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1. Abstract 
Hintergrund: Die Lebertransplantation stellt derzeit die einzige kurative Therapieoption für 
Patient*innen mit terminaler Leberfunktionsstörung dar, wobei die Verfügbarkeit dieses 
Behandlungskonzepts aufgrund des ausgeprägten Organmangel limitiert ist. Zur Überwindung 
des bestehenden Organmangels werden zunehmend Lebertransplantate von Spendern mit 
erweiterten Kriterien akzeptiert, welche mit erhöhten Raten der primären Nichtfunktion und 
frühen Dysfunktion assoziiert sind. Die ex vivo Leber-Maschineperfusion ist ein Verfahren, 
welche die Rekonditionierung solcher Organe mit Qualitätseinschränkungen ermöglichen soll, 
um somit das Outcome nach Lebertransplantation zu verbessern. In dieser Arbeit erfolgte die 
Etablierung und Evaluation eines Kleintiermodelles zur ex vivo Leber-Maschinenperfusion 
unter verschiedenen Temperaturbedingungen. Weiterhin wurden klinische Daten zur 
Akzeptanz von steatotischen Lebertransplantaten am Transplantationszentrum der Charité – 
Universitätsmedizin Berlin ausgewertet, welche einen bedeutsamen Anteil an der 
Spenderpopulation mit verminderter Organqualität darstellen und potentiell reversibel sind. 
 
Methoden: Im Rahmen des experimentellen Teils erfolgte die Etablierung und Evaluierung 
eines Systems zur ex vivo Maschinenperfusion der Rattenleber für subnormotherme und 
normotherme Konditionen. Ein präliminäres System bestehend aus einer Rollerpumpe und 
einem Oxygenator wurde – unter Hinzunahme von autologen Rattenerythrozyten als 
Sauerstoffträger und einer Dialyseeinheit – schrittweise optimiert und mit Lebertransplantaten 
entnommen nach Herztod evaluiert. Im klinischen Anteil erfolgte eine retrospektive 
Datenanalyse zur Akzeptanz und Ablehnung von Lebertransplantaten zwischen 2010 und 
2016 an der Charité – Universitätsmedizin Berlin unter Betrachtung von Steatosis hepatis in 
der Spenderpopulation. 
 
Ergebnisse: Die normotherme Perfusion von Rattenlebern führte im Vergleich zur 
subnormothermen Perfusion zur erhöhten Freisetzung der Alanin-Aminotransferase in das 
Perfusat. Über die Perfusionszeit kam es zu ansteigenden Kaliumkonzentrationen im Perfusat, 
welche durch Erweiterung des Perfusionssystem um einen Dialyseeinheit reduziert werden 
konnten. Die Miniaturisierung des Perfusionssystem führte zur Reduktion der benötigten 
Menge an Rattenerythrozyten. Im Modell der Organspende nach Herztod konnte gezeigt 
werden, dass die Perfusion mit Dialyseeinheit zu einem geringeren Organschaden führt.  
 
Zwischen 2010 und 2016 wurden dem Transplantationszentrum 2653 Lebertransplantate 
angeboten, von denen 527 (19,9%) akzeptiert und transplantiert werden konnten. Während 
die Anzahl der Angebote zunahm (2010: 208; 2016: 536), sank die Akzeptanz der 
Transplantate signifikant (2010: 32,9%; 2016: 10,9%; p<0,001). Gleichzeitig stieg die 
Prävalenz der Steatosis hepatis im angebotenen Kollektiv signifikant an (2013: 24,0%; 2016: 
34,7%; p<0,007).  
 
Diskussion: Die Steatosis hepatis stellt einen relevanten Faktor für die Verfügbarkeit von 
Organen für die Lebertransplantation dar. Ein Kleintiermodell zu ex vivo Maschinenperfusion 
der Leber ist essentiell für die Entwicklung von Strategien zur Rekonditionierung steatotischer 
Lebertransplantate.  Durch die Optimierung der Organqualität mittels Maschinenperfusion 
könnte künftig das Outcome nach Transplantation steatotischer Lebertransplantate verbessert 
werden. 
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Background: Liver transplantation is the gold standard treatment of patients with end-stage 
liver disease. The availability of liver transplantation is limited due to severe organ shortage. 
To overcome this shortage, organs with impaired quality are accepted, which are associated 
with increased rates of primary organ non-function or early allograft dysfunction. Ex vivo 
machine perfusion has been proposed for re-conditioning of organs with reduced quality to 
improve the outcome after liver transplantation. Object of this study was to establish and 
evaluate a model for ex vivo rat liver machine perfusion and to analyze clinical data regarding 
acceptance of liver grafts with impaired quality which were offered to the transplantation center 
of the Charité – Universitätsmedizin Berlin, with the main focus on steatosis hepatis. 
 
Methods: In the experimental part a model of the ex vivo machine perfusion of the rat liver 
under subnormothermic and normothermic temperature conditions was established. A system 
consisting of a roller pump and an oxygenator was improved step-by-step by adding 
autologous erythrocytes and by integrating a dialyzing unit. The system was evaluated using 
rat liver grafts from donation after cardiac death. In the clinical part a retrospective analysis of 
liver grafts offered to the Charité – Universitätsmedizin Berlin from 2010 to 2016 was 
performed regrading steatosis hepatis in the donor pool. 
 
Results: Normothermic perfusion of the rat liver unlike subnormothermic conditions led to 
elevated release of alanine-aminotransferase into the perfusate. Potassium concentrations 
increased over the perfusion time which was reduced by adding a dialyzing unit to the perfusion 
system. Miniaturization of the perfusion system led to reduced expenditure of autologous rat 
erythrocytes. Perfusion with dialysis decreased the damage of the liver grafts in the model of 
donation after cardiac death.  
 
