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Abstrakt (Deutsch)

Jedes Jahr Ubersteigt die Zahl der Patienten, die eine Lebertransplantation benétigen, die Zahl
der durchgefiihrten Transplantationen um das doppelte. Um diesen Mangel zu begegnen
werden vermehrt Organe zur Transplantation genutzt, die vorbestehende
Spendercharakteristika wie z.B. hohes Alter, makrovesikulare Verfettung oder Organspende
nach Herztod aufweisen. Diese Organe sind jedoch mit einer erhéhten Morbiditat und Mortalitat
nach Transplantation assoziiert, da die klassische statische hypotherme Konservierung bei
solchen kompromittierten Organen zu einem verstarkten Ischamie-
Reperfusionsschaden fihrt. Die normotherme ex-vivo-Maschinenperfusion stellt ein
vielversprechendes Konservierungsverfahren fir diese Organe dar. Ein standardisiertes
Kleintiermodell fir Untersuchungen mit normothermer ex-vivo-Maschinenperfusion der Leber
steht bislang nicht zur Verfigung. In dieser Arbeit wird ein fur diesen Zweck geeignetes
Perfusionssystem entwickelt, welches aus einer selbstentworfenen Perfusionskammer, einer
Rollenpumpe mit Druckmessung und einem Oxygenator besteht. Lebertransplantate von
mannlichen Wistar Ratten wurden Uber sechs Stunden Uber die Pfortader mit oxygeniertem, mit
Rattenerythrozyten substituiertem Kulturmedium perfundiert. Ein zweiter Kreislauf, der mit dem
Perfusionskreislauf tber eine Dialysemembran verbunden war, wurde zur VergréRerung des
Lésungsvolumens dialysefahiger Stoffe im System genutzt. Zur weiteren Optimierung dieses
Perfusionssystems wurde eine medikamentose Hemmung der Kupfferzellaktivitat mit Glycin
erprobt. Der Pfortaderdruck und die Freisetzung von Transamiasen in das Perfusat waren
wahrend der gesamten Perfusionsdauer stabil. Mittels Dialyse konnte die Kaliumkonzentration
signifikant reduziert werden, hieraus resultierte eine signifikant hohere Galle- und
Harnstoffproduktion. Hamatoxylin-Eosin Farbung sowie die Immunhistologische Farbungen
zum Nachweis von ssDNS-Brichen und aktivierter Caspase 3 zeigten weniger sinuoidale
Dilatation und Gewebeschaden in Lebern, welche sowohl mit Dialyse als auch mit Glycin
behandelt wurden. Wahrend die Kupfferzellen durch die beiden Verfahren erhalten wurden,
fuhrte die Behandlung mit Glycin zu einem signifikanten Rickgang der von Kupfferzellen
produzierten TNFa-mRNS im Lebergewebe. Dieses optimierte Perfusionsprotokoll wurde
anschlieBend an Rattenlebern mit verlangerter Warmischamie getestet, welche die
Organspende nach Herztod simulieren und dementsprechend ein klassisches
Leberschadigungsmodell darstellen: Hier zeigten sich durch Dialyse und Glycinbehandlung
eine signifikant geringere Freisetzung von Transaminasen in das Perfusat, die feingewebliche
Untersuchung ergab eine deutlich besser erhaltene Lebergewebsarchitektur.

Das im Rahmen  dieser Arbeit etabliete und  optimierte = normotherme
Maschinenperfusionssystem ermdglicht eine Konservierung von Rattenlebertransplantaten
uber sechs Stunden. Dialyse und Glycinbehandlung zeigen einen synergistischen, positiven

Effekt auf das Ergebnis nach Perfusion.



Abstract (English)

Transplantation of organs with extended donor criteria e.g. due to age or steatosis hepatis are
associated with an increased risk for early graft dysfunction or primary nonfunction.
Normothermic ex vivo liver machine perfusion is a promising alternative preservation strategy for
liver grafts from extended criteria donors. This is due to the higher susceptibility to ischemia
reperfusion injury after hypothermic static storage. Standardized small animal models are not
available for basic research on machine perfusion of liver grafts. A laboratory-scaled perfusion
system was developed consisting of a custom-made perfusion chamber, a pressure-controlled
roller pump, and an oxygenator. Male Wistar rat livers were perfused via the portal vein for 6
hours using oxygenated culture medium supplemented with rat erythrocytes. A dialysis
membrane connected a second parallel circuit to the main circuit for solvent volume expansion.
To optimize the perfusion outcome further, the flush solution and the perfusate were substituted
with glycine for Kupffer cell attenuation. Portal pressure and transaminase release were stable
over the perfusion period. Dialysis significantly decreased the potassium concentration of the
perfusate and led to significantly higher bile and total urea production. Hematoxylin and eosin
staining showed less sinusoidal dilatation and tissue damage in livers treated with dialysis and
glycine. Immunostaining for ssDNA as well as activated caspase 3 showed decreased apoptosis
and minimal necrosis. While Kupffer cells were preserved best by both treatments, TNFa mRNA
tissue levels were reduced significantly. Finally, as proof of concept, the optimized perfusion
protocol was tested with grafts exposed to prolonged warm ischemia, resulting in significantly
lower transaminase release into the perfusate and preserved liver architecture compared to
perfusion without dialysis and glycine.

In conclusion, this optimized laboratory-scale normothermic portovenous ex vivo liver perfusion
system enables rat liver preservation over 6 hours. Both dialysis and glycine treatment were

shown to be synergistic for preservation of liver grafts during perfusion.

Abstract modifiziert aus der Publikation ,Improvement of Normothermic Ex Vivo Machine
Perfusion of Rat Liver Grafts by Dialysis and Kupffer Cell Inhibition With Glycine*® [1]



Einleitung

Der hier erstellte Manteltext stellt eine ausfihrliche Darstellung des klinischen Hintergrunds,
der zugrundeliegenden Hypothesen, eine prazise Schilderung der verwendeten Methodik und
der Ergebnisse, sowie eine eingehende Diskussion und einen Ausblick der
Forschungsergebnisse der im Rahmen dieser Arbeit entwickelten normothermen ex-vivo-
Maschinenperfusionssystems der Leber dar. Dies wurde in Grundzligen bereits vorabin  der
Publikation ,/mprovement of Normothermic Ex Vivo Machine Perfusion of Rat Liver Grafts by
Dialysis and Kupffer Cell Inhibition With Glycine“2019 in dem Fachjournal Liver Transplantation

veroffentlicht [1].

Fir das akute Leberversagen, die fortgeschrittene Leberzirrhose und bestimmte Stadien des
Hepatozellularen Karzinoms (HCC) stellt die Lebertransplantation weiterhin das einzige
kurative Therapiekonzept dar. Wahrend der letzten zehn Jahre hat sich der Mangel an
verfigbaren geeigneten Spenderorganen in Deutschland jedoch erheblich verscharft. Dies
liegt, neben einem durch den Allokationsskandal verursachten Rlckgang der
Spenderbereitschaft [2], malgeblich jedoch an der zunehmend alternden und adip&sen
Bevdlkerung sowie der Verbesserung von Therapiekonzepten fur Erkrankungen, die in der
Vergangenheit zum Hirntod gefiihrt hatten [3]. Dieser Trend betrifft einen Grofteil der
westlichen Welt, wie beispielsweise die Daten des United Network for Organ Sharing (UNOS)
fir die USA aufzeigen: Hier kann ein Anstieg des Spenderalters sowie der Anzahl an
Spenderorganen von Spendern mit einem BMI von Uber 30 beobachtet werden [4]. Die
Transplantation von Organen von Spendern, welche den sogenannten erweiterten
Spenderkriterien entsprechen (extended criteria donors, ECD), ist jedoch mit einem deutlich
erhdhten Risiko flr schwerwiegende Komplikationen wie Transplantatversagen und
Notwendigkeit einer Retransplantation assoziiert [5, 6]. Eine weitere Madglichkeit, die
Diskrepanz zwischen Organangebot und -nachfrage zu reduzieren, stellt die Organspende
nach Herztod, die sogenannte donation after circulatory death (DCD), dar. Bei diesem
Verfahren erfolgt die Organentnahme, anders als bei der klassischen Organentnahme nach
Hirntod (der sogenannten donation after cardiac death, DBD), nach Eintreten des Herzstillstands
[4, 7]. Aufgrund der aktuell glltigen Gesetzeslage und ethischer Bedenken ist die
Organentnahme nach Herzstillstand in Deutschland bislang jedoch nicht mdglich. In den USA,
dem Vereinigten Konigreich und auch Osterreich ist die Organentnahme nach Herztod hingegen
etabliert und stellt mittlerweile 10% bis 30% der transplantierten Lebern [4, 8]. Bei der
Organentnahme nach Herztod sind die entnommenen Organe im Vergleich zur
Organentnahme nach Hirntod einer warmen Ischamiezeit vor der Organkonservierungsphase
ausgesetzt, weshalb solche Organe ebenfalls in die Kategorie der erweiterten Spenderkriterien

eingestuft werden [9]. Insbesondere bei der Transplantation von Lebern nach DCD zeigte sich



ein um zehn Prozent héheres Risiko einer Ischamie-bedingten Schadigung der Gallenwege
(ischemic type biliary leasions, ITBL) [10].

Das erhohte Risiko flir Komplikationen nach Transplantation von Lebertransplantaten mit
erweiterten Spenderkriterien wird mit einer groReren Anfalligkeit fur den Ischamie-
Reperfusionsschaden erklart [11]. Es wird postuliert, dass diese Organe aufgrund der relativen
Hypoxie in der Phase der kalten Ischamie wahrend der Lagerung auf Eis nach Reperfusion
einen starkeren Reperfusionsschaden erleiden. Es wird eine Kombination aus der
Einschrankung der Mikroperfusion durch eine Blockade der Lebersinusoide, und dem Anfallen
von Metaboliten und einer erhéhten Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)
angenommen.

Die ex-vivo-Maschinenperfusion der Leber wird als Konzept zur Evaluierung, Konditionierung
und Optimierung von diesen vorgeschadigten, marginalen Lebertransplantaten diskutiert. Das
Konzept wurde bereits zu Beginn der Transplantationsmedizin entwickelt, jedoch aufgrund der
hohen technischen Anforderungen zu Gunsten der statischen hypothermen Konservierung
zunachst nicht weiterverfolgt wurde [12]. Nachdem die Transplantation von Organen zur
klinischen Routine geworden ist und der Bedarf an geeigneten Spenderorganen aktuell nicht
gedeckt werden kann, hat dieses Konservierungsverfahren wieder zunehmend neue
Aufmerksamkeit erfahren: Bei der ex-vivo-Maschinenperfusion wird das Spenderorgan
kontinuierlich mit einer Konservierungslésung perfundiert. Dies erhalt den Metabolismus sowie
die Mikroperfusion im Organ aufrecht und gewahrleistet einen Abtransport von anfallenden
Metaboliten [13]. Die ex-vivo Maschinenperfusion wurde klinisch erstmals im Rahmen der
Lungentransplantation evaluiert [14]. Hier konnte durch Nutzung der Maschinenperfusion das
Ergebnis nach Transplantation und die Anzahl an Transplantationen signifikant gesteigert
werden [15]. Daraufhin wurden Systeme zur Perfusion von Herzen, Niere und Leber entwickelt.
Nasralla et al. [16] konnten 2018 in einer multizentrischen Studie zeigen, dass die normotherme
ex-vivo-Maschinenperfusion (normothermic ex vivo liver perfusion, NEVLP) mit oxygeniertem
Blut keinen negativen Effekt auf das Ergebnis nach Transplantation normaler
Lebertransplantate hat. Diese Studie zeigte darlUber hinaus, dass in der Gruppe mit
Maschinenperfusion mehr Spenderorgane nach DCD akzeptiert wurden als in der
Kontrollgruppe mit statischer hypothermer Konservierung. Es wird postuliert, dass durch die
Beurteilung der Organfunktion wahrend der Perfusionsphase das Risiko des
Transplantatversagens reduziert werden kann. Neben der Mdglichkeit einer Organbeurteilung
wahrend Maschinenperfusion wird des Weiteren angenommen, dass kompromittierte Organe
mittels NEVLP vor Transplantation ex vivo konditioniert und optimiert werden kénnten [17].
Obwohl erste Perfusionssysteme bereits klinisch erprobt wurden, fehlt es in Hinblick auf die
Leber an stabilen und standardisierten Kleintiermodellen [18]. Experimentelle Forschung im
Bereich der ex-vivo-Maschinenperfusion der Leber erfolgte hauptsachlich mittels aufwendiger

Groldtiermodelle, welche zwar eine zugige Translation in die Klinik ermoglichen, jedoch eine



logistisch, Okonomische, und ethische Herausforderung darstellen. Zur Erforschung
pharmakologischer Konzepte zur Konditionierung marginaler Lebertransplantate, welche die
Erprobung verschiedener Agenzien und Dosierungen erfordern, sind jedoch standardisierte
Kleintiermodelle erforderlich. Ziel dieser Arbeit stellt die Entwicklung eines solchen
Kleintiermodels zur normothermen Maschinenperfusion der Leber dar.

