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ABSTRACT

Hintergrund. Für Patienten*innen mit fortgeschrittenen Lebererkrankungen stellt die
Lebertransplantation derzeit die einzige kurative Therapieoption dar, allerdings deckt
die Verfügbarkeit an geeigneten Spenderorganen nicht den Bedarf. Aus diesem Grund
müssen sogenannte marginale Organe akzeptiert werden, die mit schlechteren Ergeb-
nissen nach Transplantation assoziiert sind. Die normotherme ex vivo Maschinenper-
fusion stellt eine Möglichkeit zur Evaluierung der Organfunktion und potentiell thera-
peutischer Intervention vor Transplantation dar. Zuverlässige Kleintiermodelle zur Er-
probung verschiedener Perfusionsbedingungen und pharmakologisch wirksamen
Agenzien sind nur vereinzelt publiziert. Ziel dieser Arbeit war einerseits, die aktuelle
Relevanz der Steatosis hepatis und des Alters in der Spenderpopulation zu analysie-
ren und andererseits, einen experimentellen therapeutischen Ansatz im Kleintiermo-
dell zu realisieren.
Methodik. Im klinischen Teil dieser Arbeit erfolgte eine retrospektive Datenanalyse
aller 2652 Leberangebote an die Charité – Universitätsmedizin Berlin von 2010 bis
2016. Ausgewertet wurden Akzeptanz- und Ablehnungskriterien sowie die Ergebnisse
nach Lebertransplantationen. Im experimentellen Teil der Arbeit wurde ein ex vivo Ma-
schinenperfusionsmodell für Ratten-Lebertransplantate entwickelt und evaluiert.
Ergebnisse. Insgesamt wurden im Analysezeitraum 80,2% der Organgebote abge-
lehnt, wobei Organe von Spender*innen ≥ 65 Jahre seltener vermittelt wurden als von
jüngeren. Die Rate an Lebertransplantationen, die aufgrund von Steatosis hepatis
nicht realisiert werden konnten, stieg von 2010 mit 14,7% auf 63,6% im Jahr 2016,
während die Gesamtprävalenz der Steatosis hepatis von 20,3% auf 30,8% zunahm.
Das 1- und 3-Jahres-Überleben war weder nach Lebertransplantation alter noch
steatotischer Transplantate reduziert. Es zeigte sich jedoch eine erhöhte Rate früher
Minderfunktion bei steatotischen Transplantaten und eine höhere Retransplantations-
rate bei Organen von Spendern ≥ 80 Jahre. Das flusskontrollierte normotherme ex vivo
Maschinenperfusionsmodell der Rattenleber basierte auf einem proprietären Glasge-
fäß, einem Oxygenator und einem Perfusat aus Kulturmedium supplementiert mit Rat-
tenerythrozyten. Die Integration eines separaten Dialysekreislaufs konnte eine signifi-
kante Reduktion des Kaliums im Perfusat erzielen. Durch Hinzunahme von Glycin
wurde, gemessen an der Hämatoxylin-Eosin und Einzelstrang-DNA-Färbungen, eine
Minimierung des Gewebsschadens erreicht. Bei Lebertransplantaten, welche nach
Herzstillstand entnommen worden waren, führte die Kombination von Dialyse und Gly-
cin zu einer signifikanten Reduktion der Alanin-Aminotransferase im Perfusat.
Diskussion. Alte Spender*innen und Spender*innen mit Steatosis hepatis nehmen an
Relevanz in der Spenderpopulation zu. Aus Mangel an Alternativen stellen sie eine
aussichtsreiche Möglichkeit zur Erweiterung des Spenderpools dar, mit dem Risikos
einer frühen Minderfunktion und einer erhöhten Retransplantationsrate. Ein Kleintier
ex vivo Lebermaschinenperfusionsmodell, könnte genutzt werden, um Konzepte zur
Einschätzung und Konditionierung marginaler Organe vor Transplantation zu evaluie-
ren.
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Background. Liver transplantation is currently the treatment of choice for patients with
end-stage liver disease. The imbalance between supply and demand of liver allografts
in Germany necessitates the acceptance of marginal organs, which are associated
with poorer outcome after transplantation. Normothermic ex vivo liver machine perfu-
sion is one option to evaluate organ quality and therapeutically intervene before trans-
plantation. Only few small animal models to evaluate perfusion settings and pharma-
cological agents have been published. The objective was to firstly characterize the
relevance of steatosis hepatis and donor age in the donor pool and secondly develop
a therapeutic approach in a small animal model.
Methods. In the clinical part of this work, a retrospective analysis of all 2652 liver offers
to the Charité – Universitätsmedizin Berlin from 2010 to 2016 was performed. Ac-
ceptance and rejection criteria as well as the outcome after transplantation were ana-
lyzed. In the experimental part, an ex vivomachine perfusions system for the perfusion
of rat livers was developed and evaluated.
Results. During the respective time period, 80.2% of organ offers were declined. Or-
gans from donors ≥ 65 years were allocated less frequently than from younger donors.
Liver transplantations which were not realized, due to steatosis hepatis of the graft,
increased from 14.7% in 2010 to 63.6% in 2016, while overall prevalence rose from
20.3% to 30.8. The 1- and 3-year patient survival was not reduced after transplantation
of older or steatotic grafts. However, recipients of steatotic grafts were more likely to
develop Early Allograft Dysfunction (EAD) and recipients of older donor grafts ≥80
years more often required a retransplantation. The pressure controlled normothermic
ex vivo liver machine perfusion model was based on a proprietary glass receptacle, an
oxygenator, and culture medium perfusate supplemented with rat erythrocytes. The
addition of a dialysis resulted in reduced potassium and liver cell damage. Combining
the dialysis with glycine resulted in the least cell damage in the hematoxylin-eosin and
single-strand DNA stainings. Livers retrieved after cardiac death showed a reduction
of alanine-aminotransferase levels when perfused with a dialysis and glycine.
Discussion. Older donors and grafts with steatosis hepatis are increasing in rele-
vance. Due to the lack of suitable alternatives, these allografts currently represent an
opportunity to expand the donor pool. However, EAD and higher rates of retransplan-
tation still necessitate cautious acceptance policies. Ex vivo liver machine perfusion
with optimized perfusion settings could assist in evaluating organs before transplanta-
tion to reduce complications.
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EINFÜHRUNG