Between 2010 and 2016 out of 2653 liver grafts offered to our transplantation center 527 
(19.9%) were transplanted. While the number of offers increased (2010: 208; 2016: 536), the 
rate of acceptance decreased (2010: 32.9%; 2016: 10.9%; p<0.001). In the same time the 
prevalence of steatosis hepatis increased in the analyzed group (2013: 24.0%; 2016: 34.7%; 
p<0.007). 
 
Discussion: Steatosis hepatis is a critical issue for the availability of liver transplantation. A 
small animal model for ex vivo liver machine perfusion is essential to establish for strategies 
for the re-conditioning of steatotic liver grafts. Through the improvement of the organ quality 
employing ex vivo liver machine perfusion the outcome of liver transplantation could be 
optimized in the future. 
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2. Einleitung 

Die Lebertransplantation stellt die einzige kurative Therapieoption für Patienten mit terminalem 

Leberversagen dar. Die größte Herausforderung im Bereich der Lebertransplantation bleibt 

die Diskrepanz zwischen verfügbaren Transplantaten und der Zahl der Patienten auf der 

Warteliste. Bei einer Gesamtanzahl von 1872 Patienten auf der Warteliste wurden im Jahr 

2018 in Deutschland 877 Lebern transplantiert (46,8%), 288 Patienten (15,4%) verstarben auf 

der Warteliste1. Seit 2009 ist die Anzahl der realisierten Transplantation deutlich 

zurückgegangen, was unter anderem mit reduzierter Spendebereitschaft und strukturellen 

Problemen der Organspende zusammenhängt1–3. Zur Überwindung der Organknappheit 

werden zunehmend sogenannte marginale Organe von Spendern mit erweiterten 

Spenderkriterien (extended criteria donors - ECD) für die Lebertransplantationen genutzt. Als 

solches werden durch die Richtlinien zur Organtransplantation der Bundesärztekammer jene 

Organe klassifiziert, die Einschränkungen in der Vermittlungsfähigkeit eines Spenderorgans 

implizieren, unter anderem ein Spenderalter ³ 65 Jahre, Adipositas (Body-Mass-Index >30 

kg/m2) und eine histologisch gesicherte Steatosis hepatis oder ein Fettanteil >40%4. Die 

Steatosis hepatis und ein zunehmendes Spenderalter stellen in Kombination mit verlängerten 

kalten Ischämiezeiten relevante Risikofaktoren für die primäre Transplantat-Nichtfunktion 

sowie für die frühe Transplantat-Dysfunktion dar, da diese häufig zu einem verstärkten 

Ischämie-Reperfusions-Schaden führt5–8.  

Eine vielversprechende Alternative zur Standardkonservierung – der Lagerung des Organs in 

Konservierungslösung auf Eis – stellt die ex vivo Maschinenperfusion von insbesondere 

marginalen Lebertransplantaten dar. In den ersten klinischen Studien wurde bereits gezeigt, 

dass die Methode technisch durchführbar und sicher ist und nicht zum Verlust eines Organs 

durch technisches Versagen der Methode führte9,10.  

Für die klinische Anwendung werden derzeit verschiedene Konzepte untersucht, welche 

zunächst anhand der Perfusionstemperatur eingeteilt werden können: Während bei der 

hypothermen Maschinenperfusion (Hypothermic Oxygenated  PErfusion (HOPE), 4-10° C) der 

Metabolismus des Transplantats während der Perfusionsphase reduziert werden soll, um die 

intrazellulären Energiereserven des Parenchyms aufzufüllen und erhalten11–13, wird bei der 

normothermen Perfusion (37° C) der Metabolismus aufrechterhalten, was der Evaluierung der 

Organfunktion unter annähernd physiologischen Bedingungen sowie einer möglichen 

Behandlung des Transplantates durch pharmakologische Interventionen dient14–17. Ein 

weiterer Unterschied zur Lagerung auf Eis ist die Oxygenierung der Perfusionslösung sowie 

die kontinuierliche Entfernung von Metaboliten aus dem Transplantat, die bei der statischen 

Lagerung über die Zeit akkumulieren können. Weitere Ansätze stellen die subnormotherme 

Perfusion (21° C) sowie Kombinationen der unterschiedlichen Verfahren dar18,19.  
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In der ersten prospektiv-randomisierten Studie zur normothermen Maschineperfusion von 

Lebertransplantaten zeigte sich eine Reduktion der frühen Transplantat-Dysfunktion um 74% 

im Vergleich zur ausschließlich kalten Konservierung20. Eine randomisierte klinische Studie 

zum Vergleich hypothermer und normothermer Maschinenperfusion gibt es bisher nicht.  

Es verbleibt derzeit unklar, mit welchem Perfusionskonzept insbesondere marginale Organe 

perfundiert werden sollten, um das Outcome nach Lebertransplantation zu verbessern, ein 

Effekt auf die Steatosis hepatis des Spenderorgans wurde bereits beschrieben21–25. Anders 

als die klinische Situation ist für Kleintierversuche kein standardisiertes Perfusionsmodell 

beschrieben. Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung eines reproduzierbaren Systems zur 

portalvenösen ex vivo Lebermaschinenperfusion im Rattenmodell für unterschiedliche 

Temperaturkonditionen. Zur Evaluation eines möglichen Anwendungsgebietes der ex vivo 

Maschinenperfusion im Bereich marginaler Lebertransplantate wurden Zentrumsdaten zum 

Outcome von Lebertransplantationen in Bezug auf die Prävalenz der Steatosis hepatis im 

Transplantat an der Charité – Universitätsmedizin Berlin ausgewertet. 