Um einen mdglichen Schaden wahrend der normothermen ex-vivo-Maschinenperfusion zu
vermeiden, missen stabile physiologische Bedingungen erreicht werden. Hierflir wurde eine
Inklusion eines Dialysekreislaufs zur Stabilisierung des pHs und der geldsten Elektrolyte wie
Kalium und Natrium in den Perfusionskreislauf erprobt. Die Moglichkeit einer
pharmakologischen Behandlung der Spenderorgane wahrend der normothermen
Maschinenperfusion sollte mittels der Substitution des Perfusats mit Glycin evaluiert werden.
Von einer solchen Behandlung konnen einerseits vorgeschadigte Organe profitieren,
beispielsweise nach einer verlangerten warmen Ischamie im Rahmen der DCD, andererseits
ist auch eine immunologische Vorbehandlung gesunder Spenderorgane méglich, um das
Risiko von AbstoRungen zu reduzieren [19]. Glycin ist eine Aminosaure, welche in héheren
Konzentrationen zu einer transienten Hyperpolarisation der Kupfferzellen fihrt. Diese
Hyperpolarisation wird durch einen spezifischen Glycinrezeptor vermittelt, der zu einem
Einstrom von Chloridionen und einer Unterbrechung der intrazellularen aktivierenden
Signalbahnen fihrt [20, 21]. Dadurch wird die parakrine Beeinflussung der umliegenden
Hepatozyten, Endothelzellen und Thrombozyten mittels TNFa und weiterer Zytokine verhindert
[22, 23]. Schemmer et al. konnten zeigen, dass die Manipulation von Lebern wahrend der
Explantation zu einer Steigerung des hepatozellularen Metabolismus und zu
einem vermehrten Sauerstoffverbrauchs fihrt, was durch die Kupfferzellhemmung mittels
Glycins reduziert wird [24]. Auch die Vasokonstriktion und die Plattchenaggregation wird durch
die transiente Hemmung mittels Glycins gehemmt, was zu einer verbesserten Mikroperfusion
des Organs fuhrt [25].

Ziel dieser Arbeit stellt dementsprechend die Entwicklung und Etablierung eines
normothermen ex-vivo-Maschinenperfusionssystems fiir Rattenlebern dar. Dariber hinaus
sollte dieses Perfusionssytsem mit Lebertransplantaten von normalen und vorgeschadigten

Ratten evaluiert werden.



Methoden

Perfusionsaufbau und -ablauf

Den zentralen Bauteil des Kreislaufs stellt eine fir diese Anwendung entworfene
Perfusionskammer aus Glas dar. Diese besteht aus einem Flanschgefal® mit 10cm
Innendurchmesser, welches an der Unterseite einen konisch zusammenlaufenden Boden, der
als Reservoir des Kreislaufs dient, mit einem Auslass besitzt. Des Weiteren wurden seitlich finf
Einlasse fir die Konnexion der Leberhilumgefale, des vendsen Cavaabflusses und die
Ruckfihrung des dialysiertem Perfusats in das Reservoir angefugt (Glas GalRner GmbH,
Oberhaching, Deutschland). Aus dem Reservoir wird das Perfusat fur den Organkreislauf mittels
einer flussgesteuerter Pumpe in den Oxygenator beférdert. Diese von Radnoti LTD entworfene
Oxygenatorkammer (Radnoti LTD Dublin, Irland) wurde mit zwei parallelgeschalteten
Silikonschlauchen mit einem Innendurchmesser von 1 mm und einer Wandstarke von 0,5 mm
und einem Gesamtfullvolumen von 10 mL bestlckt. Durch die Parallelschaltung wurden eine
Verringerung des Flusswiderstands sowie eine ausreichend groRe Diffusionsoberflache und
geringe -Strecke fur den Gasaustausch erreicht. Innerhalb der Oxygenatorkammer wurde
mittels eines Gasmischers (DASGIP Eppendorf, Leipzig, Deutschland) mit einem
kontinuierlichen Fluss von 15 sim eine Atmosphére von 90 % Sauerstoff erzeugt. Zwischen den
Oxygenator und den Pfortaderzufluss ist eine Glasblasenfalle geschaltet. Diese ist zu circa 30
% mit Perfusat geflllt, so dass die Kompression der gefangenen Luft innerhalb der Blasenfalle
einen Windkesseleffekt erzeugt, welcher den durch die Rollerpumpe erzeugten pulsatilen Fluss
in einen laminaren Fluss auf der Pfortader umwandelt. Der Pfortaderdruck wird durch einen
angeschlossenen Drucksensor gemessen und ebenso wie der durch die Pumpe erzeugte Fluss,
kontinuierlich mit dem BDAS- Programm (Hugo Sachs Electronics, March-Hugstetten,
Deutschland) aufgezeichnet.

In den Versuchen mit Dialysesystem wird das Perfusat mit einer zweiten Pumpe mit 10 ml/min
aus dem Reservoir durch eine Dialysemembran (Spectrum Laboratories, Rancho Dominguez,
CA, USA) und zurlck in das Reservoir befordert. Als Dialysat werden 500 mL Ci-Ca
Dialyseflissigkeit K2 (Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland) verwendet, die ebenfalls
mittels zwei Pumpen im Gegenflussprinzip die Dialysemembranen umstrémen. Die beiden
Pumpen auf der Dialyseseite sind vor und nach der Dialysekartusche geschalten. Bei
individueller Flusseinstellung der beiden Pumpen lasst sich eine moéglicherweise auftretende
Volumenverschiebung zwischen den beiden Kreislaufen Uber die Dialysemembran regulieren,
indem die Druckverhaltnisse innerhalb der Kartusche angepasst werden. Dieser Aufbau wird in
einen auf 37°C temperierten Umgebungsschrank (Binder GmbH, Tuttlingen, Deutschland)
platziert (Abbildung 1).
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Zusammensetzung des Perfusats

Dialysemembran

Das im Rahmen dieser Arbeit genutzte Perfusat basiert auf einem bereits flr die
Leberzellkultur etablierten Kulturmedium. Dieses besteht aus Phenolrot-freiem Dulbecco's
modified Eagles Medium (DMEM, Biochrom, Berlin, Deutschland) mit 1 g/dl Glukose, welches
noch mit Penicillin/Streptomycin, Na-Pyruvat, L-Alanyl-L-Glumtamin, Insulin und Glucagon
versetzt wurde (Tabelle 1)

Substanz Konzentration der SHibgtagefiigtes Endgiiltige
Volumen Konzentration
Penicillin/Streptomycin 10.000 pg/mL 5mL 100 pg/mL
Na-Pyruvat 100 mM 5mL 1 mM
L-Alanyl-L-Glutamin 200 mM 5mL 2mM
Insulin 5IE/mL 60 yL 1 uM
Glucagon 50 pg/mL 14 uL 14 ng/mL

Tabelle 1: Kulturmediumzusatze



Um in dem Gesamtvolumen von 50mL einen Hamatokrit von 20 % zu erreichen, wurden 10 mL
Rattenerythrozytenkonzentrat mit 5 mL frischgefrorenem Rattenplasma und 35 mL
Kulturmediums resuspendiert. Es wurde aulerdem Heparin hinzugegeben, um eine endgultige
Konzentration von 10 IE/mL im Perfusat zu erreichen. In den Versuchsgruppen mit Glycin wurde
eine Konzentration von 12 mM Glycin sowohl zu dem Perfusat als auch dem Dialysat

hinzugeflgt sowie kontinuierlich mit 45 mg/h in das System infundiert.

Tiere und Gruppeneinteilung

Alle Eingriffe am Tier wurden unter Achtung der EU-Richtlinien zum Schutz der fir
wissenschaftlichen Zwecke verwendeten Tiere (2010/63/EU) und nach Genehmigung durch
das Landesamt fur Gesundheit und Soziales (LaGeSo Berlin, 0O0365/11 und L0014/18)
durchgeflihrt. Mannliche Wistar Ratten wurden von Janvier (Le Genest-Saint-Isle, Frankreich)
erworben. Die Tiere wurden gemal den Haltungsstandards in einem 12-Stunden Tag-Nacht-
Rhythmus gehalten und eine mindestens einwdchige Eingewdhnungsphase an die neue
Haltungseinrichtung nach Transport gewahrt. Die in den Versuchen verwendeten Tiere hatten
ein Gewicht von 280 g bis 350 g.

Je vier Tiere wurden zufallig den sechs Untersuchungsgruppen zugeteilt. Die Versuche der
Gruppe 1, welche als Kontrollgruppe dient, erfolgten ohne Dialysekreislauf und ohne Glycin.
Um den Effekt der einzelnen Behandlungen zu testen, wurden die Gruppen 2 und 3 jeweils mit
Dialysekreislauf oder Glycinbehandlung durchgefiihrt. Die Versuche in der Gruppe 4 erfolgten
mit beiden Behandlungen. In den Gruppen 5 und 6 wurden Lebertransplantaten nach
verlangerter Warmischamiezeit genutzt und es wurden fir die Gruppe 5 das
Perfusionsprotokoll der Gruppe 1 ohne Behandlungen und fiir die Gruppe 6 das optimierte

Protokoll der Gruppe 4 verwendet (Tabelle 2).

Perfusionsprotokoll Tierzahl
Gruppe 1 G-,D- 4
Gruppe 2 G+,D- 4
Gruppe 3 G-,D+ 4
Gruppe 4 G+,D+ 4
Gruppe 5 (DCD) G-,D- 4
Gruppe 6 (DCD) G+,D+ 4

Tabelle 2: Versuchsgruppen (G=Glycin, D=Dialyse, DCD=donation after
circulatory death oder Tod nach Kreislaufversagen)
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Operationsverfahren

Die Narkose der Tiere erfolgte mittels einer Isofluraninhalationsnarkose kombiniert mit
subkutanen Injektionen von 100 mg/kg Metamizol (Winthrop Arzneimittel GmbH, Frankfurt am
Main, Deutschland) und 12 mg/kg Ketamin (CP-Pharma, Burgdorf, Deutschland). Das Abdomen
wurde von suprapubisch bis an beide Rippenbdgen U-férmig erdffnet und die Leber dargestellt.
Nach Trennen der Leberligamente erfolgte das Auslagern des Darmtrakts und Exposition des
Leberhilums durch Inversion des Duodenums. Hier wurde der Gallengang mit einer
selbstangefertigten Ableitung kandlliert. Diese Apparatur bestand aus einem 10cm
langen Schlauch (Innendurchmesser: 0,58 mm und Aufiendurchmesser: 0,96mm), der in
einem Luer-Slip befestigt wurde und einen kontinuierlichen Abfluss und spateres Auffangen
der Galle ermoglichte. Uber die Vena cava wurden 500 IE Heparin appliziert, die Aorta
kanulliert und das Blut abgezogen, wobei circa 10 mL Rattenvollblut gewonnen wurden.
Danach wurde das Zwerchfell eréffnet und die thorakale Vena cava angeschnitten, wodurch der
Kreislauf endgliltig zu stehen kam und eine Spullung der Leber moéglich wurde. Die Spllung
erfolgte mit jeweils 20 mL 4°C kalter Histidine-Ketoglutarat-Losung (HTK, Dr. Franz Kohler
Chemie GmbH, Bensheim, Germany) tUber die Aorta und anschlieRend Uber die Pfortader. Im
Falle der Behandlung mit Glycin enthielt die HTK-Spullésung Glycin in einer Konzentration von
12mM. Die Antikoagulation garantierte hierbei eine vollstandige Spulung der Leber ohne die
Bildung von Mikrothromben, die die Mikroperfusion beeinflussen wiirden, und verhinderte das
Gerinnen des gewonnenen Rattenblutes, so dass daraus Erythrozytenkonzentrat gewonnen
werden konnte. Um den Leberkreislauf zu isolieren und die Verbindung in den kinstlichen
Kreislauf zu erméglichen, wurden die Vena gastroduodenalis und die Osophagusvenen zum
Pfortadersystem hin ligiert und die Pfortader mit einer 16G Kanule kandilliert. Als vendser Abfluss
wurde die Vena cava abdominalis caudal der Leber mit einer selbstgebauten 10F Kandile
kanulliert. Die Vena cava wurde cranial der Leber verschlossen, dartiber hinaus wurde die Vena
suprarenalis dextra, welche lebernah in die V. cava pars abdominalis drainiert, ligiert. Die
Makroskopie der Leber nach Organentnahme, insbesondere die Spulung von Blut, wurde durch
den Entnahmechirurgen auf einer Skala von 1 bis 10, wobei 10 maximale Spulung entsprach,
eingeschatzt. Die entnommene Leber wurde dann in ein vorgewogenes Gefall mit 4°C kalter
HTK-L6sung gelegt und dieses erneut gewogen, wodurch nach Abzug des Gewichts der Kanulen
das Lebergewicht ermittelt wurde.