Für Patient*innen mit fortgeschrittenen Leberkrankungen stellt die Lebertransplanta-
tion aktuell die einzige kurative Therapieoption dar. Insbesondere in den letzten Jahren
sind in Deutschland die Spenderzahlen um fast 40% gesunken, wobei im Jahr 2017
lediglich 797 Spender*innen gemeldet wurden, wovon 674 (84,6%) Lebertransplanta-
tionen im In- und Ausland realisiert werden konnten [10]. Im Vergleich mit anderen
Eurotransplant-Mitgliedsländern liegt Deutschland mit 10,4 realisierten Organspen-
dern pro Millionen Einwohner deutlich unter dem Durschnitt, und weit hinter den 38,6
realisierten Spender*innen in Kroatien [10]. Die Gründe hierfür sind multifaktoriell und
beruhen in Teilen auf einer mangelnden Spendebereitschaft nach dem Organallokati-
onsskandal 2012 in Deutschland, aber auch in einem Erkennungs- und Meldedefizit in
den Entnahmekrankenhäusern [41, 43]. Für Letzteres wurde ein Gesetz zur Verbes-
serung der Zusammenarbeit und Strukturen bei der Organspende (GZSO) entworfen,
das im April 2019 in Kraft treten soll und die Entnahmekrankenhäuser selbst sowie
ausreichend Zeit für einen Transplantationsbeauftragen finanziert [11]. Unabhängig
von der Verbesserung der institutionellen Rahmenbedingungen gibt es weitere An-
sätze zur Vergrößerung der Spenderpopulation. Der Ausbau der Leberlebendspende
und die Akzeptanz von Organen, deren Spender*innen erweiterte Spenderkriterien er-
füllen, gehören dazu [36]. Spender*innen erfüllen laut Eurotransplant u.a. erweitere
Spenderkriterien ab einem Alter ≥ 65 Jahre, bei erhöhten Leberzellschädigungspara-
metern und bei einer Steatosis Hepatis.
Solche vorgeschädigten Organe sind jedoch häufiger mit schlechteren Ergebnissen
nach Transplantation assoziiert [1, 13, 30]. Dabei spielen die primäre Nichtfunktion und
die sogenannte frühe Minderfunktion, eine übergeordnete Rolle [33]. Die nichtalkoho-
lische Steatohepatitis (NASH), als hepatische Manifestation des metabolischen Syn-
droms, ist mittlerweile in den USA sogar der zweithäufigste Grund für eine Lebertrans-
plantation und ist bei bis zu 46% der Gesamtbevölkerung ausgeprägt [7, 44]. Für die
USA wird bis 2030 ein Rückgang der Akzeptanzrate von Lebertransplantaten aufgrund
von Steatosis hepatis von zurzeit 78% auf 44% prognostiziert [35]. Spender*innen hö-
heren Alters sind wiederum im Eurotransplant-Raum mittlerweile die schnellste wach-
sende Gruppe. Vom Jahr 2000 bis 2017 verdoppelte sich die Rate an verwendeten
Spendern über 65 Jahren auf insgesamt 26,6% [8]. Die Ergebnisse nach Transplanta-
tion älterer Spenderorgane sind heterogen, wobei bislang strittig bleibt, ob und welche
Grenzwerte für ein Spenderalter gesetzt werden können [16, 38]. Insgesamt besteht
sowohl bei Transplantation älterer Spenderorgane und Organen mit einer Steatosis
hepatis ein erhöhtes Risiko für einen Ischämie-Reperfusionsschaden, vor allem in
Kombination mit einer langen Kaltischämiezeit [18, 21, 25]. Eine mögliche Alternative
zur statischen hypothermen Konservierung bei 4°C stellt hierbei die ex vivo Maschi-
nenperfusion dar [2]. Unterschiedliche Konzepte zur Perfusionstemperatur haben sich
dabei etabliert. Eine Perfusion bei 4°C ermöglicht ein Aufrechterhalten der Mikrozirku-
lation, dies führt zu einer weniger starken Akkumulation von Stoffwechselmetaboliten
und zu einem geringeren zellulären oder biliären Schaden [28]. Die logistisch aufwen-
digere normotherme Perfusion bei 37°C mit Sauerstoffträgern sorgt für eine kontinu-
ierliche metabolische Aktivität des Organs und ermöglicht so die Evaluierung eines
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vorgeschädigten Organs [27]. Die meisten tierexperimentellen Versuche zur Evaluie-
rung und Optimierung dieser Perfusionsmodelle erfolgen derzeit in Großtiermodellen,
vor allem im Schwein, und sind dementsprechend teuer sowie logistisch anspruchsvoll
[26, 27]. Standardisierte, reproduzierbare Kleintier-Lebermaschinenperfusionsmodelle
zur Erprobung verschiedener Perfusionsbedingungen und pharmakologisch wirksa-
mer Agenzien unter normothermen Bedingungen sind in der Literatur zurzeit nicht be-
schrieben.
Ziel dieser Arbeit war es daher einerseits, die aktuelle Relevanz der Steatosis hepatis
und des Alters in der Spenderpopulation zu analysieren und andererseits, einen expe-
rimentellen Ansatz zu realisieren, der zur Erprobung von Perfusionskondition zur Re-
konditionierung solcher Organe dienen konnte.

METHODIK

Klinischer Teil
Spenderdaten
Die Spenderdaten aller der Charité – Universitätsmedizin angebotenen Lebertrans-
plantate im Zeitraum von 2010 bis 2016 wurden bei Eurotransplant angefragt und aus-
gewertet. Die retrospektive Datenauswertung wurde durch die Ethikkommission der
Charité (EA2/010/17) genehmigt und an der Chirurgischen Klinik, Campus Charité
Mitte | Campus Virchow-Klinikum durchgeführt. Ein Patient wurde aus der Auswertung
hinsichtlich des Spenderalters ausgeschlossen, da die Datendichte nicht ausreichte
und zusätzlich vorher bereits eine Nierentransplantation erfolgt war [32]. Hinsichtlich
des Spenderalters verblieben 2652 Lebertransplantate, die der Charité – Universitäts-
medizin Berlin im Zeitraum 2010 bis 2016 angeboten wurden.
Erfasste Spenderdaten waren dabei das Spenderalter, der Body Mass Index (BMI),
der Hepatitis-B-(HBV) und Hepatitis-C-(HCV)-Status, die Aspartat-Aminotransferase
(AST), die Alanin-Aminotransferase (ALT), die Gamma-Glutamyltransferase (GGT),
der International Normalized Ratio (INR), das C-reaktive Protein (CRP), das Serum-
natrium, ein bekannter Diabetes Mellitus in der Anamnese, Nikotinabusus, Reanima-
tion der Spender*innen, Todesursache, Dauer des Intensivaufenthaltes vor Spender-
meldung, Steatosis hepatis im Ultraschall, in der Computertomographie (CT) oder in
der histopathologischen Begutachtung. Außerdem wurde ausgewertet, ob die Leber
entnommen wurde, die Vermittlung erfolglos war oder ob das Organ transplantiert
wurde.

Klassifikation nach Alter und Steatosis Hepatis
Für die Untersuchungen hinsichtlich Steatosis hepatis [31] wurden zwei Gruppen ge-
bildet: Es wurden zum einen alle Fälle von Steatosis hepatis erfasst (Ultraschall, CT
oder histopathologischen Befund), zum anderen nur die im Donor Report von Euro-
transplant histopathologisch bestätigten Fälle. Die histopathologisch bestätigten Fälle
mit zusätzlichen Befunden in der Transplantationsakte wurde nach der prozentualen
makrovesikulären Steatosis hepatis klassifiziert: < 5% “keine Steatose”, < 30% “leichte
Steatose”, ≥ 30% “moderate Steatose”, und ≥ 60% “schwerwiegende Steatose“ [4, 6].
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Die Einteilung nach Spenderalter orientierte sich an den erweiterten Spenderkriterien
von Eurotransplant (Alter > 65 Jahre, mehr als 7 Beatmungstage, einem BMI > 30,
makrovesikulärer Steatosis hepatis > 40%, Serumnatrium > 165mmol/l, ALT >105U/l,
AST > 90U/l und Bilirubin > 3mg/dl). Es wurde unterschieden zwischen jüngeren Spen-
dern (< 65 Jahre alt) und älteren Spendern (≥ 65 Jahre alt). Im weiteren Verlauf erfolgte
zusätzlich eine Subgruppenanalyse aller Spender*innen ≥ 80 Jahre.