 

3. Methodik 
3.1 Tierexperimenteller Teil 
3.1.1 Entwicklung des Perfusionssystems 

Die Entwicklung und Evaluierung des Perfusionssystem erfolgte in sechs Zwischenschritten 

(Gruppen A-F, jeweils n=4. Tabelle 1, Abb. 1). Bei sequentiellem Vorgehen bei der 

Entwicklung des Perfusionssystems stellt jede Versuchsgruppe die Optimierung des 

vorherigen Systems dar. 
 

 Tabelle 1: Übersicht der Versuchsgruppen Modifiziert nach Nösser et al.26 sowie Gaßner et al.27 
1 BGA = Blut-Gas-Analyse 

Versuchs-
gruppe 

A B C D E F 

Untergruppe   B1 B2 C1 C2 D1 D2 E1 E2 F1 F2 
Perfusat-
volumen (ml) 

250 80 100 50 

Perfusions-
dauer (h) 

6 12 12 6 

Temperatur  
(° C) 

21 21 37 21 37 37 

Erythrozyten 
im Perfusat 

Nein Ja 

Dialyse Nein Ja Nein Ja Nein Ja Nein Ja 
Glycin-
Intervention 

Nein Ja Ja Nein Ja 

Warme 
Ischämie 

Nein 30 Minuten 

Proben-
entnahme 

BGA1/ 
Perfusat: 
stündlich 
Galle: 0-
6h 

BGA1/ Perfusat: alle 3 Stunden 
Galle: 0-3h, 3-6h, 6-9h, 9-12h 

BGA1/ Perfusat: alle 3 Stunden 
Galle: stündlich 
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Abbildung 1: Skizze des Perfusionskreislaufes (A) mit 250ml Perfusat (PV = Pfortader-
Probenentnahme; PVD = Pfortader-Druckmesser; IVC = Abfluss über die infra-hepatische Vena 
cava), (B) Supplementierung von autologen Erythrozyten und Reduktion des Volumens, (C) 
Hinzunahme einer Dialyse-Einheit, (D) Finales, miniaturisiertes Perfusionssystem mit 
kontinuierlicher Heparinisierung, 1 = ohne Dialyse, 2 = mit Dialyse, (E) Pharmakologische 
Intervention mit Glycin, (F) Perfusion von marginalen Organen mittels DCD (Donation after cardiac 
death – Organspende nach Herztod) Modells.  
Modifiziert nach Nösser et al.26 sowie Gaßner et al.27. 
 

Eine Perfusionskammer wurde aus Glas angefertigt (Gaßner Glastechnik, München). In der 

Perfusionskammer wurde die Leber liegend gelagert. Über Durchtrittsstellen der Wand der 

Perfusionskammer wurde die Leber mit den übrigen Teilen des Perufsionskreislaufs 

verbunden (Abb. 2B). 

 

 
Abbildung 2: (A) Übersicht des sich in Betrieb befindenden Perfusionssystems, (B) Rattenleber 
während der Perfusion, Kennzeichnung der jeweiligen Flussrichtung durch Pfeile (CBD = common 
bile duct; PV = Pfortader; IVC = infra-hepatische Vena cava). 
 

Ein Oxygenator sowie eine Blasenfalle wurden in Reihe geschaltet. Die Perfusion erfolgte über 

die Pfortader (Portalvene, PV), der Ausfluss des Perfusats aus der Leber wurde über die infra-

hepatische Vena cava (IVC) in das Reservoir der Perfusionskammer rezirkuliert. Ab 

Versuchsgruppe C wurde das Perfusionssystem um einen parallel geschalteten, 

rezirkulierenden Dialyse-Kreislauf erweitert (Abb. 1C). Als Antrieb des Perfusionssystems 
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dienten zwei Rollerpumpen. Zur Verbindung der einzelnen Komponenten des 

Perfusionssystems wurden Heidelberger Verlängerungsschläuche sowie Drei-Wege-Hähne 

verwendet (B. Braun Melsungen, Melsungen).  

 

Als Perfusat wurde Dulbecco´s Modified Eagle Medium (DMEM; Biochrom, Berlin) verwendet. 

500 ml DMEM wurden mit Penicillin und Streptomicin (100 mg/dl, Biochrom), L-Glutamin/ L-

Alanin (4 mMolar, Biochrom), Humaninsulin (1 mMolar, Lilly, Bad Homburg), Glucagon (14 

ng/ml; Novo Nordisk, Mainz) und Dexamethason (1 mMolar) supplementiert. Ab Gruppe B 

wurden Rattenstamm-spezifische Erythrozyten aus frisch gewonnenem, zentrifugiertem 

Vollblut (15 Minuten, 3200 Umdrehungen pro Minute, 4° C) zum Perfusat hinzugefügt. Zum 

heparnisierten Perfusat (500 IE) wurde frisch gewonnenes Rattenplasma hinzugefügt, sodass 

das Plasma 10% (Gruppe B-C) bzw. 25% (Gruppe D-F) des Gesamtvolumens darstellte. Für 

Gruppe E und F wurden entsprechend 12 mmol Glycin zum Perfusat und Dialysat sowie zur 

Histidin-Tryptophan-Ketoglutarat-Lösung (HTK-Lösung, Custodiol, Dr. Franz Köhler Chemie, 

Bensheim) hinzugefügt. 

 

3.1.2 Versuchstiere und Organentnahme 

Alle Versuche erfolgten nach Genehmigung vom Landesamt für Gesundheit und Soziales 

Berlin (LaGeSo Berlin; O0264/13, O0365/11, T301/17). Insgesamt wurden 44 männliche 

Wistar Ratten mit einem Gewicht von 255 bis 720 g von der Forschungseinrichtung für 

Experimentelle Medizin (FEM) der Charité – Universitätsmedizin Berlin sowie  von Janvier (Le 

Genest-Saint-Isle, Frankreich) erworben und unter Standardbedingungen für die 

Versuchstierkunde in der tierexperimentellen Einrichtung der Charité – Universitätsmedizin 

Berlin am Campus Virchow Klinikum gehalten. 

