf anaeroben Stoffwechsel um. Dies hat aufgrund von Sauerstoff- und Glucosemangel eine

Zunahme von Laktat zur Folge (Kannerup et al. 2009).

3.3.2 Die Enzyme der Leber

Diverse Enzyme werden in der Leber synthetisiert. Sie fungieren als Biokatalysatoren im
Organismus, d.h. sie koénnen die Reaktionsgeschwindigkeit bei Stoffwechselvorgangen
beeinflussen (Gagianiss 2007). Um die Funktionstiichtigkeit der Leber zu untersuchen, ist
eine Analyse der Leberenzyme notwendig, da somit eine genauere Aussage uber die
Funktionalitat der Leber getroffen werden kann und sie einen Anhaltspunkt dafur bietet, wo

genau die Ischamie- bzw. Reperfusionsschaden zu lokalisieren sind (von Engelhardt 2000).

Alaninaminotransferase (ALT, frGher GPT), Aspartataminotransferase (AST, frGher GOT),
und Glutamatdehydrogenase (GLDH) sind wichtige Leberenzyme. Die Feststellung der
jeweiligen Mengen gibt Auskunft Uber die Funktionstichtigkeit der Leber und auf das
Vorliegen von Membranschaden. Weitere Enzyme sind u. a. die Alkalische Phosphatase
(AP) und die Gammaglutamyltransferase (GGT). Oft werden bei Untersuchungen von

Leberschadigungen auch die Laktatdehydrogenase (LDH) gemessen (Aragon et al. 2010).

Alaninaminotransferase (ALT) ist ein leberspezifisches Enzym, welches besonders in den
periportalen Leberzellen vorkommt. Es befindet sich im Zytosol, wird schon bei geringen
Membranschaden (Zellpermeabilitatsstérung) freigesetzt und kann dann im Plasma

nachgewiesen werden (Giannini et al. 2005).

Aspartataminotransferase (AST) kommt im Zytosol und in den Mitochondrien diverser Zellen
vor. In der Leber tritt es haufiger in den Periportalzellen als in den Zentralleberzellen auf.
AST ist zumeist erst bei hochgradigen Zellnekrosen nachweisbar. Es ist allerdings nicht
leberspezifisch und daher nur im Zusammenhang mit den anderen genannten ,Leber-
enzymen® aussagekraftig (Giannini et al. 2005; Hagemann 2010). Die hochste Aktivitat ist im
Herzmuskel messbar, gefolgt von Leber, Niere, Skelettmuskel und Gehirn (Fluckiger et al.
1977).

Glutamatdehydrogenase (GLDH) ist hingegen ein spezifisches Enzym der Leber, da es vor
allem in den Mitochondrien der Zentralleberzellen vorkommt. Es tritt zwar durchaus auch in
geringen Mengen in anderen Zellen im Organismus in Erscheinung, allerdings ist eine

Erhéhung von GLDH fast ausschlieBlich auf Leberschadigungen zurtickzufihren. Aufgrund
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seiner Lokalisierung in den Mitochondrien wird GLDH erst freigesetzt, wenn die Zellen fast
komplett zerstdrt sind. Anders verhalt es sich bei ALT und AST, welche schon bei geringen
Schaden freigesetzt werden, da diese Enzyme sich im Zytosol befinden. GLDH wird vor

allem bei hypoxischen und cholestatischen Schadigungen freigesetzt (Kraft 2005)

Die Laktatdehydrogenase (LDH) galt lange Zeit nicht als wichtiges Leberenzym, da es sich
auch in anderen Organzellen befindet. Zwischenzeitlich ist bekannt, dass LDH ein Indikator
fur hypoxische Schaden der Leber sein kann (Cassidy et al. 1994; Kotoh et al. 2008). Der
LDH-Wert steigt sogar bei Hypoxie starker an als die AST- und ALT-Werte, die als die
gangigsten Untersuchungsparameter herangezogen werden. Anzunehmen ist, dass die
Erhéhung der LDH-Konzentration im Blut auf Membranschadigungen zurlckzuflhren ist.
Allerdings konnte eine weitere Erklarung sein, dass sich der Kérper bei Sauerstoffmangel auf
einen anaeroben Stoffwechsel einstellt. LDH ist bei der anaeroben Glykolyse das Schllssel-
enzym, welches flir die Umwandlung von Pyruvat zu Laktat verantwortlich ist. Hierbei ist
nicht nur der Anfangswert (t = 0) aussagekraftig. Vielmehr zeigen Studien von Kotoh et al.,
dass der Verlauf der LDH-Konzentration im Serum ebenso eine Rolle spielt. Die Ergebnisse
von Kotoh et al. deuten darauf hin, dass ein langsamerer Abbau der LDH-Konzentration —
normalerweise hat LDH eine relativ schnelle Halbwertszeit im Vergleich zu z.B. AST — mit

einer schlechteren Uberlebensrate korreliert (Kotoh et al. 2008).

Gamma-Glutamyl-Transferase (GGT) ist ein Enzym, welches als Marker verwendet werden
kann, um den Funktionszustand der Gallenblase zu kontrollieren. Bei Abflussstérungen der
Galle erhéht sich das Vorkommen dieses Enzyms. GGT findet sich in mehreren Zellen des
Organismus, vor allem in der Niere und Bauchspeicheldriise. Auch ist eine hohe Aktivitat in
den Leberzellen nachgewiesen (Kraft 2005), insbesondere in den Zellen, die die
Gallengange auskleiden. Eine Erhdhung von GGT ist messbar, wenn eine funktionelle
Beeintrachtigung des Flie3verhaltens der Galle in den Gallengangen vorliegt. Dies ist z.B.

der Fall, wenn es zu einer Stauung der Gallenflissigkeit kommt (Kakar et al. 2004).

Alkalische Phosphatase (AP) ist ein weiteres Enzym, welches im Fall von Stérungen in der
Gallenproduktion bzw. beim Gallenabfluss aussagekraftig ist. Aufgrund der Tatsache, dass
AP auf intakte Leberstrukturen angewiesen ist, eignet es sich auch als Marker fur die
Funktionstuchtigkeit der Leber. Es reagiert sehr sensibel auf jegliche Veranderungen des
Lebergewebes (Bowers et al. 1987; Almada et al. 2003).

Hier ist wichtig anzumerken, dass die Aussagekraft nur im Zusammenhang mit GGT

vorhanden ist. Sind beide Enzyme erhoht, ist dies mit hoher Wahrscheinlichkeit auf eine
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Stoérung im Bereich der Leber und der Gallenblase zurlickzufuhren. Ist der GGT-Wert normal
und nur der AP-Wert erhdht, ist die Ursache wahrscheinlich in einem anderen Bereich des
Organismus zu suchen (Neumeister 2009). Die AP-Aktivitat ist altersabhangig (Kraft 2005).
Zudem beeinflussen beim Schwein auch das Geschlecht und die Art der Haltung die AP-
Aktivitat (Gregor 1979).

3.3.3 Gallenproduktion

Die Gallenflissigkeit eignet sich ebenfalls als Parameter fiir die Uberpriifung der Funktions-
tlchtigkeit der Leber. In friheren Untersuchungen wurde eine Reduzierung der Menge der
Gallenflissigkeit bei der Reperfusion nach Kaltischamie festgestellt (Almada et al. 2003). Je
geringer der Gallenfluss, desto eher kommt es gemal} der experimentellen Studien zu einem
Leberversagen. Da der Gallenfluss sensibel auf jegliche Veranderung der Zellstrukturen im
Sinusoidalraum reagiert, ist der Rickgang vermutlich auf durch Kaltischamie verursachte
Schaden zurtickzufihren (Clavien et al. 1992). Die Analyse der Gallenflissigkeit bietet eine
Méglichkeit, die Funktionstlichtigkeit der Leber zu Gberprifen, da die Zusammensetzung der
Gallenflissigkeit auf verschiedene biochemische Prozesse zurlickzufiihren ist, die nur in

einer funktionstlichtigen Leber ungestort ablaufen (Hedaya et al. 2009).

3.4 Geschichte der Lebertransplantation

Die ersten Transplantationsversuche wurden mit der Niere durchgefiihrt, doch relativ schnell
auf die Leber und andere Organe ausgeweitet. Die ersten tierexperimentellen Studien auf
dem Feld der Lebertransplantation wurden 1955 von C.S. Welch am Albany Medical College
New York mit Hunden durchgefihrt. In dieser Studie wurde die Leber eines Hundes zur
Unterstutzung der urspringlichen Leber in einen anderen Hund transplantiert, ohne dass
dessen kranke Leber entfernt wurde. Die Veréffentlichung dieser Studie bedeutete die

erstmalige Erwahnung der Lebertransplantation in der Literatur (Starzl 2003).

Unabhéangig voneinander wurden weitere tierexperimentelle Studien am Hund — in Boston
von F.D. Moore und in Chicago von T. Starzl — durchgeflhrt, allerdings wurden hier die
kranken Lebern entfernt und durch ,neue®, funktionierende ersetzt. 1963 gelang es Starzl
erstmalig, am Menschen eine Lebertransplantation durchzufiihren, allerdings verstarb der
Patient. Die erste erfolgreiche Lebertransplantation ist erst 1967 zu verzeichnen. Der Patient
Uberlebte 400 Tage (Abbasoglu 2008). Die erste Lebertransplantation in Europa wurde 1968
von Sir Roy Calne in GroR3britannien durchgefiihrt (Calne 1968)

Die auftretenden Abstoliungsreaktionen bei Transplantationen sind immunologisch induziert.

Der Empfangerorganismus reagiert mit Antikérperbildung auf das koérperfremde Eiweil},
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wodurch es zu einer Organabstoflung kommt. Daher ist es wichtig, vor einer Transplantation
die Funktionsweise des Immunsystems anzupassen. Dies bedeutet die Immunabwehr des
Empfangers wird kunstlich geschwacht, um die Gefahr einer AbstoRungsreaktion zu
minimieren. Durch die Behandlung mit Immunsuppressiva soll die Immunantwort des
Empfangers, die im Normalfall sowohl auf humoraler als auch zellularer Ebene erfolgt,
unterdrickt werden. Die Immunsuppression muss wahrend der gesamten Funktionszeit des
Spenderorgans beibehalten werden. Hierdurch wird das Risiko einer Immunreaktion des
Empfangerkdérpers gegen das Spenderorgan reduziert. Es wird allerdings unterschieden
zwischen der Basisimmunsuppression (vor der OP wund unmittelbar nach der
Transplantation) und der Erhaltungsimmunsuppression. In diesem Kontext gilt die
Entdeckung von Cyclosporin A als Immunsuppressivum durch Sir Roy Calne als ein
Meilenstein in der Transplantationschirurgie (Calne 2004), vor allem, da die zur Verfligung

stehenden Medikamente, wie z.B. Kortison, nicht immer ausreichend wirksam waren.

1984 wurde erstmals, von Bismuth und Houssin, die sogenannte RSLT-Technik eingefiihrt
(Broelsch et al. 1988), um das Problem des Spenderlebermangels bei Kindern zu beheben.
RSLT wird meist bei Kindern eingesetzt, da es mehr Spenderorgane von Erwachsenen gibt,
die aufgrund ihrer Grolke bei einem Kind nicht eingesetzt werden kénnen und daher
aufgeteilt werden muissen. Studien haben gezeigt, dass eine Leber in acht Segmente
aufgeteilt werden kann und dass zwei Segmente reichen, um die Funktion der Leber zu
Ubernehmen. Voraussetzung hierfur ist, dass diese zwei Segmente gesund und voll
funktionsfahig sind (Busuttil et al. 1999). Hierdurch kann nunmehr die Leber eines
Erwachsenen auch fur Kinder verwendet werden. Als Folge hierdurch konnte allerdings ein

Mangel an Spenderlebern bei Erwachsenen beobachtet werden (Nadalin et al. 2006).

1987 unternahm Raia im brasilianischen Sao Paulo den ersten Versuch einer Lebertrans-
plantation mit einem lebenden Spender. Bei der LDLT wird ein Teil der Leber des Spenders
entfernt und einem Kranken, dessen kranke Leber komplett entfernt wurde, eingesetzt. Die
LDLT bietet somit eine weitere Moglichkeit, den Mangel an Spenderlebern zu minimieren.
Die erste erfolgreiche Durchfihrung einer LDLT gelang Strong 1989 im australischen
Brisbane. Die Uberlebensrate des Patienten belief sich auf 14 Monate. Seine Mutter, die
Leberspenderin, wies in der Folge keine Anzeichen von Leberversagen auf (Tanaka 2003;
Nadalin et al. 2006; Chan et al. 2008). Inzwischen hat sich die Gesetzeslage gelockert,

sodass auch Freunde und Bekannte als Spender infrage kommen (Florman et al. 2006).

Als weiteren wichtigen Fortschritt in der Lebertransplantationschirurgie ist die Einfihrung der

sogenannten UW-Ldsung fir die Leber zu nennen. Bei den ersten Versuchen, ein Organ
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Uber einen bestimmten Zeitraum zu lagern, wurde die Leber flir zwoIf Stunden konserviert

und zeigte keine mafR3geblichen klinischen Veranderungen (Kalayoglu et al. 1989).

Broelch gelang nicht nur die erste erfolgreiche Seriendurchfuhrung von LDLTs (in Chicago,
USA), sondern er brachte die Technik auch nach Europa, wo die erste LDLT in Hamburg
1991 durchgefuhrt wurde (Walter et al. 2008). Ein weiterer Ansatz in der Leber-
transplantationschirurgie, um das Problem des Spendermangels zu lésen, war die
EinfGhrung der ,Split Liver Transplantation® (SLT). Dieses Verfahren wurde erstmals von
Pichimayer im Jahr 1988 angewendet. Hierbei wird die Spenderleber zweigeteilt und jeweils
eine Halfte pro Empfanger eingepflanzt (Nadalin et al. 2006). In den darauf folgenden Jahren
war die Forschung damit beschaftigt, OP-Techniken zu verfeinern, um u. a. den Blutverlust
einzuschranken. Darlber hinaus sollten weitere Mdglichkeiten gefunden werden, dem
Spenderlebermangel entgegenzutreten. Um die AbstoRungsreaktionsgefahr zu minimieren
war die Entwicklung von Medikamenten zur Immunsuppression weiterhin von Bedeutung.
Zudem war man bestrebt, neue Konservierungslosungen zu entdecken, um die
Konservierungszeiten zu verlangern, ohne dass das zu transplantierende Organ gréfReren
Schaden nahm. Der Fortschritt in diesen Punkten diente der Verbesserung der

Uberlebensrate der Patienten.
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Tabelle 2: Meilensteine in der Lebertransplantation

1955

1960

1963

1968

1969

1975

1978

1984

1987

1987

1988

1988

1989

1991

Welch
Starzl
Starzl
Gutgemann
Collins
Pereya

Calne

Bismuth
Raia
Strong
Kalayoglul
Pichlmayer
Broelch

Broelch

Erste Durchfuhrung einer LT am Hund
Transplantation von multiplen Bauchorganen in Hunde
Erste LT weltweit (Denver, Colorado)

Erste LT in Deutschland (Bonn)

EinfUhrung der Euro-Collins-Konservierungslésung
Erfolgreiche Perfusionskonservierung

EinfUhrung von Cylcosporin A

(um die AbstolRungsreaktion zu minimieren)

Erste RSLT

Erste LDLT am Menschen

Erste erfolgreiche LDLT in Australien

EinfUhrung der UW-L&sung als Konservierungslésung
Erste SLT-Transplantation

Erste LDLT-Durchfiihrung als Serie

EinfUhrung der LDLT in Europa (Hamburg)

3.5 Entwicklung der maschinellen Organperfusion

Hinter der Entwicklung der maschinellen Perfusion steht der Gedanke, das zu trans-

plantierende Organ so physiologisch wie mdglich zu halten, um etwaige Schaden, die bei der

reinen kalten Konservierung entstehen, zu verhindern.

Der Grundgedanke basiert auf dem Prinzip der Dialyse, welche das bei Nierenpatienten

angewandt wird. Das entsprechende Wissen macht man sich fir Konservierungen der Leber

zunutze (Vekemans et al. 2008). Wenn Organe mit Entgiftungs- und Stoffaustauschfunktion,

wie Leber oder Niere, versagen, mussen diese Aufgaben von auflen, Uber eine Dialyse,
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Ubernommen werden. Zu diesem Zweck wird zusatzlich zum Blut ein ,Gegenspieler®, das
Dialysat (Spulflussigkeit), bendtigt. Blut und Dialysat werden durch den Dialysator geleitet,
wo sie, getrennt durch eine Membran, aneinander vorbeilaufen. Maligeblich fur das
Funktionieren des Stoffaustauschs sind die Membraneigenschaften (z.B. Porengréfie) und
die unterschiedlichen Stoffkonzentrationen der beiden Flussigkeiten. Der Austausch
zwischen den Flussigkeiten findet Uber Osmose/Diffusion statt. Die Membran Iasst nur kleine

Molekdlle, z.B. Elektrolyte, durch die Poren passieren (Breuch 2007).