Organakzeptanz und Organempfänger*innen
Im Transplantationsbüro der Charité werden die Ablehnungsgründe aller eingehenden
Organe protokolliert. Diese Ablehnungsgründe wurden klassifiziert in medizinische
Gründe bei Spender*innen, Größe oder Gewicht Spender*innen/Empfänger*innen-
Missverhältnis, medizinische Gründe bei den Empfänger*innen, logistische Gründe
und sonstige Gründe. Die medizinischen Gründe bei Spender*innen wurden hierbei
weiter subklassifiziert in Alter, Laborparameter, Reanimation, Steatosis hepatis, Infek-
tion, maligne Geschehen, intravenöser Drogenabusus sowie Intensivliegezeit vor
Spendermeldung und sonstige Gründe. Die zur Auswertung herangezogenen Daten
wurden aus den Akten des Transplantationsbüros und aus einer bereits bestehenden
Datenbank aller Lebertransplantationen der Charité – Universitätsmedizin erhoben. Im
Falle einer Organtransplantation wurde derModel for Endstage Liver Disease (MELD)
Score herangezogen, der sich aus Bilirubin, INR und Kreatinin zusammensetzt [15].
Zusätzlich wurde aus dem Produkt aus MELD und Spenderalter (MELD * Spenderal-
ter) der D-MELD berechnet [23]. Zur Beurteilung des Risikos eines Transplantatversa-
gens wurde der Donor Risk Index (DRI) erhoben, „regional" waren Angebote aus der
Deutschen Stiftung Organtransplantation (DSO) Spenderregion Nordost, Angebote
aus dem restlichen Eurotransplant-Raum „nationale“ Angebote [14]. Zur Erfassung des
postoperativen Verlauf nach Lebertransplantation wurden die Laborparameter AST,
ALT, INR und Bilirubin erfasst, welche in die Berechnung der frühen Minderfunktion
einflossen [33]. Eine frühe Minderfunktion wurde definiert als ein Bilirubin ≥ 10mg/dl
oder ein INR ≥ 1,6 am siebten postoperativen Tag oder eine AST/ALT >2000U/l inner-
halb der ersten sieben postoperativen Tage. Eine primäre Nichtfunktion eines Trans-
plantats wurde definiert als irreversibles Transplantatversagen, welches innerhalb der
ersten zehn postoperativen Tage zum Versterben oder zur notfallmäßigen Retrans-
plantation der Empfänger*innen führte. Die Nachverfolgung des Überlebens nach Le-
bertransplantation erfolgte über die Transplantationsambulanz der Chirurgischen Kli-
nik Charité Mitte und Virchow-Klinikum, in der die Patient*innen in regelmäßigen Ab-
ständen vorstellig werden, sodass eine Aussage über das 3-Jahres Überleben getrof-
fen werden konnte.

7



Tierexperimenteller Teil
Versuchstiere
Im Rahmen der Versuche wurden insgesamt 24 männliche Ratten vom Typ Wistar mit
einem Gewicht von 280 bis 350g verwendet. Die Tiere wurden von Janvier (Le Genest-
Saint-Isle, Frankreich) bezogen und im Rahmen den von dem Landesamt für Gesund-
heit und Soziales Berlin genehmigten Tierversuchsanträge T301/17 und O0365/11
verwendet. Nach einer minimalen Akklimatisationszeit von einer Woche wurden die
Tiere randomisiert einer der sechs Versuchsgruppen mit jeweils vier Ratten pro Ver-
suchsgruppe zugeteilt. Primär galt es, die Auswirkung der Dialyse im Perfusionskreis-
lauf (D) und des Glycins (G) im Perfusat zu untersuchen (G-|D-; G+|D-; G-|D+; G+|D+)
[17]. Zusätzlich repräsentierten zwei Gruppen ein Modell zur Organentnahme nach
Herztod (DCD), wobei hier nur die Negativkontrolle (keine Dialyse oder Glycin; DCD
G-|D-) und Positivkontrolle (DCD G+| D+) analysiert wurden.

Explantation der Rattenlebern
Nach Einleitung der Narkose mit Isofluran und anschließender subkutaner Injektion
von Metamizol (100mg/kg Tiergewicht) und Ketamin (12mg/kg Tiergewicht) wurden
die Versuchstiere unter fortlaufender Isofluran-Zufuhr auf dem Operationstisch positi-
oniert. Die ausreichende Tiefe der Narkose wurde durch Setzen eines Schmerzreizes
zwischen den Hinterpfoten durch eine chirurgische Pinzette geprüft. Anschließend er-
folgten die großzügige Laparotomie und Mobilisierung der Leber. Weiterhin wurde eine
proprietäre Kanüle in den Gallengang eingeführt und die korrekte Lage anhand des
Ausflusses von Galle kontrolliert. Darauf erfolgte die Präparation der V. cava und A.
abdominalis und die Injektion von 500IE Heparin (Rotexmedica, Trittau), gelöst in 1ml
Ringer Laktat Lösung, in die V. cava. Die A. abdominalis wurde mit einer 18G Flexüle
(B.Braun, Melsungen) kanülliert und Vollblut zur späteren Verwendung entnommen.
Das Diaphragma wurde eröffnet und die A. thoracica geklemmt, im Anschluss wurde
die V. portae mit einer 16G Flexüle (B.Braun) kanülliert und die Leber mit 4°C kalter
Histidin-Tryptophan-Ketoglutarat (HTK) (Custodiol, Dr. Franz Köhler Chemie, Bens-
heim) Lösung gespült mit je 20ml über die Kanüle in der A. abdominalis und V. portae.
Hierbei wurde in der Versuchsgruppe mit Glycin ebenfalls 12mM Glycin dem HTK zu-
gemischt. Daraufhin erfolgte die Kanüllierung der V. cava inferior direkt unterhalb der
Leber mit einer in der Arbeitsgruppe entwickelten 10Ch Kanüle, die aus einem kleinen
Silikonschlauch und einem Luer-Lock Adapter bestand. Im Falle der Organentnahme
nach Herztod (DCD)-Gruppe wurden die Versuchstiere in Isofluran Narkose finalisiert
und anschließend ein suprapelviner Zugang zur A. abdominalis zur Blutentnahme ge-
wählt. Nach Blutentnahme wurde eine 30-minütige warme Ischämiephase abgewartet,
bevor das Abdomen vollständig eröffnet wurde und nach Spülung der A. abdominalis
V. portae mit 10ml NaCl 0,7%-Lösung die oben genannten Schritte erfolgten (ange-
lehnt an das Model von Schlegel et al.[40]).