Die Methodik der Vorschadigung im Sinne eines DCD-Modells ist an die in der Publikation von
Schlegel et al. angelehnt. Durch Blutentzug direkt nach dem Eréffnen des Abdomens wurden die
Lebern in den Gruppen 5 und 6 einer 30-minutigen Warmischamie ausgesetzt. Danach wurde
das Abdomen wieder verschlossen und nach 30 Minuten die Spulung und alle

vorbeschrieben Schritte durchgeflhrt.
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Biochemische Parameter, Blutgasanalyse und Galleproduktion

Perfusatproben wurden zu Beginn der Perfusion sowie nach 3 und nach 6 Stunden am
vendsen Ausfluss entnommen. Dialysatproben wurden am Anfang und am Ende der Perfusion
gewonnen. Die Proben wurden anschlieBend fur 10 Minuten bei 10000 rpm und 4°C
zentrifugiert, um den Uberstand zu erhalten. Dieser wurde dann durch das Labor Berlin —
Charité Vivantes GmbH photometrisch auf Alanintransaminsen (ALT), Harnstoff, Bilirubin und
freies Hamoglobin untersucht. ALT wurde als Marker flr eine Leberschadigung gewanhlt,
wahrend Harnstoff und Bilirubin Uber die Leberfunktion eine Aussage zulassen. Um die
Gesamtproduktion von Harnstoff Uber die Perfusionsdauer zu berechnen, wurde die
Konzentration auf das gesamte Plasmavolumen des Versuchs normiert. Das freie Hdmoglobin
wurde bestimmt, um die Hamolyse wahrend der Perfusion beurteilen zu kdnnen.
Blutgasanalysen wurden zu den gleichen Zeitpunkten am Zufluss als auch Abfluss gewonnen.
Diese wurden dann mit einem ABL800 Flex Blutgasanalysegerat (Radiometer GmbH, Berlin,
Deutschland) gemessen, um den Perfusat-pH, die Kaliumkonzentration und pO2, pCO2 pra-
und posthepatisch zu bestimmen. Die Galleproduktion wurde durch die aufgefangene Galle, die

stiindlich gewogen wurde, bestimmt.

Gewebeprobeentnahme und histologische Beurteilung

Am Ende der Perfusionsphase wurde die Leber mit 20 mL 4°C kalter Ringerlésung gesplilt. Von
den Leberlappen wurde dann, wie von Ruehl-Fehlert et al. [26] beschrieben, je eine von zentral
bis peripher reichende Gewebeprobe fur die histologische Begutachtung in 4 %
Paraformaldehyd flir 24 Stunden fixiert. Je drei weitere frische Proben der einzelnen Lappen
wurden in flissigem Stickstoff gefroren und bei -80°C zur spateren Aufarbeitung gelagert.

Zur histologischen Beurteilung des Gewebeschadens wurden die Hamatoxylin Eosin Farbung
und immunhistologische Farbungen zum Nachweis von DNS Einzelstrangbriichen (Anti-
ssDNS) und auf die aktivierte Form der Caspase 3 (Caspase3a), welche beide Marker fir
Apoptose sind, genutzt. Um die Kupfferzellen im Gewebe mittels Immunfluoreszenz-
messungen nachzuweisen, wurden Antikdrper gegen CDG8, ein Marker fur gewebestandige
Makrophagen verwendet. Fur die Farbungen wurde die Gewebeproben in einer ansteigenden
Alkoholreihe entwassert und in Paraffin eingebettet. Von jeder der finf Gewebeproben pro
Leber wurden finf 2um dicke Schnitte angefertigt. Diese wurden dann wieder in einer
absteigenden Alkoholreihe bewassert und fur die Farbungen verwendet.

Fir die Hdmatoxylin Eosin Farbung wurden die Schnitte zehn Minuten mit Meyer’'s Hamatoxylin
bedeckt und anschliellend zehn Minuten mit lauwarmem Wasser geblaut. Als

nachster Schritt erfolgte dann die Gegenfarbung mit Eosin fiir eine Minute. Von jedem der
gefarbten Gewebeschnitte wurden dann bei einer 100-fachen VergroRerung flnf zufallige
Ausschnitte fotografiert und einer Pathologin (R.A.) pseudonymisiert und ohne weitere

Informationen zur Beurteilung vorgelegt. Das Lebergewebe wurde hinsichtlich von Nekrose
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und Apoptose, sichtbar durch hepatozellulares Aufblahen, Zellkernverlust und Zellzerfall, und
hinsichtlich sinusoidaler Dilatation untersucht.

Die Antigendemaskierung erfolgte fur die Anti-ssDNA Farbung mittels einer Kombination aus
Saponin (0,1 mg/mL in Phosphatpufferldsung) und 20 mg/mL Proteinase K gefolgt von 30
Minuten Inkubation in 56 °C warmer Formalinsdure. Nach dem Blocken der gewebeeigenen
Peroxidase wurde der aus der Maus stammende Anti-ssDNA-Antikoérper in einer Verdinnung
von 1:10 aufgetragen und mit einem Peroxidase-gekoppelten Kaninchen-Anti-Maus-IgM-
Antikérper markiert. Fir die Anti-Caspase3a wurde das Antigen-Retreaval mittels Pepsins
(SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Germany) durchgeflhrt und dann ebenfalls ein
endogener Peroxidaseblock vorgenommen. Der Anti-Caspase3a-Antikdrper wurde in einer
Verdinnung 1:100 in 0,3%iger TritonX-100 Losung Uber Nacht inkubiert. Ein LSAB2 System
gekoppelt mit HRP von Dako (DakoCytomation Inc., Carpinteria CA, USA, #K0675) wurde laut
Herstelleranweisungen  zur  Antikoérperdetektion  verwendet.  Beide  vorgenannten
immunhistochemischen Farbungen wurden anschlieRend mit DAB gefarbt und erhielten
anschliel’end eine Gegenfarbung mit Hamatoxylin fir 5 Minuten.

Fur die Epitop-Demaskierung der Immunfluoreszenzfarbung auf CD68-Antigen wurden die
Gewebeschnitte flir 30 Minuten bei 37°C in Pepsin inkubiert. Zum Blocken unspezifischer
Epitope wurde eine 3%ige Ziegenserumldsung (Agilent Technologies) verwendet. Danach
wurde der aus der Maus stammende monoklonale Anti-CD68-Antikérper (Abcam, Cambridge,
Vereinigtes Konigreich, [ED1] #ab31630) in einer 1:50 Verdinnung aufgetragen. Zur
Visualisierung des CD68-Antikrperkomplexes wurde ein mit Alexa Fluor® 647 gekoppelter
sekundarer Antikorper auf die Gewebeschnitte gegeben.

Die Aufnahmen wurden unter einem Zeiss Axio Observer.Z1 Mikroskop mit einer AxioCam
1Cc5 fiir Hellfeldmikroskopie und einer AxioCam 506 mono fiir Immunofluoreszenzaufnahmen
gemacht und mithilfe der Zen 2.3 Pro Software (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Germany)

analysiert.

Kupfferzellaktivitat mittels TNFa rtPCR-Analyse und TNFa-ELISA

Fur die Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion wurde Lebergewebe in 500 uL
TRIzol (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) in einer Retsch MM 400 Schwingmihle
(Retsch GmbH, Haan, Deutschland) zerkleinert. Zu dem Homogenisat wurde Chloroform
hinzugegeben und bei 12000 g und 4 °C fur 15 Minuten zentrifugiert, um die mMRNS enthaltende
obere wassrige Phase zu erhalten. Diese wurde in ein neues RNAse-freies Mikroreagenzgefaly
uberfuhrt, dort mittels Isopropanol ausgefallt und mit Ethanol gewaschen. Das so gewonnene
Pellet wurde anschlieRend in 30 bis 100 pL Diethyldicarbonat gelést und die RNS-
Konzentration in einem NanoDrop 2000c UV-Vis Spektrophotometer (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) bei 260 bis 280nm bestimmt. Fir die Transkription in komplementare DNS

wurden von jeder Probe je 2ug RNS in neue Mikroreaktionsgefalie
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Uberfuhrt und mit einem RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) in einem PTC-100 Thermocycler (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA,
USA) umgeschrieben. Mittels eines Primers fir TNFa wurde dessen relatives Vorkommen
normiert auf die endogenen Kontrollen B2-Mikroglobulin und Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase gemessen, was Rulckschlisse auf die Menge an TNFa mRNS in den
Lebergewebeproben und dessen Expression zuliel3.

Fur die Bestimmung mittels ELISA wurde das TNFa Protein nach einer adaptierten Methode
von Borovikova et al. isoliert [27]: Hierfir wurden 50mg Lebergewebe in einem Puffer bestehend
aus 0,05 % Natriumazid und 0,5 % TritonX100 versetzt mit Proteinaseinhibitoren

mit pH 7,2 homogenisiert. Das Homogenisat wurde dann fir 10 Minuten bei 12.000 g und 4 °C
zentrifugiert. Mit dem somit gewonnene Uberstand wurde anschlieRend ein
rattenspezifischer TNFa-ELISA MAX Deluxe ® (BioLegend, San Diego, CA, USA) nach
Herstellervorgaben durchgefihrt und mit einem Infinite 200 PRO Plattenleser (Tecan Group,
Mannedorf, Schweiz) gemessen. Um die bestimmte TNFa Menge zwischen den Gruppen
vergleichbar zu machen, wurde sie auf das Gesamtprotein, welches mittels BCA-Tests aus dem

Uberstand bestimmt wurde, normiert.

Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung der untersuchten Gruppen wurden die Daten mittels Median und
Interquartalsbereich (IQR) dargestellt. Kategorische Daten wurden mittels Chi-Quadrattest
analysiert. Die Daten wurden mittels Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung getestet. Bei
gegebener Normalverteilung wurden fir die Gruppenvergleiche ANOVA-Tests angewandt, bei
fehlender Normalverteilung der Kruskal-Walis-Test. Als signifikant wurde ein p-Wert < 0,05 bei
95 % Konfidenzintervall festgelegt. Fir die statistische Berechnung wurde SPSS Statistics
Version 24.0 fir macOS (IBM Corp., Armonk, NY, USA) benutzt und fir die graphische
Darstellung wurde GraphPad Prism Version 6.04 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA)

verwendet.
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Ergebnisse

Normotherme ex-vivo-Perfusion der Rattenleber

Das Gewicht der Ratten und das Gewicht der isolierten Lebern unterschieden sich nicht
signifikant zwischen den Versuchsgruppen der DBD (p = 0,19 und respektive p = 0,16). Alle
Operationen erfolgten gemank dem festgelegten Protokoll. Sowohl die makroskopisch beurteilte
Spulung des Organs als auch die Dauer der Kaltischamie, gemessen als Intervall zwischen
intraoperativer Spilung und Beginn der Perfusion, waren in allen Gruppen vergleichbar (p = 0,47
und respektive p = 0,61). Der portalvendse Perfusionsdruck befand sich uUber die gesamte
Perfusionsdauer zwischen 4 und 9 mmHg und unterschied sich nicht zwischen den
Versuchsgruppen. Die Galleproduktion nahm in allen Gruppen Uber die Perfusionsdauer ab, war

aber in Versuchen mit Dialyse stets héher als in den Versuchen ohne integrierte Dialyse.