Es wird zwischen einer normothermen maschinellen Perfusion (37°C), die mit
kérperwarmem autologem Blut durchgefiihrt wird, und einer hypothermen maschinellen
Perfusion (4° C), die mit einer kalten Perfusionslésung durchgefiihrt wird, unterschieden
(Dutkowski et al. 2008). Grofter Vorteil bei der normothermen maschinellen Perfusion ist,
dass das Organ mit Sauerstoff und Nahrstoffen (Uber das Dialysat) versorgt werden kann.
Sie bietet weiterhin die Mdglichkeit dass Schaden, die durch die kalte Ischamie auftreten,
verhindert werden. Ferner ermdglicht Sie eine standigen Uberpriifung der Vitalitét der Leber
(Schon et al. 2001). Ein weiterer Ansatz schliel3t vor der maschinellen Perfusion eine
Kaltischamiezeit ein, um einen Transport der Organe zum Transplantationsinstitut zu
ermoglichen. Um Schaden zu vermeiden, werden die Ischamiezeiten auf ca. vier Stunden
begrenzt (Tolboom et al. 2008).

3.6 Vor- und Nachteile der Organkonservierung

Da bei einer Transplantation die Blutversorgung unterbrochen wird, ist die
Sauerstoffversorgung des Organs nicht mehr gewahrleistet und die Stoffwechselfunktionen
kommen wegen mangelnder Energieversorgung zum Erliegen. Ohne Konservierung bleibt
nur eine Stunde um das Organ zu transplantieren. Um diese zeitliche Einschrankung zu
umgehen muss konserviert werden (Erhard et al. 1994; Erhard 1999). Hierdurch wird auch
der Spenderkreis erweitert, da die geografische Nahe nicht mehr so wichtig ist und da mehr
Zeit zwischen Entnahme des Organs und Retransplantieren des Organs entsteht (Den Toom
et al. 1991).

Die Grundidee der Organkonservierung basiert auf der Erkenntnis von van't Hoff, dass bei
Abkuhlung der Koérpertemperatur auf ca. 4° C die Stoffwechselaktivitat auf ca. ein Zwolftel
des normalen Metabolismus reduziert wird (Belzer et al. 1988). Studien an der Rattenleber
(Kebis et al. 2007) zeigen, dass eine schnelle Abkihlung der entnommenen Leber auf 4 °C
nicht nur Vorteile mit sich bringt, sondern dass es auch zu Beeintrachtigungen der

Mikroperfusion im peripheren Lebergewebe kommt (Drews et al. 1998). Eine Untersuchung
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von Kebis verdeutlicht, dass sich die Konservierung der Rattenleber bei 10° C bei der

Reperfusion positiv auf das Lebergewebe auswirkt.

Bei den Konservierungstechniken wird zwischen der sogenannten reinen Kaltlagerung (,Cold
Storage“ — CS) und der Perfusionskonservierung (,Perfusion Storage® — PS) unterschieden.
Bei der CS wird das Organ nach der Entnahme und dem Durchspulen mit der
Konservierungslésung schnell auf ca. 4° C abgekihlt und in der Konservierungsldsung
gelagert. Bei der Perfusionskonservierung wird das Organ mithilfe einer Perfusionsapparatur
bei 10-20° C dauerperfundiert (Fujita et al. 1997; Moers et al. 2009).

Konservierungslésungen, die eine langere Lagerung der Leber zulassen (bei den ersten
Konservierungsversuchen lag die Konservierungsdauer bei ca. sechs Stunden), erdffnen
nicht zuletzt ein gréReres Zeitfenster, um die bestmogliche Gewebevertraglichkeit zwischen
Spender und Empfanger zu ermitteln. Die Wahl der Konservierungslésung ist essentiell, da
der Schutz der Leber wahrend der Konservierungszeit von der Zusammensetzung der Kon-
servierungslésung abhangt. Je geringer die Schadigung, desto schneller und effektiver kann

das Organ wieder seine Aufgaben aufnehmen (Pegg 1986).

Es wurden im Laufe der Jahre in der Forschung unterschiedliche Konservierungslésungen
getestet. Diese hatten verschiedene Zusatze, die wiederholt verandert wurden. Durch die
Anderung der Zusammensetzung konnte jene Konservierungslésung gefunden werden,

welche die geringsten Schaden am Lebergewebe verursacht.

3.6.1 Konservierungslésungen

Die Konservierung umfasst im Allgemeinen eine Reduktion des Zellstoffwechsels, das re-
versible Herabsetzen der Membranaktivitat und die Pufferung der durch die Hypoxie ent-
standenen Azidose. Die Wahl der Konservierungslosung und die Zeit der kalten Konser-
vierung beeinflusst das Ausmall der entstehenden Schaden an der Leber. Bei der
Etablierung einer geeigneten Konservierungslosung geht es darum, die Prozesse, die zu
diversen Schaden fihren konnen, zu unterbinden oder zu minimieren. Die
Hauptansatzpunkte sind jeweils die Pufferung und Blockierung bestimmter
Stoffwechselvorgange (Belzer et al. 1988; Janssen et al. 2004; Vekemans et al. 2008).
Inzwischen  werden verschiedene Ldsungen eingesetzt. Die vier gangigsten
Konservierungslésungen, die sich mit der Zeit bewahrt haben und die Ischamie- und
Perfusionsschaden minimier(t)en, sind neben University-of-Wisconsin-

Konservierungslésung, Euro-Collins-Konservierungslésung, die Celsior Konservierungs-
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Osung, und die Histidin-Tryptophan-Konservierungslésung. Im Detail sind unten die UW-

Lésung und die zu testende Biseko-Losung aufgefluhrt.

3.6.1.1 Biseko-Losung

Die Biseko-Losung zahlt zu den kolloidhaltigen Losungen, die aus humanem Spenderplasma
hergestellt werden. Es handelt sich um eine isotone 5%ige Serumproteinldésung, die virus-
inaktiviert und reich an stabilen Immunglobulinen ist (Kotitschke et al. 1985). Sie enthalt aber
auch Albumin und andere Transport- und Inhibitor-Proteine. Ein weiterer wichtiger Vorteil
besteht darin, dass die Biseko-Ldsung frei von Hamolysinen ist und daher unabhangig von
der jeweiligen Blutgruppe verabreicht werden kann (Stephan 1982). Eine Studie von Lobo et
al. zeigt auf, dass kolloidhaltige Ldsungen bessere Ergebnisse hinsichtlich Zellédemen
erzielen als herkdbmmliche Elektrolytlésungen (Lobo et al. 2008). Die Biseko-Loésung wird
haufig nach Operationen  verwendet, da hierdurch eine  unzureichende
Immunglobulinkonzentration ausgeglichen werden kann (Probst 1985). Weiterhin wird sie
generell zur Prophylaxe von Infektionskrankheiten bei Antikdrpermangelsyndromen und bei
Hypoproteinamien bzw. generell zum Flussigkeitsausgleich eingesetzt. Eine Studie von
Maier (2004) verweist darauf, dass die Biseko-Lésung auch eine positive Auswirkung auf die
Mikrozirkulation hat (Maier et al. 2004).

3.6.1.2 University-of-Wisconsin-(UW-) Konservierungslésung

Die UW-Ldsung wurde von Fokert O. Belzer in Madison, Wisconsin (USA) entwickelt. Sie
enthdlt u.a. Gluthation, welches die Effekte von freien Radikalen reduziert. Weitere
Komponenten wie Laktobionat, Raffinose und Hydroxyathylstarke verhindern die
Zellschwellung. Die UW-Lésung enthalt Adenosin, welches energetisch vom Transplantat
genutzt werden kann. Die Lésung wird in Mengen von 50-60ml/kg Képergewicht eingesetzt.
Sie ist natriumreich und sollte daher vor der Reperfusion ausgesplilt werden (Erhard et al.
1994; Erhard 1999). Aufgrund der hohen Viskositdt kommt es allerdings vermehrt zu
Stérungen in der Mikrozirkulation, vor allem im Bereich der Lebersinusoide, was wiederum
nach der Transplantation zu Problemen bei der Funktionstlichtigkeit der Leber flhrt (Feng et
al. 2006). Die UW-Ldsung wurde erstmals 1987 erfolgreich als Konservierungslésung bei

einer Lebertransplantation eingesetzt. Die Konservierungszeit betrug zwolf Stunden.

Zu Verbesserung der Ergebnisse bei der Verwendung der UW-L6sung, wird die Anwendung
der ,Carolina Rinse Solution“ nach der Konservierung empfohlen. Ihr Einsatz minimiert die
Aktivierung der Kupferzellen, fordert nach der Transplantation die Mikrovaskularisierung der

Leber und verbessert den Gallenfluss. Mit der Foérderung der Mikrovaskularisierung der
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Leber wirkt man Schaden, die infolge der Reperfusion entstehen kdénnen, entgegen
(Abdennebi et al. 1998).

3.7 Kaltperfusion versus warme Perfusion

Kaltperfusion ist die Phase, in der das Organ mit Konservierungslésung im

Perfusionsapparat perfundiert wird.

Als Warmperfusion wird die Phase bezeichnet, wahrend der im Versuchsablauf das
entnommene Organ in der Perfusionsapparatur mit Spenderblut perfundiert wird. Diese Zeit

soll der Zeit entsprechen, in der das Organ ohne Spender- oder Empfangerperfusion ist.

3.8 Kaltischamie versus Warmischamie

Im Zuge des Transplantationsvorgangs ist es unvermeidlich, dass es zu einer Ischamiezeit
kommt — eine Phase, in der das Organ aufgrund der Unterbrechung des Blutflusses nicht mit
Sauerstoff versorgt wird. Es gibt einerseits die Phase, die als warme Ischamiezeit bezeichnet
wird. Diese Phase fangt mit dem Abklemmen der BlutgefaRe im Organismus an und endet
mit der Immersion des entnommenen Organs in 4° C kalter Kochsalzldsung. Andererseits
gibt es eine Phase, die als kalte Ischamiezeit bezeichnet wird. Sie beginnt mit der Immersion
des entnommenen Organs in der 4° C kalten Kochsalzlésung, setzt sich mit anschlieRender
Konservierung in der gewahlten Konservierungslosung fort und endet mit der Reperfusion,

entweder im Empfangerorganismus oder in der Perfusionsapparatur.

Nicht nur die Entwicklung und die Wahl der Konservierungslésung spielen eine wichtige
Rolle bei der Transplantation, sondern auch die Methode der Konservierung. Schon
frihzeitig war bekannt, dass durch AbklUhlung des Organs der Zellmetabolismus
heruntergefahren wird und so ischadmischen Schaden entgegengewirkt werden kann (Belzer
et al. 1988). Allerdings kam es in der Folge zur Problematik der Ischamiezeit der Leber. Je
langer der Blutfluss durch die Leber gestoppt wird, desto langer befinden sich die Leber bzw.
die Zellen im anaeroben Zustand. Die Ischamie flihrt zu Schaden, die nach der

Transplantation ein Leberversagen nach sich ziehen kénnen (Kannerup et al. 2009).

3.9 Ischamie und Reperfusionsschaden

In diversen Studien wurde festgestellt, dass die Schadigungen an den Hepatozyten vor-
wiegend auf die Warmischamie (Phase der Unterbrechung des Blutflusses bei der
Entnahme) zuriickzufiihren sind. Die Schadigungen an den Endothelzellen werden durch die

Kaltischamie (Konservierungszeit) verursacht (lkeda et al. 1992). Erschwerend kommen
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Schadigungen hinzu, die durch reperfusionsbedingte Entziindungsreaktionen auftreten
(Jaeschke 1998).

Grundlage der Schadigung an den Hepatozyten durch die Ischdmie ist eine gestorte
Energieversorgung. Es kommt zu Schadigungen an unterschiedlichen Stellen der Zelle: an
Mitochondrien, am endoplasmatischen Reticulum und an der Plasmamembran (Dancygier
2003). Mit Sauerstoffmangel geht der Verbrauch der Energiereserven einher und damit eine
vermehrte anaerobe Glykolyse, wodurch sich Laktat ansammelt. In der Folge verandert sich
der pH-Wert in den Zellen. Es kommt zu Veranderungen an den Elektronentransportern bis

hin zu Schadigungen an der zelluldren Membran (Dancygier 2003).

Studien verweisen darauf, dass durch die Kaltischamiezeit Schaden an der Leber auftreten,
welche auf Zelldodeme, Kalziumlberschuss, Azidose, Oxidation, Freisetzung von Zytokinen,

Apoptose und Stérungen in der Mikrozirkulation zuriickzufiihren sind (Feng et al. 2006).

Die Beeintrachtigung der Funktionstiichtigkeit des Organs bei einer Transplantation geht zu-
rick auf Schaden am Endothel der Lebersinusoiden, die u.a. durch die Ischamie verursacht
werden konnen. Aufgrund dieser Endothelschaden kommt es zu einer Veranderung der
Durchblutung der Leber, zur Aktivierung von Kupferzellen und Nekrotisierung der Hepatozy-
ten. Kupferzellen setzen u.a. proteolytische Enzyme, Prostaglandine und den Tumor
Nekrose Faktor (TNF-a) frei, die zu Organschaden beitragen (Abdennebi et al. 1998). Es ist
bekannt, dass Zytokine, wie z.B. diverse Interleukine, und TNF-a bei Entziindungsprozessen
(oder auch Verletzungen) freigesetzt werden und an der Immunantwort beteiligt sind. Sie
wirken aber nicht nur immunmodulatorisch, sondern haben auch Einfluss auf endokrine und
auf metabolische Funktionen. Diese Zytokine sind auch an den Prozessen in der Leber bei
einer Lebertransplantation bzw. bei der Reperfusion beteiligt (Studzinski et al. 2008). Durch
die Reperfusion werden Kupferzellen aktiviert, die dann aktive Sauerstoffverbindungen und
Zytokine wie Interleukine und TNF-a produzieren. Es kommt zur Produktion von aktiven
Sauerstoffverbindungen und Proteasen, was eine direkte Zellschadigung nach sich ziehen
kann. Des Weiteren werden neutrophile Granulozyten und Adh&sionsmolekile aktiviert,
wodurch es zu einer Bindung zwischen den neutrophilen Granulozyten und den
Endothelzellen kommt. Die Lebersinusoide verengen sich, folglich wird der Blutfluss
verlangsamt und Leukozyten werden akkumuliert. Die Reperfusion des Leberparenchyms
wird beeintrachtigt. Die Schadigung der Endothelzellen zieht einen Anstieg von Endothelin
nach sich, und somit entsteht ein Ungleichgewicht zwischen der vasokonstriktiven
Eigenschaft von Endothelin und der vasodilatativen Eigenschaft von Stickoxid (NO)
(Montalvo-Jave et al. 2009; Tapuria et al. 2009).
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Reperfusionsschaden sind u.a. auf das freigesetzte Hypoxanthin zurlickzufihren. Hypo-
xanthin entsteht bei der Verstoffwechselung von ATP wahrend der warmen Ischamiezeit.
Hierbei ist eine Ansammlung von Hypoxanthin zu verzeichnen, da das ATP aufgrund des
Sauerstoffmangels aufgebraucht wird. Wahrend der Reperfusion der Leber mit
sauerstoffreichem Blut wird es dann Uber eine enzymatische Reaktion zu Xanthin oxidiert; es
entstehen Harnsaure und freie Radikale, die letztlich zu Schadigungen der Leber fihren. Je
grolker der Schaden wahrend der Ischamiezeit, desto hdéher das Hypoxanthinniveau und
umso mehr freie Radikale entstehen durch die Reperfusion, die wiederum weitere Schaden
an der Leber verursachen. Der Hypoxanthinnachweis dient der Feststellung, ob sich die

Leber zur Transplantation eignet (Nagayama et al. 2002).

Aufgrund dieser Problematik wurden unterschiedliche Studien durchgefiihrt, um Ansatze zu
finden, wie man auftretenden Schaden entgegenwirken kann: angefangen von Kontroll-
moglichkeiten der Organfunktion Uber genaue Untersuchungen, welche Schaden nach
welcher Ischamiezeit auftreten, bis hin zur Untersuchung von unterschiedlichen
Konservierungsmaoglichkeiten im Vergleich, z.B. ,Simple Cold Storage® (SCS) [Kon-
servierung bei 4 °C] (Vekemans et al. 2008), unterschiedliche Formen von maschineller
Organperfusion (Schon et al. 2001) und ,Ischemic Preconditioning® [IPC] (Kannerup et al.
2009). Bei der IPC wird die Leber an die nach der Transplantation und der anschlieRenden
Konservierung auftretenden Ischamie gewohnt. Dabei wird die Leber schon bei der
Entnahme durch das Anhalten des Blutflusses in bestimmten Zeitabstanden auf die Ischamie
vorbereitet (Montalvo-Jave et al. 2009). Es wurde festgestellt, dass durch IPC die
Kupferzellaktivierung und die Endothelschadigung minimiert wird (Montalvo-Jave et al.
2009).