Entwicklung eines geeigneten Reaktoraufbaus
Als Grundlage für das ex vivo Rattenleberperfusionsmodell wurde ein speziell ange-
fertigtes Glasgefäß genutzt (Gaßner Glastechnik, München). Der innere Durchmesser
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maß 100mm und bot Platz für eine Silikonmatte (Abb. 1), auf der die Rattenleber po-
sitioniert werden konnte. Das Glasgefäß war mit fünf GL 14 normierte Schraubausläs-
sen zu den Seiten und nach unten ausgestattet. An diese wurden kurze Silikonschläu-
che mit Luer-Steck Adapter angeschlossen, an die wiederum die Kanülen der Leber-
gefäße und des Gallengangs angeschlossen werden konnten. Der Schaltkreis bestand
im Kern (Abb. 1A) aus dem Glasgefäß und einem Silikonmembran-Oxygenator mit
einem Füllvolumen von 10mL (Radnoti LTD, Dublin, Irland), der mit 90% Sauerstoff
begast wurde. Eine Blasenfalle wurde zum Verhindern von Luftembolien zwischenge-
schaltet und der Kreislauf von einer steuerbaren Rollerpumpe (Cole-Parmer, Wert-
heim), kombiniert mit einem Drucksensor und einer Geschwindigkeit von 1ml/min/g
Lebergewicht angetrieben. Die Druckmessungen wurden kontinuierlich mit einem an-
geschlossenen Computer via BDAS 2.0 (Hugo Sachs Elektronik - Harvard Apparatus,
March-Hugstetten) aufgezeichnet. Die Perfusion erfolgte über sechs Stunden bei einer
Umgebungstemperatur von 37°C, die durch die Platzierung in einem Wärmeschrank
realisiert wurde. Das Perfusat im Kreislauf bestand zu Beginn der Entwicklung aus
250ml Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Biochrom GmbH, Berlin) 100μg/ml Peni-
cillin und Streptomycin (Biochrom), 4mM L-glutamine/L-alanine (Biochrom), 1μM hu-
man Insulin (Lilly GmbH, Bad Homburg, Deutschland), 14ng/ml Glukagon
(GlucaGen®, Novo Nordisk Pharma GmbH, Mainz) 1μM Dexamethasone (Fortecor-
tin®, Merck KGaA, Darmstadt) und 500IE Heparin [39]. Nach sechs Stunden Perfusion
mit reinem Medium zeigten sich erhebliche Nekrosen, weshalb im nächsten Schritt
Rattenerythrozyten als Sauerstoffträger dem Medium zusätzlich hinzugefügt wurden
(Abb. 1B). Rattenerythrozyten wurden aus zentrifugiertem Vollblut gewonnen
(3200rpm, 4°C für 15min) und der Plasmaüberstand als frisches gefrorenes Plasma
zur späteren Verwendung weggefroren. Der Buffy Coat wurde abgesaugt und verwor-
fen. Die verbliebenen Erythrozyten wurden dem DMEM Medium zugeführt. Die Rat-
tenerythrozyten und die Verkleinerung des Reaktorvolumens auf insgesamt 80ml ver-
besserte die Perfusionsergebnisse. Die Zugabe von Rattenerythrozyten führte zu ei-
nem Anstieg des Kalium auf bis zu 16,2mmol/l, weshalb der Perfusionskreislauf um
eine parallel geschaltete Dialyse erweitert wurde (Abb. 1C), wobei hier das wieder auf
100ml gestiegene Volumen vom Hauptkreislauf über einen Dreiwegehahn mit einer
festen Geschwindigkeit von 10ml/min abgeleitet wurde. Auf der Dialysat Seite der Di-
alysemembran sorgten eine Inflow und Outflow Rollerpumpe (Cole-Parmer, Wertheim)
für den Fluss von 500ml Dialysat. Das Ci-Ca Dialysat (Fresesnius Kabi, Bad Homburg)
wurde zusätzlich mit 500IE Heparin substituiert und floss in ein Reservoir. Im finalen
Schritt (Abb. 1D) wurde das Reaktorvolumen auf 50ml halbiert, maßgeblich durch das
Verwenden von Heidelberger Verlängerungsschläuchen mit einem kleineren Durch-
messer (innerer Durchmesser 1,2mm, Länge 30cm) und einer Dialysekartusche mit
geringerem Füllvolumen von 2ml (Membranfläche 115cm2, 30kDa Molekülgewicht-
grenze; Spectrum Laboratories, Rancho Dominguez, CA, USA). Das Perfusat (50ml
DMEM) wurde nun mit 12,5ml rattenspezifischem Plasma supplementiert sowie mit
10ml Rattenerythrozyten für ein Zielhämatokrit von 20%. Zusätzlich wurde ein Perfusor
eingeführt, welcher mit 500IE/h Heparin bei allen Versuchen und in den Versuchsgrup-
pen mit Glycin zusätzlich mit 45mg/h Glycin lief.
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Abb. 1: (A) Originalentwurf des Perfusionskreislaufes mit 250ml. (VEN = venös; ART = arteriell;
PVP = Portalvenöser Druck) (B) Hinzunahme von Erythrozyten und Volumenreduktion (C) Parallel ge-
schalteter 500ml Dialyse Kreislauf (D) Finale Hinzunahme von Heparin (E) Aufsicht auf den
Perfusionsreaktor (F) Perfusionskreislauf in der Übersicht [17]
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Probenentnahme
Über zwei Dreiwegehähne im Kreislauf wurde eine Entnahme von oxygeniertem „ar-
teriellen“ (ART) und sauerstoffarmem „venösem“ (VEN) Blut ermöglicht (Abb. 1). Zu
festgesetzten Zeitpunkten (Start der Perfusion, drei Stunden und sechs Stunden)
wurde Probenmaterial aus dem Perfusat und Dialysat entnommen. Dabei wurde je-
weils 1ml genommen, bei 4°C über 10 Minuten bei 10.000 Umdrehungen pro Minute
herunterzentrifugiert, der Überstand zu einer Hälfte mittels Blutgasanalyse (ABL800
Flex, Radiometer GmbH, Berlin) analysiert und zur anderen Hälfte an das Labor Berlin
(Charité Vivantes GmbH) zur Bestimmung der ALT, Urea, des Bilirubins und freien
Hämoglobins gesandt. Die Galle wurde während der Perfusion extern in ein vorgewo-
genen 1,5ml fassendes Kryokonservierungsgefäß ausgeleitet, stündlich gewechselt
und im Anschluss gewogen.

