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1 EINLEITUNG

Die orthotope Lebertransplantation zur Behandlung chronischer fortgeschrittener oder
fulminant verlaufender Lebererkrankungen stellt nach der Nierentransplantation die
zweitgrof3te Gruppe der in Deutschland jahrlich durchgefiihrten Organverpflanzungen
dar.

Die Diskrepanz zwischen dem Organbedarf und den tatsédchlich verfugbaren
Spenderorganen fuhrte in den letzten Jahren dazu, dass sich der Anteil der auf der
Warteliste versterbenden Patienten erhohte. In Deutschland weist zwar der Trend seit
mehr als zehn Jahren einen steten Anstieg an orthotopen Lebertransplantationen auf,
die jedoch der Zahl der Neuanmeldungen fur eine Lebertransplantation nicht Rechnung
tragen kann. Um dem chronischen Organmangel in der Lebertransplantationschirurgie
zu begegnen, wird unter anderem die Transplantation von Marginalorganen zur
Erweiterung des Spenderpools favorisiert. Unter den Bedingungen der Organknappheit
und bei zunehmendem Einsatz grenzwertiger Spenderorgane stellt die Schadigung der
Leber durch Ischdmie/Reperfusion eines der Schlisselprobleme in der
Transplantationschirurgie dar.

lloprost als stabiles Prostazyklinanalogon scheint besonders geeignet, sowohl die
Konditionierung grenzwertiger Spenderorgane als auch die postoperative Behandlung
initial schlecht funktionierender oder unzureichend perfundierter Organe zu optimieren.
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war der Nachweis der Uberlegenheit eines optimalen
Therapieregimes, wobei die Zeitpunkte der Prostaglandintherapie variierten.
Hauptaugenmerk lag dabei auf der Spendervorbehandlung, der Modifizierung der
Konservierungslosung und der postoperativen Gabe in das rezirkulierende artifizielle
Leberperfusionssystem. Untersucht wurde der Einfluss auf Funktions- und
Schadigungsparameter von Lebern in vier Gruppen im Modell der normothermen
isolierten extrakorporalen Leberperfusion nach 20 Stunden Kaltischamiekonservierung
in HTK. Als Fazit war die Empfehlung fir ein klinisches Behandlungskonzept abzuleiten,
welches am zweckmafigsten und sinnvollsten der Verbesserung der Leberfunktion und
der Minimierung der Schadigung im vorgestellten Modell der hepatischen

Ischamie/Reperfusionsschadigung dient.

1.1 Prostazyklin — Stellung unter den Prostaglandinen, Bildung und Wirkung

Prostanoide sind ubiquitar vorkommende zyklische Lipidmediatoren, die aus linearen



mehrfach ungesattigten Fettsduren, z.B. Arachidonsaure, durch enzymatische
Cyclooxgenierung generiert werden. Zusammen mit den Leukotrienen werden sie auch
als Eicosanoide bezeichnet. Die basale Struktureinheit der Prostaglandine ist die
prostanoide Saure. Alle Prostaglandine besitzen 20 Kohlenstoffatome und aul3er
Thromboxan einen 5-gliedrigen Cyclopentanring. Substitute an diesem Ring bestimmen
die Unterschiede zwischen den Hauptklassen der Prostaglandine, die mit
GroRR3buchstaben klassifiziert werden: PGD, PGE; PGF,, TXA; (Thromboxan) und PGl
(Prostazyklin), wobei PGD, PGE; PGF, ubiquitar in den meisten humanen
Organsystemen anzutreffen sind. Arachidonsaure unterliegt einer Vielzahl enzymatisch
gesteuerter Vorgdnge mit variierenden Enzymen in den unterschiedlichen Zellformen
und Zellkompartimenten (Chlopicki, Gryglewski, 2004). Sie wird durch die
membrangebundenen Phospholipasen, hauptsachlich Phospholipase A2, aus der
zellularen Phospholipidmembran abgespalten. Stimuli, die die Aktivierung der
Phospholipasen bewirken, sind mannigfaltig, bspw. Infektionen, Entzindungen,
Hormone, Immunkomplexe, mechanisches Trauma.