3.10 Ersatzmethoden zum Tierversuch

Die isolierte Organperfusion ist eine Methode, die der Minimierung von Tierversuchen dient.
Der Paradigmenwechsel in Bezug auf Tierversuche geht bis nach 1954 zuriick und hatte
seine Ursprunge u.a. in dem 3R-Konzept (,Refine, Reduce, Replace“) von Charles Hume.
Die Ausflhrung erfolgte dann 1959 durch Russel und Burch. |hr Ziel war es, Tierversuche
durch alternative Verfahrensweisen zu ersetzen — und wo dies nicht moglich ist - zumindest
die Zahl der Tierversuche zu minimieren bzw. die Versuchsdurchfiuhrung zu verbessern. Ziel

war es, das Leiden der Tiere zu vermindern (Zurlo et al. 1996).

Um Tierversuche zu reduzieren, werden immer mehr Studien an Zell- und Gewebekulturen

sowie mit Hilfe von Simulationsprogrammen am Computer durchgefiht (1996; Fenwick et al.
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2009). Der Nachteil der Studien an Zellkulturen und Gewebekulturen ist das
Nichtvorhandensein von physiologischen Strukturen und Gegebenheiten des Gesamten

innerhalb des Organismus.

Die Methode der isoliert perfundierten Organe hat den Vorteil, dass man damit Unter-
suchungen der Organfunktion durchfiihren kann und auch pharmakologische bzw. toxikolo-
gische Wirkungen auf das jeweilige Organ analysieren kann. Zusatzlich hat sie den Vorteil,
dass das Organ in seiner gesamten Struktur erhalten bleibt und der Gallenabfluss Uberprift
werden kann. Aus diesem Grund wird diese Methode inzwischen haufiger als Ersatzmethode
verwendet (Groneberg et al. 2002; Thewes et al. 2007).
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4 Material und Methoden
4.1 Material

4.1.1 Versuchstiere

4.1.1.1 Herkunft der Tiere

Die Tiere, die fur diese Studie verwendet wurden, gehoéren zur Rasse der ,Deutschen Land-
schweine“ und wurden vom Schweinemastbetrieb ,Landwirtschaft Sommerfeld“ bezogen. Es
handelte es sich bei allen Versuchstieren um weibliche Tiere. Die Schweine wiesen zum
Zeitpunkt der Versuche keine aufierlichen Krankheitsmerkmale auf, waren ca. drei Monate

alt und hatten ein durchschnittliches Gewicht von 39 kg +/- 4 kg.

4.1.1.2 Haltung und Fiitterung der Tiere

Die Tiere wurden in der tierexperimentellen Einrichtung des Universitatsklinikums Charité
gehalten. Sie erhielten pro Tag ca. 1.700 g des pelletierten Standardalleinfuttermittels ,Mast

Solo® (F G L, 15517 Furstenwalde) und hatten freien Zugang zum Wasser.

Die Schweine wurden vor der Operation an das Personal und an die Umgebung gewothnt

indem sie jeweils eine Woche vor dem Versuch in das Forschungsgebaude gebracht

wurden. Durch dieses Vorgehen sollte der Stre3 der Schweine vor dem Eingriff reduziert

werden.

4.1.1.3 Gruppeneinteilung

Die Einteilung in Gruppen erfolgte randomisiert.

Tabelle 3: Gruppeneinteilung

Gruppe Versuchsnummern der Tiere Konservierungslosung
untersuchten Lebern

A 3,9, 10, 11,12, 13 6 Biseko-Ldsung

B 1,2,5,7,8,14 6 UW-Lésung
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4.1.2 Material fiir Narkose/Operation

Fentanyl-Janssen R, 0,5 mg

Povidon-lod

Thiopental-Natrium

Vicryl 1

4.1.3 Material fiir die Organkonservierung

0,9 % NaCL-Ldsung
Biseko-Konservierungslésung

UW-Konservierungslosung

4.1.4 Material fur die Organperfusion

Tabelle 4: Zusammensetzung des Dialysats
Stammloésung 1
NaCl
KCL
NaHCO;
NaH,PO,
Harnstoff
Kreatinin
Stammlésung 2
CaCly*2H,0

MgCL2*6H20

Janssen-Cilag GmbH, Neuss, D

Braunol, B.Braun Melsungen AG,
Melsungen, D
Trapanal, 2,5 mg, Altana Pharma

Deutschland GmbH, Konstanz, D

Ethicon, Norderstedt, D

B.Braun Melsungen AG, Melsungen, D
Fa. Biotest, Dreieich, D
Herstellung im hausinternen Labor

Siehe Tabelle 5

321,42 g/5L
14,91 g/5L
84,01 g/5L
3 g/5L
15,02 g/5L
2,83 g/5L
11,03 g/5L
10,17 g/5L

500 ml Stammlésung 1 wird in 3 L Aqua dest. geldst und geschiittelt, anschlieend

werden dann 500 ml Stammlésung 2 hinzugefiigt, die vorher in 2 L Aqua dest. geldst

werden. Dann erfolgen das Schitteln und das Hinzufligen der Glucose.
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4.1.5 Material fir die Messung der Leberfunktionsparameter

Blutgasanalysegerat Blutanalysegerat ABLTM505 +OSM3, Fa.
Radiometer, Kopenhagen, DK

4.1.6 Material fiir die histologischen Praparate

4.1.6.1 Lichtmikroskopie

Entwasserungsautomat Leica TP 1020m Leica Microsystems, Nussloch GmbH, D
Kuhlplatte Leica EG 1130 Leica Microsystems, Nussloch GmbH, D
Lichtmikroskop Leica Microsystems, Nussloch GmbH, D
Objekttrager Langenbrink, Emmendingen, D
Paraffinbad Leica EG 1120 Leica Microsystems, Nussloch GmbH, D
Rotationsmikrotom RM 2125 Leica Microsystems, Nussloch GmbH, D
Wasserbad Leica HI 1210 Leica Microsystems Nussloch GmbH, D
Alkohol Merck KGaA, Darmstadt, D

Eosin Merck KGaA, Darmstadt, D,
Formaldehyd 4 % Herbeta, Berlin, D

Meyers Hamatoxylin Merck KGaA, Darmstadt, D

Paraplast Plus Tissue Embedding Medium Tyco Healthcare, Mansfield, USA

Xylol Merck KGaA, Darmstadt, D

4.1.6.2 Elektronenmikroskopie

Elektronenmikroskop EM 906 Zeiss, Oberkochen, D

Kupfergrids Plano, D

Mikrotom Leica RM 2065 Leica Microsystems, Nussloch GmbH, D
Ultracut S, Leica Leica Microsystems, Nussloch GmbH, D
Epon Serva GmbH, Heidelberg, D

2,5 % Glutaraldehyd Serva GmbH, Heidelberg, D
Osmiumtetraoxid Chempur, Karlsruhe, D
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Phosphatpuffer Merck KGaA, Darmstadt, D
Propelinoxid Serva GmbH, Heidelberg, D
Richardson Methylenblau/Azurblau Merck KGaA, Darmstadt, D
Richardson Bleicitrat / Bleinitrat Merck KGaA, Darmstadt, D
Uranylacetat Serva GmbH, Heidelberg, D

4.2 Methoden

4.2.1 Gruppenbildung und Versuchsablauf

Die Gruppeneinteilung erfolgte aufgrund der verwendeten Konservierungslosung:

Gruppe A Biseko-Ldsung n=6

Gruppe B UW-Loésung n=6

Je sechs Tiere bilden eine Gruppe. Die Gruppeneinteilung erfolgte nach dem Zufallsprinzip.

Zur Ubersicht dient der in Abb. 4 skizzierte Versuchsablauf mit den Zeitpunkten der
Biopsieentnahmen, als auch dem Zeitpunkt der Messungen der Vitalparameter.

Organentnahme —> Konservierung ——>Perfusion

1 %2 Std. 14 Std. 180 min
Vitalparameter, alle 30 min

Biopsie Biopsie

Lichtmikroskopische und

elektronmikroskopische Untersuchungen

Abb. 4: Die Darstellung gibt die zeitliche Dauer an und stellt die Zeitpunkte der
Biopsieentnahme (vor und nach der Perfusion) sowie die durchgeflihrten
Untersuchungen dar.
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4.2.2 Operationsvorbereitung

In den zwolf Stunden vor Operationsbeginn erhielten die Versuchstiere nur Wasser und
wurden ansonsten nlichtern gehalten. Vor Beginn der Operation wurde jedem Schwein ein
intravendser Zugang in die Ohrrandvene gelegt, tber die es zur Sedation 5mg Thiopental-
Natrium pro kg erhielt. Die Tiere wurden im Anschluss unter Laryngoskope-Kontrolle
intubiert, an ein Beatmungsgerat angeschlossen und mit einem Isofluran-Lachgas-
Sauerstoff-Gemisch beatmet. Das Abdomen wurde enthaart und gereinigt und anschliel3end
im Operationssaal mit Povidon-lod desinfiziert. Der gesamte Koérper wurde im Anschluss

unter Aussparung der zu operierenden Stelle steril abgedeckt.

Als Analgetikum erhielten die Schweine 20 Minuten vor Operationsbeginn intravenés 5 ml
Fentanyl-Dihydrogencitrat. Der Zustand der Schweine wurde wahrend der gesamten
Operation Uber die Parameter Sauerstoffsattigung und die COs-Exspirationskonzentration
kontrolliert. Die Atemfrequenz wurde CO,-adaptierend bei einem vorgegebenen
exspiratorischen CO,-Partialdruck von etwa 39 mm Hg auf 10-12 Atemziige pro Minute

eingestellt.

4.2.3 Organentnahme

Die Explantation der Leber wurde operativ durchgefihrt. Aulerdem wurden weitere Organe
fur andere Versuche entnommen. Zu Beginn der Operation wurde die Bauchhdhle mittels
eines Medianschnittes vom Sternum bis zum Inguinalbereich geéffnet. Nach Freilegung
wurde die Harnblase punktiert und mittels einer Spritze entleert, um mehr Ubersicht im

Operationsfeld zu gewinnen.

Im zweiten Schritt wurde die Bifurkation der V. cava caudalis aufgesucht und oberhalb davon
eine Ligatur gesetzt (Vicryl 1, Ethicon). Diese wurde zunachst nicht geschlossen. Auf
gleicher Hohe wurde die Aorta aufgesucht und mit zwei Ligaturen versehen, welche

ebenfalls noch nicht geschlossen wurden.

Im dritten Schritt wurde das Ligamentum hepatoduodenale freigelegt, welches den Gallen-
gang, die A. hepatica sowie die Vena portae enthalt. Dieses wurde ligiert und durchtrennt,
die Leber nach oben geklappt sowie die Aorta infradiaphragmal mit einer Ligatur versehen.

Auch diese Ligatur wurde noch nicht geschlossen.

Im vierten Schritt wurden die Ligaturen an der Aorta wie folgt verschlossen: Die erste Ligatur
an der Bauchaorta wurde verknotet und ein Katheter zur Perfusion in die Aorta eingeflihrt,
welcher mit der an der Aorta befindlichen zweiten Ligatur fixiert wurde. Die dritte Ligatur, die

sich infradiaphragmal befindet, wurde ebenfalls geschlossen. Die Perfusion wurde gestartet.
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Im flUnften bis achten Schritt wurde das Zwerchfell gedffnet, um die dort befindliche V. cava
eine Ligatur gesetzt und kaudal davon ein Loch eingeschnitten. Ebenso wurde mit der Vena

cava in der Nahe der Bifurkation verfahren und kranial ein Loch gesetzt.

Nachdem alle Ligaturen verknotet waren, wurde die Leber ohne jeglichen unnétigen Zug
bzw. Druck auf das Organ entnommen. Fur die spatere Histologie wurden vor der Perfusion

Gewebeproben von der Leber genommen.

Im zweiten Teil der Operation, der sich auf die Nieren bezog, wurden die Nieren heraus-
genommen. Insgesamt wurden wahrend der Entnahme 3.000 ml Konservierungslosung

durch die Leber und durch beide Nieren geleitet.

4.2.4 Organkonservierung

Wahrend der Versuche wurden zwei verschiedene Konservierungslosungen verwendet. Zum
einen wurde als Vergleichsstandard die als ,Goldstandard® bekannte und etablierte
Konservierungslosung ,University of Wisconsin® (UW) verwendet. Zum anderen wurde die zu
testende Lésung, die humane Plasmalbsung ,Biseko“ der Fa. Biotest, eingesetzt. Die
detaillierte Zusammensetzung der im Institut hergestellten UW-L6sung ist in Tabelle 5

nachzulesen.

Um eine sofortige Kihlung der Organe zu erreichen, wurden diese nach der Entnahme in
eine Schale mit z.T. gekUhlter und z.T. gefrorener 0,9%iger NaCl-L6sung uberfuhrt. Dadurch
erfuhren die Organe halb schwimmend eine sofortige Oberflachenkihlung und die warme
Ischamiezeit wurde auf ein Minimum reduziert. Nach dem Herunterkihlen der Organe
wurden diese in entsprechender Konservierungslosung bei 4° C steril konserviert. Die kalte

Ischamiezeit betrug 14 Stunden.
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Tabelle 5: Zusammensetzung Standard UW-L6sung; pH = 7,4; Osmolalitat 320mosmol/l

Laktobionat 100 mmol / |
Raffinose 30 mmol /|
K-H,PO, / K-HPO,- 25 mmol /|
Mg-Sulfat 5 mmol /|
Gluthation 3 mmol /|
Adenosin 5 mmol / |
Allopurinol 1 mmol /|
Natrium 29 mmol / |
Kalium 125 mmol / |
HAES 50g/1

4.2.5 Organperfusion

Die verwendete Leberperfusionsapparatur (Abb. 5), wurde von der AG Grosse-Siestrup im
Rahmen eines BMBF-Projektes entwickelt. Sie besteht aus einer Perfusionskammer aus
Plexiglas, worin die Leber in einem Isolationsbeutel aufgehangt wird, um sie von dem
umgebenden Wasser zu trennen. Die Kammer enthalt Ein- und Austrittsanschlisse fur die
Schlauche. Weiterhin sind folgende Komponenten der Perfusionsapparatur zu
unterscheiden: Blutreservoir (Blutbeutel), Auffangschale fur die Galle, zwei Luftfallen, drei
Pumpen und ein Flussmesser. Wie in Abb. 5 und Abb. 6 zu sehen ist, besteht die gesamte
Perfusionsapparatur aus zwei funktionell unterschiedlichen Kreislaufen: dem Blutkreislauf
und dem Dialysatkreislauf. Beide Kreisldufe sind Uber drei Dialysatoren miteinander
verbunden, die fiur den Gas- und Solutenaustausch verantwortlich sind. Der Austausch

erfolgt mittels Gegenstromprinzip.

Zum Blutkreislauf gehéren das Organ, der Blutbeutel, Auffangschale fur die Galle und zwei
Schlauchventilpumpen. Im Dialysatkreislauf befinden sich das Gefald mit dem Dialysat und

ein Wasserbad.

Um die physiologischen Perfusionsverhaltnisse an der isolierten Leber mdglichst zu
gewabhrleisten, sind Pumpen in die Perfusionsapparatur eingebaut. Sie lassen den arteriellen
und gemischtvendsen Zufluss von Blut zur Leber sowie den Abtransport des Blutes aus der
Leber zu. Die Pumpen sind flexibel regulierbar, um auch bei schwankenden intrahepatischen

Perfusionswiderstanden eine gleichmafige Perfusion des Organs sicherzustellen.
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1. Organbehalter mit
Leber

2 Blood
reservolr

2. Blutbeutel

3. Dialysemodule

Abb. 5: Leberperfusionsapparatur mit ihren wesentlichen Bestandteilen*

Wahrend der Perfusion wurden in Abstanden von 30 min Blutproben entnommen. Die erste
Probenentnahme von Blut erfolgte vor Anschluss des Organs an den Kreislauf. Die

Perfusionsdauer betrug 180 min.

Weiterhin wurden Perfusionsdruck, der den Blutdruck im Organismus imitieren sollte, und
Temperatur wahrend der Perfusion gemessen und festgehalten. Bei steigendem Druck
konnte das Wasser in der Perfusionskammer abgelassen werden, bei sinkendem Druck
konnte Wasser in die Perfusionskammer gefillt werden. So konnten Abweichungen vom

Normwert reguliert werden.

4 Druckgenehmigung erteilt bei PD. Dr. Grosse-Siestrup
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Abb. 6: Graphische Darstellung der Leberperfusionsapparatur °

(Dialysemodul nach H. von Bayer)

Das Blutreservoir (2,5 |) enthielt das Eigenblut des Schweins. Das Blut lief auf zwei Wegen
durch die Perfusionsapparatur (Abb. 6): zum einen nach dem Dialysemodul Uber den
Durchflussmeter und die ,Luftfalle® zur V. portae und in die in der Perfusionskammer
liegende Leber. Zum anderen nahm das Blut den arteriellen Weg, floss Uber den
Durchflussmeter und die ,Luftfalle® in die A. hepatica und zum Organ. Nach dem
DurchflieRen der Leber gelangte das Blut Uber die V. cava caudalis zurick zum
Blutreservoir, wo Uber einen eingebauten Drei-Wege-Hahn Blutproben entnommen wurden
(Abb. 6).