Die Organentnahme erfolgte in finaler Narkose mit inhalativem Isofluran sowie subkutaner 

Injektion von Metamizol (100 mg/kg Tiergewicht) und Ketamin (12 mg/kg Tiergewicht) unter 

dem Mikroskop. Nach Heparinisierung (500 IE) über die IVC und Entnahme von Frischblut für 

den Perfusionsversuch erfolgte die Induktion der kalten Ischämie mittels 20 ml eiskalter HTK-

Lösung über die Aorta abdominalis. Es folgte die Kanülierung von Gallengang (Common bile 

duct – CBD), PV sowie IVC. Bis zur Verbindung mit dem Perfusionssystem erfolgte die 

Lagerung der Leber in HTK auf Eis. In der Versuchsgruppe F erfolgte als Modell für ein 

marginales Lebertransplantat die Induktion des Herztodes nach Schlegel28 durch Isofluran-

Narkose. Nach dem Atemstillstand erfolgte eine suprapubische Inzision zur Blutentnahme 

sowie eine 30-minütige Wartezeit vor Organentnahme. 
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3.1.3 Betrieb des Perfusionssystems  

Die Leber wurde mit dem Hilum oben liegend in der Perfusionskammer platziert. Konsekutiv 

wurden PV, IVC und CBD mit dem Perfusionssystem bei einem Pumpenfluss im 

Primärkreislauf von 1 ml/min verbunden (Abb. 2B). Die Perfusion erfolgte bei einer 

Perfusionstemperatur von 21° (subnormotherm) oder 37° C (normotherm) in einem 

Inkubationsschrank (Binder, Tuttlingen). Die Oxygenierung des Perfusats erfolgte mit einem 

Gasgemisch aus 95% Sauerstoff und 5% Kohlenstoffdioxid. 

Die Perfusion erfolgte Fluss-gesteuert bei 1 ml/ g Lebergewicht/ min. Die Perfusionsdauer lag 

bei 6 (Gruppe A, D-F) beziehungsweise 12 Stunden (Gruppe B, C). Die Flussgeschwindigkeit 

der Perfusat-Seite im Dialyse-Kreislauf betrug 10 ml/min sowie 10 ml/min auf der Dialysat-

Seite. Als Dialysat (500ml) wurde – analog zum Perfusat – DMEM (Gruppe C) sowie Kalium-

armes CiCa K2 (Fresenius Kabi, Bad Homburg; Gruppe D-F) verwendet. In Gruppe C wurde 

nach 6 Stunden Perfusion frisches Dialysat verwendet. 

In Versuchsgruppe D wurden 500 IE pro Stunde über eine Spritzen-Pumpe (Perfusor, B. 

Braun, Melsungen) kontinuierlich appliziert. In Versuchsgruppe E und F wurden entsprechend 

45mg Glycin pro Stunde über die Spritzenpumpe kontinuierlich appliziert.  

 

Die Bestimmung der Alanin-Aminotransferase (ALAT) aus dem Perfusat erfolgte im 

Zentrallabor (Labor Berlin - Charité Vivantes GmbH, Berlin), Blut-Gas-Analysen (BGA) wurden 

mittels einer ABL 800 Flex BGA-Maschine (Radiometer, Krefeld) analysiert. Die 

Galleproduktion wurde gravimetrisch bestimmt.  5 Segmente jeder Leber wurden im Anschluss 

an die Perfusion in Paraffin eingebettet. Gewebeschnitte (2-5 µm) wurden mit Hämatoxylin-

Eosin-Färbung behandelt und zusammen mit einem Facharzt für Pathologie qualitativ 

bewertet. 

 

3.2 Klinischer Teil 
Es erfolgte die retrospektive Analyse von klinischen Daten aus dem Transplantationszentrum 

der Chirurgischen Klinik, Campus Charité MitteïCampus Virchow Klinikum der Charité – 

Universitätsmedizin Berlin29. Ein Einverständnis der Ethikkommission der Charité lag vor 

(EA2/010/17). 

Alle Lebertransplantate, die dem Transplantationszentrum zwischen 2010 und 2016 von 

Eurotransplant (Leiden, Niederlande) von Organspendern nach Hirntod angeboten wurden, 

wurden ausgewertet. Die eingeschlossenen Daten enthielten allgemeine Informationen über 

den Spender (Alter, den Body-Mass-Index (BMI), Laborparameter, Ursache des Hirntods, 

Reanimation, anamnestische Daten), die dem Spenderbericht zu entnehmen waren sowie die 

kalte Ischämiezeit. Die Entscheidung über Akzeptanz oder Nicht-Akzeptanz eines 
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Transplantats wurde individuell durch den transplantierenden Chirurgen getroffen, die 

jeweiligen Gründe wurden erfasst. 

Informationen über das Vorliegen einer Steatosis hepatis wurden entweder als jedwede 

Beschreibung von Steatosis hepatis (abdominellen Sonographie oder histopathologischer 

Bericht) oder als die histopathologische Bestätigung in Grade unterteilt erfasst, wie in der 

Literatur beschrieben30,31 (Makrovesikuläre Steatose <5% „keine Steatose“, 5-30% „milde 

Steatose“, 30-60% „moderate Steatose“, >60% „schwere Steatose“) . 