Uber die zytosolisch vorkommende Lipoxygenase werden bspw. zytotoxische
Leukotriene gebildet. Die sauerstoffabhangige PGH-Synthase, auch Cyclooxygenase
(COX) genannt, die in zwei Isoformen, der konstitutiven, ubiquitar vorkommenden
COX-1 (Cyclooxygenase-1) und der induzierbaren COX-2 (Cyclooxygenase-2)
vorkommt, wurde 1991 entdeckt (Sirois, Richards, 1992). Sie synthetisiert die
Prostaglandin-Endoperoxide PGG, und PGH,. In gesunden Endothelzellen wird
vorherrschend die COX-1-Isomerase gefunden (Mitchell, Warner 2006).

PGH, ist ein instabiles Zwischenprodukt und dient in Abhangigkeit vom jeweiligen
Zelltyp und dessen Enzymausstattung als Substrat fur unterschiedliche mikrosomale
Synthasen, wie z.B. der Thromboxan- und der Prostazyklinsynthase. Es ist vielfach
gezeigt worden, dass Endothelien hauptsachlich PGI; bilden, da die PGI-Synthase dort
die dominante terminale Isomerase des Prostaglandinstoffwechsels darstellt
(Schildknecht, Ullrich 2009). Endothelien sind jedoch auch zur Synthese von
Thromboxan (TXA;) in der Lage (Bustos et al., 1997), das jedoch in Uberwiegendem
Mafld von Thrombozyten gebildet wird. Im Rahmen der Gefallhoméostase kommt nun
der Prostanoidsynthese, verschiedentlich reguliert und moduliert durch Enzyminduktion,
eine entscheidende Bedeutung zu. Inflammation oder vermehrte Scherkréafte bewirken
bspw. die Hochregulation der endothelialen COX-2-Expression (Camacho et al., 1998).

Verbunden damit ist die verstarkte Synthese von PGIl, (Shinmura et al., 2000),
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zusatzlich durch eine selektive Hochregulation der Prostazyklinsynthase realisiert, als
moglicher Schutzmechanismus des Endothels vor Schéadigung (Caughey et al., 2001)
zu bewerten.

Die Prostaglandine werden nach ihrer Synthetisierung ausgeschuttet, eine intrazellulare
Speicherung findet nicht statt. Physiologischerweise finden sich im zirkulierenden
Blutsystem nur sehr geringe Mengen, die schnell hydrolysiert und Uber weitere
Zwischenprodukte katabolisiert werden, um dann vorwiegend renal zu eliminiert
werden. Die folgende Tabelle zeigt exemplarisch die wichtigsten Prostaglandine, ihre
hauptsachlichen Syntheseorte und ihre wesentlichen Wirkungen.

Tabelle 1. Zusammenfassung der Prostaglandine und ihrer physiologischen Rolle in den
Hauptorgansystemen, nachgedruckt aus: Miller, 2006

System Mediator Hauptorte der Synthese Primare Effekte
Kardiovaskular Prostazyklin Endothelzellen Vasodilatation
Thromboxan Thrombozyten Vasokonstriktion
Renal Prostazyklin Renaler Kortex Vasodilatation
PGE, Renales Mark Salz- und Wasser-
ausscheidung
Gastrointestinal PGE, Gastrale Mukosa Zytoprotektion
Hamatologisch Prostazyklin Endothelzellen Thrombozytende-
aggregation
Thromboxan Thrombozyten Thrombozyten-
aggregation
Respiratorisch Prostazyklin Endothelzellen Vasodilatation
Muskuloskeletal PGE, Osteoblasten Knochenresorption,
Knochenformation
Reproduktiv PGE, Seminalblase Erektion, Ejakulation,
Spermientransport
PGE,, PGF, Fetale Membranen Befruchtung, Ovulation
Uterus Entbindung, Menstrua-
tion
Neurologisch PGE, unbekannt Fieber, Hyperalgesie

Prostazyklin oder Prostaglandin I, (PGl;), 1976 durch Moncada et al. bei der
Untersuchung von GefalBwanden und deren Produktion von instabilen Prostanoiden
und Thromboxan A, (TXA,) zufallig entdeckt und charakterisiert (Moncada et al., 1976),
ist ein instabiles Prostaglandin mit einer Halbwertszeit von vier Minuten bei 37 °C.
Gebildet in GefaBwanden, hauptsachlich vom Endothel, in geringerem Mal3e auch von
glatten GefalBmuskelzellen, ist es der natirliche Gegenspieler des Thromboxans
(TXA,), das als starker Vasokonstriktor auch zytotoxische und thrombogene
Eigenschaften besitzt (Bhagwat et al., 1985). Prostazyklin als ein wichtiger endogener
Regulator in der GefaRhomoostase wirkt Gber die Vasodilatation aller Gefal3betten
(Moncada, Vane 1979), die Inhibition der Thrombozytenaggregation und die Dispersion

bestehender zirkulierender Plattchenaggregate (Szczeklik et al., 1978). Verschiedene