Das Dialysat, welches in ein Sechslitergefal eingefillt wurde, floss nach dem Austreten aus
dem Organ durch einen Oxygenator und Warmeaustauscher. Im Oxygenator
(Membranoxygenator) wurde das Dialysat mit Sauerstoff angereichert, gleichzeitig wurde
Kohlendioxid entfernt. Durch den Gasfluss (welcher von auf3en reguliert werden konnte) lie
sich die Sauerstoffsattigung steuern. Mittels des dazu geschalteten Warmeaustauschers,
welcher 37° C warmes Wasser enthielt, wurde Uber das Gegenstromprinzip das Dialysat auf

37° C angewarmt.

° Druckgenehmigung erteilt von PD Dr. Grosse-Siestrup
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Wahrend das Dialysat Uber die Dialysatoren floss, kam es in indirekten Kontakt mit dem Blut.
Aufgrund des Gegenstromprinzips wurden Glucose und Elektrolyte an das Blut abgegeben
sowie Abbauprodukte des Blutes an das Dialysat abgegeben. Wegen des hierbei

herrschenden Unterdrucks konnte das Dialysat nicht ins Blut Ubertreten.

4.2.6 Biopsieentnahme

Wahrend des Versuchsablaufs wurden zu zwei unterschiedlichen Zeitpunkten mehrere
Biopsien aus den jeweiligen Lebern enthommen. Der erste Zeitpunkt der Probenahme war
vor der Reperfusion (= direkt nach der Konservierungszeit) und der zweite nach Ablauf der
Perfusion. Die Biopsien flur die lichtmikroskopischen Untersuchungen wurden nach der
Entnahme mit 4 %igem gepuffertem Formaldehyd fixiert. Die Biopsien fur die
elektronenmikroskopischen  Untersuchungen wurden in 2,5 %ige Glutaraldehyd-
Fixierungslosung in Phosphatpuffer gegeben. Bei der Probenentnahme wurde darauf
geachtet, dass die Gewebeproben eine gewisse GroRe nicht Uberschritten, v.a. bei den
Biopsien, die flr die Elektronenmikroskopie verwendet werden sollten. Bedingt durch die
langsame Diffusion der Fixierungslésung durch das Gewebe durften die Proben hierflir nicht

grélker als 1 mm x 1 mm sein.

4.2.7 Leberfunktionsparameter

4.2.71 Perfusatuntersuchungen

Die Analysen des Perfusats wurden im Institut fur klinische Chemie der Charité, Campus

Virchow Klinikum, durchgeftihrt.

Folgende Parameter wurden gemessen: AST, GLDH, LDH, Laktat, AP, GGT, und
Gallenproduktion. Die angegebenen physiologischen Referenzwerte, die als Anhaltspunkt fir
die untersuchten Parameter dienen, stammen aus dem ,Lehrbuch der Schweinekrankheiten®

(Parey Verlag) von Karl-Heinz Waldmann (S.175).

4.2.8 Anfertigen von lichtmikroskopischen Bildern

4.2.8.1 Entwassern und Einbetten

Die Proben, die dem Anfertigen von lichtmikroskopischen Bildern dienten, wurden nach zwolf
Stunden Fixation mit Leitungswasser gespult, danach in einen Entwasserungsautomat

gegeben und nach folgendem Ablauf in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert:

Alkohol 70% fir 1 Std., Alkohol 80% fiir 1 Std., Alkohol 80% fir 2 Std., Alkohol 96% flr 2
Std., Alkohol 96% fir 2 Std., Alkohol 100% fiir 2 Std., Alkohol 100% flr 3 Std., Xylol fur 1
Std., Xylol fur 1,5 Std., Paraffin 60° C fur 2 Std., Paraffin 60° C fur 2 Std.
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Nach der Entwasserung wurden die Gewebeproben aus dem Automaten entfernt, zur
Paraffineinbettung in Metallgussformen platziert und anschlieBend mit flissigem Paraffin aus
dem Paraffinbad Ubergossen. Zur Aushartung wurden die Paraffinbldcke auf eine Kihlplatte

gestellt. Nach Erkaltung konnten die Gussformen entfernt werden.

4.2.8.2 Schneiden am Rotationsmikrotom

Aus den Paraffinblécken wurden am Rotationsmikrotom 4um dicke Schnitte angefertigt. Um
mdglichst intaktes Gewebe zu erhalten, wurden die Paraffinbldcke vor jedem Schnittgang auf
Eis geklhlt. Die Gewebeschnitte wurden zuerst zum Glatten in warmes Wasser uberfuhrt
und dann auf Objekttrager aufgezogen. Diese wurden nach der Lufttrocknung 48 Std. im
Brutschrank bei 37° C aufbewahrt, um die Haftung der Schnitte auf den Objekttragern zu

gewahrleisten.

4.2.8.3 Histologische Farbung

Im Anschluss wurden die Paraffinschnitte mit Xylol entparaffiniert und in einer absteigenden
Alkoholreihe rehydratisiert. AnschlieRend wurde eine Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-
Farbung) angefertigt. Die Farbung der Praparate erfolgte mit Hdmalaun-Eosin. Durch die
HE-Farbung werden zum einen die Zellkerne, Bakterien und Verkalkungen blau sichtbar,
zum anderen Zytoplasma und Kollagen rot. Die Farbung wurde nach folgendem Schema

durchgefinhrt:

Xylol far 5 min, Xylol fir 5 min, 100% Ethanol fir 30 sec, 95% Ethanol fur 30 sec, 70%
Ethanol fir 30 sec, entsalzenes H,O flr 30 sec, Mayer’'s Hamatoxylin fur 1,5 min,
entsalzenes H,O fir 30 sec, 70% Ethanol fur 30 sec, 95% Ethanol fur 30 sec, Eosin fir 1,5
min, 95% Ethanol fur 30 sec, 95% Ethanol fir 30 sec, 100% Ethanol fir 30 sec, Xylol fur 1,5

min.

4.2.9 Anfertigen von elektronenmikroskopischen Bildern

4.2.9.1 Entwassern und Einbetten

Die Proben, die nach der Biopsie-Entnahme in mit Phosphat gepuffertem 2,5 %igem
Glutaraldehyd fixiert wurden, wurden flir die Anfertigung von elektronenmikroskopischen
Schnitten wie folgt weiter verarbeitet: Die Biopsien wurden zunachst 72 Std. bei 5° C im
Kihlschrank gelagert. Die Gewebestiicke wurden dann 3 x 10 min in Puffer gewaschen und
anschliefend 2 Std. in 2 %iges Osmiumtetraoxid (OSO,) zum Nachfixieren gegeben. Das
0OSO, dient der Fixierung der Lipide im Gewebe. Danach wurden die Proben in einer

aufsteigenden Alkoholreihe entwassert:
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Alkohol 70% fiir 10 min, Alkohol 80% fir 10 min, Alkohol 96% fir 10 min, Alkohol 100% ftr

10 min.

Im Anschluss erfolgte eine 2 x 15 min dauernde Nachbehandlung in Propelinoxid als
Intermedium, dann eine ,Infiltration“ der Gewebeproben in einer Mixtur von Epon und

Propylenoxid mit aufsteigenden Epon-Konzentrationen:

Epon / Propylenoxid (1:2) fur 1 Std., Epon / Propylenoxid (1:1) far 1 Std., Epon /
Propylenoxid (2:1) fur 1 Std.

AbschlieRend wurden die Gewebeproben in mit frischem, reinem Epon gefillite Kapseln

eingebettet und 48 Std. bei 60° C auspolymerisiert.

4.2.9.2 Schneiden am Rotationsmikrotom

Die Hartplastikblocke wurden aus den Kapseln entfernt. Mithilfe eines Mikrotoms (Leica RM
2065) wurden dann aus den Hartplastikblécken 0,5 ym dicke Semidlnnschnitte angefertigt.
Diese wurden vor der Weiterverarbeitung unter dem Lichtmikroskop untersucht und die

gewinschten Areale ausgewahilt.

4.2.9.3 Histologische Farbung

Die Semidunnschnitte wurden in Richardson Methylenblau gefarbt. AnschlieRend wurden mit
einem Leica-Ultracut S 70 nm dinne Ultradinnschnitte angefertigt. Diese Ultradinnschnitte
wurden auf Kupfergrids aufgezogen und mit Uranylacetat und Bleicitrat kontrastiert. Im An-
schluss konnten die Schnitte mit einem Elektronenmikroskop untersucht und bewertet

werden.

4.2.10 Auswertung der histologischen Schnitte

Die histologischen Schnitte wurden untersucht und der Grad der Schadigung festgestellt. Zur
Einteilung der Schadigungen in geringgradig, mittelgradig und hochgradig wurde ein
Auswertungsbogen verwendet, in welchem die Befunde wie Zellschwellungen,
Sinusdilatation, Trabekelbriiche, Einblutungen, Endothelschaden, und Nekrosen festgehalten
wurden. Diese Befunde geben Auskunft Uber das Ausmal} der Zell- und Gewebeschadigung

und den damit verbundenen Funktionsverlust des Organs.

Bei den elektronmikroskopischen Untersuchungen wurde die Intaktheit von Zellstrukturen
(v.a. Zellkern), Mitochondrien und Endoplasmatischem Retikulum bewertet. Zudem wurden

die Gallengange untersucht.
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4.2.11 Statistische Methode

Die durch die Entnahme von Perfusat ermittelten hamatologischen und klinisch-chemischen
Parameter wurden mit dem Statistik-Programm SPSS ausgewertet. Die Werte sind als
Median mit 25—-75-Perzentilen angegeben. Die tabellarische Errechnung erfolgte mit SPSS
Statistik Version 18.

Zur Bewertung der Unterschiede zweier unabhangiger Stichproben wurde der Mann-

Whitney-U-Test eingesetzt. Abhangige Proben wurden mit dem Wilcoxon Test bewertet.

Der Mann-Whitney Test ist ein parameterfreier statistischer Test. Dieser Test (auch als ,U-
Test” bezeichnet) ist ein Homogenitatstest. Mit dem Test wird Uberprift, ob sich zwei
Gruppen signifikant bezlglich ihrer Range (oder auch ihres Medians) unterscheiden. Anders
als parametrische statistische Tests machen sie keine Annahmen ({ber die
Wahrscheinlichkeitsverteilung der untersuchten Variablen und sind deswegen auch dann
anwendbar, wenn die bei vielen  statistischen  Aussagen notwendigen
Verteilungsvoraussetzungen nicht erfullt sind (Tiede 2000; Corder 2009). Der Wilcoxon-Test
betrachtet bei zwei abhangige Proben nicht nur die Richtung der Unterschiede zwischen den
Wertepaaren, sondern auch die Hohe der Abweichung (Tiede 2000; Corder 2009).

Ein Testresultat wird als signifikant definiert, falls der p-Wert <0,05 ist. Tendenzen werden
bei p-Werten <0,1 angegeben. Die Werte mit Signifikanz werden mit einem Sternchen [*]

gekennzeichnet, die Werte, die auf eine Tendenz verweisen, mit [#].

Die Ergebnisse, die ebenfalls mit SPSS generiert wurden, wurden graphisch als Box-Plot
dargestellt. Die hervorgehobene ,Box“ stellt 50% der Werte dar. Die Horziontale Linie
innnerhalb der Box zeigt den Median Wert an. Dieser teilt die Werte so, dass sich je 50%
darunter und darlber befinden. Die T-férmigen Linien ober- und unterhalb der Boxen werden
als ,Whiskers® bezeichnet. Die ,Whiskers® sind nicht langer als maximal 1,5 Boxenlangen.
Die Enden der Whiskers zeigen den Minimal (unter der Box) und Maximalwert (Uber der Box)

innerhalb dieser Lange auf (Burkschat et al. 2004).

Werte im Bereich (zwischen 1,5 — 3 Boxenldngen) werden als Ausreisser definiert und
speziell gekennzeichnet (0). Extremwerte (Werte die ausserhalb dieses Bereiches von 3

Boxenlangen liegen) werden mit (o) gekennzeichnet.
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5 Ergebnisse

Es wurden 12 isolierte Hamoperfusionen von Schweineorganen nach zwei verschiedenen
Konservierungmethoden durchgefiihrt. Wahrend der 180-minitigen Perfusion wurde
einerseits die Enzymaktivitat innerhalb der einzelnen Versuchsgruppe im zeitlichen Verlauf
beurteilt (mittels Wilcoxon), anderseits die Enzymaktivitat der zwei Versuchgsgruppen

verglichen (mittels Mann-Whitney-U).

Im Text werden Werte p<0,1 mit ,tendenziell® und Werte p<0,05 mit ,signifikant

umschrieben.

5.1 Perfusatuntersuchung

Wahrend der dreistundigen Perfusion wurden Leberfunktionsparameter im Serum
untersucht. Daneben wurde die Gallenproduktion gemessen, da diese durch die
Konservierung mit anschlielender Perfusion negativ beeinflusst werden kann. Im Einzelnen
wurden folgende Werte gemessen: AST, GLDH, LDH, Laktat, AP, GGT und
Gallenproduktion. Es wurde ein Vergleich der jeweiligen einzelnen Werte zum Zeitpunkt
nach der 14-stiindigen Kaltischamie durchgefihrt, sowie der Veranderungen im Verlauf der
Perfusion. Zudem erfolgte ein Vergleich zwischen den mit UW-Ldsung und den mit Biseko-
Losung konservierten Lebern. Dieser Wert wurde untersucht um einen Vergleich der
Beeintrachtigung der Leberfunktion durchfihren zu kénnen. Im Folgenden werden die

Ergebnisse in einer vergleichenden Betrachtung aufgefihrt.

51.1 AST
Zu Beginn der Perfusionsphase mit Biseko-Losung lag der AST-Wert mit 380 U/l hdher als

zu jedem untersuchten Zeitpunkt mit der UW-Ldsung. Im Zeitverlauf stieg er noch weiter an
(Tabelle 7 im Anhang).

Bei der durchgefuhrten Kaltkonservierung mit der Standard UW-L6sung lag der AST-Wert zu
Beginn der Perfusion (0 min) unter dem von der mit Biseko-Lésung konservierten Lebern.
Insgesamt stieg der AST-Wert im Verlauf der 180-minutigen Perfusion weiter an bis auf
durchschnittlich 327,5 U/l gemessen am Ende des Untersuchungszeitraumes (Tabelle 8 im

Anhang).

Zum Zeitpunkt 0 min (Beginn der Perfusion) lag der AST-Wert bei Verwendung der Biseko-
Losung hoher (380,5 U/l) als bei Einsatz der UW-Lésung (154 U/l). Hier ergab sich ein Wert
von p = 0,063.
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Abb. 7: Vergleichende Darstellung der AST-Aktivitat im Verlauf der isolierten Leber-
perfusion; Versuch A (Konservierung mit Biseko-Lésung) — blaue Boxen,
Versuch B (Konservierung mit UW-Ldsung) - rote Boxen; n = 6 Tiere pro
Versuchsgruppe, Trends [#; p<0.1], Aussreisser [0], Extremwerte [0]

In Abb. 7 sind die Werte (Median) wahrend der 180-minltigen Reperfusion aufgezeigt. Der
Messbeginn erfolgte nach der 14 stiindigen Kaltischamie und Konservierung in Biseko- bzw.
UW-L6sung.

5.1.2 GLDH
Zu Beginn der Perfusionsphase mit der Biseko-Ldsung lag der GLDH Wert hoher als bei

Verwendung der UW-Loésung. Auch kam es hier zu einem Anstieg innerhalb der ersten 30
Minuten der Perfusion. Allerdings war auch ein Ansteigen und Abfallen des Enzymwertes zu
beobachten (Tabelle 9 im Anhang).

Nach der Kaltkonservierung mit UW-L6ésung lag der GLDH Wert zu Beginn der Perfusion (0
min) bei 1,6 U/l. Insgesamt stieg der GLDH Wert innerhalb der ersten 30 min dreifach, um
dann im Verlauf der restlichen 180-minltigen Perfusion wieder zu sinken (Tabelle 10 im
Anhang).
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Im Verlauf zwischen dem Zeitpunkt 0 (Beginn der Perfusion) und der Messung beim
Zeitpunkt 30 min kam es bei den Lebern, die mit UW-Lésung konserviert wurden, zu einer
tendenziellen Erhéhung. Hier ergab sich der Wert p = 0,063.
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Abb. 8 Vergleichende Darstellung der GLDH-Aktivitat im Verlauf der isolierten

Leberperfusion; Versuch A (Konservierung mit Biseko-Losung) - blaue Boxen,
Versuch B (Konservierung mit UW-Lésung) - rote Boxen; n = 6 Tiere pro
Versuchsgruppe, Trends [#;p<0.1], Aussreisser [0], Extremwerte [o]

In Abb. 8 sind die Werte (Median) wahrend der 180-minltigen Reperfusion aufgezeigt. Der

Messbeginn erfolgte nach der 14 stiindigen Kaltischamie und Konservierung in Biseko- bzw.
UW-L6sung.
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5.1.3 LDH

Zu Beginn der Perfusionsphase war bei den in Biseko-Lésung konservierten Lebern der
LDH-Wert mit 525 U/l noch héher als bei den mit UW-Lésung konservierten Lebern. Auch
hier sank der Wert im Laufe der Perfusion ab, um am Ende wieder anzusteigen. Der am
Ende der Perfusion gemessene Wert lag noch héher als der am Anfang gemessene Wert
(Tabelle 11 im Anhang).