Histologische Aufarbeitung
Nach Abschluss der Perfusion wurden die Rattenlebern jeweils mit 20ml Ringer-
Laktat-Lösung gespült und darauffolgend jeder einzelne Lappen in mehrere Stücke
kryokonserviert, sowie ein weiteres kleines Stück pro Lappen in 4% Formalin für min-
destens 48 Stunden fixiert. Es folgte eine aufsteigende Alkoholreihe zur Entwässerung
von 50% bis 99% Alkohol und eine anschließende Xylol Behandlung. Das entwässerte
Gewebe wurde schließlich in Paraffin eingebettet und in 2µm Schnitten auf die Objekt-
träger aufgetragen. Für die Hämatoxylin-Eosin Färbung wurde in typischer Weise das
Gewebe wieder entparaffinisiert, acht Minuten in Mayer Hämalaun-Lösung gefärbt und
acht Minuten unter fließendem lauwarmem Wasser differenziert. Dem folgte 30 Se-
kunden Gegenfärben mit Eosin (beides AppliChem, Darmstadt). Pro Versuch wurde
jeder der fünf H.E. gefärbten Rattenleberlappen einzeln von einer Oberärztin des In-
stituts für Pathologie der Charité – Universitätsmedizin Berlin hinsichtlich Nekrose und
sinusoidaler Dilatation bewertet. Diese Ergebnisse wurden von eigenen DNA-
Einzelstrang-Färbungen unterstützt. Dabei wurden nach gleichem Prinzip die Schnitte
entparaffinisiert und in PBSmit 0,2mg/ml Sapoin und 20µg/ml Proteinase K 20 Minuten
lang bei Raumtemperatur permeabilisiert und bei 56°C mit 50% Formamid inkubiert.
Danach folgte die Blockierung der endogenen Peroxidase in 3% H2O2. Mit einer Ver-
dünnung von 1:10 wurde der monoklonale anti-ssDNA Antikörper F7-26 (Enzo Life
Sciences Inc., Farmingdale, NY, USA) aufgetragen, gefolgt von einem monokloanalen
anti-Maus IgM Antikörper (Cell Signaling Technology, Leiden, Niederlande). Abschlie-
ßend wurde 3,3'-Diaminobenzidine (DAB) appliziert und mit Hämatoxylin gegenge-
färbt. Alle mikroskopischen Aufnahmen wurden mit einem Zeiss Axio Observer Z1 Mik-
roskop durchgeführt und mit der Software Zen Pro 2.3 ausgewertet (Carl Zeiss
Microscopy GmbH, Jena).

Statistik
Mit IBMSPSS Statistics für macOS in der Version 24.0 (IBM Corp., Armonk, NY, USA)
erfolgte die systematische statistische Auswertung; wissenschaftliche Abbildungen
wurden mit GraphPad Prism Version 6.04 für macOS (GraphPad Software, La Jolla,
CA, USA) erstellt. Als signifikant wurden P-Werte <0,05 erachtet. Kategorische Vari-
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ablen sind sowohl in ihrem prozentualen Anteil als auch in absoluten Zahlen wieder-
gegeben und wurden mit dem Pearsonschen Korrelationskoeffizienten verglichen.
Kontinuierliche Variablen wurden auf Normalverteilung mit dem Shapiro-Wilk-Test ge-
prüft. Parametrische kontinuierliche Variablen sind als Mittelwert und Standardabwei-
chung beschrieben und wurden mit Hilfe des t-Test für unabhängige Stichproben oder
desOne-Way ANOVA bei Gruppenvariablen verglichen. Nichtparametrische Variablen
wurden als Median und Interquartilsabstand (IQR) oder mit Minimum und Maximum
dargestellt, die Testung erfolgte mit dem Wilcoxon-Rangsummentest oder einem
Kruskal-Wallis-Test bei Gruppenvariablen.
Die Kaplan-Meier-Analysen zum Patientenüberleben und Transplantatüberleben nach
Transplantation steatotischer Organe oder Organen von älteren Spender*innen wurde
für den Überlebenszeitraum ein Jahr, respektive drei Jahre nach Transplantation
durchgeführt und mithilfe des log-rank Tests verglichen. Eine binäre logistische Re-
gressionsanalyse zur Identifizierung von Faktoren, die zur Leberakzeptanz beitragen,
wurde ebenfalls durchgeführt. Dafür wurden die kontinuierlichen variablen Spenderal-
ter und Spender*innen BMI umcodiert. Alter wurde in die Gruppen < 50 Jahre und
über 50 Jahre in: 50-59, 60-69, 70-79, >80 eigenteilt. BMI wurde ähnlich klassifiziert:
< 18,5;18,5-24,9; 25-29,9; 30-34,9; 35-39,9; >40.

ERGEBNISSE

Klinischer Teil
Steatosis Hepatis, Spenderalter und der Rückgang der Organakzeptanz
In unserem Zentrum wurden im Analysezeitrum von 2010 bis 2016 insgesamt 2652
Lebertransplantate von Eurotransplant angeboten. Insgesamt wurden 2126 (80,2%)
dieser Angebote abgelehnt, wovon wiederum 1561 (73,4%) an andere Zentren vermit-
telt und dort transplantiert wurden (Tabelle 1). Insgesamt konnten 565 Lebern (26,6%)
nicht vermittelt werden und verblieben zum Großteil (n=304; 53,8%) in situ und wurden
nicht entnommen. Medizinische Gründe bei Spender*innen führten in 74,1% (1023)
zur Ablehnung, wobei hiervon das Spenderalter in 48,9% (n=500) der Fälle ausschlag-
gebend war. Von diesen Organen konnten noch 126 (25,2%) weitervermittelt werden.
Im Fall von Organakzeptanz älterer Spender*innen erfolgte dies häufiger im Rahmen
von Rescue oder Extended- Allokation Verfahren (75 Organe, 46,3%) als bei jüngeren
(129 Organe, 35,4%; p=0,02).
Zur Identifizierung von Faktoren, die zur Leberakzeptanz beitragen haben, wurde eine
binäre logistische Regressionsanalyse durchgeführt. Dabei wurden der BMI, die To-
desursache, Nikotinabusus, Diabetes mellitus, AST, GGT, Bilirubin, INR, Kreatinin,
HCV, HBV und histopathologischer Nachweis einer Steatosis hepatis berücksichtigt.
Das Modell war statistisch signifikant ( 2(4) = 119,2 p<0,001) und erklärte 40,2% (Na-
gelkerke R2) der Varianz in der Organakzeptanz, wobei das Modell 78,8% der Fälle
korrekt klassifizierte. Eine makrovesikuläre Steatosis hepatis <5% war mit höherer
Wahrscheinlichkeit einer Organakzeptanz assoziiert (p<0,001; Odds Ratio 16,68; 95%
Konfidenzintervall = 5,01–55,43). Außerdem standen im Zusammenhang mit der Or-
ganakzeptanz die Serumparameter Kreatinin, AST, Bilirubin, der HCV-Status und ein
jüngeres Spenderalter.
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Über den Analysezeitraum zeigte sich ein steigender Trend zur Ablehnung älterer Or-
gane. Während 2010 102 Lebern transplantiert und 40 wegen des Spenderalters ab-
gelehnt wurden, wurden 2016 insgesamt 160 ältere Organe abgelehnt, bei 66 Trans-
plantationen. Ein vergleichbarer Trend konnte bei der Ablehnung aufgrund der Steato-
sis hepatis des angebotenen Organs gezeigt werden, hier wurde ein Anstieg von 15
abgelehnten Lebertransplantaten 2010 zu 42 Lebern im Jahr 2016 verzeichnet
(p<0,001).