Metabolische Charakterisierung wahrend der Maschinenperfusion

Zu Beginn der Perfusion war der pH in allen Gruppen auf einem physiologischen Niveau, nahm
jedoch Uber die Perfusionsdauer ab. Versuche ohne Dialyse zeigten azidotische Bedingungen
am Ende der Perfusion (pHsn G+/D- 6,94 und IQR 0,33 p = 0,05). In Versuchen ohne Dialyse
erreichten die Kaliumkonzentrationen im Perfusat Uber die Perfusionsdauer ein unphysiologisch
hohes Niveau ([K'len G|D" 16,15 mmol/L und IQR 5,08; p = 0.009), wahrend die
Kaliumkonzentration in den Versuchen mit Dialyse stets im physiologischen Bereich gehalten
werden konnten (3,5 — 4,5 mmol/L). Ebenso war die Glukosekonzentrationen im Perfusat
wahrend der gesamten Perfusionsdauer mit Dialyse niedriger ([Glukose]sn G'|D™ 24,12 mmol/L
und IQR 11,45; p = 0,006). Die ALT Konzentrationen unterschieden sich nicht signifikant
zwischen den Gruppen (p = 0,1), in Versuchen mit Glycin lie sich jedoch ein Trend zu
geringeren ALT-Konzentrationen im Perfusat beobachten. Die Harnstoffkonzentrationen im
Perfusat waren in den Gruppen ohne Dialyse signifikant hdher (p = 0,005). Die berechnete
Gesamtmenge des Uber die Laufzeit der Perfusion produzierten Harnstoffs normiert auf das

Perfusatvolumen waren in den Versuchen mit Dialyse jedoch signifikant hoher (p < 0,001).
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Histopathologische Beurteilung

In den Versuchen mit nicht vorgeschadigten Lebertransplantaten zeigte die Hamatoxylin Eosin
Farbung nur eine geringflgige sinusoidale Dilatation (Abbildung 2 A-D). Die durch die
Pathologin beurteilten Nekrose- und Apoptoseareale waren in der Gruppe mit Dialyse und
Glycinbehandlung mit einem Median von 6,5% und IQR 2,52 am geringsten und in der Gruppe
ohne Behandlung mit Dialyse und Glycin am héchsten. Sowohl der immunhistologische

Nachweis von DNS-Einzelstrangbriiche und auch der aktivierten Form der Caspase 3 zeigten
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groRe nekrotische Areale und eine Vielzahl an Apoptosen in den Versuchsgruppen ohne
Dialyse im Vergleich zu denen mit Dialyse (Abbildung 2 E-L). Diese Beobachtungen
bestatigten die Ergebnisse der HE Farbung, welche den geringsten Anteil an Nekrose und
Apoptose in den Lebern mit Dialyse und Glycinbehandlung zeigte. Die CDG68
Immunfluoreszenzfarbung ergab nur wenige positive Zellen in der Kontrollgruppe G-|D- und
vereinzelte Zellen in den Lebern mit entweder Dialyse oder Glycin. Dahingegen waren in den
Lebern, die die kombinierte Behandlung erhalten hatten, viele positiv gefarbte Zellen
darstellbar (Abbildung 2 M-P)

G- | D- G+ | D- G-| D+ G+ | D+

-
- e

100 um 100 pm m 100 ym

Abbildung 2: A-D Hamatoxylin Eosin Farbung, E-H Immunhistochemischer Nachweis von DNS-
Einzelstrangbriiche, I-L Immunhistochemischer Nachweis der aktivierten Form der Caspase3, M-P
Immunfluoreszenz Farbung nach Kupfferzellen mittels Anti-CD68-Antikdrper; Graphik modifiziert aus Gassner et al.

(1.

TNFa-Expressionsprofil und Gewebekonzentration

B2-Mikroglobulin erwies sich als eine gute endogene Kontrolle fur die qT-PCR. Im Gegensatz
hierzu wurde die Expression von GAPDH im Lebergewebe durch die Dialyse beeinflusst. Die
Menge an TNFa-mRNS war in der Gruppe ohne Dialyse und Glycinbehandlung 6-fach héher
als in den anderen Gruppen (p < 0,001), wohingegen die Menge an TNFa im Gewebe normiert

auf den Proteingehalt sich nicht signifikant zwischen den Versuchsgruppen unterschied.
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Ex-vivo-Maschinenperfusion vorgeschadigter DCD Organe

Die Gruppen der durch die Warmischamie vorgeschadigten Rattenlebern unterschieden sich
weder im Gewicht der Tiere noch im Lebergewicht oder der Kaltischamiezeit von denen der
gesunden Lebern. Die makroskopische Spllung nach Organentnahme wurde jedoch signifikant
schlechter eingeschatzt (p = 0,004). Der portalvendse Perfusionsdruck war zu Beginn
signifikant héher im Vergleich zu den nicht vorgeschadigten Organen (p = 0,01). DCD Organe
ohne Dialyse und Glycinbehandlung hatten einen durchweg erhdhten Perfusionsdruck, wobei
sich der portovenése Druck durch die kombinierte Behandlung rasch normalisierte. Dieser
Unterschied erreichte jedoch aufgrund der geringen Fallzahl keine Signifikanz (Ppven 8,95
mmHg und IQR 3,5mmHg vs. 6,1 mmHg und IQR 1,28mmHg, p = 0,2, Abbildung 3 A). Die
Kalium- (Abbildung 3 B), Glukose- und Harnstoffkonzentrationen waren wie bei den normalen
Lebern durch die Dialyse und Glycinbehandlung auf einem deutlich physiologischeren Niveau.
Das kombinierte Behandlungsprotokoll mit Glycin und Dialyse verbesserte ebenfalls die
Zellschadigungsmarker: Die ALT Freisetzung war signifikant niedriger (p = 0,03, Abbildung 5
C) und die histopathologische Beurteilung in der HE-Farbung zeigte signifikant weniger
Nekroseareale. Dies bestatigte sich auch in den immunhistochemischen Farbungen
(Abbildung 3 D-I).

A Portalvenéser Druck in DCD Lebern B Kaliumkonzentration in DCD Lebern c Alanin-Aminotransferase in DCD Lebern
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Abbildung 3: Ergebnisse der Perfusionsversuche mit vorgeschadigten Organen nach warmer Ischamie; A:
Portalvendser Druck in mmHg uber die Perfusionsdauer, B: Kaliumkonzentration im Perfusat, C: ALT Konzentration
im Perfusat zu den verschiedenen Messpunkten. D-F: HE, Immunhistologischer Nachweis von anti-ssDNS und
Anti-Caspase3a in Lebern mit Kontrollprotokoll und G-I fiir das optimierte Protokoll. Graphikmodifiziertaus der
Publikation von Gassner et al. [1]
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Diskussion

Der Organmangel und die zunehmende Nutzung von Spenderorganen mit erweiterten
Spenderkriterien,  einschliellich  die international weit verbreitete Nutzung von
Lebertransplantaten nach DCD fir die Lebertransplantation treiben die Entwicklung der ex- vivo-
Maschinenperfusion voran. Obwohl die Maschinenperfusion bereits Gegenstand zahlreicher
klinischer Studien ist, sind zahlreiche Fragen bislang noch nicht abschlieBend geklart. Die
hypotherme Perfusion bei 4° bis 10°C und die normotherme Perfusion bei 37°C sind bislang am
besten untersucht, wahrend die subnormotherme Perfusion bei 21°C vor allem im klinischen
Bereich eher eine untergeordnete Rolle spielt. Ravikumar et al. und Selzner et al. konnten
anhand klinischen Phase 1 Studien in Europa und den USA die Sicherheit und Machbarkeit der
normothermen ex-vivo-Maschinenperfusion demonstrieren [28, 29]. Nasralla et al. zeigten
daruber hinaus, dass die normotherme Maschinenperfusion im Vergleich zur klassischen
statischen Kaltlagerung keine negativen Effekte hat [16].

Die hypotherme Perfusion stellt am ehesten eine Weiterentwicklung der klassischen statischen
Kaltlagerung dar. Der Wirkmechanismus der hypothermen Maschinenperfusion zielt darauf ab,
den Ischamie-Reperfusions-Schaden zu minimieren [30]. Bei der Transplantation kommt es zu
der verstarkten Bildung reaktiver Sauerstoffspezies innerhalb der Mitochondrien. Nach
Reperfusion fuhrt der umgekehrten Elektronenfluss von Komplex Il zu |, ausgelést durch hohe
Succinatkonzentrationen, zu einer Beladung des nun vorhandenen Sauerstoffs mit
Uberschussigen Elektronen. Die Sauerstoffspezies fihren zu Zellschadigung, der Aktivierung
der Kupfferzellen und der Ausschuttung von proinflammatorischen Zytokinen [31]. Die Perfusion
mit oxygenierter Konservierungslésung, wie es im Regelfall bei klinisch genutzten hypothermen
Perfusionssystemen erfolgt, fuhrt zu einem Rickgang des umgekehrten Elektronenflusses durch
Reduktion der Succinatkonzentrationen und kann ebenfalls zu einer Regeneration der
ATP-Mengen fuhren. Durch den Erhalt des intravasalen Drucks wird dazu eine Verengung des
Sinusoidalraums verhindert und die Mikroperfusion des Organs verbessert [30].

Die normotherme Perfusion zielt neben der verbesserten Mikroperfusion auf einen Erhalt des
Zellmetabolismus durch physiologische Bedingungen ab. Durch Zufuhr von Nahrstoffen und
Sauerstoff wird die aerobe ATP-Synthese aufrechterhalten, ohne dass die zelluldren
Energiespeicher verbraucht werden. Das produzierte Kohlendioxid wird abtransportiert und
kann das Perfusat tiber den Oxygenator verlassen, so dass es nicht zu einer Ubersauerung des
Gewebes sowie des Systems kommt. Durch den funktionierenden Metabolismus und die
normalen Temperaturen kénnen aber im Vergleich zur hypothermen Perfusion schadliche
Zellsignalmechanismen, die bei niedrigen Temperaturen geblockt werden, schnell zunehmen.
Durch den, relativ zu dem bei hypothermen Bedingungen, erhéhten Metabolismus ist bei der
normothermen Perfusion die Hinzugabe von Sauerstofftragern, welche eine regulierte Abgabe

von Sauerstoff an das Gewebe gewahrleisten, unumganglich [32]. Klnstliche Sauerstofftrager,
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basierend auf Hamoglobinkonglumeraten, die in Zukunft flr die ex-vivo-Perfusion eingesetzt
werden konnten, sind ebenfalls Gegenstand von Forschung und Entwicklung [33]. Durch den im
Rahmen der normothermen Perfusion erhaltenen Metabolismus kommt es jedoch zu einem
vermehrten Anfall an metabolischen Abfallprodukten, welche zu einer schadlichen
Konzentration im Perfusat akkumulieren kdnnen. Tolboom et al. konnte Ratten-
Lebertransplantate nach 6 Stunden normothermer Perfusion mit einem integrierten
Dialysesystem erfolgreich transplantieren [34]. In den hier beschriebenen Versuchen ohne
Dialyse konnte ein starker Anstieg der Kalium-, Glukose- und Harnstoffkonzentrationen
beobachtet werden. Durch die Integration eines Dialysekreislaufs konnten diese
Metabolitenkonzentrationen in physiologischen Bereichen gehalten werden. Die in dieser
Arbeit beschriebene Dialysemethodik stellt dadurch, dass das Dialysat ohne Austausch oder
Verwerfen kontinuierlich zirkuliert wird, eine Dialyse mit begrenzter Kapazitat zur Losung und
Verdunnung dialysefahiger Stoffe dar. Ein Austausch von Elektrolyten und kleinerer Molekile
wird Uber die Dialysemembran erreicht, ohne dass grofere Perfusatbestandteile wie
Erythrozyten Ubertreten. Wie an der Kalium- und Harnstoffkonzentrationen wahrend Perfusion
beobachtet werden kann, reicht die Kapazitat jedoch in diesem Aufbau aus, um schadliche
Konzentrationen vermeiden zu koénnen. Sollte in Zukunft eine langere Perfusionsdauer
angestrebt werden, ware ein Entfernen jedoch gegebenenfalls notwendig. In dem hier
beschriebenen Kreislauf ware dies auch mdglich. Der Vorteil der hier genutzten Art der Dialyse
ist der geringe Bedarf an Dialysat im Vergleich zu einem single-pass System. Es reduziert in
einem experimentellen Setting den Aufwand und die Kosten, was auch fir klinisch angewendete
Systeme, insbesondere mobile Perfusionssysteme, sinnvoll erscheint. Obwohl die
Lebertransplantate in Versuchen ohne Dialyse hohen Kaliumkonzentrationen und niedrigen pH
Niveaus ausgesetzt wurden, flhrte dies nicht zu einer signifikant hdheren Freisetzung von
Transaminasen. Dies kann durch die geringe Fallzahl der Versuche, aber auch durch die hohe
Toleranz der Hepatozyten gegenuber niedrigen pH-Werten bedingt sein [35]. Infolge der Dialyse
verbesserten sich die funktionellen Parameter der Leber deutlich: Harnstoff als Marker fir die
metabolische Aktivitat der Leber konnte in allen Versuchen in steigender Konzentration im
Perfusat wahrend der Perfusionsdauer beobachtet werden. In den Versuchen ohne Dialyse
zeigten sich zum Ende der Perfusion signifikant hdhere Konzentrationen als in den Versuchen
ohne Dialyse. Diese hohen Harnstoffkonzentrationen schaden dem Organ [36]. Bei einer
Analyse der Uber das gesamte Perfusionsvolumen normierten Gesamtmenge an Harnstoff
zeigte sich, dass die Versuche mit Dialyse zu einer signifikant hoheren Harnstoffproduktion
fuhrten, was einer hoheren metabolischen Aktivitat
entspricht. Auch die hohere Gallproduktion in den Versuchen mit Dialysekreislaufista | s
Zeichen der bei physiologischen Perfusionsbedingungen verbesserten Leberfunktion. Die
Dialyse und die damit einhergehende PlasmavolumenvergréRerung flhrte dariber hinaus dazu,

dass sich das Volumen des Organkreislaufs nicht veranderte, so dass der Hamatokrit
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durch die hinzugefligten 10 mL Rattenerythrozyten gleichblieb und die Nutzung zusatzlicher
Versuchstiere zur Blutgewinnung vermieden werden konnten.