Studien haben gezeigt, dass der vasodilatatorische Effekt von Prostazyklin zum Teil
abhangig von der endothelialen NO-Freisetzung ist (Armstead 1995).
Physiologischerweise wirken Prostaglandine auto- und parakrin. Viele ihrer Effekte
werden intrazelluldar vermittelt. Prostaglandinrezeptoren finden sich im Organismus an
den Plasmamembranen nahezu aller Zellen, und obwohl die Rezeptoren eine
strukturelle Verwandtschaft aufweisen, sind sie doch spezifisch fur die jeweilige
Prostaglandinsubklasse (Coleman et al., 1994). Prostazyklin wirkt Uber
zellmembranstandige  Gs-Protein-gekoppelte IP-Rezeptoren, die vermehrt auf
Thrombozyten und glatten Gefal3muskelzellen zu finden sind. Die Aktivierung von IP-
Rezeptoren fuhrt Gber eine Gs-Protein-vermittelte Aktivierung der Adenylatcyclase zur
intrazellularen Erhéhung von cAMP, das eine Vielzahl von intrazellularen
Signaltransduktionswegen aktiviert (Narumiya et al., 1999). Es wird u.a. Uber die
Phosphorylierung von Proteinkinase A (PKA) in vielen Zielzellen der intrazellulére Ca*'-
Spiegel gesenkt (Schwarz et al.,, 2001), was in glatten Gefalimuskelzellen die
Relaxation bewirkt.

Hayes et al. beschrieben neben der Gs-Protein-Kopplung auch die Assoziation des IP-
Rezeptors mit anderen G-Proteinen gemalR einer Modifikation des C-terminalen Endes
(Giund Gq) (Hayes et al., 1999).

Hinsichtlich des wiederholten Einsatzes von Prostazyklin und seiner Analoga wird
angenommen, dass eine Desensibilisierung, Internalisierung und Sequestration des IP-
Rezeptors durch die Rezeptoragonisten erfolgt (Smyth et al., 2000), was fur die
Langzeiteffektivitat einer Behandlung mit PGl,-Analoga relevant sein kénnte.
Prostazyklin bindet an IP-, aber auch an Vasokonstriktion-vermittelnde EP1-, EP3-
(Zhang, Hintze 2006) und den Vasodilatation-vermittelnden EP4-Rezeptor (Narumiya et
al. 1999; Lai et al., 2008). Sowohl fir das Endothel als auch fur die glatten
Gefallmuskelzellen ist das Vorkommen der verschiedenen Prostanoidrezeptoren und
ihrer Subtypen beschrieben (Alfranca et al., 2006). Xavier et al. verweisen in ihrer Arbeit
auf die Interaktion von PGI, mit dem Thromboxan A,-Rezeptor (TP-Rezeptor) an glatten
GefalRmuskelzellen, welcher die Vasokonstriktion fordert (Xavier et al., 2009). Zugleich
wird auf die Modulation der Vasokonstriktion durch Stickstoffmonoxid (NO) aus dem
Endothel, vermittelt durch PGI,-IP-Aktivierung hingewiesen. Dies wirde eine zentrale,
maoglicherweise eine dualistische Rolle von Prostazyklin in der Regulation der
GefalBhomoostase je nach Rezeptorausstattung unterstreichen. Die Arbeit von Mitchell

et al. kommt zusammenfassend zu dem Schluss, dass die Bindung von PGI, an EP-
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und TP-Rezeptoren eher von untergeordneter Bedeutung ist (Mitchell et al., 2008).
Prostazyklin weist neben seinem hohen vasodilatatorischen und antiaggregatorischen
Potential noch andere bedeutende Eigenschaften auf. Der membranstabilisierende
Effekt, der PGI, zugeschrieben wird, kann durch die Protektion membranstandiger Ca-
Na-ATPasen und einer verminderten Lipidperoxidation erklart werden (Goto et al.,
1993).