Das 1-Jahres-Transplantat-Überleben (Abwesenheit von Tod des Empfängers und keine Re-

Transplantation), 1-Jahres-Patienten-Überleben sowie das Vorliegen einer frühen 

Transplantat-Dysfunktion (Laborparameter Bilirubin >10 mg/dl oder INR >1,6 am siebten 

postoperativen Tag sowie Transaminase (ASAT/ALAT) >2000 U/l innerhalb der ersten sieben 

postoperativen Tage32) wurde für alle Patienten ermittelt. 

 

3.3 Statistische Auswertung 
Die statistische Analyse wurde mittels IBM SPSS for Macintosh Version 24.0 (IBM Corp., 

Armonk, USA) berechnet, und die Grafiken mit GraphPad Prism Version 6.04 für Macintosh 

(GraphPad Software, LaJolla, USA) erstellt. Die Daten werden präsentiert als Mittelwert ± 

Standardabweichung für normalverteilte Daten sowie als Median und Interquartilsabstand für 

nicht normalverteilte Daten. Kategoriale Variablen wurden in Proportionen und Anzahl 

gemessen und mit dem Chi-Quadrat-Test analysiert. Nach der Testung auf Normalverteilung 

wurden kontinuierliche Parameter mit dem Student´s T-Test und nichtparametrische Variablen 

mit dem Wilcoxen Rangsummentest analysiert. Gruppenvariablen wurden mit einer 

Varianzanalyse (one-way und two-way ANOVA) oder dem Kruskal-Wallis-Test gemäß der 

Normalverteilung analysiert.   

 

4. Ergebnisse 
4.1 Experimenteller Teil 
4.1.1 Perfusionsparameter und laborchemische Ergebnisse 

Das Lebergewicht aller 44 perfundierten Rattenleber betrug durchschnittlich 13,9 ± 2,4 g. Die 

Zeit von kalter Perfusion bis zur Reperfusion im Perfusionssystem betrug durchschnittlich 70,7 

± 24,3 min. Der portalvenöse Perfusionsdruck lag in allen Gruppen über die Perfusionszeit von 

6 Stunden bei weniger als 10 mmHg. Autologe Rattenerythrozyten wurden in der Menge so 

supplementiert, dass ein Hämatokrit von 6,7% (Gruppe B), 13,6% (Gruppe C) und 20% 

(Gruppe D-F) erreicht wurde. 

Die durch die Alanin-Aminotransferase (Abb. 3A) gemessen laborchemische Schädigung des 

Leberparenchyms zeigte sich nach 6 Stunden Perfusion als am Stärksten ausgeprägt unter 

normothermen Perfusionsbedingungen ohne Dialyse (B2: 2860,0 U/l IQR 2864,0), wobei die 
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laborchemische gemessenen Schädigungsparameter unter subnormothermen Bedingungen 

deutlich niedriger lagen (B1: 86,5 IQR 238,8; p<0,001). Unter normothermen Bedingungen 

wurden in der Gruppe mit Dialyse nach 6 Stunden eine nicht signifikant geringere 

Transaminasenfreisetzung in das Perfusat gemessen (C2: 1575,0 IQR 229,0; p=0,41), im 

optimierten Perfusionssystem zeigt sich jedoch mit Dialyse signifikant weniger 

Transaminasenfreisetzung im Perfusat (D2: 298,5 IQR 1350,5; p=0,002), ebenso wie in der 

Intervention mit Glycin (E2: 221,0 IQR 129,5; p<0,0001) sowie nach Organentnahme nach 

Herztod (F2:  541,5 IQR 172,0; p<0,001). 

 

 
Abbildung 3: Laborchemische Paramter im Perfusat über die Zeit der Perfusion (A) 
Konzentration der Alanin-Aminotransferase (ALAT) im Perfusat über die Perfusionszeit, (B) 
Galleproduktion über die Perfusionszeit (C) Kalium-Konzentration im Perfusat über die 
Perfusionszeit (D) pH-Wert über die Perfusionszeit. Gruppenbezeichnung durch Buchstaben und 
Ziffern analog zur Tabelle1. 
Modifiziert aus Nösser et al.26 und Gaßner et al.27. 
 

Unter subnormothermen Temperaturbedingungen ohne Erythrozyten (Gruppe A) kam es 

kumuliert über die Perfusionszeit zu einer Galleproduktion von 788 mg (IQR 509,7) nach 6 

Stunden (Abb. 3B). Normotherm perfundierte Lebern produzierten nach 6 Stunden nicht 

signifikant mehr Galle als subnormotherm perfundierte Lebern (B2: 839,0 mg IQR 337,8 vs. 

B1: 315,5 mg IQR 360,5;  p=0,89), jedoch gab es mit zusätzlichem Dialysekreislauf im 
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Perfusionssystem nach 6 Stunden Perfusion signifikant mehr Galleproduktion unter 

normothermen Perfusionsbedingungen (C2: 2032,0 mg IQR 235,0 vs. B2: 839,0 mg IQR 

337,8, p<0,01). Im optimierten Perfusionssystem (Gruppe D-F) bei ausschließlich 

normothermen Bedingungen gab es signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen. 

Durch die Erweiterung des Perfusionssystem durch einen Dialysekreislauf konnten die 

Kaliumwerte (Abb. 3C) nach 6 Stunden Perfusionszeit auf annähernd physiologische Werte 

gesenkt werden (C1: 5,3 mmol/l IQR 0,15 vs. B1: 10,9 mmol/l IQR 3,8; p=0,18; C2: 6,2 mmol/l 

IQR 0,5 vs. B2: 12,0 mmol/l IQR 7,5; p=0,49). Durch die Verwendung der Kalium-armen 

Dialyseflüssigkeit ab Gruppe D konnten die Kaliumwerte nach 6 Stunden im Vergleich zum 

jeweiligen Aufbau ohne Dialyse signifikant auf physiologische Werte verringert werden (D1: 

16,2 mmol/l IQR 5,1 vs. D2: 4,3 mmol/l IQR 0,9; p=0,03; E1: 18,3 mmol/l IQR 6,0 vs. E2: 4,5 

mmol/l IQR 1,0; p=0,02; F1: 14,0 mmol/l IQR 2,5 vs. F2 4,1 mmol/l IQR 3,1; p=0,005). 