Wie zuvor beschrieben, ist wahrend der Phase der normothermen Maschinenperfusion bei
erhaltenem Metabolismus eine pharmakologische Behandlung der Lebern denkbar.
Goldaracena et al. demonstrierten beispielsweise, dass in Schweinelebern wahrend
normothermer Maschinenperfusion eine antiinflammatorische Behandlungund eine
Unterdrickung der Replikation des Hepatitis C Virus mdglich ist [37]. Durch die Applikation von
Glycin sowohl wahrend der Spllung als auch wahrend der Perfusion der Organe sollte die
Maoglichkeit einer pharmakologischen Behandlung in dem entwickelten Perfusionssystem
erprobt werden. Glycin wurde aufgrund seiner guten Vertraglichkeit und der hemmenden
Wirkung auf die Kupfferzellen gewahlt [38]. Durch die Glycin-Applikation wahrend der Perfusion
konnten keine signifikanten Veranderungen auf die Perfusionsparameter gezeigt werden. Die
Freisetzung von ALT in das Perfusat war in der Gruppe mit kombinierter Dialyse- und
Glycinbehandlung am geringsten, erreichte aufgrund der hohen Varianz der anderen Gruppen
und der niedrigen Fallzahl jedoch keine Signifikanz. In der histologischen Begutachtung wurde
der Effekt des Glycins deutlicher. Hier konnte sowohl in der Hamatoxylin Eosin Farbung als auch
den immunhistologischen Farbungen eine deutliche Reduktion des Zelluntergangs wahrend
der Perfusion mit Glycin beobachtet werden. Dies wére durch den zuvor beschriebenen Effekt
der Kupfferzellaktivierung auf den hepatozellularen Metabolismus und auch durch die
Steigerung des Sauerstoffbedarfs zu erklaren. Interessanterweise zeigte sich in der CD68
Immunfluoreszenzfarbung eine hdhere Anzahl an Kupfferzellen nach Perfusion mit Glycin als
ohne. In der isolierten Leber sind Kupfferzellen die einzige Quelle des proinflammatorischen
Zytokins TNFa. Aus diesem Grund wurde die TNFa mRNS Expression und die Menge an TNFa
im Lebergewebe als Aktivitatsmarker der Kupfferzellen interpretiert. Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass die Kupfferzellen wie angestrebt durch die

Glycinbehandlung inaktiviert werden, da sich eine signifikant reduzierte TNFa-mRNS-
Expression ohne hdhere TNFa-Ausschuttung in das Gewebe in den Gruppen mit Behandlung
zeigen lieRen. Da sich Kupfferzellen selbst in vivo nicht innerhalb von 6 Stunden deutlich
vermehren [39], wird der vermehrte Nachweis von Kupferzellen in den Gruppen mit Dialyse und
Glycinbehandlung durch ein gesteigertes Uberleben erklart. Durch die Hemmung der
Kupfferzellaktivitat als auch durch die durch die Kupfferzellen verursachte zytokingesteuerte
Vasokonstriktion ist die Reperfusion nach der Phase der Kaltischamie und die Mikroperfusion
des Organs verbessert. Zusatzlich tberstehen die Kupfferzellen die Perfusionsphase durch die
ausgiebigere Sauerstoff- und Nahrstoffzufuhr sowie die reduzierte Aktivitat besser und stellen
somit auch ein guter Marker fur das verbesserte Ergebnis nach Perfusion unter

optimierten Bedingungen dar. Diese Hypothese kann auch die hohen Mengen an TNFa-mRNS
in den Versuchen ohne Dialyse und Glycinbehandlung erklaren: Da aktivierte Kupfferzellen bei

unphysiologischen Perfusionsbedingungen apoptotisch werden, ist die Translation gestoért
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und die mRNS bleibt im Gewebe zurlick. Diese Hypothese gilt es mit weiteren Analysen zu
verifizieren. Fir eine Transplantation hatte dies jedoch Implikationen: Zunachst einmal musste
die Hemmung auch wahrend der Transplantation und besonders der Reperfusion durchgefiihrt
werden. Hidaka et al. belegten jedoch, dass Kupfferzellen einen Einfluss auf die
Organakzeptanz nach der Transplantation haben [40]. Zudem konnte aufgezeigt werden, dass
Kupfferzellen, sobald die erste Phase der Reperfusion und Kupfferzellaktivitat Gberstanden ist,
durch ihre antigenprasentierende Rolle zu einer hdheren immunologischen Toleranz gegentber
der Spenderleber fihren, was auch das Immunprivileg der Leber erklaren kann [41].

Im Sinne einer Machbarkeitsstudie sollte anhand von durch Warmischamie vorgeschadigten
Organen untersucht werden, ob die in den gesunden Organen beobachteten positiven
Ergebnisse der Behandlung mit Dialyse und Glycin auch auf ECD Organe Ubertagen werden
kénnen. Das Model der Warmischamie nach Kreislaufversagen durch Blutentzug wurde aus
mehreren Griinden gewahlt: Der Herztod ist ein gut standardisiertes Modell zur Abbildung der
Verhaltnisse nach Organentnahme nach Herzstillstand. Die Untersuchungen kdnnen mit
geringem technischem Aufwand durchgeflihrt werden. Im Gegensatz beispielsweise zu einem
Fettleberinduktionsprotokoll geht dieses Verfahren nur zu einer geringen Belastung fur die
Spendertiere einher, da alle Prozeduren in tiefer Narkose durchgefiihrt werden. Auflerdem war
es fur die Versuche von Vorteil, dass das gewonnene Blut zur Isolation von Rattenerythrozyten
fur die Perfusion verwendet werden konnte, was eine Reduktion der Zahl der bendétigten Tiere
ermdglichte. Die Perfusion der DCD Organen mit Glycin und Dialyse Protokoll zeigte eine
deutliche Verbesserung des Perfusionsergebnisses im Vergleich zu Perfusion ohne diese
Optimierung: Der portalvendse Druck wurde reduziert, die Freisetzung von Transaminasen war
signifikant geringer und auch die histopathologische Analyse zeigte eine deutliche Reduktion des
Zelluntergangs bis hin zu minimalem Zellschaden. Dies entspricht den aus Groftiermodellen und
klinischen Studien gewonnenen Ergebnissen, wonach das Ergebnis nach Transplantation durch
normothermer Maschinenperfusion von ECD-Lebertransplantaten verbessert wird [42, 43]. Mit
dem im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Perfusionssystem ist es in Zukunft mdglich,
Protokolle zu entwickeln, welche eine Rekonditionierung von ECD Lebertransplantaten flr die
Transplantation ermoéglichen. Des Weiteren sind physiologische und pharmakologische ex-vivo-
Untersuchungen, die sonst an lebenden Tieren durchzuflihren waren, im Rahmen von
Refinement-Studien moglich, die leberspezifische pharmakodynamische und metabolische
Prozesse beobachtet und beeinflusst werden kénnen.

Das im Rahmen dieser Forschungsarbeit entwickelte Lebermaschinenperfusionsmodell
ermdglicht eine normotherme Maschinenperfusion von Rattenlebern Uiber einen Zeitraum von
sechs Stunden. Durch die kombinierte Behandlung mit Dialyse und Glycin konnte eine deutliche

Verbesserung des Ergebnisses nach Perfusion erzielt werden, insbesondere in der
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Gruppe der vorgeschadigten Organe. Die Dialyse fihrt durch physiologische

Perfusionsbedingungen zu einer verbesserten metabolischen Leberfunktion. Die transiente

Hemmung der Kupfferzellaktivitat fuhrt zu einer verbesserten initialen Reperfusion und zu

einem deutlich geringeren Zellschaden.
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Improvement of Normothermic Ex Vivo
Machine Perfusion of Rat Liver Grafts by
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Pathology, Charité — Universititsmedizin Berlin, Berlin, Germany; and 3Charité Clinician Scientist Program, Berlin Institute of
Health, Berlin, Germany

Normothermic ex vivo liver machine perfusion might be a superior preservation strategy for liver grafts from extended criteria
donors. However, standardized small animal models are not available for basic research on machine perfusion of liver grafts. A
laboratory-scaled perfusion system was developed consisting of a custom-made perfusion chamber, a pressure-controlled roller
pump, and an oxygenator. Male Wistar rat livers were perfused via the portal vein for 6 hours using oxygenated culture medium
supplemented with rat erythrocytes. A separate circuit was connected via a dialysis membrane to the main circuit for plasma
volume expansion. Glycine wasadded to the flush solution, the perfusate, and the perfusion circuit. Portal pressure and
transaminase release were stable over the perfusion period. Dialysis significantly decreased the potassium concentration of the
perfusate and led to significantly higher bile and total urea production. Hematoxylin-eosin staining and immunostaining for
single-stranded DNA and activated caspase 3 showed lesssinusoidal dilatation and tissue damage in liverstreated with dialysis
and glycine. Although Kupffer cellswere preserved, tumor necrosisfactor aymessenger RNA levelswere significantly decreased by
both treatments. For proof of concept, the optimized perfusion protocol was tested with donation after circulatory death (DCD)
grafts, resulting in significantly lower transaminase release into the perfusate and preserved liver architecture com- pared with
baseline perfusion. In conclusion, our laboratory-scaled normothermic portovenous ex vivo liver perfusion system enables rat
liver preservation for 6 hours. Both dialysis and glycine treatment were shown to be synergistic for preservation of the integrity of
normal and DCD liver grafts.
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Recent years have shown a dramatic aggravation of the
mismatch between donor organ demand and supply.
This is due to various reasons, eg, the increasing inci-
dence of nonalcoholic fatty liver disease in the general
population) and, especially in Germany, a reluctance

Abbreviations: ALT, alaninetransaminase; ART, arterial sampling;
D, dialysis; DAPI, 4',6-diamidino-2-phenylindole; DBD, donation
after brain death; DCD, donation after circulatory death; ECD,
extendedcriteriadonor;ELISA,enzyme-linkedimmunosorbentassay;
G, glycine; GAPDH, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase; H

& E, hematoxylin-eosin; HTK, histidine tryptophan ketoglutarate;
mRNA, messenger RNA; NEVLF, normothermic ex vivo liver
perfusion; PBS, phosphate-buffered saline; PVE portal venous
pressure; sSSDNA, single-stranded DNA; TNF-a, tumor necrosis factor
a; VEN: venoussampling.
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for organ donation after brain death (DBD).@ Data
from the United Network for Organ Sharing reveal a
shift toward older donors as well as a higher percent-
age of livers from donors with a body mass index of 30
kg/m? or greater.® Transplantation of organs from so-
called extended criteria donors (ECDs), which are
elderly or steatotic or biochemically compromised, is
associated with a significantly higher risk for severe
complications after transplantation.5 One option to
ameliorate the gap between available liver grafts and
patients on the waiting list is the use of organs from
donation after circulatory death (DCD) instead of
DBD donors, which was introduced into clinical use in
several countries.® Organs procured after circula- tory
death are exposed to longer periods of warm isch-
emia and are therefore often also considered extended

ORIGINAL ARTICLE | 275



GASSNER ET AL.

criteria organs.® Organs from ECD or DCD donors
are more susceptible to ischemia/reperfusion injury. The
transformed cellular metabolism after ischemia
produces more radical oxygen species and the accu-
mulation of toxic metabolites, and the compromised
microcirculatory system causes liver injury after
rewarming of the organ from static cold storage.(”)

The poorer patient outcome of ECD or DCD liver
grafts after static cold storage calls for new methods of
organ preservation.®®) In recent years, ex vivo machine
perfusion has re-emerged as a possible altemative to
static cold storage. Machine perfusion has been devel-
oped at hypothermic (4°C) aswell as normothermic
(37°C) conditionsfor organ preservation. Hypothermic
perfusion allows for metabolite clearing and sustained
microcirculation while limiting cell metabolism and
biliary damage.('® Normothermic ex vivo liver perfu-
sion (NEVLP) sustains the metabolic activity of the
graft, which allows a more precise viability assessment of
ECD liver grafts as well as mitigating preexisting
damage by pharmacological intervention.(")

Because of the technical challenges of rodent NEVLP,
most of this research is currently done using costly and
logistically challenging porcine models.('213) To foster
thedevelopment of NEVLP and to investigate proposed
pharmacological treatments on a large-scale basis, small
animal experimental models of NEVLP are needed. Our
aim was to develop a portovenous NEVLP setup for rat
livers that maintains stable con- ditions during the
preservation period. We included a dialysis circuit for
plasma volume expansion and evalu- ated its ability to
minimize accumulation of metabolites during the
perfusion. Second, we wanted to investigate
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whether pharmacological therapy with glycine can be
used to improve the integrity of the graft during perfu-
sion. Glycine isa simple amino acid and hasbeen shown
to exhibit cytoprotective effects on sinusoidal cells and
hepatocytes, (' while temporarily reducing Kupffer cell
activation('®) and platelet aggregation.(®) Kupffer cells,
the liver’'s innate phagocytic cells, are thought to be one
of the initiators of the inflammatory signaling chain of
ischemia/reperfusion injury. Our NEVLP setup was
evaluated with normal and DCD rat liver grafts.