Die Regulation von Wachstum, Fibrose und Apoptose durch PGI; Gber IP- und PPAR-
Signaltransduktionswege ist hinlanglich bekannt (Li et al., 2004; Hatae et al., 2001).
Neben den IP-Rezeptoren wirken Prostazyklin und seine Analoga auch als Agonisten
an intrazellularen Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptoren (PPAR) (Hatae et al.,
2001). Der komplexe Weg der Aktivierung dieser Rezeptoren fuhrt Uber Dissoziation
von Korepressoren, Uber Rekrutierung von Koaktivatoren und Bildung von Dimeren mit
anderen Rezeptoren zur Bindung an Zielgene im Zellkern, wo dann deren Transkription
moduliert werden kann. Auch die Interaktion mit anderen Transkriptionsfaktoren und
spezieller die Verhinderung der Transkription proinflammtorischer Gene gehdren zum
Wirkspektrum von PPAR (Mitchell et al., 2008).

Prostazyklin reguliert Gber die beschriebenen Rezeptoren das Gefaliwand-Remodelling
durch Kontrolle der Proliferation, Migration und Differenzierung von glatten
GefalBmuskelzellen (Fetalvero et al., 2007), begrenzt die Intimahyperplasie und
unterdriickt die profibrotische/proliferative Zytokinausschiuttung aus Fibroblasten
(Lovgren et al., 2006).

Unter der Eigenschaft der Zytoprotektion werden noch verschiedene andere positive
Effekte, die im Rahmen von Ischamie/Reperfusionsschaden verschiedener
Organsysteme beobachtet wurden, und die wichtige, noch nicht vollstandig verstandene
Rolle als Mediator bei Inflammationsprozessen subsummiert. Schon Ende der 80er
Jahre war die vermeintliche zytoprotektive Eigenschaft von Prostazyklin Gegenstand
die umfangreicher Studien. Das Erklarungsspektrum putativer Mechanismen reichte von
der Hemmung der Katecholaminausschittung aus sympathischen Nervenendigungen,
untersucht am Kaninchenherzen (Funke, Schror 1985), Uber die Konservierung der
mitochondrialen Funktion und der Aktivitat der Superoxid-Dismutase verbunden mit der
Reduktion oxidativen Stresses (Ferrari et al., 1989) hin zur Blockade stimulierter
Makrophagen (Kawada et al.,1990). Weiterhin wurde eine reduzierte Akkumulation von
Neutrophilen in inflammatorisch alterierten Geweben und eine damit einhergehende

Hemmung der Freisetzung von Proteasen und freien Sauerstoffradikalen (Harada et al.,
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1999) beobachtet. So konnen Prostaglandine die Adharenz von Leukozyten am
Endothel und deren transendotheliale Migration, die von verschiedenen Zytokinen
initiiert werden, durch Herunterregulation von Adh&sionsmolekilen bewirken (Della
Bella et al., 2001). Die Inhibition der Zytokinsynthese in der Gewebeinflammation ist
einer der Schliusselfaktoren, die wahrscheinlich fur die zellprotektive
Prostazyklinwirkung verantwortlich zeichnen (Kunkel et al., 1988). Die Synthese von
TNF-a, einem multifunktionalen, vornehmlich von aktivierten Makrophagen gebildeten
Zytokin mit zentraler Bedeutung bei der Vermittlung von Entziindungs- und
Immunreaktionen jedweder Art (Baker, Reddy, 1998), wird durch Prostazyklin, an
stimulierten Monozyten gezeigt, auf verschiedenen Ebenen gehemmt (Jorres et al.,
1997; Crutchley et al., 1994).