Nach der Kaltkonservierung mit UW-L6sung war die Enzymaktivitat in der Untersuchung zu
Beginn der Perfusion (t = 0 min) hoch. Wahrend der Perfusion war ein anfangliches Sinken
der Enzymaktivitat zu beobachten. Ab dem Zeitpunkt t= 90 min kam es wieder zu einem
Anstieg. Der zuletzt gemessene Wert bei t= 180 min lag mit 419 U/l unter den von mit

Biseko-Ldsung konservierten Lebern.

Wahrend der Perfusion lag der gemessene Enzymwert von den mit Biseko-Losung
konvervierten Lebern, zu keinem Zeitpunkt, unter dem von mit UW-Lésung konservierten

Lebern.
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Abb. 9: Vergleichende Darstellung der LDH-Aktivitdt im Verlauf der isolierten Leber-
perfusion; Versuch A (Konservierung mit Biseko-Losung) - blaue Boxen,
Versuch B (Konservierung mit UW-Ldsung) - rote Boxen; n = 6 Tiere pro
Versuchsgruppe; Aussreisser [0], Extremwerte [o]

In Abb. 9 sind die Werte (Median) wahrend der 180-minutigen Reperfusion aufgezeigt. Der
Messbeginn erfolgte nach der 14 stiindigen Kaltischamie und Konservierung in Biseko- bzw.
UW-Losung.

5.1.4 Laktat

Zu Beginn der Perfusionsphase nach der Konservierung mit Biseko-Losung lag der
Laktatwert bei t= 30 min mit 1,35 U/l nur bei rund 30 % des Wertes der mit UW-Lésung
konservierten Lebern. Im zeitlichen Verlauf der Perfusion stieg der Laktatwert an, blieb aber
nach Beendigung der Perfusion trotzdem unter dem Wert der Lebern, die mit UW-Ldsung
konserviert wurden (Tabelle 13 im Anhang).

In der Untersuchung zeigte der Laktatwert nach der Kaltkonservierung mit UW-LOsung,
abgesehen von einem kurzfristigen Abfallen der Enzymaktivitat bei t=60 um Uber die Halfte

zum gemessenen Wert bei t=30, eine Tendenz zum Steigen (Tabelle 14 im Anhang).
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Zum Zeitpunkt 30 min lag der Laktatwert bei Verwendung der Biseko-Losung signifikant
niedriger als bei Einsatz der UW-Ldsung (p=0,016). Im Verlauf zwischen 30 min und 60 min
kam es bei den Lebern, die mit Biseko Losung konserviert wurden, zu einer tendenziellen
Erhéhung (p=0,063).
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Abb. 10: Vergleichende Darstellung der Laktatkonzentrationen im Verlauf der isolierten
Leberperfusion; Versuch A (Konservierung mit Biseko-L6sung) - blaue Boxen,
Versuch B (Konservierung mit UW-Ldsung) - rote Boxen; n = 6 Tiere pro
Versuchsgruppe, Trends [#; p<0.1], Signifikanzen [#; p<0.05], Aussreisser [0],
Extremwerte [o]

In Abb. 10 sind die Werte (Median) wahrend der 180-minutigen Reperfusion aufgezeigt. Der
Abstand der Probenentnahmen betrug 30 min. Der Messbeginn erfolgte nach der 14
stundigen Kaltischamie und Konservierung in Biseko bzw. UW-Ldsung.
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51.5 AP
Zu Beginn der Perfusionsphase mit Biseko-Losung lag der AP-Wert héher als bei den in UW-

Losung konservierten Lebern, sank aber im zeitlichen Verlauf der Perfusion schneller ab und
erreichte am Ende des Untersuchungszeitraums mit den gemessenen 13 U/l sogar nur 58%
der gemessenen Enzymaktivitdt bei den mit UW konservierten Lebern (Tabelle 15 im

Anhang).

In der hier durchgefiihrten Studie lag der AP-Wert nach der Kaltkonservierung mit UW-
Lésung zu Beginn der Perfusion mit 38,5 U/l 14% unter dem bei den mit Biseko
konservierten Lebern gemessenen Wert. Insgesamt sank er im Verlauf der 180-min(tigen
Perfusion weiter ab. Der am Ende des Untersuchungszeitraumes gemessene Wert von 22,5
U/l war aber hoher als der zuletzt gemessene Wert von den mit Biseko-Losung konservierten

Lebern.

Im zeitlichen Verlauf der Perfusion (0 min—180 min) war bei den in UW-L&sung konservierten
Lebern ein deutliches Absinken zu verzeichnen (p = 0,063). Bei den in Biseko-Lésung
konservierten Lebern war im zeitlichen Verlauf der Perfusion ebenso eine signifikante
Reduzierung zu konstatieren (p = 0,031). Weiterhin gab es bei den in Biseko-Lésung
konservierten Lebern einen signifikanten Rickgang innerhalb der ersten 30 min (0 min—-30
min) (p = 0,031), dann zwischen 60 und 90 min (p = 0,031), bei 90-120 min (p=0,031) und
bei 150-180 min (p = 0,031).

Zum Zeitpunkt 120 min lag der AP-Wert bei Verwendung von den mit UW-LAsung
konservierten Lebern tendenziell hdher als bei den mit Biseko-L6sung konservierten Lebern
(p=0,065). Gleiches gilt fir den Zeitpunkt 180 min (p = 0,061).

52



Ergebnisse

*

*

100
l

_
—

80

40

AP [U/]
1 $
L
— - .
HI—
—
M °
o =
o ju

20

-
—
r

i
-y
-
—
-

0 T T T T T T T
0 30 60 90 120 150 180
Minuten
Abb. 11: Vergleichende Darstellung der AP-Aktivitdten im Verlauf der isolierten

Leberperfusion; Versuch A (Konservierung mit Biseko-Losung) - blaue Boxen,
Versuch B (Konservierung mit UW-Ldsung) - rote Boxen; n = 6 Tiere pro
Versuchsgruppe, Trends [#;p<0.1], Signifikanzen [#; p<0.05], Aussreisser [¢],
Extremwerte [o]

In Abb. 11 sind die Werte (Median) wahrend der 180-minltigen Reperfusion aufgezeigt. Der
Abstand der Probenentnahmen betrédgt 30 min. Der Messbeginn erfolgte nach der 14

stindigen Kaltischamie und Konservierung in Biseko bzw. UW-Ldsung.

5.1.6 GGT

Zu Beginn der Perfusionsphase mit den in Biseko-Ldsung konservierten Lebern lag der
GGT-Wert bei 41 U/l, nahm aber im Laufe der 180-minitigen Perfusion um die Halfte ab
(Tabelle 17 im Anhang).

Nach der Kaltkonservierung mit UW-Lésung lag der GGT-Wert in der Untersuchung zu
Beginn der Perfusion (0 min) in einem vergleichbar messbaren Bereich zu den mit Biseko-
Losung konservierten Lebern. Im Laufe der Perfusion sank die Enzymaktivitat um fast um ein
Drittel ab (Tabelle 18 im Anhang).
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Wahrend der gesamten Perfusion (0 min—180 min) sank die Enzymaktivitat bei den mit
Biseko-Ldsung konservierten Lebern signifikant ab (p = 0,031). Wahrend der ersten 30 min
der Perfusion (0 min—30 min) kam es zu einem tendenziellen Absinken der Enzymaktivitat
bei den mit Biseko-Losung konservierten Lebern (p = 0,063), ebenso im Zeitintervall
zwischen 90 und 120 min (p = 0,063).
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Abb. 12: Vergleichende Darstellung der GGT-Aktivitdt im Verlauf der isolierten

Leberperfusion; Versuch A (Konservierung mit Biseko-Losung) - blaue Boxen,
Versuch B (Konservierung mit UW-L6ésung) - rote Boxen; n = 6 Tiere pro
Versuchsgruppe,Trends [#;p<0.1], Signifikanzen [#; p<0.05], Aussreisser [0],
Extremwerte [o]

In Abb. 12 sind die Werte (Median) wahrend der 180-minltigen Reperfusion aufgezeigt. Der
Abstand der Probenentnahmen betrug 30 min. Der Messbeginn erfolgte nach der 14

stindigen Kaltischamie und Konservierung in Biseko bzw. UW-Ldsung.

5.1.7 Gallenproduktion

Bei der Messung der Gallenproduktion nach 60-mintiger Perfusion zeigen die Analysen,
dass mehr Galle pro Gramm Leber in den mit UW-Ldsung konservierten Lebern produziert

wurde.
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Zum Zeitpunkt 60 min lag die Gallenproduktion bei den mit UW-Lésung konservierten Lebern
deutlich héher als bei jenen, die mit Biseko-Losung konserviert wurden (p=0,052) (Tabelle 19
und Tabelle 20 im Anhang).
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5.2 Lichtmikroskopie

Von den Biopsien wurden lichtmikroskopische und elektronenmikroskopische
Untersuchungen durchgeflihrt. Da nur eine begrenzte Anzahl von histologischen Praparaten
zur Verflgung stand, erfolgte eine qualitative Auswertung der Schnitte und ein Vergleich
zwischen den Versuchsgruppen A (Biseko-Lésung) und B (UW-L6ésung). Es galt zu
beurteilen, inwiefern sich das Lebergewebe durch die Konservierung mit anschlieRender
Perfusion verandert. Vor allem war wichtig zu untersuchen, ob die neue
Konservierungslésung Biseko zu einer Verminderung der Ischdmie- und

Reperfusionsschaden fihrt.

Sowohl nach der 14 stiindigen Kaltkonservierung (= vor der Reperfusion (V)) als auch nach
Abschluss der Reperfusion (N) wurde jeweils eine Biopsieprobe untersucht. Diese Zeitpunkte
wurden gewahlt, um etwaige Unterschiede zwischen Schaden, die durch die Kaltischamie,

sowie Schaden, die erst nach der Reperfusion entstehen, analysieren zu kénnen.

Als Beurteilungskriterien wurden folgende Punkte ausgewahlt (Tabelle 6): hepatozellulare
Schwellungen, Sinusdilatation, Trabekelbriche, Einblutungen, Endothelschaden und
Nekroseumfang. Dies sind mogliche Formen der Zell- und Gewebeschadigungen, die die
Funktionstuchtigkeit der Leber beeinflussen. Sie treten u.a. infolge einer zu langen
Ischamiezeit und im Gefolge von bei der Reperfusion entstehenden Stérungen in der

Mikrozirkulation auf.

Aufgefihrt sind exemplarische Abbildungen zu dem Vergleich des Ausmalles der
Gewebeschadigung direkt nach der Konservierung sowie nach der Perfusion, jeweils fur

beide Konservierungslésungen.
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Abb. 13: Leber 3, Zeitpunkt der Entnahme vor der Reperfusion, konserviert mit Biseko-
Lésung, 1: Blutzellen, 2: Leberzelltrabekel, 3: Sinusdilatation (OV x400)

Abb. 14: Leber 3, Zeitpunkt der Entnahme nach der Reperfusion, konserviert mit
Biseko-Ldsung, 1: Glisson-Trias mit A: Gallengang, B: Arterie, C: Vene
(OV x400)

Abb. 13 zeigt die Erythrozyten (1) im geweiteten Sinusraum (3), welches auf Einblutungen
hinweist. Die Struktur der Leberzelltrabekel ist intakt (2). In Abb. 14 ist das Glisson-Trias mit
unbeschadigten Gallengang, Arterie und Vene erkennbar.
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Abb. 15: Leber 11, Zeitpunkt der Entnahme vor der Reperfusion, konserviert mit
Biseko-Ldsung, 1: Trabekelbriiche, 2: Sinusdilatation, 3: Erythrozyten,
4: Zellnekrosen (OV x200)

Abb. 16: Leber 11, Zeitpunkt der Entnahme nach der Reperfusion, konserviert mit
Biseko-Ldsung, 1: Endothelschaden, 2: Lipidtropfen, 3: Einblutungen
(OV x400)
Abb. 15 zeigt umschriebene Trabekelbriche (1) und sinusoidale Dilatation (2). Es sind
sowohl Blutstauungen (3) im Lebersinus erkennbar, als auch Gruppenzellnekrosen (4).
Abb. 16 macht deutlich, dass die Zentralvenole Endothelschaden (1) aufweist und dass es zu
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Zellverfettungen (2) gekommen ist. Es sind Zellauflésungen mit Blutseen (Erythrostase) (3)

zu erkennen.

Abb. 17: Leber 1, Zeitpunkt der Entnahme vor der Reperfusion, konserviert mit UW-
Lésung, 1: Zellschwellungen, 2: Sinusdilatation (OV x 400)

Abb. 18: Leber 1, Zeitpunkt der Entnahme nach der Reperfusion, konserviert mit UW-
Lésung, 1: Sinusdilatation, 2: Zelltrimmer (OV x200)
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In Abb. 17 sind ebenfalls starke Zellschwellungen erkennbar (1), allerdings ist hier auch eine

Erweiterung der Sinusoide feststellbar (2). In Abb. 18 sind die Lebersinusoide ebenfalls
dilatiert (1) und intrasinusoidiale Zelltrimmer (2) nachweisbar.

Abb. 19: Leber 14, Zeitpunkt der Entnahme vor der Reperfusion, konserviert mit UW-

Lésung, 1: Zelltrdimmer, 2: Vene, 3: Sinus, 4: Leberzelltrabekel (OV x400)

Abb. 20: Leber 14, Zeitpunkt der Entnahme nach der Reperfusion, konserviert mit UW-

Losung, 1: Blutzellen, 2: Leberzelltrabekel, 3: Zellschwellungen (OV x400)
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In Abb. 19 sind abgestoRene Epithelien und Residuen von Einzelzelluntergangen erkennbar
(1). Eine intakte Vene (2), erhaltene Leberzelltrabekel (4) und ein pervenularer Sinus (3) sind
ebenfalls vorhanden. In Abb. 20 sind Leberzellschwellungen (3) erkennbar sowie

Einblutungen in den Lebersinusoiden (1). Die Struktur der Leberzelltrabekel ist intakt (2).

Im Zuge der Auswertung der Bilder kann festgestellt werden, dass beim Vergleich zwischen
Ischamieschaden und Reperfusionsschaden Letztere deutlich Uberwiegen. Der Vergleich
zwischen den Auswirkungen der Anwendung beider Konservierungslésungen Iasst
erkennen, dass die Ischamieschaden bei beiden Konservierungslésungen nahe zu identisch
sind. Jedoch sind geringfigig mehr Reperfusionsschaden bei der Anwendung der UW-

Lésung vorhanden.
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Tabelle 6: Darstellung der untersuchten Merkmale der lichtmikroskopischen Bilder von Gruppe A (konserviert mit Biseko-Lésung) und Gruppe B
(konserviert mit UW-L6sung). Untersuchte Zeitpunkte sind ,Vor Perfusion® und , Nach Perfusion®. Auswertung erfolgt nach der Einteilung:
Geringgradig + (0-25%), mittelgradig ++ (25-50%) und hochgradig +++(>50%)

Gruppe A | Zeitpunkt der | Zellschwellungen | Sinus- Trabekelbriiche | Einblutungen | Endothelschaden | Zelltrimmer | Nekrosen
(Biseko) Untersuchung dilatation
Leber 3 Vor Perfusion + ++ + + +

Nach Perfusion | ++ +
Leber 11 Vor Perfusion ++ ++ + +

Nach Perfusion ++ ++ +++ ++ ++ ++
Gruppe B | Zeitpunkt der | Zellschwellungen | Sinus- Trabekelbriche | Einblutungen | Endothelschaden | Zelltrimmer | Nekrosen
(UW) Untersuchung dilatation
Leber 1: Vor Perfusion +++ ++ +

Nach Perfusion | + ++ ++ ++ ++ ++ +
Leber 14 | Vor Perfusion ++ ++ + + + +

Nach Perfusion | ++ + + ++ +
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5.3 Elektronenmikroskopie

Fir eine zusatzliche Analyse der pathologischen Veranderungen  wurden
elektronenmikroskopische Bilder angefertigt. Diese wurden zusatzlich zu den
lichtmikroskopischen Aufnahmen hinzugezogen, da bestimmte Zellstrukturen bzw. deren
Veranderungen — z.B. der Mitochondrien, des Zellkerns und des Endoplasmatischen
Retikulums — nur hierdurch beurteilt werden konnen. Die gewahlten Zeitpunkte lagen direkt

nach der 14 stiindigen Kaltkonservierung und nach Abschluss der Reperfusion.