Materials and Methods

PERFUSION SETUP AND
PROCEDURE

The perfusion circuit consisted of a custom-designed glass
perfusion chamber with multiple inlets (Glass Galdner
GmbH, Munich, Germany), a roller pump in combi-
nation with a pressure sensor, and a silicon membrane
oxygenator (Radnoti, Dublin, Ireland) with a priming
volume of 10 mL and 90% O, atmosphere. A glass bubble
trap prevented air embolism, and the Windkessel effect
generated a laminar portal flow(Fig. 1). The flowwas set
to 1 mL/minute/g liver weight, and the resulting portal
pressure was continuously recorded with BDAS 2.0 soft-
ware(HarvardApparatus, Holliston, MA).In thedialysis
group, the blood was also diverted from the reservoir via a
second roller pump to the dialysis membrane (Spectrum
Laboratories, Rancho Dominguez, CA) with a constant
flow of 10 mL/minute. We used 500 mLof  Ci-Ca  di
alysate K2 (Fresesnius Kabi, Bad Homburg, Germany)
substituted with500 IE of heparin (Rotexmedica, Trittau,
Gemany). Dialysate flow was generated by 2 pumps in
front of and behind the dialysis membrane running at 10
mL/minute, which were adjustable to counteract volume
shift. Heparin was continuously infused at 500 IE/hour
using a syringe driver  (Perfusor, B. Braun Melsungen,
Melsungen, Germmany). The liver was flushedvia the
por- tal vein using 20 mL of Ringer’s solution and placed
on a silicon hammock exposing thehilum. Theportal

vein and vena cava were connected to the perfusion
circuit and the bile duct to a preweighed collection tube.

ANIMALS AND GROUP
PROTOCOLS

Male Wistar rats were purchased from Janvier (Le
Genest-Saint-Isle, France) and kept on a 12-hour
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[ Oxygenator -

Syringe Driver

FIG. 1. (A) NEVLP setup. (B) Rat liver, placed in theperfusion chamber, isconnected to (left to right) thebileduct, portal inflow, and
venousoutflow via the vena cava. (C) Schematic representation of the perfusion setup, consisting of a roller pump, a perfusion chamber,

an oxygenator, and a dialysis circuit.

light-dark cycle. All procedures were approved by the
localauthoritiesfor animalwelfareandtesting(T301/17,
00365/11, LaGeSo Berlin). Experiments were per-
formed after a minimum of 1-week acclimatization and
with a weight of 280 to 350 g. Rats were randomly as-
sighed to 6 groups (n = 4) for evaluation of the NEVLP
setup. As a baseline group, perfusion was performed
without glycine (G) or dialysis (D) (G~|D~). One group
received glycine treatment without dialysis (G*|D),
whereas another group received dialysis but no glycine
(GTID*). In the optimized perfusion group, grafts were
treated with glycine and dialysis (G*|D*). For proof of
concept with DCD grafts, 1 group was treated with
neither glycine nor dialysis (DCD G~|D"), whereas the
other group received both treatments (DCD G*|D*).

SURGICAL PROCEDURES

Animals were anesthetized using isoflurane inha-
lation and a subcutaneous injection of 100 mg/kg

30

of metamizole (Winthrop Arzneimittel GmbH,
Frankfurt am Main, Germany) and 12 mg/kg of
ketamine (CP-Pharma, Burgdorf, Germany). The
abdomen was opened, and the liver was mobilized
from its ligaments. The bile duct was cannulated
using a custom-built cannula with 10-cm-long
continuous tubing; 500 IE of heparin in 1 mL of
Ringer’s solution were administered via the abdomi-
nal vena cava inferior. The abdominal aorta was can-
nulated, and blood was collected for later use. The
diaphragm was opened, and the thoracic aorta was
clamped. The portal vein was then cannulated to flush
the liver both via the aorta and the portal vein
with 20 mL of 4°C cold histidine tryptophan keto-
glutarate (HTK) solution (Dr. Franz Kéhler Chemie
GmbH, Bensheim, Germany), either supplemented
with 12 mM of glycine in the treatment  group or
without for the control group. Time between blood
collection and cold flushing did not exceed 3 min-
utes. The right suprarenal vein, the esophageal vein,
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as well as the cranial outflow of the vena cava were
ligated. The abdominal vena cava was cannulated
using a 10-Fr custom-built cannula just below the liver
to allow outflow in a closed single inflow and outflow
circuit. The liver was then transferred into a
preweighed container filledwith cold HTK solution,
which was also supplemented with 12 mM  of  gly-
cine in the treatment group. A DCD model adapted
from Schlegel et al.'” was used: After breathing
stopped under isoflurane narcosis, a 2-cm suprapel- vic
incision was made, and the aorta was exposed. After
cannulation, blood was collected, and the in- cision
was covered. After a warm ischemia period of 30
minutes, the incision was reopened, and both the
aorta and portal vein were flushed with 10 mL of 1
U/mL saline. All other procedures were performed as
with the normal livers.

COMPOSITION OF THE
PERFUSATE

The collected blood was centrifuged at 4°C and 3200
rpm for 15 minutes. The resulting plasma phase was
collected, and the buffy coat was
suctioned off. The erythrocyte concentrate was
suspended in low-glucose

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium  (Biochrom,
Berlin, Germany) used in our work group for rat he-
patocyte cultivation.('®) Total perfusion  volume was
50 mL supplemented with harvested rat  erythrocyte
concentrate to achieve a hematocrit of 20% and 12.5
mL strain specific rat plasma. Glycine treatment was
performed by adding glycine to perfusate and dialysate
(12 mM) and continuous substitution to the perfusion
circuit (45 mg/hour).

MEASUREMENT OF
BIOCHEMICAL MARKERS,
BLOOD GAS ANALYSIS, AND BILE
COLLECTION

Perfusate samples were collected at the start of ma- chine
perfusion and after 3 and 6 hours. Dialysate samples
were collected at the start and end of per- fusion. Samples
were centrifuged for 10 minutes at 10,000 rppm at 4°C.
Levels of alanine fransaminase (ALT), urea, bilirubin, and
free hemoglobin were measured in the supernatant
photometrically by Labor Berlin — Charité Vivantes
GmbH. Perfusate samples from the inflow and venous
outflow as well as dialy- sate were used for blood gas

analysis (ABL800 FLEX,
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Radiometer GmbH, Berlin, Germany). The bile was
continuously collected and weighed hourly.

TISSUE SAMPLI NG AND
HISTOLOGICAL ANALYSIS

Livers were removed from the perfusion circuit at the
end of perfusion and flushedwith 20 mL of Ringer’s
solution. A minimum of 4 formaldehyde-fixed and
freshly frozen tissue samples were preserved per liver
lobe for later analysis. Meyers’ hematoxylin-eosin (H

& E) staining (AppliChem, Darmstadt, Germany)
was performed on 2-pm-thick paraffin sections. H

& E stains from 5 different lobes of all perfused liv-
ers were examined by a pathologist (R.A.) who was
blinded to the treatment group. The percentage of
cell death was determined by hepatocellular bal-
looning, loss of nucleus, and cellular fragmentation.
Immunohistochemistry staining for caspase 3a and
single-stranded DNA (ssDNA) as well as immuno-
fluorescentstainingforCD68werealsoperformedon
2-uym paraffin sections. For CD68 staining, antigen
retrieval was achieved by incubating slides with pep-
sin for 30 minutes at 37°C (SERVA Electrophoresis
GmbH, Heidelberg, Germany). For blocking, 3%
goat serum (Agilent Technologies, Santa Clara, CA)
was used. For CD68 staining, a mouse monoclonal
antibody ([ED1] #ab31630, Abcam, Cambridge,
United Kingdom) was applied at a 1:50 dilution. After
pepsin antigen retrieval and blocking with 3%
peroxidase solution, an anti-active caspase 3 anti-
body (1:100 dilution, #ab2302, Abcam Cambridge,
United Kingdom) in a 0.3% TritonX-100 solution was
applied overnightt A Dako LSAB2 System
horseradish peroxidase (#K0675, DakoCytomation
Inc., Carpinteria CA) with 3,3’-diaminobenzidine
staining was used for detection according to manual
instructions and counterstained with Meyer's hema-
toxylin. For ssDNA staining, saponin (0.1 mg/mL in
phosphate-buffered saline [PBS]) and 20 mg/mL
ProteinaseKwereusedforpermeabilization,followed
by formamide incubation at 56°C. After endogenous
peroxidase quenching, a dilution of 1:10 anti-ssDNA
monoclonal antibody F7-26 (Enzo Life Sciences Inc.,
Farmingdale, NY)wasapplied, continuing with a
rabbit peroxidase-conjugated anti-mouse immuno-
globulin M (Cell Signaling Technology, Leiden, the
Netherlands). Micrographs were taken with a Zeiss
Axio Observer Z1 microscope using an AxioCam
1Cc5 for brightfield micrographs and AxioCam 506
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mono for immunofluorescence stains. Pictures were
analyzed with the Zen 2.3 Pro software (Carl Zeiss
AG, Oberkochen, Germany).

REAL-TIME POLYMERASE CHAIN
REACTION ANALYSIS

The classic guanidine thiocyanate method was used for
RNA isolation. Frozen liver tissue from each lobe was
homogenized in 500 uL of TRIzol (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA) using a Retsch MM 400
mixer (Retsch GmbH, Haan, Germany). The isolation
and washing steps were performed according to pub-
lished protocols. The RNA pellet was dissolved in 30-
100 L of diethyl pyrocarbonate. RNA concentration
was measured using the NanoDrop 2000c ultraviolet—
visible spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA) at 260-280 nm; 2 ug of RNA were
transferred and using a RevertAid First Strand com-
plementary DNA  Synthesis Kit (Thermo  Fisher
Scientific, Waltham, MA) in a PTC-100 Thermal
Cycler (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA)
complementary DNA was generated. Tumor necro-
sis factor a(TNF-a) expression was measured using a
StepOne real-time polymerase chain reaction (RT-
PCR) cycler (ThermoFisher Scientific, Venlo, the
Netherlands) and primers for TNF-a, glyceraldehyde
3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), and Beta-2-
Microglobulin (Applied Biosystems, Foster City, CA)
as endogenous control.

TISSUE TNF-aENZYME-LI NKED
IMMUNOSORBENT ASSAY

TNF-awas isolated from liver tissue by a method
adapted from Borovikova et al.('¥ In short, 50 mg of
tissue were added to a homogenization buffer of
0.05%sodium azide, 0.5%Triton X-100, and protease
inhibitors in PBS with a pH of 7.2. After homoge-
nization using a Retsch MM 400 mixer, supernatant was
acquired after centrifugation with 12,0009 for 10 minutes
at 4°C and frozen at —20°C until further analysis. After
thawing the supernatant, a rat TNF-a enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) MAX Deluxe
(BioLegend, San Diego, CA) was used accord- ing to
the manufacturer’s instructions and measured using a
plate reader Infinite 200 PRO (Tecan Group,
Mannedorf, Switzerland). ABCA  analysis was per-
formed at 1:50 dilution to normalize TNF-aon total
protein content.
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STATISTICAL ANALYSIS

Data are presented as median and interquartile range.
Categorical variables were analyzed using the chi-
square test. After testing for normality using the
Shapiro-Wilk test, group variables were analyzed
with 1-way analysis of variance or the Kruskal-Wallis
test accordingly. Data are presented as 95% confi- dence
intervals. Overall, a P value <0.05was consid- ered
significant. Calculations were carried out using
IBM SPSS Statistics, version 24.0 for macOS (IBM
Corp., Armonk, NY). Graphs were generated using
GraphPad Prism, version 6.04 (GraphPad Software, La
Jolla, CA).

Results

NORMOTHERMIC EX VIVO
PERFUSION OF RAT LI VERS

The animal weight and age as well as the weight of the
isolated rat livers did not differ significantly with a
median of 13.6 £ 2.15g (P=0.19and P= 0.16,
respectively). All operating procedures kept to the pro-
tocol, and macroscopic flush was consistent between
groups. Cold ischemia time between the initial flush of
the rat liver during surgery and the start of per-

fusion did not significantly vary between the groups (P
= 0.61).Portal perfusion pressure remained in phys-
iological ranges between 4 and 9 mm Hg and did not
significantly diverge at any time (Fig. 2A). Bile pro-
duction decreased over time in all groups but was con-
sistently higher in perfusion experiments with dialysis
(Fig. 2B).