Steigendes Spenderalter und höhere Raten an Steatosis Hepatis
Die Spendercharakteristika wurden nach Allokation analysiert, d.h. je nachdem, ob die
Organe transplantiert wurden, vermittelt wurden und extern transplantiert wurden, oder
nicht vermittelt werden konnten. Wesentliche Unterschiede waren dabei die Todesur-
sache und vor allem die Laborparameter AST, GGT, Bilirubin, INR sowie Kreatinin, die
alle signifikant höher in der Gruppe der nicht vermittelten Organe waren (p<0,001)
(Tabelle 1). Das Spenderalter unterschied sich zwischen den Gruppen außerdem sig-
nifikant (p<0,001) und war mit 56 ± 21.3 Jahren bei den Gruppen der nicht vermittelten
Organe am höchsten. Insgesamt blieb das Spenderalter in der Spenderpopulation
über die Zeit konstant (2010: 52,4 Jahre; 2016: 53,4 Jahre). Das Alter der 526 an der
Charité – Universitätsmedizin transplantierten Organe stieg im Mittel jedoch von 49,3
Jahren (2010) auf 57,3 im Jahr 2016 (p=0,02). Im Gegensatz dazu stieg sogar die
Gesamtprävalenz der Steatosis hepatis in allen Organgeboten von 20,3% (n=63) im
Jahr 2010 auf 30,8% (n=186) 2016. Dies spiegelte sich ebenso in den transplantieren
Organen wider, wobei hier 2010 22,3% (n=22) eine Steatosis hepatis aufwiesen und
sich der relative Anteil bis 2016 mehr als verdoppelte (51,5 %; n=34). Alter und Steato-
sis hepatis wiesen dabei eine signifikante Koinzidenz auf; bei 39,5% (n=289) der älte-
ren Spender*innen wurde eine Steatosis hepatis nachgewiesen, verglichen mit
lediglich
21,3% (n=376) bei jüngeren Spendern.

Korrelation des Spender- und Empfängeralters
Es zeigte sich ein linearer Zusammenhang zwischen Empfänger- und Spenderalter.
Empfänger*innen älterer Organe waren signifikant älter als Empfänger*innen jüngerer
Spenderorgane (Spearmans R = 0,29; p ≤0,001). So hatten diese Empfänger*innen
älterer Organe auch, gemessen durch den MELD, im Mittel eine besser verbliebene
Leberfunktion (16 vs. 20; p = 0,005). Ebenso war auch das Produkt aus MELD und
Spenderalter (D-MELD) niedriger bei Empfänger*innen jüngerer Spenderorgane (871
vs. 1226, p<0,001) (Tabelle 2). Der DRI, als globalerer Parameter des Risikos eines
Transplantatversagens, war niedriger bei jüngeren Organen (2,2 vs. 2,8; p<0,001).

Höhere Raten an früherer Minderfunktion und Retransplantation
Es konnte ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten einer frühen Minderfunktion
und dem Steatosis hepatis Grad des Transplantats hergestellt werden: Es kam bei 13
Patient*innen (21,3%) mit keiner, bei 23 (39%) mit leichter und bei neun Patient*innen
(56,3%) mit moderater oder schwerwiegender Steatosis hepatis des Transplantats zu
einer frühe Minderfunktion (p=0,013). Bei einer Kaltischämiezeit länger als acht
Stunden und einer moderaten Steatosis hepatis entwickelten sogar 69,2% (n=9) der
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Patient*innen eine frühe Minderfunktion. Das Transplantatüberleben war außerdem
signifikant durch eine frühe Minderfunktion reduziert (p<0,001) (Abb. 2A), wohingegen
die Steatosis hepatis keinen direkten Einfluss hatte (Abb. 2B). Nur eine schwerwie-
gende Steatosis hepatis hatte einen direkten Einfluss auf das Transplantatüberleben
(p=0,03; 33,3% vs. 75%). Das 3-Jahres-Patientenüberleben nach Transplantation äl-
terer Organe war mit dem Überleben nach Transplantation jüngerer Organe vergleich-
bar (74% vs. 73.4%; p=0,84). Lediglich bei Transplantaten von ≥80-jährigen Spen-
der*innen war das Transplantatüberleben signifikant eingeschränkt (p=0,04) (Abb.
2C&D). Empfänger*innen von sehr alten Spenderorganen ≥80 Jahre benötigten häu-
figer eine Retransplantation (n=6; 28,6% vs. n=17; 7,1%; p=0,005) als die von jünge-
ren.

Abb. 2: (A) Kaplan-Meier-Analyse des Transplantatenüberleben mit und ohne früher Minderfunktion
(B) Kaplan-Meier-Analyse des Transplantatüberlebens (S0=keine Steatosis hepatis; S1=leichte Steato-
sis hepatis, S2=moderate Steatosis hepatis; S3=schwerwiegende Steatosis hepatis (C) Kaplan-Meier-
Analyse des Transplantatüberlebens aufgeschlüsselt nach Spenderalter (D) Kaplan-Meier-Analyse des
Patientenüberlebens aufgeschlüsselt nach Spenderalter. [31, 32]
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Tabelle 1. Spendercharakteristika

Gesamt Vermittelt Trans-
plantiert

Nicht
vermittelt p

n 2652 1561 526 565
Geschlecht (m) (n, %) 1418 (53,5) 816 (52,3) 268 (51,0) 334 (59,3) 0,007
Alter 1 51,3 ± 20,6 49,0 ± 20,8 53,25 ± 18,2 56,0 ± 21,3 < 0,001
Todesursache < 0,001
Trauma (n, %) 464 (17,5) 309 (19,8) 84 (15,9) 71 (12,6)
Vaskulär (n, %) 1308 (49,3) 716 (45,9) 288 (54,6) 304 (53,8)
Hypoxisch (n, %) 379 (14,3) 219 (14,0) 74 (14,0) 86 (15,2)
Sonstige (n, %) 501 (18,9) 317 (20,3) 80 (15,2) 104 (18,4)

BMI (kg/m2) 1 25,5 ± 4,9 25,0 ± 4,3 25,6 ± 4,6 26,8 ± 6,3 < 0,001
ITS Liegezeit (Tage) 2 3,0 (5) 3 (5) 3 (6) 3 (4) 0,25
AST (U/l) 2 52,0 (76) 49,0 (71) 47,0 (78) 64,5 (102) < 0,001
ALT (U/l) 2 34,0 (60) 34,0 (57) 34,0 (59) 36 (70) 0,08
GGT (U/l) 2 44,0 (93) 39,0 (78) 47,0 (100) 70,0 (161) < 0,001
Bilirubin (µmol/l) 2 8,7 (10) 8,2 (10) 9,2 (10) 12,0 (14) < 0,001
INR 2 1,18 (02,4) 1,16 (0,25) 1,19 (0,27) 1,2 (0,29) < 0,001
Kreatinin (µmol/l) 2 70,7 (57,3) 68,0 (55,75) 73,2 (51,85) 79,8 (68,58) < 0,001

CRP (mg/l) 2 139,9
(162,65)

136,8
(164,75)

142,5
(152,4)

143,6
(175,23) 0,29

Na+ (mmol/l) 2 148,0 (76,0) 148,0 (11) 147,0 (10) 148,0 (12) 0,15
Reanimation (n, %) 177 (11) 128 (8,2) 14 (2,7) 35 (6,2) < 0,001
Steatosis Hepatis (n, %) 665 (26,6) 334 (22,4) 114 (22,9) 217 (42,4) < 0,001

1Mittelwert ± Standardabweichung; 2Median (Interquartilsabstand); Abkürzungen: ALT: Alanine-ami-
notransferase; AST: Aspartat-aminotransferase; BMI: Body Mass Index; CRP: C-reaktives Protein;
GGT: Gamma-glutamyl Transferase; ITS: Intensivstation; INR: International Normalized Ratio; Na+:
Serumnatrium. [31]