Bei der Untersuchung wurde gepriift, ob die Zellstrukturen der Leberzellen erhalten sind oder

nicht.

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen vor der Reperfusion und nach der Reperfusion
zeigen gegebenenfalls die Abweichungen der ischdmischen Schaden von den
Reperfusionsschaden. Zudem wurden jeweils von den mit UW-Lésung und den mit Biseko-
Losung konservierten Lebern Aufnahmen erstellt, um auch hier eine Differenzierung
zwischen den Konservierungslosungen bzw. deren Konservierungseigenschaften

vornehmen zu kdonnen.

Anhand der Untersuchung der folgenden Zellmerkmale wurde eine Auswertung der

elektronenmikroskopischen Bilder durchgefuhrt:
e Aussehen des Zellkerns
e Aussehen der Mitochondrien
e Aussehen des Endoplasmatisches Reticulum
e Vorhandensein von Fetteinlagerungen

Anzeichen fir Ischédmie- und Reperfusionsschaden sind: Ein piknotischer Zellkern,
geschwollene Mitochondrien, Ablésung der Cristae, aufgelostes Endoplasmatisches

Reticulum und Vakuolisierung.

Unten aufgefuhrt sind jeweils exemplarische Bilder jenes Lebergewebes, welches in Biseko-
bzw. UW-L6sung konserviert wurde. Die gewahlten Zeitpunkte lagen hier direkt nach der

Kaltkonservierung und nach der Reperfusion.
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Abb. 21: Leber 3, Zeitpunkt der Entnahme vor der Reperfusion, konserviert mit Biseko-
Lésung, 1: Zellkern, 2: Endoplasmatisches Reticulum (ER), 3: Mitochondrien
(OV x5274)

Abb. 22: Leber 3, Zeitpunkt der Entnahme nach der Reperfusion, konserviert mit
Biseko-LOsung, 1: Zellkern, 2: Endoplasmatisches Reticulum, 3:
Mitochondrien, 4: Wassereinlagerungen (OV x 4136)
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Abb. 21 ist eine elektronenmikroskopische Aufnahme einer Leberbiopsie, konserviert in
Biseko-Losung. Der Zeitpunkt der Aufnahme liegt direkt nach der 14-stiindigen
Kaltkonservierung. Es ist ein intakter runder Kern (nicht pyknotisch) zu sehen (1). Die
Leberstruktur ist noch klar erkennbar und das Endoplasmatische Reticulum (2) ist sichtbar.

Die Mitochondrien sind hydropisch (3).

Die elektronenmikroskopische Aufnahme in Abb. 22 zeigt eine Leberbiopsie, die mit Biseko-
Lésung konserviert wurde. Der Zeitpunkt der Aufnahme lag nach der Kaltkonservierung mit
anschlieRender Reperfusion. Nach der Perfusion mit Biseko-Lésung ist die Leberstruktur
deutlich gestort, der Kern aber nach wie vor intakt (1); das Endoplasmatische Reticulum (2)
ist nicht unversehrt darstellbar. Die Mitochondrien (3) sind blasig und es sind

Wassereinlagerungen (4) erkennbar.
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Abb. 23: Leber 11, Zeitpunkt der Entnahme vor der Reperfusion, konserviert mit
Biseko-Losung, 1: Zellkern, 2: Zellrand, 3: Gallenkapillare, 4: Mitochondrien
5: ER, (OV x 5011)

Abb. 24: Leber 11, Zeitpunkt der Entnahme nach der Reperfusion, konserviert mit
Biseko-LOosung, 1: Zellkern, 2: Mitochondrien, 3: Zelleinschlusse, (OV x4031)
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Die elektronenmikroskopische Aufnahme in Abb. 23 prasentiert eine Leberbiopsie, die
ebenfalls mit Biseko-Lésung konserviert wurde. Der Zeitpunkt der Aufnahme war nach der
Kaltkonservierung. Der Zellkern ist noch intakt (1). Der Zellrand (2) ist ebenfalls nicht
geschadigt und eine Gallenkapillare (3) ist erkennbar. Es sind geschwollene Mitochondrien

(4) vorhanden. Eine teilweise Aufldésung des Endoplasmatischen Reticulums (5) ist sichtbar.

Die elektronenmikroskopische Aufnahme der Leber in Abb. 24 zeigt eine Leberbiopsie nach
14 stundiger Kaltischamiezeit und Reperfusion. Die Konservierung wurde mit Biseko-L6sung
durchgefuhrt. Es ist ebenfalls eine Lyse des Karyoplasmas zu sehen. Der Kern wirkt
ansatzweise pyknotisch (1) und die Mitochondrien sind geschwollen (2). Unterschiedliche

Zelleinschlisse sind vorhanden (3).

Bei dieser Vergleichsprobe sind keine deutlichen Unterschiede zwischen reinen
ischamischen Schaden und Perfusionsschaden zu erkennen. Es ist aber deutlich erkennbar,
dass das Lebergewebe durch die Konservierung und Perfusion in seiner Zellstruktur

geschadigt wurde.
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Abb. 25: Leber 1, Zeitpunkt der Enthahme vor der Reperfusion, konserviert mit UW-
Lésung, 1: Zellkern, 2: Mitochondrien, 3:ER, (OV x 3597)

Abb. 26: Leber 1, Zeitpunkt der Entnahme nach der Reperfusion, konserviert mit UW-
Lésung, 1: Zellkern, 2: Mitochondrien, 3: ER, 4: Zelleinschlisse, (OV x 6000)
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In Abb. 25 ist eine elektronenmikroskopische Aufnahme der Leber zu sehen. Die
Biopsieentnahme erfolgte nach 14 stindiger Kaltischdmiezeit und Konservierung mit UW-

Losung.

Es ist deutlich ein pyknotischer Kern (1) zu sehen. Zudem sind die Mitochondrien (2)

geschwollen. Vakuolisierte Anschnitte des ER (3) sind sichtbar.

Zum Vergleich bietet Abb. 26 eine elektronenmikroskopische Aufnahme einer Leberbiopsie
nach 14 stindiger Kaltischdmie mit anschlielender Reperfusion. Die Konservierung erfolgte

ebenfalls mit UW-L6sung.

Die Aufnahme gibt ein pyknotischen Kern (1), geschwollene Mitochondrien (2) und ebenfalls
vakuolisiertes Endoplasmatisches Reticulum (3) wieder. Zudem ist ein multivesikularer

Einschluss (4) vorhanden.
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Abb. 27: Leber 14, Zeitpunkt der Entnahme vor der Reperfusion, konserviert mit UW-
Lésung, 1: Mitochondrien, 2: ER, 3: Gallenkapillare, (OV x 4768)

Abb. 28: Leber 14, Zeitpunkt der Entnahme nach der Reperfusion, konserviert mit UW-
Loésung, 1: Mitochondrien, 2: ER 3: Zellgrenzen, 4: Gallenkapillare, (OV x
4136)
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Abb. 27 zeigt intaktes Lebergewebe. Diese Aufnahme stammt ebenfalls von einer
Leberbiopsie, die mit UW-Losung konserviert wurde. Zeitpunkt der Aufnahme war nach der
14 stundigen Kaltkonservierung. Die Mitochondrien (1) sind nicht geschadigt. Das
Endoplasmatische Reticulum (2) ist unauffallig. Des Weiteren ist die gesamte Zellstruktur gut
erhalten, IR-Schaden sind nicht erkennbar. Ein weiteres Merkmal fur das intakte

Lebergewebe ist die abgebildete Gallenkapillare (3).

Die Abb. 28 zeigt ebenfalls eine elektronenmikroskopische Aufnahme der Leber, die mit UW-
Losung konserviert wurde. Die Aufnahme wurde nach der Konservierung mit anschlieender
Reperfusion aufgenommen. Hier ist ebenfalls erkennbar, dass die Mitochondrien (1)
unauffallig sind. Das Endoplasmatische Reticulum (2) weist keine Strukturverluste auf. Die

Zellgrenzen sind erkennbar (3), die Gallenkapillare (4) ist intakt.

Grundsatzlich ist anhand dieses Beispiels keine Differenzierung zwischen ischamie- und

Reperfusionsschaden mdaglich.

Es ist keine eindeutige Verbesserung des Gewebes nach der Reperfusion im Vergleich zum
Zeitpunkt nach der Konservierung im Bild nachzuweisen. Dies gilt sowohl fir die
Leberbiopsien, welche mit UW-LAdsung konserviert wurden, als auch fir jene, die mit Biseko-

Losung konserviert wurden.
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6 Diskussion

Im Verlauf der letzten Jahrzehnte sind unterschiedliche Operationsverfahren flr
Lebertransplantationen  (SLT, RSLT, LDLT) entwickelt worden. Auch die
Operationstechniken wurden optimiert, um z.B. den Blutverlust zu minimieren und OP-Zeiten
zu verkiurzen. Obwohl bei der Konservierung, sowohl hinsichtlich der Konservierungszeit als
auch der Konservierungslésung, grofde Fortschritte gemacht wurden, stellt die Konservierung
immer noch ein Problem bei der Lebertransplantation dar. Nach wie vor ist die
Konservierungszeit  begrenzt.  Daruber hinaus stellen die Ischéamie- und
Reperfusionsschdden auch weiterhin ein Problem dar. Eine Optimierung der
Konservierungslosung sollte dazu flhren, die bestehenden Konservierungszeiten zu

verlangern und die durch die Konservierung entstehenden Schaden zu minimieren.

In dieser Studie galt es, die Biseko-Lésung (Gruppe A) zu testen und sowohl eine
Blutanalyse durchzuflihren, als auch lichtmikroskopisch und elektronenmikroskopisch
Biopsien zu untersuchen. Als Vergleichsmallstab wurde die als ,Goldstandard geltende

UW-Lésung (Gruppe B) eingesetzt.

Wahrend der Studie gab es unterschiedliche Untersuchungszeitpunkte und -rhythmen: direkt
nach der 14 stindigen Konservierungszeit, um die ischamiebedingten Schaden zu analy-
sieren, sowie alle 30 min wahrend der dreistiindigen maschinellen Reperfusion (Simulation
der Wiederdurchblutung im Organismus nach der Transplantation), um die Funktionstichtig-

keit der Leber zu Uberprifen.

6.1 Perfusat Untersuchungsergebnisse

Ein Abweichen der Werte von den physiologischen Referenzwerten, gemessen im Blut von
lebenden Schweinen ist durchaus zu erwarten, wenn das Gewebe einer Ischamiezeit
unterliegt. Aufgrund der fehlenden Durchblutung des Gewebes kommt es nicht nur zu einem
Sauerstoffmangel, sondern auch zur fehlenden Bereitstellung anderer Substrate sowie zu
fehlendem Abtransport von gewebeschadlichen Stoffen. Die Leber stellt sich auf eine
anaerobe Stoffwechselsituation um, wodurch es zu einer vermehrten Laktatbildung kommt.
Die Folgen sind Zellpermeabilitatsstérungen, und im weiteren Verlauf eine erhohte
Freisetzung von Enzymen, z.B. AST. Bei fortschreitender Zellschadigung kommt es zu einer
Schadigung der Mitochondrien und in der Folge wiederum zu einer vermehrten Freisetzung
von z.B. GLDH. Die Zellen sind aber in der Lage, diese Schadigungen einige Zeit ohne

Funktionsverlust zu tolerieren.
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6.1.1 AST

AST ist ein Enzymwert, der aussagekraftig ist, bezogen auf den hepatozellularen Schaden,
welcher wahrend der Konservierung verursacht wird. Dieser Wert verandert sich schon bei
leichten Gewebeschadigungen. Je héher der nekrotische Schaden der Leberzellen ist, desto
hoher ist der AST-Wert (Bao et al. 1994; Rauen et al. 1994).

Direkt nach der Konservierung (Zeitpunkt t = 0 bei der Perfusion) war der AST-Wert bei den
Lebern, die in Biseko-Losung konserviert wurden, mehr als doppelt so hoch wie bei jenen,
die in UW-L6ésung konserviert wurden. Wahrend der gesamten Perfusionszeit blieben die
AST-Werte in Gruppe A fast doppelt so hoch wie die in Gruppe B. Hinzu kommt, dass die
AST-Werte im gesamten Perfusionsverlauf bei beiden Gruppen einen kontinuierlichen

Anstieg zeigten.

Da der AST-Wert ein etablierter Marker fur ischamische Schaden an Zellen ist und zudem
ein Zusammenhang zwischen der erhohten Enzymaktivitait und dem Ausmall der
Schadigung besteht (lu et al. 1987), deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass infolge der
langen Konservierungszeit eine Schadigung an den Zellmembranen der Leberzellen
entstanden ist. Der Anstieg ist zugleich ein Hinweis auf durch die Reperfusion weiter

entstehende zellulare Schaden.

Allerdings wurde in einer klinischen Studie von Katz et al. deutlich, dass auch Lebern mit

hohen AST-Werten erfolgreich transplantiert werden kénnen (Katz et al. 1994).

Zum analysierten AST-Wert ist festzuhalten, dass weder die mit Biseko-Lésung noch die mit
UW-L6sung konservierten Lebern unversehrte Leberzellen zeigten. In beiden Fallen waren

die Ischamieschaden nicht zu verhindern.

6.1.2 GLDH

GLDH ist ein leberspezifisches Enzym, das allerdings erst bei erheblichen Gewebe-

schadigungen messbar sein sollte, da es sich in den Mitochondrien befindet.

Zu jedem Zeitpunkt wahrend der Reperfusion war die gemessene Enzymaktivitat relativ
niedrig, und zwar sowohl in Gruppe A als auch in Gruppe B. Die beobachteten Werte waren
aber auch in diesem Fall in den meisten Messungen in Gruppe A hdéher. Zudem war in
Gruppe B festzustellen, dass sich der GLDH-Wert ab 120 min auf einen konstanten Wert

einpendelte.

73



Diskussion

Aus der gemessenen GLDH-Aktivitat lasst sich schlieRen, dass es wahrend der
Konservierung zu keinen Zellnekrosen kam. Da der GLDH-Wert wahrend der Reperfusion
nicht erheblich stieg, kann vermutet werden, dass die Leber durch die Ischamie nicht
irreparabel geschadigt wurde bzw. zumindest keine weiteren Reperfusionsschaden

hinzugekommen sind.

Allerdings bleibt auch hier die Biseko-Lésung hinter der UW-Loésung zurtick. Vor allem

scheint sich die Leber beim Einsatz der UW-LOsung zu regenerieren.

6.1.3 LDH und Laktat

Bei der Betrachtung der LDH-Werte erscheint es sinnvoll auch die Laktatwerte
einzubeziehen. Bei Betrachtung beider Werte kdnnte der Schluss gezogen werden, dass das
Ergebnis des Laktatwertes verfalscht ist, da es aufgrund der hohen LDH-AKktivitat zu héheren
Laktatwerten gekommen ist , weil das aufgrund der Hypoxie entstandene Laktat durch LDH
erhoht wird, da Pyruvat mittels LDH zu Laktat umgewandelt wird. Die LDH-Aktivitat in

Gruppe B war hoéher, die Laktatwerte waren niedriger als in Gruppe A.
LDH

Hypoxieauswirkungen, Membranschaden und eine anaerobe Stoffwechsellage kénnen uber
den LDH-Wert der Leber Uberprift werden. Die in den Versuchen gemessene LDH-Aktivitat

war in beiden Gruppen sehr hoch.

Sowohl in Gruppe A als auch in Gruppe B kam es im Laufe der Perfusion zuerst zu einem
Abfallen der Enzymkonzentration, am Ende wieder zu einem Anstieg. Im Fall von mit Biseko-

Lésung konservierten Lebern Uberstieg der t = 180 Wert sogar den Anfangswert.

Laktat

Laktat erhoht sich, wenn der Stoffwechsel in einem anaeroben Zustand ist. Daher ist zu
vermuten, dass der Laktatwert zum Zeitpunkt O (unmittelbar nach der Kaltischamie) relativ
hoch sein musste, sich aber im Verlauf der Perfusion verringert, da durch die Zufihrung von
Blut dem Organ Sauerstoff zugefuhrt wird und diese sich wieder auf eine aerobe

Stoffwechsellage umstellt.

Der gemessene Wert bei t = 30 und auch bei den anderen Probenahmen deuten darauf hin,
dass entweder die anaerobe Stoffwechsellage keine grof3e Auswirkung hatte oder sehr zligig
(innerhalb von 30 min) mit Beginn der Reperfusion aufgehoben wurde. Der Laktatwert in

Gruppe B war aber zu jedem Zeitpunkt (bis auf t = 60) héher als der in Gruppe A, sodass
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hier ein Parameter zu finden ist, bei dem die Biseko-Lésung gegenlber der UW-L6sung
einen Vorteil aufweist. AulRerdem liegt in Gruppe A zum Zeitpunkt t = 30 ein signifikant

niedrigerer Wert im Vergleich zu den in Gruppe B (p = 0,016) vor.