METABOLIC
CHARACTERIZATION OF THE
PERFUSED RAT LI VERS

The initial pH for all experiments was physiologic but
decreased during perfusion and reached acidic con-
ditions in the experiments performed without a di-
alysis circuit (pHg s G'ID~6.94 £ 0.33; P = 0.05;
Fig. 2C). The dialysis circuit was also necessary to keep
potassium within physiologic levels during the perfusion
period, which escalated quickly in perfu- sion setups
without  dialysis membrane reaching 4-fold
higher concentrations ([K*]; ., G1D~16.15+ 5.08
mmol/L; P=0.009; Fig. 2D). Similarly, perfusate
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glucose concentration was maintained at a lower level of the dialysiscircuit, dialysisled to significantly higher
with dialysis over the entire course of the perfu- total production of urea during perfusion (P<0.001; Fig.
sion ([Glucosely o, GTID™24.12 £11.45 mmol/L; P 3B).

= 0.006; Fig. 2E). Glycine and dialysis alone and in

combination led to reduced ALT release, but it did not HISTOPATHOLOGY

reach significance (Fig. 2F). Urea concentrations in the

perfusate significantly increased without dialysis (P = H & E stains revealed only limited sinusoidal dil-

0.005; Fig. 3A). Adjusted to the dilution volume atation in all groups (Fig. 4A-D). The amount of
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FIG. 3. (A) Urea concentration in the perfusate during ex vivo machine perfusion. (B) Total urea content after 6 hours of ex vivo
machine perfusion normalized against the perfusate volume. (C) TNF-amRNA levels normalized to the control group  without
dialysis and without glycine treatment; (D) TNF-aELISA results with TNF-acontent normalized to protein content. *P <0.05;
**P <0.01;***P <0.001;data are shown as median and interquartile range.
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100 pm

FIG. 4. Historical characterization of liver tissuesamplesafter 6 hoursof NEVLP (A-D) H & E overview micrographs, (E-H) ssDNA
breakage, and (I-L) activated caspase 3 immunohistochemistry staining for cell apoptosis. (M-P) CD68 and DAPI fluorescence staining
for Kupffer cells.

cellular apoptosis and necrosis, as estimated by the revealed higher Kupffer cell counts in the G+|D+
pathologist, showed lower levels in the glycine and group compared to the control, which showed nearly
dialysis group. Immunostaining for ssDNA breakage no positively stained cells (Fig. 4M-P).

as well as activated caspase 3 revealed large patches of

apoptosis in the perfusion group without dlaIyS|s TNF-aEXPRESSION AND RELEASE
compared with the groups with dialysis (Fig. 4E-L). It

also confirmed the H & E results by showing only RT-PCR revealed beta-2-microglobulin expression to
very limited positive staining in the glycine-treated be an effective endogenous control, whereas GAPDH
group with dialysis but some positive patches in the was shown to be regulated by the addition of dialysis.
group without glycine treatment. CD68 staining TNF-amessenger RNA (mRNA) levels were 6-fold
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higher in the control group compared with the treat-
ment groups (P < 0.001;Fig. 3C), whereas the TNF-a
protein content did not significantly differ between all
other groups (Fig. 3D).

EX VIVO PERFUSION OF DCD RAT
LI VERS

DCD rat liver grafts did not differ in rat age and weight,
liver weight, or cold ischemia time compared

GASSNER ET AL.

with normal livers, but they showed significantly im-
paired macroscopic flush (P = 0.004; data not shown).
Perfusion pressure was significantly higher at the start of
the perfusion compared with non-DCD livers (P =
0.01). DCD livers without glycine or dialysis treatment
remained at higher portal pressures, whereas both
treatmentsquickly normalized the perfusion pres-
sure (Ppyg nours 8-95 £ 3.5 versus 6.1 = 1.28 mm Hg; P
= 0.2; Fig. 5A). Potassium (Fig. 5B), glucose, and urea
levels in the perfusate were significantly improved
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FIG. 5. (A) PVP, (B) potassium concentration, and (C) transaminase release into the perfusate during 6-hour normothermic perfusion
of DCD liver grafts. Histologic comparison of (D and G) HE micrographs and immunohistochemistry stains against (E and H) ssDNA
breakage as well as (F and |) activated caspase 3 as markers of apoptosis.
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by glycineanddialysis(datanotshown).Theoptimized
perfusion protocol also significantly improved the liver
damage parameters in DCD livers. Transaminase re-
lease was significantly reduced (P = 0.03; Fig. 5C),
whereas histopathologic analysis with H & E  staining
revealed significantly reduced cell loss, supported by
both ssDNA breakage and activated caspase 3 apopto-
sis marker stains (Fig. 5D-I).

Discussion
Exvivomachineperfusioniscurrentlybeing developed
asan alternative to cold storage of liver grafts. NEVLP
at 37°C, in contrast to perfusion at lower temperatures,
necessitates the use of oxygen carriers, mainly red blood
cells®) but also possibly artificial substitutes.?" NEVLP
aims to maintain the graft in a near-to-phys- iological
state, which avoids the depletion of cellular energy
storage and accumulation of waste products, and thus
minimizes preservation injury. Ravikumar et al. and
Goldaracena et al. demonstrated the safety and
feasibility of NEVLP in phase 1 clinical trials in
Europe and North America.(?223) A multicenter phase
3 randomized controlled clinical trial recently com-
pared NEVLP to static cold storage.?* Normothermic
conditions offer the chance for pharmacologic inter-
ventions that are dependent on an active metabolism of
the graft.") For example, Goldaracena et al. demon-
strated the feasibility of anti-inflammatory treatment
and inhibition of hepatitis C virus replication during
NEVLP of porcine liver grafts.?325 However, large
animal models of NEVLP are cost intensive and com-
prise logistic implications. Standardized small animal
models for basic research on machine perfusion of the
liver and large sets of dose-response and timing stud-
ies on pharmacological conditioning are not available in
the literature. Schlegel et al. compared hypother- mic
oxygenated perfusion versus 4 hours of dual-vessel
normothermic perfusion of normal and DCD rat liv-
ers, with 7-day follow-up after transplantation,®® and
Op den Dries et al. recently reported on 3-hour dual
normothermic perfusion followed by 2 hours of ex vivo
reperfusion in rats.(2”)

Our aim was to establish a laboratory-scaled, por-
tovenous NEVLP system that would allow manipu-
lation of certain operation parameters to investigate
optimal perfusion conditions. Our machine perfusion
system is based on the setup described by Tolboom et al.,
which enabled successful transplantation with
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28-day survival after 6 hours of normothermic por-
tovenous perfusion including a dialysis circuit.?®) Single
portovenous perfusion was chosen, which is technically
less demanding than dual perfusion. A flow-controlled
system was chosen over pressure-con- trolled perfusion
during the establishment of our NEVLP system because
of a steady decrease in perfu- sion flow in the pressure-
controlled pump system (data not shown). NEVLP
requires the use of erythrocytes to satisfy the higher
oxygen demand. Greater meta- bolic function
additionally leads to an accumulation of possibly
damaging metabolites like potassium, glucose, and urea
and a resulting deviation from homeostatic conditions.
As shown by our results, the integra- tion of a dialysis
circuit was necessary to account for the metabolic activity.
Because the dialysate was not exchanged at any time
and thus no removal of com- ponents from the circuit was
conducted, our dialy- sis unit is more precisely described
as plasma volume expansion. The greater total plasma
volume resulted in dilution of those metabolites, which
become harmful at high concentrations, generating a
low equilibrium. Because metabolites did not increase
during the per- fusion, no exchange of dialysate was
required. On the
other hand, the volume of the graft circuit was small
enough to enable a sufficient hematocrit, only requir-
ing 10 mL of erythrocyte concentrate. Experiments
without the dialysis circuit showed escalating potas- sium
and higher glucose concentrations as well as a lower pH
at the end of the perfusion. The potassium release is
most likely a result of hemolysis because we observed a
correlating increase of free  hemoglobin  in
previous experiments (data not shown). Itis notable that
ALT release did not significantly differ between groups
with or without dialysis despite the electro- Iyte
imbalance and acidic conditions. The pH paradox may
be a possible explanation because livers are more adapted
to a low pH, which can be tolerated over a lon- ger
period.®) In contrast, liver function, represented by bile
and urea production, was greater in homeostatic
conditions. The need of plasma volume expansion may
be due to suboptimal perfusion conditions in our
experimental setup because it is not integrated to most of
the clinically used systems. However, Banan et al. used a
dialyzer to maintain the perfusate pH and elec- trolyte
profiles within physiologic ranges throughout the 8-hour
NEVLP of human liver grafts.®% Rigo et al. recently
reported on escalating transaminase release during 4
hours of normothermic perfusion of rat livers
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without dialysis, resulting in significant damage of the
liver architecture.®")

Kupffer cell-dependent signaling causes a hyper-
metabolic state with increased oxygen consumption
and glycogen depletion in hepatocytes and reduced
transplant survival in rats.®23%) These mechanisms
may contribute to increased susceptibility to isch-
emia/reperfusion injury of ECDliver grafts because
preexisting conditions have already aggravated
microcirculation and energy expenditure. Kupffer cell
inhibition can be achieved either by destruc- tion
through gadolinium chloride or by temporary
hyperpolarization and effective attenuation by gly-
cine.(343% Hyperpolarization results in a decreased
calcium influx, which impairs release of vacuoles and
nuclear factor kappa B induced proinflamma- tory
signaling. In vivo glycine treatment has either been
performed by nutrition or short-term applica- tion.
Our study is the first to show the effects of pro-
longed continuous glycine treatment during NEVLP.
CD68 staining revealed more Kupffer cells in the liver
tissue after 6 hours of ex vivo perfusion with glycine
and dialysis, whereas livers perfused without dialysis
or glycine showed nearly no CD68-positive cells.
Because the replicating capacities of Kupffer cells are
limited even under inducing influences,®6) we propose
that this is mainly due to a greater sur- vival of Kupffer
cells during the optimized perfu-
sion. TNF-amRNA levels were significantly higher
in normal livers after 6 hours ofperfusion without both
glycine and dialysis, presumably because of release
from severely damaged Kupffer cells, whereas TNF-
aprotein levels were not different between all groups
after perfusion. Attenuation of Kupffer cells during the
retrieval of the organ leads to an enhanced
microcirculatory reperfusion after cold ischemia by
reducing sinusoidal cell stress. This leads to a more
homogeneous reperfusion with less injury to the vas-
cular system revealed by decreased sinusoidal dila- tion
and indirectly by improved liver histology and
decreased cell apoptosisin the glycine-treated groups.
An added profit during the perfusion by continuous
glycine supplication to the perfusate was postulated
based on the reported reduced vulnerability during a
glycine-enriched diet.37:38) However, the effect of
hyperpolarization on Kupffer cells may also be
transient. The lack of a suitable control, which had
only been treated with donor organ glycine applica-
tion but not continuous perfusate supplication, will be
addressed in future studies. Moreover, thorough
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evaluation of our NEVLP system in a rat liver trans-
plantation model is necessary.