 

4.1.2 Histologie 

 

 
Abbildung 4: Repräsentative Hämatoxylin/Eosin Färbung perfundierter Rattenlebern – (A) 
Gruppe A: 250ml Perfusat, 21°C. (B1/2) Gruppe B: 80ml Perfusat, 21°C/37°C ohne Dialyse. 
(C1/2) Gruppe C: 100ml Perfusat, 21°C/37°C mit Dialyse. (D1/2) Gruppe D: 50ml Perfusat, 37°C 
ohne/mit Dialyse. (E1/2) Gruppe E: 50ml Perfusat, 37°C mit Glycin ohne/mit Dialyse. (F1/2) 
Gruppe F: Organspende nach Herztod, 50ml Perfusat, 37°C ohne Glycin und ohne Dialyse/ mit 
Glycin und mit Dialyse. 
Modifiziert aus Nösser et al.26 und Gaßner et al.27 
 
Unter subnormothermer Perfusionsbedingungen kam es zu milde ausgeprägten 

hepatozellulären Ballonierung (Abb. 4A). Die normotherme Perfusion ohne Dialyse (Gruppe 
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B2) zeigte schwerste zentrilobuläre Nekrosen mit sinusoidaler Dilatation und Kongestion (Abb. 
4B2). Ausgeprägte Nekrosen sowie sinusoidale Kongestion konnten auch durch Dialyse nicht 

vollständig reduziert werden (Abb. 4C2). In der Perfusion unter subnormothermen 

Bedingungen waren Nekrosen und sinusoidale Kongestion deutlich reduziert (Abb. 4B1/C1), 

jedoch zeigten sich auch in diesen Gruppen eine sinusoidale Dilatation. Ab dem optimierten 

Perfusionssystem D zeigten sich nur noch geringe sinusoidale Dilatation sowie Ballonierungen 

(Abb. 4D2/E2/F2), wohingegen im jeweiligen Versuchsaufbau ohne Dialyse die Anzeichen für 

eine Schädigung der Gewebsarchitektur stärker ausgeprägt waren (Abb. 4D1/E1/F1). 

 

4.2 Klinischer Teil 
2653 Lebertransplantate wurden dem Transplantationszentrum der Charité – 

Universitätsmedizin Berlin zwischen 2010 bis 2016 von Eurotransplant angeboten. Davon 

wurden 527 (19,9%) Transplantate in unserem Zentrum akzeptiert und transplantiert. 1561 

(58,8%) Transplantate wurde an andere Zentren im Eurotransplant Verbund alloziert und 

transplantiert, 565 Organe (21,3%) wurden nicht transplantiert, 304 Organe (11,5%) nicht 

explantiert. Während die Anzahl der Angebote von 2010 (208 Angebote) bis 2016 (536 

Angebote) zunahm, sank die Akzeptanz der angebotenen Organe (2010: 102; 32,9%. 2016: 

66; 10,9%. p<0,001). Die Anzahl der auf Grund von makrovesikulärer Steatosis hepatis nicht 

durchgeführten Transplantationen stieg signifikant an (2010: 15; 2016: 52. p < 0,001). Spender 

abgelehnter Organe waren signifikant älter (56,0 ± 21,3 Jahre) als Spender akzeptierter 

Organe (53,3 ± 18,2; p < 0,001). 

Histologische Befunde lagen für 28,9% (n=766) der angebotenen Transplantate vor. 

Insgesamt stieg die Prävalenz der Steatosis hepatis im Spenderpool von 2013 (24,0%) bis 

2016 (34,7%, p=0,007). Von 2010 bis 2016 nahm die Anzahl der mit Steatosis hepatis 

transplantierten Organe signifikant zu (2010: n=22, 22,3%. 2016: n=66, 51,5%. p < 0,001), 

während die Anzahl der abgelehnten Organe mit Steatosis hepatis sank (2010: n=30, 61,2%. 

2016: n=66, 46,8%. p=0,04).  

Eine frühe Transplantatdysfunktion entwickelten 21,3% der Patienten (n=23) ohne Steatose 

im Transplantat, 39,0% der Patienten (n=23) mit milder makrovesikulärer Steatose sowie 

56,3% der Patienten (n=9) mit moderater bis schwerer makrovesikulärer Steatose (p=0,013).  

Die Rate an früher Transplantatdysfunktion wurde durch eine verlängerte Kaltischämie von 

mehr als 8 Stunden signifikant erhöht im Vergleich zu Transplantaten mit weniger als 8 

Stunden Kaltischämie (n=9, 69,2% vs. n=28, 30,4%; p=0,006). Eine schwere Steatose im 

Transplantat senkte das 1-Jahres-Überleben signifikant im Vergleich zur Transplantation mit 

moderater, milder oder ohne Steatose (75% vs. 33,3%; p=0,04). 
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5. Diskussion 
Der zunehmende Organmangel erforderte eine Änderung der Akzeptanzpolitik der 