Zusatzlich ist zu erkennen, dass es im Laufe der Perfusion in Gruppe B im Gegensatz zum
erwarteten Ergebnis zu einem Anstieg der Laktatwerte kam. Die Laktatwerte in Gruppe A
sind niedriger; wobei aber keine Verlaufstendenz ersichtlich ist. Auch hier kam es im
Zeitablauf zwischen 30 min und 60 min bei den in Biseko-Lésung konservierten Lebern zu
einer deutlichen Erhdhung (p = 0,063) des Laktatwertes.

Bei den gemessenen Laktatwerten konnten bessere Ergebnisse (niedrigere Werte) bei den
mit Biseko-Lésung konservierten Lebern beobachtet werden. Dies konnte eventuell ein
Hinweis darauf sein, dass es zu einem geringeren anaeroben Stoffwechsel gekommen ist.
Im Gegensatz hierzu stehen die hohen LDH-Werte. LDH ist ein Schlisselenzym, welches
Pyruvat zu Laktat umwandelt. Eigentlich wirde man bei den beobachteten hohen LDH-
Werten einen héheren Laktatwert vermuten. Jedoch deuten hohe LDH Werte meist auch auf
eine Membranschadigung hin, welche u.a. zu den Ischamieschaden zahlt (Cassidy et al.
1994; Kotoh et al. 2008).

Eine mogliche Erklarung fur dieses Ergebnis kdnnte wiederum sein, dass es durch die
Reperfusion zu weiteren Schadigungen gekommen ist und dass die Zellen sich tendenziell
wieder auf einen anaeroben Stoffwechsel umstellen. Um hier eine endglltige Aussage
treffen zu kdnnen, ware es sinnvoll, den Verlauf nach langerer Reperfusion zu beobachten,
um ein Ansteigen oder Absinken der LDH-Konzentration zu beurteilen, v.a. da LDH
normalerweise schnell abgebaut wird. Weiterhin ware es somit auch mdglich, die
Geschwindigkeit des LDH-Abbaus zu beurteilen. Wie eine Studie belegt, ist die
Uberlebensrate umso schlechter, je langsamer das LDH abgebaut wird (Cassidy et al. 1994;
Kotoh et al. 2008)

Zu dem st aus der Literatur bekannt, dass, abgesehen von einer initialen
AbstoRungsreaktion nach der Transplantation, oft auch Funktionsmangel erst nach einiger
Zeit auftreten (Ploeg et al. 1993).

6.1.4 AP, GGT und Gallenproduktion

Da die Zellen der Gallengange bei der Transplantation durch eintretende Ischamie bzw.
Reperfusion geschadigt werden, erscheint es wichtig, die Enzymwerte, die auch als
Parameter flr die Funktionstichtigkeit der Gallenproduktion bzw. des Gallenabflusses

gelten, zu Uberprifen.
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AP

Die Alkalische Phosphatase (AP) ist ein Enzym, welches sich u.a in den
Gallengangsepithelien befindet und daher auf intakte Leberstrukturen angewiesen ist. Eine
Erhéhung des AP-Wertes kann ein Hinweis auf Stérungen in der Gallenproduktion bzw.
Gallenabfluss sein (Bowers et al. 1987; Almada et al. 2003). Allerdings ist die Aussagekraft

nur im Zusammenhang mit GGT vorhanden (Neumeister 2009).

Wahrend der Perfusionszeit kam es in unserer Versuchsanordnung zwischen den AP-
Augsgangswert (t=0) und dem zu letzt gemessen Wert (t=180) sogar zu einem weiteren
Absinken der Enzymaktivitat. Uberraschend ist, dass es wahrend der Perfusion in Gruppe A
zu einer Differenz in Hohe von -71% zwischen dem Anfangswert zum Zeitpunkt t = 0 und
dem Endwert zum Zeitpunkt t = 180 kam; in Gruppe B kam es zu einer Abweichung in Hohe
von -42 %.

Der geringe Ausgangswert ist evil. auf den hypothermiebedingten verminderten Zellstoff-
wechsel wahrend der Kaltlagerung (Konservierung) zurlickzufiihren. Da es aber im Laufe der
Perfusion nicht zu einer Erholung kam, bleibt die Uberlegung, ob es infolge der
Konservierung zu einer Zellschadigung gekommen ist, bei der kein neues AP produziert
werden konnte. Die vorhandene AP wurde verstoffwechselt. Es gibt allerdings auch diverse
Studien, in deren Verlauf ein niedriger AP-Wert gemessen wurde, beispielsweise bei
Bypass-Operationen, Atemstillstand und Hypothermie wahrend herzchirurgischen Eingriffen.
Die Hypothermie kdnnte also auch hier zur Erklarung der niedrigeren Werte dienen, zudem
die Vorgehensweise bei der Transplantation, da, wie auch bei der Bypass-Operation, hier die
GefaRe abgebunden und somit auch die Durchblutung des Organs unterbunden wird.
Weiterhin wurden niedrige AP-Werte oft im Zusammenhang mit niedrigeren Magnesium- und
Phosphatwerten gefunden (Lum et al. 1989).

GGT

Gamma-Glutamyl-Transferase ist ein membranstandiges Enzym, welches ein Anzeichen fur
eine Schadigung der Leberzellen sein kann. Es wird als sensitiver Parameter, jedoch nicht
als sehr spezifischer Parameter, betrachtet. Eine bessere Aussagekraft ist nur im Zu-

sammenhang mit den AP-Werten méglich (Aragon et al. 2010).

GGT ist ein wichtiger Parameter, da es nach Lebertransplantationen oft zu biliaren
Komplikationen kommt, welche im schlimmsten Fall zu einem Versagen des Spenderorgans
fuhren (Graziadei et al. 2006).
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In dem durchgefiihrten Versuch, sank die GGT-Aktiviat sukzessive im Verlauf der Perfusion
ab. In Gruppe A kam es zu einem Absinken um 52%. In Gruppe B kam es zu einem
Absinken um 37%.

Dies kdnnte ebenfalls damit zusammenhangen, dass es wahrend der Reperfusion zu keiner
weiteren Produktion von GGT gekommen ist. Auch hier ware eine weitere
Verlaufsuntersuchung der Reperfusion sinnvoll, um zu prifen, ob die GGT-Konzentration
weiter sinkt. Bei den gemessenen Werten, lag die Aktivitdt der GGT am Anfang der
Reperfusion (UW-L6ésung: 41,4 U/l; Bisek-Losung 40 U/l), als auch am Ende der Repefusion
((UW-Loésung: 25,5 U/l; Biseko-Ldésung 19,5 U/l) in einem Bereich, der auch im Blut von

lebenden Schweinen gemessen werden kann.

Hier ist anzumerken, dass die gemessenen gallenspezifischen Enzymwerte von AP und
GGT in Gruppe A im Vergleich zu Gruppe B grundsatzlich niedriger waren. Dies lasst eine
geringere Schadigung an den Gallengangszellen vermuten. Es kann aber auch ein Hinweis
daflir sein, dass zwar die Biseko-Losung im Rahmen der Leberkonservierung hinsichtlich der
den Gallengang auskleidenden Zellen durchaus protektive Eigenschaften besitzt, diese dann
jedoch nicht mehr wahrend der Reperfusion aufrechterhalten werden kénnen. So lasst sich
folgern, dass bei der Betrachtung der Perfusatuntersuchungsergebnisse die Biseko-Losung
zwar bezogen auf die Leberzellen nicht die erwarteten Ergebnisse erzielt hat, aber
hinsichtlich der protektiven Eigenschaften gegenuber den sensiblen und anfalligen

Gallengangszellen bezogen auf Ischamie- bzw. Reperfusionsschaden erfolgreich war.

Galle

Schon in der Vergangenheit wurde festgestellt, dass die Gallenproduktion ein geeignetes
Kriterium fur die Bewertung der Vitalitdt hinsichtlich der Stoffwechselleistung der Leber ist
(Abouna 1968). Es gibt immer mehr Studien, die aufzeigen, dass die Gallenproduktion bzw.
die Gallenzusammensetzung ein weiterer Parameter fur die Funktionstichtigkeit des Leber-
transplantats ist (Azer et al. 1994; Janssen et al. 2001; Kebis et al. 2007; Hedaya et al.
2009). Dies ist u.a. darauf zurlckzufihren, dass die Gallenzusammensetzung bzw. die
Sezernierung der Gallenflissigkeit abhangig ist von intakten Mitochondrial- und
Zellmembranen (Bowers et al. 1987). In dieser Studie wurde die Gallenzusammensetzung
nicht gemessen, allerdings die Gallenproduktion wahrend der Perfusion. Es sollte Uberprift
werden, wie hoch die Gallenproduktion am Anfang der Perfusion (=0, entspricht dem
Zustand der reinen Ischamiezeit) liegt und wie sie sich im Laufe der Perfusion einpendelt. Da
die Biseko-Losung einen positiven Einfluss auf die Mikrozirkulation besitzt (Maier et al.

2004), wurde vermutet, dass die empfindlichen Zellen, die die Gallengange auskleiden,
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weniger geschadigt wirden. Es wurde nur der t=60 Zeitpunkt betrachtet, da es interessant
war, inwiefern sich hier schon eine Regeneration ausgewirkt hat, da aus frheren Studien mit

Schaden gerechnet werden musste.

Der t=60-Wert zeigte eine deutlich héhere Gallenproduktion in Gruppe B als in Gruppe A.
Dieses Ergebnis widerspricht der Vermutung dieser Studie, dass die Anwendung der Biseko-
Lésung zu besseren Ergebnissen fuhrt. Das Ergebnis deutet darauf hin, dass die
Gallenproduktion in diesem Versuch bei Anwendung der UW-Ldsung weniger durch die

Konservierung beeintrachtigt wurde als in Gruppe A.

Die zum Ende der Reperfusionszeit festgestellte und bei der Konservierung mit Bisiko-
Lésung starker ausgepragte Reduzierung des Gallenflusses deutet auf eine Cholestase hin,
die bei der Konservierung mit UW-Lésung weniger zum Tragen kam. Das Abfallen des
Gallenflusses ist mit der Schadigung der Na+/K+ ATPase zu erklaren, die von den

Schadigungen an der Zellmembran betroffen ist.
Nach Analyse aller Ergebnisse kdnnen folgende Rickschlliisse gezogen werden:

In dieser Studie konnten positive Eigenschaften der Biseko-Lésung bei der Konservierung
beobachtet werden, aber auch Aspekte die negativ im Vergleich mit der UW-L6sung waren.
Um genauere und entscheidungsrelevante Aussagen uber die Vor- und Nachteile einer
Anwendung der Biseko-Losung treffen zu kénnen und die Ergebnisse dieser Studie zu
bestatigen, werden jedoch weitere Prifungen bendtigt. Diese sollten insbesondere einen
grélkeren Pool an Proben umfassen, um insbesondere die tierindividuellen Unterschiede zu
bertcksichtigen. Weiterhin sollten die Versuchsablaufe verlangert werden, um gewisse
Trends bezuglich steigender oder sinkender Enzymaktivitat besser erfassen zu kénnen. Aus
der Literatur (Ploeg et al. 1993) ist bekannt, dass viele funktionale Beeintrachtigungen erst
nach einiger Zeit auftreten. Um bessere Ergebnisse zu erzielen, koénnte die
Konservierungslésung vor der Reperfusion ausgespilt werden (Abdennebi et al. 1998).
Hierdurch kdnnen Reaktionen zwischen der Konservierungslésung und dem Blut im Rahmen

der Reperfusion mit den daraus resultierenden Schaden ausgeschlossen werden.

Diese Studie kommt auf Basis der durchgefiihrten Messungen und Untersuchungen zu dem
Ergebnis, dass die Biseko-Ldsung keine Alternative zu dem ,Goldstandard“ der UW-Ldsung
ist. Ein mdgliches Feld fir weitere Studien kénnte neben der Erweiterung der Proben sowie
Verlangerung der Versuchsablaufe auch die Prifung der Konservierungseigenschaften der

Biseko-LOsung bei anderen Organen bzw. bei kirzeren Konservierungszeiten sein.
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6.2 Histologische Untersuchungsergebnisse

Sinusdilatation ist oft eine der ersten pathologischen Verdnderungen, die bei einer
Funktionsstérung der Leber auftreten. Aufgrund einer Leberstauung kommt es zu einem
sistierenden Durchstromen des Blutes in den GefalRen und somit zu einer Blutiberfillung der
GefalRe, welche zur Dilatation fihrt. Aufgrund dessen stromt kein neuer Sauerstoff zu und
Hypoxie tritt auf. Diese oben aufgefihrten ersten Veranderungen sind auf den

lichtmikroskopischen Bildern sowohl in Gruppe A als auch in Gruppe B zu beobachten.

Im nachsten Schritt ist eine Atrophie der Hepatozytenbalken zu verzeichnen, die im weiteren
Verlauf dissoziiert aussehen, da die Hepatozyten teilweise absterben. Ubrig bleiben Zell-
trimmer, die intrasinusoidal zu finden sind. All diese Veranderungen sind ebenfalls anhand
der lichtmikroskopischen Bilder zu erkennen. Sie sind, je nach untersuchter Leber, jedoch
unabhangig von der Verwendung von Biseko- oder UW-Ldsung, unterschiedlich stark
ausgepragt. Dies ist nachvollziehbar, da die Lebereigenschaften individuell verschieden sein

kénnen (negative Beeinflussung durch lokale oder systemische Erkrankungen der Tiere).

Die lichtmikroskopische Auswertung der entnommenen Leberbiopsien verweist auf keinen

eindeutigen Vorteil beim Einsatz der getesteten Biseko-Losung im Vergleich zur UW-L6sung.

Die Auswertung des angewendeten Auswertungsbogens (Tabelle 6) zeigt keine
Unterschiede hinsichtlich der Ischamieschaden, allerdings fielen die Reperfusionsschaden
beim Einsatz der UW-LO6sung etwas hoher aus. Diese Abweichungen sind allerdings nicht
signifikant. Fir beide Lésungen wurde im Zuge der Studie deutlich, dass die in der
Kaltischamie auftretenden Schaden wahrend der hier eingesetzten Reperfusion bestehen
bleiben. Eine einsetzende Regeneration des Gewebes kénnte durch eine Veranderung des
Versuchsablaufes unterstitzt werden, indem z.B. vor Beginn der Perfusion die

Konservierungsfliissigkeit ausgespult wird.

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die erhofften zellprotektiven Eigenschaften der
Biseko-LOsung bei der Leberkonservierung nicht zum Tragen kommen. Da die
Konservierungszeit einen erheblichen Einfluss auf die Lebererhaltung hat (McKeown et al.
1988; Ploeg et al. 1993; Quintana et al. 2005), kénnte eine Anderung der Konservierungszeit

eindeutigere Hinweise auf die zellprotektiven Eigenschaften ergeben.

Grundsatzlich sind keine erheblichen Unterschiede zwischen dem Leberzustand nach der
Kaltischamiezeit zu jenem nach der Reperfusion zu konstatieren. Die Leberbiopsien, bei

denen das Lebergewebe nach der 14-stundigen Kaltkonservierung in der histologischen
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Auswertung als ,gut® beurteilt wurde, zeigten nach der Reperfusion keine deutliche

Veranderung.

Die Gewebeschnitte, die nach der kalten Konservierung schon deutliche Veranderungen
aufwiesen — was mit einer Funktionsbeeintrachtigung einherging — zeigten auch nach der
Reperfusion ahnlich schlechte Ergebnisse. Aus diesen Ergebnissen lasst sich folgern, dass
sich bei der 14-stiindigen Konservierung die Reperfusionsschaden nicht von den
ischdmischen Folgen abheben. Die positiven Eigenschaften hinsichtlich der Mikrozirkulation,
wie von Maier beschrieben (Maier et al. 2004), konnten bei unserer Studie mit der gewahlten

Konservierungszeit nicht bestatigt werden.

Um eine genauere Prifung der Ischamie- und Reperfusionsschaden durchfiihren zu kénnen,
wurden elektronenmikroskopische Bilder der Gewebeproben angefertigt. So war eine
prazisere Darstellung der Zellmorphologie gegeben. Bei dieser Untersuchung standen vor
allem die Morphologie der Mitochondrien, des Endoplasmatischen Retikulums und des
Zellkerns im Vordergrund. Im Allgemeinen wiesen die Lebern, die mit Biseko-Losung
konserviert wurden, gemaf der elektronenmikroskopischen Untersuchung groRere Schaden
auf als jene, die mit UW-L6sung behandelt wurden. Generell ist jedoch festzuhalten, dass bei
Zusammenfassung aller pathologischen Ergebnisse, keine signifikanten Unterschiede
zwischen den beiden Gruppen hinsichtlich der Erhaltung der Leberzellen in ihrer Funktion

bestehen.