Tabelle 2. Empfängercharakteristika
Spenderalter
< 65 Jahre

Spenderalter
≥ 65 Jahre p

n 364 162
Geschlecht (m)2 230 (63,2) 108 (66,7) 0,44
BMI1 25,9 (7,3) 26,5 (6,9) 0,005
labMELD1 20 (18) 16 (14,25) 0,005
D-MELD1 871 (799) 1226 (1047) < 0,001
DRI1 2,2 (9,7) 2,8 (0,4) < 0,001
Alter1 53 (19) 57 (11) < 0,001
Kaltischämie (min) 1 547 (196) 559 (149,75) 0,95
Intensivzeit (Tage) 1 13 (29) 9 (13) < 0,001
Krankenhausaufenthalt1 36 (39) 31 (31) 0,05
Retransplantation2 33 (9,1) 11 (6,8) 0,38
Indikation2 < 0,001
Akutes Leberversagen 31 (8,5) 2 (1,2)
Cholestatisch 21 (5,8) 15 (9,3)
Kongenital 8 (2,2) 0
Leberzirrhose 108 (29,7) 59 (36,4)
HCC 80 (22,0) 62 (38,3)
Benigner Tumor 10 (2,7) 3 (1,9)
Metabolisch 25 (6,9) 9 (5,6)
Retransplantation 67 (18,4) 10 (6,2)
Sonstige 14 (3,8) 2 (1,2)

1Median (Interquartilsabstand); 2 Anzahl der Fälle (Prozent). [32]
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Experimenteller Teil

Perfusionsparameter
Das Lebergewicht der 24 über sechs Stunden perfundierten Lebern betrug im Mittel
13,6 ± 2,2g und unterschied sich zwischen den Versuchsgruppen nicht signifikant. Die
Kaltischämiezeit zwischen Organspülung und Start der Perfusion betrug im Median
60min (Interquartilsabstand 10min). Der portalvenöse Druck war überwiegend inner-
halb physiologischer Grenzen, wobei sich ein signifikant höherer Reperfusionsdruck
von Lebern nach Organentnahme nach Herztod (DCD G-|D-: 9,3 IQR 5,2mmHg) im
Vergleich zum regulären Versuchsaufbau (G-|D-: 7,4 IQR 2,6mmHg) zeigte (p=0,01),
der sich aber im Verlauf der Perfusion normalisierte (Abb. 3A). Die Galleproduktion
betrug nach sechs Stunden Perfusion imMedian 241,5mg (IQR 134,8mg), blieb jedoch
auch nach Zugabe von Glycin oder Verwendung der Dialyse unverändert zwischen
den Versuchsgruppen (Abb. 3E).

Laborchemische Ergebnisse
Durch das Hinzufügen der Dialyse konnte der Kaliumanstieg von bis zu 18mmol/l (IQR
6mmol/l) nach sechs Stunden in der DCD G+|D- Gruppe auf physiologische Werte
reduziert werden (DCD G+|D+: 4,1mmol/l; IQR 3,1; p=0,01) (Abb. 3B). Ebenso waren
die ALT Werte nach sechs Stunden Perfusion in zwei der Gruppen ohne Dialyse (G-
|D-: 946U/l IQR 1121U/l) signifikant höher (p=0,04), die niedrigsten Werte wurden in
der Gruppe mit Dialyse und Glycin beobachtet (G+|D+: 221U/l IQR 129,5U/l) (Abb.
3C). Der pH-Wert war zu Beginn der Perfusion im physiologischen Bereich, wobei die
DCD Gruppen eher alkalisch waren. Im Verlauf der Perfusion fielen in allen Versuchs-
gruppen die pH-Werte in unphysiologisch niedrige Bereiche (DCD G-|D-: 6,9 IQR 0,1)
(Abb. 3D). Unter Berücksichtigung des Gesamtvolumens der Perfusionskreisläufe mit
Dialyse (50ml im Kreislauf; 500ml im Dialysat) und des im Dialysat gemessenen Harn-
stoff, war die Menge an produziertem Harnstoff in den Gruppen mit Dialyse signifikant
erhöht (p=0.001) (Abb. 3F).

Histologische Auswertung
Die Auswertung der Hämatoxylin-Eosin-Färbungen ergab in allen Versuchsgruppen
nur einen geringen Grad an sinusoidaler Dilatation (Abb. 4A-D). In den Gruppen ohne
Dialyse und Glycin fand sich ein höheren Anteil an demarkierten apoptotischen und
nekrotischen Zellen (Abb. 4A). Diese Aussage wurde von der immunhistochemichen
Einzelstrang-DNA-Färbung unterstützt, in der sich die nekrotischen und apoptotischen
Anteile braun darstellten (Abb. 4E-L). Ähnliche Ergebnisse zeigten sich auch bei der
Auswertung der perfundierten Lebern nach Organentnahme nach Herztod. Auch hier
profitierte die Leber, gemessen an der Nekrose und Apoptose in der Hämatoxylin-Eo-
sin und Einzelstrang-DNA-Färbung, von der Perfusion mit Dialyse und Glycin [17].
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Abb. 3: (A) Portalvenöser Druck (G für Glycin und D für Dialyse; DCD fürOrganentnahme nach Herztod)
(B) Kaliumkonzentration signifikant erniedrigt bei Perfusion mit Dialyse und Glycin (C) Alanin-Aminot-
ransferase Werte nach sechs Stunden Perfusion erhöht in den Versuchsgruppen ohne Dialyse und
Glycin (D) pH Werte während der Perfusion (E) Galleproduktion in Milligramm pro Stunde
(F) Ureaproduktion normiert auf das Gesamtvolumen nach sechs Stunden Perfusion. [17]

Abb. 4: (A-D) Repräsentative Hämatoxylin-Eosin-Färbung Versuchsgruppe (G für Glycin und D für Di-
alyse) (E-H) Repräsentative immunhistochemische Einzelstrang-DNA-Färbung jeder Versuchsgruppe.
Organentnahme nach Herztod (DCD) Versuchsgruppen nicht dargestellt. [17]
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DISKUSSION