Transplantationszentren im Verlauf der letzten Jahre mit zunehmender Akzeptanz 

sogenannter marginaler Organe von Spendern mit erweiterten Spenderkriterien. Aufgrund der 

weltweit zunehmenden Prävalenz von Adipositas sowie der damit assoziierten Prävalenz der 

nicht-alkoholischen Steatosis hepatis von 20-30% in Europa sowie 46% in den USA wird für 

das Jahr 2030 von einer drastischen Abnahme der verfügbaren Lebertransplantate in den USA 

von 78% bis auf 44% ausgegangen33–35. Die hier dargestellten klinischen Daten29 zeigen, dass 

trotz rückläufiger Akzeptanz die Anzahl von Lebertransplantaten mit Steatosis hepatis an 

unserem Zentrum zunahm. Die Rate früher Transplantat-Dysfunktionen32 zeigte sich im 

Zusammenhang mit Steatosis hepatis signifikant erhöht, insbesondere bei Vorliegen einer 

verlängerten kalten Ischämiezeit, und führte folglich zu reduziertem Transplantat- und 

Patienten-Überleben insbesondere bei Organen mit schwerer makrovesikulärer Steatosis. 

Dies impliziert weitere Forschung, um das Ergebnis der Transplantation steatotischer 

Lebertransplantate zu verbessern und idealerweise eine sichere Nutzung dieser Organe 

möglich zu machen, wenn gleich auch andere Einflussfaktoren auf Lebertransplantate 

berücksichtigt werden müssen36. Neben der Verwendung von marginalen Organen zur 

Überwindung des Organmangels – mit zum Teil schlechten Ergebnissen – stellt die ex vivo 

Maschinenperfusion der Leber eine Möglichkeit der Verbesserung der aktuelle Situation 

dar5,37.  

Die ex vivo Maschinenperfusion von Organen ist keine grundlegend neue Technik und wurde 

bereits zu Beginn der Implementierung der humanen Organtransplantation für Niere und Leber 

sowohl klinisch als auch im Tiermodell untersucht38–40. Aufgrund technischer und logistischer 

Hürden sowie Kostengründen wurde die Lagerung auf Eis jedoch zum Standard für die 

Konservierung abdominaler Organe für die Transplantation. Aktuell resultiert aus der 

zunehmenden Organknappheit die vermehrte Nutzung von marginalen Lebertransplantaten, 

die sich häufig durch eine erhöhte Anfälligkeit für einen Ischämie-Reperfusions-Schaden in 

Verbindung mit einer längeren kalten Lagerung darstellen, und mit ungünstigeren Outcomes 

nach Transplantation verbunden sind5–8. So erweckte die ex vivo Maschinenperfusion in der 

letzten Dekade erneut Interesse, da sie potentiell den Spenderpool unter anderem durch die 

Rekonditionierung von marginalen Transplantaten erweitern könnte37. 

Auch wenn bereits erste klinische Studien das Potential der Methode angedeutet haben20,41, 

ist die ex vivo Maschinenperfusion der Leber bislang kein Teil des Standardprozedere bei 

Lebertransplantation. Erste Publikationen zur Konditionierung steatotischer 

Lebertransplantate mit normothermer ex vivo Leberperfusion konnten eine histologisch 

nachweisbare Reduktion der Steatosis hepatis von Rattenlebern sowie von Schweinelebern 

zeigen, jedoch mit eindeutig negativem Effekt auf die Organintegrität22,24. Dies zeigt sich auch 
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daran, dass bislang in keiner Arbeit eine erfolgreiche Transplantation entfetteter 

Lebertransplantate gezeigt werden konnte. In der subnormotherme Maschinenperfusion von 

steatotischen Rattenlebern konnte abgesehen von einer zunehmenden Lipidexkretion im 

Perfusat keine histologische Reduktion der Steatosis hepatis erzielt werden21,23,42. Eine 

klinische Pilotstudie mit sechs hypotherm perfundierten, humanen Lebern mit Steatosis 

hepatis (20-40% Makrosteatose) zeigte, dass alle sechs Empfänger das erste Jahr nach 

Transplantation überlebten43. Es obliegt weiteren Studien, den Einfluss von ex vivo 

Maschinenperfusion in Abhängigkeit der Perfusionstemperatur und gegebenenfalls unter 

Hinzunahme von metabolisch konditionierenden Pharmaka zur Entfettung22,23 auf das 

Transplantations-Outcome von Lebertransplantaten mit hohem Anteil an Makrosteatose25 zu 

untersuchen. 

Die Verwendung von transplantablen Organen zur Grundlagenforschung ist aus ethischer 

Sicht zu verwerfen, wohingegen die Forschung mit aus dem Spenderpool als nicht-

transplantierbar eingestuften Organen sowie Großtiermodellen aus Kostengründen nur in 

geringer Fallzahl durchführbar ist. Daher ist ein Kleintiermodell zur Entwicklung von 

Perfusionsstrategien, die speziell auf unterschiedliche Typen von marginalen 

Lebertransplantaten angepasst sind, sowie zur Identifizierung von geeigneten Pharmaka in 

umfangreichen Dosisfindungsstudien zwingend erforderlich. 

Die vorliegende Arbeit zeigt im Detail die Entwicklung sowie die kontinuierliche 

Weiterentwicklung eines Perfusionssystems für die Rattenleber unter explizierter Darstellung 

der notwendigen Komponenten. Vergleichbar detaillierte Beschreibungen des verwendeten 

Perfusionssystem sind häufig in der Literatur nicht angegeben21,23,42,44. Die Etablierung des 

Perfusionssystem erbrachte Erkenntnisse, welche Anpassungen für bestimmte Ansätze der 

ex vivo Maschinenperfusion der Rattenleber erwogen werden sollten. In den frühen Gruppen 

erfolgte jeweils der Vergleich zwischen subnormothermer und normothermer Perfusion, um 

schädigende Einflüsse durch eine höhere Perfusionstemperatur zu detektieren. Das optimierte 

System zeigte sich jedoch deutlich niedrigere Schädigungseinflüsse auf die perfundierte 

Leber, sodass das System in eine normotherme und Metabolismus-erhaltende Richtung weiter 

optimiert wurde. 