Die im Vorfeld dieser Studie angenommene zellprotektive Wirkung der Biseko-
Konservierungslésung  konnte  nicht bestatigt werden. Betrachtet man die
Schadigungsparameter (pathologisch-histologische Untersuchungen) und die
Vitalitatskriterien (klinisch-chemische Parameter) als Gesamtheit, wird deutlich, dass die in
Gruppe B befindlichen Lebern geringere hepatozelluldre Schaden aufweisen als die in
Gruppe A. Hinsichtlich der biliaren Enzyme in Gruppe A wurden jedoch niedrigere Werte
gemessen. Dies kénnte mdglicherweise ein Hinweis auf eine geringere Schadigung der

Gallengangszellen sein.

Die Annahme, dass die Biseko-Losung aufgrund ihrer bekannten zellprotektiven Wirkung bei
Mikrozirkulationsstorungen (Maier et al. 2004) eine geeignetere Konservierungslésung
darstellt, welche wesentliche Vorteile gegentber der UW-L&sung bringt, konnte anhand der
Ergebnisse nicht bestatigt werden. Auch wenn in einigen Untersuchungspunkten die Biseko-

Losung leicht bessere Ergebnisse zeigte, waren diese nicht so deutlich, dass ein Wechsel
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begriindbar wird. Insgesamt kann somit festgehalten werden, dass die Konservierung mit der

Biseko-LOsung nicht die erwarteten Ergebnisse hervorbrachte.
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7 Zusammenfassung

Vergleichende Untersuchung der Leberkonservierung mit Biseko-und mit UW-L6sung

im Modell der normotherm hamoperfundierten Schweineleber

Das Ziel dieser Studie bestand darin, anhand der isolierten Organperfusion eine neue

Konservierungslésung, Biseko-Lésung, im Vergleich zur UW-Ldsung zu testen.

Es galt zwischen den ischamischen Schaden und Reperfusionsschaden zu unterscheiden.
Mithilfe der Perfusionsapparatur konnte das zu untersuchende Organ isoliert unter
physiologischen Perfusionsverhaltnissen ohne Beeintrachtigung durch andere Organe

betrachten werden.

Die Lebern wurden von Schweinen entnommen. Zur Datenerhebung wurden 6 Versuche mit
der etablierten UW-Lésung und 6 Versuche mit der zu testenden Biseko-Losung
durchgefiihrt. Die Konservierungszeit war bei allen Lebern 14 Stunden, die
Reperfusionsdauer 180 Minuten. Um ein genaueres Bild der Enzymaktivitdten zu erhalten,

wurde wahrend der dreistlindigen Perfusion alle 30 Minuten eine Blutprobe enthommen.

Die histologische Auswertung durch den pathologischen Score ergab geringere ischamische
Schaden als Reperfusionsschaden. Die histologischen Ergebnisse bei den mit Biseko-
Losung konservierten Lebern waren besser. Die ausgewerteten elektronenmikroskopischen
Bilder wiesen keine deutlichen Unterschiede zwischen den mit UW-Lésung und den mit
Biseko-Ldsung konservierten Lebern auf. Eine klare Aussage Uber Vor- und Nachteile der
Biseko- gegeniber der UW-Lésung lasst sich anhand der licht- und
elektronenmikroskopischen Bilder in Bezug auf die I/R-Schadigungen des Gewebes nicht
treffen. Diese Art der Untersuchung liefert nur punktuelle Ergebnisse, da nur einige
Leberbiopsien vorgenommen wurden. So ist es nicht auszuschlielen, dass eine Biopsie von

Lebergewebe vorlag, welche von der Konservierung weniger angegriffen worden war.

Die ermittelten Stoffwechselparameter bei den mit Biseko-Losung konservierten Lebern, im

Vergleich zu den mit UW-LAsung konservierten Lebern, waren schlechter.

Die Uber die isolierte Organperfusion gewonnenen Erkenntnisse zur hepatischen
Stoffwechsellage sprechen nicht eindeutig fur bessere Ergebnisse beim Einsatz der Biseko-
Konservierungslésung. Insgesamt zeigten die Daten, dass die beiden eingesetzten
Konservierungsldsungen in dem hier angewandten Versuchsaufbau zu I/R-Schaden der

Leber fiihren.

82



Zusammenfassung

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass bezliglich Vitalitat und Funktion der
Leber, die Konservierung mit Biseko-Lésung nicht die erwarteten Ergebnisse aufweist.
Jedoch sollte die Biseko-Lésung aufgrund der bekannten positiven Eigenschaften bei der
Aufrechterhaltung der Mikroperfusion weiter untersucht werden. Die hier erzielten
Untersuchungsergebnisse unterstitzen die Aussage, dass die UW-Ldsung zurzeit
gebrauchlich bei der Lebertransplantation ist. Die Ergebnisse dieser Studie lassen zwar die
Biseko-LOdsung als nicht am geeignetsten fur die Leberkonservierung erscheinen, aufgrund
der bekannten Eigenschaften der Biseko-Lésung waren Tests und Studien an anderen

Organen jedoch durchaus sinnvoll.
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Summary

8 Summary

A Study of liver preservation comparing Biseko solution to UW- Preservation solution

using the model of normothermic isolated autologue hemoperfused pig liver

The aim of this study was to test a new preservation solution, “Biseko”, compared to the

“gold-standard“ “University of Wisconsin”. This comparative study was performed using

isolated organ perfusion.

We wanted to investigate the differences between the ischemic,- and the reperfusion
impairments using the excorporal perfusion system. This system has the great advantage
that the isolated organ can be examined under physiological conditions, without being

influenced by other organs.

The livers that were used for these experiments were from pigs. The data ascertainment
consisted of perfusing six livers with the established “University of Wisconsin” Solution, and a
perfusing of further six livers with the trial preservation solution “Biseko”. The preservation
times for all twelve livers were fourteen hours, and the reperfusion time was 180 minutes.
Samples were taken every thirty minutes during the three hours of reperfusion in order to

gain a precise picture of the enzyme activity.

Using the pathology score the histological analysis indicated less ischemic impairments than
reperfusion impairments. Furthur better results were acquiered using the Biseko preservation
solution compared to preservation with the UW-solution. The evaluated electron microscopic
images showed no distinctive differences between the trial preservation solution Biseko and
the established preservation solution “University of Wisconsin”. Using the light,- and electron
microscopic images a definite statement concerning the advantages and disadvantages of
Biseko compared to the “University of Wisconsin” preservation solution cannot be made
regarding the ischemic,- and reperfusion impairments to the cell tissue. As only a few liver
biopsies were obtained, this kind of examination provided only selective results. It is possible
that certain liver biopsies taken showed a higher level of damage caused by preservation

than others.

The acquired parameters of the metabolism were generally worse in livers preserved with

Biseko, compared to the livers preserved in “University of Wisconsin” solution.

The gained knowledge through the isolated hemoperfused pig livers regarding the hepatic

metabolism does not necessarily indicate for better results by using the “Biseko” preservation
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Summary

solution. Generally the data showed that both preservation solutions used in this test set-up

lead, both to ischemic and reperfusion impairments to the liver.

In conclusion it can be stated, that regarding vitality and function of the organ the pure

preservation with Biseko did not yield the expected success.

However, due to the known positive qualities of Biseko regarding the microcirculation this
preservative should not be discarded completely. The findings gained support the fact that
“University of Wisconsin® is momentarily the “gold-standard” in liver transplantation.
According to our results while “Biseko” is not the most suitable preservative for livers, it could

very well make sense to test this preservative on other organs due to its known qualities.
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10 Anhang

10.1 Tabellen mit gemessenen Enzymaktivitat

Tabelle 7: Verlauf der AST-Aktivitat (U/l) fir die mit Biseko Konservierungslosung
perfundierten Lebern Uber den untersuchten Zeitverlauf (0-180 min) mit Angabe der
Mediane, 25 — 75 Perzentile, Minimumwert und Maximumwert.

| t perf 0 min 30 min 60 min 90 min 120 min 150 min 180 min |
Median 380,50 362,50 427,00 386,00 396,50 514,50 631,50
25% 266,75 253,25 277,75 245,75 243,25 223,50 199,75

75% 720,50 926,00 1250,00 2241,00 2700,00 2779,50 2619,00

Min 257,00 242,00 196,00 152,00 121,00 93,00 85,00

Max 1364,00 1664,00 2876,00 3485,00 3070,00 2814,00 3069,00

Tabelle 8: Verlauf der AST-Aktivitat (U/l) fur die mit der UW Konservierungslosung
perfundierten Lebern Uber den untersuchten Zeitverlauf (0-180 min) mit Angabe der
Mediane, 25 — 75 Perzentile, Minimumwert und Maximumwert.

| t perf 0 min 30 min 60 min 90 min 120 min 150 min 180 min |
Median 154,00 190,00 232,00 173,00 267,00 272,00 327,50
25% 105,50 106,75 96,50 94,25 92,50 102,25 92,00

75% 550,00 732,25 652,25 567,25 576,25 697,75 945,25

Min 98,00 106,00 88,00 92,00 79,00 88,00 81,00

Max 1513,00 1408,00 737,00 814,00 742,00 703,00 1117,00

Tabelle 9: Verlauf der GLDH-Aktivitat (U/l) fur die mit Biseko Konservierungslosung
perfundierten Lebern Uber den untersuchten Zeitverlauf (0-180 min) mit Angabe der
Mediane, 25 — 75 Perzentile, Minimumwert und Maximumwert.

| t perf 0 min 30 min 60 min 90 min 120 min 150 min 180 min |
Median 2,55 3,25 1,65 2,05 2,20 1,95 1,65
25% 2,08 1,68 0,78 0,78 0,78 0,78 0,78
75% 9,05 10,40 10,13 8,92 7,31 8,52 8,45
Min 1,40 1,00 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Max 24,50 23,30 30,60 27,90 19,50 17,90 13,10

Tabelle 10: Verlauf der GLDH-Aktivitat (U/l) fur die mit der UW Konservierungslosung
perfundierten Lebern Uber den untersuchten Zeitverlauf (0-180 min) mit Angabe der
Mediane, 25 — 75 Perzentile, Minimumwert und Maximumwert.

| t perf 0 min 30 min 60 min 90 min 120 min 150 min 180 min |
Median 1,60 4,20 2,95 1,80 1,00 1,00 1,00
25% 0,78 1,68 1,00 0,78 2,50 0,78 0,78
75% 4,00 9,23 6,55 3,03 1,98 3,38 4,50
Min 0,10 1,00 1,00 0,10 0,10 0,10 0,10
Max 6,60 10,20 13,60 3,10 2,50 4,20 6,30
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Tabelle 11: Verlauf der LDH-Aktivitat (U/l) fur die mit der Biseko Konservierungslosung
perfundierten Lebern Uber den untersuchten Zeitverlauf (0-180 min) mit Angabe der

Mediane, 25 — 75 Perzentile, Minimumwert und Maximumwert.

| t perf 0 min 30 min 60 min 90 min 120 min 150 min 180 min |
Median 525,50 435,50 446,00 410,00 385,00 460,50 531,00
25% 469,50 366,25 297,50 295,00 304,75 207,25 271,25

75% 829,75 889,75 1335,50 1994,25 2233,25 1628,75 2054,50

min 384,00 340,00 272,00 214,00 175,00 138,00 128,00

max 1264,00 1342,00 2148,00 2544,00 2474,00 2003,00 3019,00

Tabelle 12: Verlauf der LDH-Aktivitat (U/l) fir die mit der UW Konservierungslosung
perfundierten Lebern Uber den untersuchten Zeitverlauf (0-180 min) mit Angabe der

Mediane, 25 — 75 Perzentile, Minimumwert und Maximumwert.

| t_perf 0 min 30 min 60 min 90 min 120 min 150 min 180 min |
Median 458,00 376,00 347,50 315,50 349,50 333,00 419,00
25% 275,75 320,50 280,25 229,50 275,00 268,75 239,50
75% 688,25 606,75 473,75 455,50 442,50 490,25 534,50
min 272,00 289,00 263,00 228,00 188,00 262,00 229,00
max 1190,00 1137,00 533,00 736,00 501,00 569,00 620,00

Tabelle 13: Verlauf der Laktat-Aktivitat (mmol/l) fir die mit der Biseko Konservierungslosung
perfundierten Lebern Uber den untersuchten Zeitverlauf (0-180 min) mit Angabe der
Mediane, 25 — 75 Perzentile, Minimumwert und Maximumwert.)

| t perf 0 min 30 min 60 min 90 min 120 min 150 min 180 min |
Median 1,35 2,50 1,91 2,13 3,18 2,94
25% 0,82 1,30 0,58 0,54 1,43 0,80
75% 1,58 3,25 4,50 3,87 3,97 3,91
min 0,34 0,88 0,44 0,22 0,90 0,19
max 1,73 3,35 5,99 4,25 4,45 4,17

Tabelle 14: Verlauf der Laktat-Aktivitdt (mmol/l) fir die mit der UW Konservierungsldosung
perfundierten Lebern Uber den untersuchten Zeitverlauf (0-180 min) mit Angabe der

Mediane, 25 — 75 Perzentile, Minimumwert und Maximumwert.

| t perf 0 min 30 min 60 min 90 min 120 min 150 min 180 min |
Median 3,63 1,52 3,04 3,33 3,56 3,92
25% 3,02 0,21 1,92 2,04 1,87 1,79
75% 4,80 5,24 4,22 4,92 5,91 6,29
min 2,82 0,13 0,87 0,46 0,60 0,37
max 5,19 7,23 4,54 6,74 9,44 7,29
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Tabelle 15: Verlauf der AP-Aktivitat (U/l) fur die mit der Biseko Konservierungslosung
perfundierten Lebern Uber den untersuchten Zeitverlauf (0-180 min) mit Angabe der
Mediane, 25 — 75 Perzentile, Minimumwert und Maximumwert.

| t perf 0 min 30 min 60 min 90 min 120 min 150 min 180 min |
Median 45,50 31,50 26,00 19,50 15,00 14,50 13,00
25% 35,25 27,00 21,00 16,75 12,00 9,75 7,00
75% 59,25 53,00 40,00 29,00 22,25 26,75 22,00
min 30,00 24,00 18,00 13,00 9,00 6,00 4,00
max 78,00 62,00 61,00 53,00 38,00 29,00 22,00

Tabelle 16: Verlauf der AP-Aktivitat (U/l) fir die mit der UW Konservierungslosung
perfundierten Lebern Uber den untersuchten Zeitverlauf (0-180 min) mit Angabe der
Mediane, 25 — 75 Perzentile, Minimumwert und Maximumwert.

| t_perf 0 min 30 min 60 min 90 min 120 min 150 min 180 min |
Median 38,50 39,50 35,00 27,50 28,00 25,50 22,50
25% 34,75 33,25 27,50 19,50 18,75 22,00 17,50
75% 67,75 52,25 44,75 44,50 33,50 27,75 27,00
min 34,00 31,00 17,00 12,00 18,00 19,00 13,00
max 79,00 59,00 65,00 85,00 35,00 30,00 36,00

Tabelle 17: Verlauf der GGT Aktivitat (U/l) fur die mit der Biseko Konservierungslosung
perfundierten Lebern Uber den untersuchten Zeitverlauf (0-180 min) mit Angabe der
Mediane, 25 — 75 Perzentile, Minimumwert und Maximumwert.)

| t perf 0 min 30 min 60 min 90 min 120 min 150 min 180 min |
Median 41,00 28,00 36,50 29,50 23,50 27,00 19,50
25% 19,00 15,50 14,50 11,50 10,00 8,50 8,25
75% 59,25 43,50 46,75 39,50 35,00 32,00 32,25
min 16,00 15,00 13,00 10,00 10,00 7,00 6,00
max 60,00 44,00 52,00 56,00 41,00 32,00 33,00

Tabelle 18: Verlauf der GGT-Aktivitat (U/l) fur die mit der UW Konservierungsldosung
perfundierten Lebern Uber den untersuchten Zeitverlauf (0-180 min) mit Angabe der
Mediane, 25 — 75 Perzentile, Minimumwert und Maximumwert.

| t perf 0 min 30 min 60 min 90 min 120 min 150 min 180 min |
Median 40,50 35,00 49,00 36,00 34,50 28,50 25,50
25% 24,00 24,00 25,50 25,50 21,50 22,50 20,00

75% 52,00 46,00 52,00 61,00 46,00 38,50 38,50

min 18,00 19,00 18,00 21,00 17,00 21,00 20,00

max 61,00 49,00 52,00 76,00 61,00 55,00 70,00
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Tabelle 19: Gallenproduktion (ul/g Lebergewicht) der mit der Biseko Konservierungslosung
perfundierten Lebern zum Zeitpunkt t=60min mit Angabe der Mediane, 25 — 75 Perzentile,
Minimumwert und Maximumwert.

median 1,46
25% 0,62
75% 2,61
min 0,52
max 4,78

Tabelle 20: Gallenproduktion (ul/g Lebergewicht) der mit der UW Konservierungslésung
perfundierten Lebern zum Zeitpunkt t=60min mit Angabe der Mediane, 25 — 75 Perzentile,
Minimumwert und Maximumwert.

median 2,50
25% 2,21
75% 5,73
min 2,02
max 7,71
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