Der Mangel an geeigneten Spenderorganen in Deutschland erfordert eine Reevalua-
tion bisher gültiger Kriterien zur Organakzeptanz. Nicht nur die Zahl älterer Menschen
an der deutschen Population, die von 22% (17,9 Millionen) im Jahr 2018 auf voraus-
sichtlich 28% (21,8 Millionen) bis 2030 steigen wird, sondern auch die Prävalenz der
Steatosis hepatis, die zwischen 20% und 30% in Europa liegt, unterstreicht die aktuelle
Problematik [3, 37]. Bekanntermaßen führen solche Transplantate zu einer höheren
Rate an Komplikationen, wie primärer Nichtfunktion und früher Minderfunktion. Mögli-
che Lösungsansätze wie die ex vivo Maschinenperfusion zur Optimierung der Kal-
tischämiezeit während des Transports befinden sich noch in der klinischen Evaluie-
rung, wobei experimentelle Untersuchungen überwiegend im Großtiermodell stattfin-
den [2, 26, 27].
Durch die Auswertung des Lebertransplantationsprogramms der Charité im Zeitraum
von 2010 – 2016 konnte gezeigt werden, dass zwar Alter und Steatosis hepatis häufige
Ablehnungsgründe eines Organangebots waren, aber dass weder ein Spenderalter
≥ 65 Jahre noch eine markovesikuläre Steatosis hepatis < 60% zu einem verschlech-
terten Transplantat- oder Patientenüberleben führte. Einschränkungen bestanden vor
allem bei verlängerter Kaltischämiezeit von mehr als acht Stunden und dem Vorliegen
einer Steatosis hepatis oder bei der Transplantation von ≥80-jährigen Spenderorga-
nen, die beide zu häufiger primärer Nichtfunktion bzw. früher Minderfunktion mit resul-
tierender Retransplantation führten. Im experimentellen Teil dieser Arbeit wurde ein
normothermen ex vivo Maschinenperfusionsystem für Untersuchungen mit Ratten-Le-
bertransplantaten entwickelt, welches zur Untersuchung von Konservierungs- und
Konditionierungskonzepten genutzt werden kann. Es konnte gezeigt werden, dass die
Hinzunahme einer Dialyse und Applikation von Glycin während der Perfusion die Le-
berzellschädigungsparameter verbessert und die Akkumulation von Metaboliten redu-
ziert werden konnte. Bisher konnten nur teilweise Überlebensunterschiede nach
Transplantation älterer oder steatotischer Organe nachgewiesen werden. So ist bereits
in kleinen Fallserien aus Italien von bis zu 90-jährigen Spendern berichtet worden, de-
ren Organe erfolgreich transplantiert werden konnten [19]. Bei der Leberlebendspende
zeigen Ergebnisse aus Japan und Südkorea aber bereits ab einem Alter >60 Jahre ein
signifikant schlechteres Überleben, in der Subanalyse aktuellerer Daten unterscheidet
sich das Überleben jedoch nicht mehr [24, 29]. Deutlich wird, dass die Transplantati-
onsgemeinschaft sich den Gegebenheiten anscheinend angepasst hat und die gesam-
melte Erfahrung bei der adäquaten Auswahl von Spender*innen und Empfänger*innen
anwendet. Dudek et al. zeigte vor allem bei Empfänger*innen mit hohem MELD, einen
Überlebensnachteil nach Transplantation älterer Spenderorgane [12]. Erfahrungen,
die z.B. zur Erfassung des D-MELD bei der Organallokation führen und anhand derer
bessere Risikostratifizierung gelingen kann, wie es anhand der Daten aus der Charité
– Universitätsmedizin vorgeschlagen wird [32]. So ließe sich die höhere Rate an Ret-
ransplantation verhindern, die zwar hier erst bei Spender*innen ≥ 80 Jahren auftrat, in
vergleichbaren Studien aber bereits bei Spender*innen ≥ 70 Jahre berichtet wurde
[20]. Essentiell ist auch die Begutachtung der Organe vor Transplantation. Bioche-
misch gab es vor Transplantation keine signifikanten Unterschiede, die ein Hinweis für
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eine primäre Nichtfunktion hätten sein können. Die makroskopische Begutachtung vor
Transplantation und die in Grenzfällen durchgeführte histologische Begutachtung ei-
nes Transplantats im Schnellschnitt hilft und kann zumindest eine Steatosis hepatis
erkennen. Vor allem Organe von älteren Spender*innen waren zudem häufiger steato-
tisch, wiesen höhere Leberzellschädigungsparameter auf und gingen einher mit einer
schlechteren verbliebene Nierenfunktion der Spender*innen [31]. Die Kombination die-
ser Faktoren macht eine Akzeptanz und Transplantation besonders problematisch, da
jeder Faktor für sich ein eigenes Risiko darstellt [5, 22]. Die höheren Raten an früher
Minderfunktion decken sich mit bisherigen Publikationen, wobei sich im Gegensatz
dazu eine frühe Minderfunktion hier bereits bei leichter und moderater Steatosis zeigte
[9, 42]. Eine verlängerte Kaltischämiezeit zeigte sich auch als potenzierender Faktor.
Die hohe Ablehnungsrate, vor allem wegen des Spenderalters und einer Steatosis he-
patis der Spender*innen, scheint bei diesem Risiko gerechtfertigt. Trotzdem bedarf es
dringend Alternativen, da in Zukunft immer mehr Spender*innen in eine oder beide
dieser Kategorien fallen werden. Die Etablierung eines stabilen, reproduzierbaren
Kleintiermodells zur ex vivo Perfusion der Rattenleber, zur Erprobung möglicher Kon-
servierungsoptionen ist ein Anfang dafür. Es konnte gezeigt werden, dass die Zu-
nahme einer Dialyse zu signifikant erniedrigten und physiologischen Kaliumwerten
nach sechs Stunden Perfusion führte, signifikant mehr Harnstoff durch die Lebern pro-
duziert wurde und zumindest im Organentnahme nach Herztod-Modell, die Leberzell-
schädigung, gemessen an der ALT, signifikant durch die Kombination aus Glycin und
Dialyse gesenkt wurde. In der histologischen Begutachtung in der Hämatoxylin-Eosin
und Einzelstrang DNA Färbung, zeigten sich ebenso positive Effekte, sowohl durch
Dialyse als auch Glycin, wobei die besten Ergebnisse insgesamt durch die Kombina-
tion erzielt wurde.
Schlegel et al. haben in einem Organentnahmemodell nach Herzstillstand, nach einer
Stunde Warmischämie die hypotherme und normotherme Perfusion von Rattenlebern
über vier Stunden verglichen und erfolgreich transplantieren können [40]. Op den Dries
et al. analysierten nach drei Stunden Kaltischämie oder normothermer Perfusion in
beiden Gruppen die Reperfusion über zwei Stunden ex vivo [34]. Primär gilt es, die
Auswirkung des Ischämie-Reperfusionsschadens zu minimieren; das optimale Modell
dafür, gilt es noch zu bestimmen. Die Evaluation der Tauglichkeit der hier beschriebe-
nen ex vivo Maschinenperfusion der Rattenleber durch eine erfolgreiche Transplanta-
tion nach Perfusion steht noch aus. Die Ergebnisse der klinischen Auswertung sind
durch den relativen kurzen Analysezeitraum von 2010 bis 2016 limitiert und auf die
Transplantationsergebnisse eines Zentrums begrenzt. Daten über das Überleben
nach Transplantation und die Akzeptanzpolitik im ganzen Eurotransplant-Raumwären
wünschenswert und würden eine weitreichendere Aussage erlauben. Nichtsdestotrotz
reflektieren die präsentierten Daten zur Allokation und Transplantation mit Einschrän-
kungen die Lebertransplantation in Deutschland als Teil Eurotransplants. Das Kleintier
ex vivo Maschinenperfusionsmodell könnte um eine duale Perfusion inklusive A. he-
patica erweitert werden und bietet noch Raum für weitere Explorationen zur Optimie-
rung der Organqualität. Zukünftig könnte die ex vivo Maschinenperfusion in der Klinik
therapeutisch an der Evaluation und Optimierung der Organqualität vor Transplanta-
tion verwendet werden und so einen wichtigen Beitrag zu der aktuellen Organtrans-
plantationskrise leisten.
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