Analog zu klinischen als zu auch Studien im Großtiermodell zur normothermen 

Maschinenperfusion wurden hier Erythrozyten als Sauerstoffträger im Perfusat 

verwendet9,20,45. In der Literatur sind Ansätze mit künstlichen Hämoglobin-basierten 

Sauerstoffträgern für normotherme und sub-normotherme Temperaturen beschrieben19,46. In 

nicht dargestellten Versuchen ohne Erythrozyten erschien ein normothermer Ansatz ohne 

Sauerstoffträger als nicht zielführend, auch wenn die normotherme Re-Perfusion zur 

Nachahmung einer Transplantation ohne Sauerstoffträger bereits publiziert wurde21,42. Für 
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sub-normotherme Konditionen ist die Perfusion mit oxygeniertem Perfusat praktikabel, was 

ebenfalls für die humane Leber gilt47,48. 

Durch die Hinzunahme einer Dialyseeinheit konnten insbesondere unter normothermen 

Bedingungen ansteigende Kaliumwerte im Perfusat stabilisiert und somit die Zellschädigung 

der Hepatozyten reduziert werden. In der Literatur zeigte sich eine ohne Dialyse normotherm 

perfundierte Rattenleber als nicht transplantabel49.  

Die hepatischen Kupffer-Zellen spielen eine entscheidende Rolle in der Aktivierung des 

Immunsystems bei der Entstehung des Ischämie-Reperfusions-Schadens8. Die nicht-

essentielle Aminosäure Glycin wurde bereits in zahlreichen Publikationen sowohl in der 

klinischen Anwendung bei Lebertransplantationen als auch im Rattenleber-

Transplantationsmodell als Inhibitor beziehungsweise Modulator von Kupffer-Zellen 

beschrieben, der sich positiv auf das Outcome nach Lebertransplantation auswirkt50–52. In 

dieser Arbeit wurde die Anwendung von Glycin als Beispiel für eine pharmakologische 

Intervention im Rahme der ex vivo Maschinenperfusion der Leber gewählt. Während sich die 

Verwendung von Glycin in den dargestellten Ergebnissen nicht signifikant (unter anderem ALT 

im Perfusat, Galleproduktion) von der Perfusion ohne Glycin unterschied, ist davon 

auszugehen, dass die Glycin-induzierte Effekte insbesondere nach der Transplantation eine 

Rolle spielen. 

Während die Organspende nach Herztod (donation after circulatory death – DCD) in 

Deutschland rechtlich nicht zulässig ist, besteht in den meisten west-europäischen Länder ein 

DCD-Programm, wobei unter anderem in den Niederlanden bis zu 49,1% der gespendeten 

Organe von DCD-Spendern kommen und in Großbritannien zwischen 2008 und 2016 von 

4063 DCD-Spendern Organe entnommen wurden (39,1% aller Spender)53. In dieser Arbeit 

wurde die Organspende nach Herztod als Modell für ein marginales Organ gewählt, um die 

re-konditionierenden Eigenschaften des etablierten Perfusionssystems zu untersuchen. 

Hierbei konnte gezeigt werden, dass sich die Perfusions-Ergebnisse (Ausschüttung von ALT, 

Galleproduktion, Histologie) nicht signifikant von nicht nach Herztod gespendeten Organen 

unterschieden, wenn die Lebertransplantate mithilfe des optimierten Perfusionssystem – mit 

Dialyse-Kreislauf sowie unter Hinzunahme von Glycin – konditioniert wurden. Dies impliziert, 

dass durch die Optimierung des Perfusionssystems eine verbesserte Konditionierung des 

Transplantates erreicht werden kann. 

Limitiert wird diese Arbeit unter anderen durch unterschiedliche Perfusionszeiten von 6 bis 12 

Stunden, wodurch insbesondere die histologischen Analysen nicht umfassend zu vergleichen 

sind. Das Perfusionssystem sollte weiterhin kontinuierlich optimiert werden. So wird im 

klinischen Setting unter normothermen Bedingungen unter anderem eine duale Perfusion – 

mit Perfusionsrouten über Pfortader sowie Arteria hepatica – präferiert. Auch zur 

pharmakologischen Intervention müssen weitere Studien erfolgen, um eine mögliche 
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Rekonditionierung insbesondere steatotischer Lebertransplantate zu ermöglichen. Ein 

geeignetes Agens wurde – trotz zahlreicher potentieller Vorschläge22 – bisher nicht 

abschließend identifiziert. Ebenfalls ist fortan die tierexperimentelle Lebertransplantation zur 

Überprüfung der Perfusionsergebnisse insbesondere im Vergleich mit der konventionellen 

kalten Lagerung wünschenswert. Limitationen der klinischen Auswertung sind die Betrachtung 

eines kurzen Zeitraums (2010-2016) sowie der Begrenzung auf das Transplantationszentrum 

der Charité – Universitätsmedizin Berlin.  

Es obliegt künftigen Studien systematisch zu untersuchen, wie sich die ex vivo 

Maschinenperfusion auf das Outcome von Lebetransplantationen von Organen mit erhöhten 

Anteilen an Steatosis hepatis auswirkt, nachdem die Methode klinisch etabliert und geeignete 

pharmakologische Interventionsmöglichkeiten in präklinischen Studien identifiziert wurden. 
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9. Lebenslauf 
 
 

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Gründen in der elektronischen 
Version meiner Arbeit nicht veröffentlicht.  
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