As proof of concept for the applicability of our rodent
NEVLP system for perfusion of marginal liver grafts, a
DCD model was chosen based on apnea and
exsanguination since the blood collected was required for
later use in the perfusion. As described in the lit- erature,
DCD livers showed signs of blood stasis, with large
patches of blood still macroscopically visible after
flushing, and perfusion pressure was significantly higher
at the start of perfusion compared with livers without
prolonged warm ischemia. In parallel to the
effects observed by NEVLP of DCD grafts in large
animal and clinical studies,®49) our optimized per-
fusion protocol improved all aspects of the perfusion
parameters as well as the integrity of the perfused liv- ers.
ALT release measured during NEVLP may be due to
incompletely mirrored physiologic in situ conditions in
the artificial environment. This is in line with our results
because ALT seems to level out during perfu- sion of
normal and DCD livers under optimized con- ditions
with @ more apparent effect in marginal grafts. This
effect is also observed during clinical application of
NEVLP.(4

In conclusion, NEVLP is a promising strategy for
optimized preservation of liver grafts, especially from
ECDs, requiring small animal experimental models to
further foster this development. We present a lab-
oratory-scaled portovenous NEVLP system for rat
livers. We show that plasma volume expansion, in the
form of an integrated dialysis circuit, is necessary to
maintain near-homeostatic perfusion conditions.
Glycine supplementation has a beneficiary effect on the
perfusion outcome and may be considered as a possible
standard ingredient in machine perfusion solutions. Our
system has been shown to be effec- tive in a DCD
model of NEVLP and will be used in future studies on
conditioning of liver grafts for transplantation.
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Anhang

G- | D- G+ | D- G- | D+ G+ | D+ p-Wert

Ratengewicht [g] 280 (26,5) 317 (28,13) 312,5 (41,25) 304,5 (61,25) 0,19
Lebergewicht [g] 12,2 (2,7) 14,75 (5,5) 13,75 (0,62) 13,6 (1,28) 0,16
Kaltischamiezeit [min] 62,5 (20) 62,5 (14) 72,5 (30) 57,5 (38,75) 0,61
Makroskopische Spiilung 9,5 (1) 9(1,5) 9,5 (1,75) 9(0,75) 0,47
ALT [U/l]

T0 16 (8) 46,5 (42,25) 41 (63,75) 20,5 (38,5) 0,046

T3 163 (236,5) 193 (202,75)  130,5 (775,25) 71 (38,5) 0,1

298,5
T6 946 (1121) 419 (3755,75) 221 (129,5) 0,1
(1350,75)

Harnstoff [mmol/l]

T0 3,93 (1,96) 6,78 (1,34) 5,36 (2,68) 5,89 (2,86) 0,07

T3 29,1 (3,48) 56,05 (26,42) 6,78 (2,77) 11,42 (4,64) 0,003

T6 46,05 (6,52) 72,29 (56,72) 7,14 (2,5) 11,78 (3,57) 0,005
Kalium [mmol/l]

TO 5,25 (1,25) 5,35 (0,63) 4,35 (0,78) 4,35 (0,88) 0,01

T3 8,85 (8,1) 11,15 (4,9) 3,65 (1,35) 3,85 (1,5) 0,046

T6 16,15 (5,08) 18,3 (5,98) 4,25 (0,88) 4,45 (1) 0,009
Glukose [mmol/l]

T0 7,92 (4,94) 27,03 (18,06) 25,5 (11,13) 21,45 (8,52) 0,02

T3 18,75 (6,51) 18,42 (5,61) 13,68 (1,31) 12,15 (1,67) 0,007

T6 24,12 (11,45) 24,24 (19,59) 13,68 (3,11) 11,7 (1,1) 0,006
Laktat [mmol/l]

T0 3,05 (1,33) 5,38 (3,05) 5,5 (1,89) 5(2,86) 0,03

T3 2,83 (0,75) 1,89 (2,69) 2,83 (0,67) 2,17 (1) 0,42

T6 2,33 (0,56) 1,56 (4,39) 2,83 (1,25) 2,61 (1,61) 0,52
Galleproduction [mg]

T1 497 (104) 391,5 (214,5) 605 (175,5) 581 (391,5) 0,05

T2 564 (159,25) 407 (483,75) 465 (119) 574 (64,5) 0,19

T3 385,5 (72) 326,5 (387,5) 432 (80) 667 (708) 0,29

T4 266 (160,5) 240,5 (324,25) 364,5 (127,25) 394 (210,5) 0,27

T5 248 (130,75) 251 (241,5) 338 (133,25) 321 (151,25) 0,14

T6 219,5(104,75) 138,5 (211,25) 296 (162) 317,5 (118) 0,11
pH

T0 7,59 (0,22) 7,33 (0,25) 7,35 (0,12) 7,4 (0,13) 0,08

T3 7,2 (0,18) 7,12 (0,34) 7,22 (0,22) 7,24 (0,13) 0,65

T6 7,03 (0,17) 6,94 (0,33) 7,16 (0,13) 7,17 (0,25) 0,05
Portalvenéser Druck
[mmHg]

T0 7,4 (2,55) 6,5 (4,38) 5,5 (1,03) 6,15 (2,1) 0,19

T1 6,35 (2,28) 8 (4,28) 5,15 (1,7) 6,4 (2,18) 0,16

T2 6,75 (1,45) 8,15 (4,53) 5,2 (1,45) 6,35 (2,33) 0,12

T3 8,2 (0,35) 8,1 (5,13) 5,15 (1,78) 6,7 (2,75) 0,07

T4 8,75 (1,35) 6,45 (4,5) 5,25 (2,2) 7,35 (4,38) 0,2

T5 8,6 (1,75) 6,15 (4,13) 5,2 (2,3) 6,75 (4,63) 0,18

T6 8,2 (1,95) 7,4 (8,98) 5,4 (2,38) 6,15 (1,475) 0,15

Anhang 1: Quantitative Ergebnisse der nicht vorgeschadigten Organe der Gruppen 1 bis 4
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DCD G- | D- DCD G+ | D+ p-Wert
Rattengewicht [g] 279 (24,25) 271 (27,75) 0,49
Lebergewicht [g] 14 (3,25) 12,05 (1,5) 0,06
Kaltischamiezeit [min] 56 (9,5) 58,5 (5,5) 0,69
Makroskopische Spiilung 6,5 (1) 7 (0,75) 0,69
ALT [U/l]
T0 390,5 (541,75) 178,5 (111) 0,69
T3 783,5 (988,25) 440 (178) 0,2
T6 1525,5 (960,25) 541,5 (172) 0,03
Harnstoff [mmol/l]
T0 4,11 (0,89) 5,28 (0,36) 0,03
T3 28,35 (4,37) 11,96 (10,35) 0,03
T6 46,05 (8,93) 13,03 (11,33) 0,03
Kalium [mmol/I]
T0 4,85 (0,85) 6 (2,65) 0,2
T3 8(2,2) 3,55 (2,68) 0,03
T6 14 (2,45) 4,1 (3,08) 0,03
Glukose [mmol/l]
T0 8,16 (1,49) 12,15 (8,61) 0,03
T3 17,04 (9,51) 11,94 (5,51) 0,11
T6 22,35 (6,36) 11,4 (3,78) 0,03
Laktat [mmol/l]
T0 2,11 (2,66) 3,17 (1,67) 0,49
T3 1,78 (2,22) 2,67 (1,08) 0,49
T6 1,17 (1,72) 2,83 (1,17) 0,11
Galleproduktion [mg]
T1 163,5 (304,75) 274 (143) 0,49
T2 313 (173,25) 370 (196,25) 1,0
T3 281 (118) 316,5 (225,75) 1,0
T4 223,5 (160,5) 237,5 (119,75) 0,699
T5 195 (109,75) 2225 (113,25) 0,69
T6 168 (160,25) 196 (126,5) 0,34
pH
T0 7,65 (0,38) 7,56 (0,19) 0,34
T3 7,1 (0,09) 7,23 (0,18) 0,03
T6 6,91 (0,09) 7,19 (0,26) 0,03
Portalvendser Druck [mmHg]
T0 9,25 (5,18) 8,85 (1,78) 0,2
T1 8 (4,28) 5,85 (1,53) 0,11
T2 8(2,3) 5,5 (1,43) 0,11
T3 8,5 (2,6) 5,8 (1,55) 0,11
T4 9,25 (3,48) 6,05 (1,55) 0,2
T5 8,85 (2,78) 5,85 (1,65) 0,2
T6 8,95 (3,5) 6,1(1,28) 0,2

Anhang 2: Quantitative Ergebnisse der nicht vorgeschadigten Organe der Gruppen 5 und 6
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G- | D- G +|D- G- | D+ G+ | D+ DCD G- | D- DCD D+| G+ p-Wert

Rattengewicht [g] 280 (26,5) 317 (28,13) 312,5 (41,25) 304,5 (61,25) 279 (24,25) 271 (27,75) 0,05
Lebergewicht [g] 12,2 (2,7) 14,75 (5,5) 13,75 (0,62) 13,6 (1,28) 14 (3,25) 12,05 (1,5) 0,11
Kaltischdamiezeit [min] 62,5 (20) 62,5 (14) 72,5 (30) 57,5 (38,75) 56 (9,5) 58,5 (5,5) 0,53
Makroskopische Spiilung 9,5 (1) 9(1,5) 9,5 (1,75) 9(0,75) 6,5 (1) 7(0,75) 0,004
ALT [U/l]

T0 16 (8) 46,5 (42,25) 41 (63,75) 20,5 (38,5) 390,5 (541,75) 178,5 (111) 0,002

T3 163 (236,5) 193 (202,75) 130,5 (775,25) 71 (38,5) 783,5 (988,25) 440 (178) 0,009

T6 946 (1121) 419 (3755,75) 298,5 (1350,75) 221 (129,5) 1525,5 (960,25) 541,5 (172) 0,04
Harnstoff [mmol/l]

T0 3,93 (1,96) 6,78 (1,34) 5,36 (2,68) 5,89 (2,86) 4,11 (0,89) 5,28 (0,36) 0,02

T3 29,1 (3,48) 56,05 (26,42) 6,78 (2,77) 11,42 (4,64) 28,35 (4,37) 11,96 (10,35) 0,001

T6 46,05 (6,52) 72,29 (56,72) 7,14 (2,5) 11,78 (3,57) 46,05 (8,93) 13,03 (11,33) 0,003
Kalium [mmol/l]

T0 5,25 (1,25) 5,35 (0,63) 4,35 (0,78) 4,35 (0,88) 4,85 (0,85) 6 (2,65) 0,01

T3 8,85 (8,1) 11,15 (4,9) 3,65 (1,35) 3,85 (1,5) 8(2,2) 3,565 (2,68) 0,01

T6 16,15 (5,08) 18,3 (5,98) 4,25 (0,88) 4,45 (1) 14 (2,45) 4,1 (3,08) 0,002
Glukose [mmol/l]

T0 7,92 (4,94) 27,03 (18,06) 25,5 (11,13) 21,45 (8,52) 8,16 (1,49) 12,15 (8,61) 0,002

T3 18,75 (6,51) 18,42 (5,61) 13,68 (1,31) 12,15 (1,67) 17,04 (9,51) 11,94 (5,51) 0,008

T6 24,12 (11,45) 24,24 (19,59) 13,68 (3,11) 11,7 (1,1) 22,35 (6,36) 11,4 (3,78) 0,003
Laktat [mmol/I]

T0 3,05 (1,33) 5,38 (3,05) 5,5 (1,89) 5(2,86) 2,11 (2,66) 3,17 (1,67) 0,006

T3 2,83 (0,75) 1,89 (2,69) 2,83 (0,67) 217 (1) 1,78 (2,22) 2,67 (1,08) 0,53

T6 2,33 (0,56) 1,56 (4,39) 2,83 (1,25) 2,61 (1,61) 1,17 (1,72) 2,83 (1,17) 0,30
Galleproduktion [mg]

T1 497 (104) 391,5 (214,5) 605 (175,5) 581 (391,5) 163,5 (304,75) 274 (143) 0,006

T2 564 (159,25) 407 (483,75) 465 (119) 574 (64,5) 313 (173,25) 370 (196,25) 0,04

T3 385,5 (72) 326,5 (387,5) 432 (80) 667 (708) 281 (118) 316,5 (225,75) 0,11

T4 266 (160,5) 240,5 (324,25) 364,5 (127,25) 394 (210,5) 223,5 (160,5) 237,5 (119,75) 0,12

T5 248 (130,75) 251 (241,5) 338 (133,25) 321 (151,25) 195 (109,75) 222,5 (113,25) 0,07

T6 219,5 (104,75) 138,5 (211,25) 296 (162) 317,5(118) 168 (160,25) 196 (126,5) 0,06

Fortsetzung néchste Seite
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pH
T0
T3
T6

Portalvendser Druck [mmHg]
T0
T1
T2
T3
T4
T5
T6

7,59 (0,22)
7,2 (0,18)
7,03 (0,17)

7,4 (2,55)
6,35 (2,28)
6,75 (1,45)
8,2 (0,35)
8,75 (1,35)
8,6 (1,75)
8,2 (1,95)

7,33 (0,25)
7,12 (0,34)
6,94 (0,33)

6,5 (4,38)
8 (4,28)
8,15 (4,53)
8,1(5,13)
6,45 (4,5)
6,15 (4,13)
7,4 (8,98)

7,35 (0,12)
7,22 (0,22)
7,16 (0,13)

5,5 (1,03)
5,15 (1,7)
5,2 (1,45)
5,15 (1,78)
5,25 (2,2)
5,2 (2,3)
5,4 (2,38)

7,4 (0,13)
7,24 (0,13)
7,17 (0,25)

6,15 (2,1)
6,4 (2,18)

6,35 (2,33)
6,7 (2,75)

7,35 (4,38)
6,75 (4,63)
6,15 (1,475)

7,65 (0,38)
7,1(0,09)
6,91 (0,09)

9,25 (5,18)
8 (4,28)
8(2,3)
8,5 (2,6)

9,25 (3,48)

8,85 (2,78)

8,95 (3,5)

7,56 (0,19)
7,23 (0,18)
7,19 (0,26)

8,85 (1,78)
5,85 (1,53)
5,5 (1,43)
5,8 (1,55)
6,05 (1,55)
5,85 (1,65)
6,1 (1,28)

0,02
0,12
0,02

0,01
0,11
0,07
0,51
0,16
0,18
0,16

Anhang 3: Quantitative Ergebnisse aller Gruppen
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