Zytokintoxizidt und damit verbundener Zelluntergang werden durch eine Vielzahl
zellspezifischer Mediatoren, deren Zusammenwirken in zahlreichen Kaskaden
funktioniert, vermittelt. Ein wichtiger Signaltransduktionsweg ist der Uber NFkB, der als
einer der Haupttranskriptionsfaktor bspw. tber die Hochregulation von induzierbarer
NO-Synthase (iINOS) in den Zelltod pankreatischer Inselzellen verursacht (Darville,
Eizirik 1998). Prostaglandine hemmen die Aktivitat der ikB-Kinase (IKK), reduzieren die
NFkB-Aktivitat und wirken damit hemmend auf dessen Translokation in den Nukleus
(Rossi et al., 2000). Offensichtlich kann die PGl,-vermittelte Suppression des zytokin-
induzierter NFKB-INOS-Pathway (Petrova et al., 1999) tUber Regulation von Caspasen
und anderen Mediatoren mitochondrialen als auch endoplasmatischen Stress und damit
den Zelltod verhindern (Gurgul-Convey, Lenzen 2010). Chen et al. konnten zeigen,
dass Prostazyklin die Translokation von PPAR-a aus dem Zytosol in den Nukleus
bewirkt, und die NFkB-induzierte TNF-a-Aktivierung im Anschluss an die I/R-
Schadigung der Niere abschwéachen kann (Chen et al., 2009). Die Apoptose als ATP-
abhangiger Zelltod wird durch intra- oder extrazellulare Signale ausgelost. Die TNF-
Rezeptorfamilie kann Uber die Aktivierung von Caspasen Apoptose vermitteln (Reed
JC, 2000). Dieser uber Caspasen vermittelte Zelltod tritt auch wahrend der
Ischamie/Reperfusionsschadigung von Lebern auf (Rentsch et al., 2001). Ob PGl
seine Funktion als Apoptoseinhibitor Gber die Regulation von Caspaseaktivitaten ausibt
(Gurgul-Conveyl, Lenzen, 2010) und so zur Begrenzung des hepatischen
Ischamie/Reperfusionsschadens beitragt, kann vermutet werden.

Der protektive Effekte von PGI, durch die Regulation antiapoptotischer Gene in

unterschiedlichen Zelltypen war Gegenstand zahlreicher weiterer Studien (Liou et al.,
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2007). So ist bspw. der antiapoptotische Effekt auf Tubuluszellen nach Gabe von
Rontgenkontrastmittel und auf embryonale Mauszellen gezeigt worden (Yano et al.,
2004; Pakrasi, Jain 2008).

In verschiedenen Untersuchungen wurde die Rolle von PGI; als Regulator von
Wachstum, Regeneration und Reparaturprozessen gezeigt. PGIl, wirkt dabei auch
proangiogenetisch, indem es die therapeutische Angiogenese stimuliert als auch das
Endothelzelliberleben fordert (Hiraoka et al., 2003; Liou et al., 2007). In diesem
Zusammenhang konnte der positive Einfluss von Prostazyklin auf Inflammation generell
und auf Ischamie/Reperfusionsschadden im speziellen, die ja unweigerlich eng mit
reparativen und angiogenetischen Prozessen verknupft sind, belegt werden (Wheeler-
Jones et al., 2009).

1.2 lloprost als synthetisches Prostazyklin-Analogon und die Anwendung von
Postazyklinanaloga an ausgewahlten Beispielen

lloprost, als ein synthetisches Prostazyklin-Analogon in intravendser oder inhalativer
Form applizierbar, besitzt ein identisches Wirkprofil gegeniber PGI,. Es ist jedoch
wesentlich stabiler mit einer erheblich langeren biologischer Halbwertszeit von 20-30
Minuten nach iv. Gabe. Die Prostazyklinanaloga im Allgemeinen liegen in
verschiedenen chemischen Formatierungen vor und besitzen damit auch

unterschiedliche Rezeptorbindungsaffinitaten.

COONa

Iloprost

i —
o OH

Abbildung 1: Chemische Struktur von lloprost, nachgedruckt von Olschewski et al., 2004.

Prostazyklin besitzt viele winschenswerte Effekte auf das pulmonale GefaRRbett, was
seinen klinischen Einsatz in der Behandlung der pulmonalarteriellen Hypertonie (PAH)
so wirksam macht. Seit 1995 als Epoprostenol in den USA fir die PAH-Therapie
zugelassen wurde, sind Prostazyklin-Analoga trotz neuer Therapiestrategien, die auf
Endothelin- oder NO-Signalwege zurlickgreifen, die Erstlinientherapie fir alle Patienten
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in hochgradigen Stadien (McLaughlin et al., 1999). Die grof3ten klinischen Erfahrungen
mit lloprost wurden bisher in der Behandlung der kritischen Ischamie der unteren
Extremitat als Folge mikro- und makroangiopathischer Gefal3veranderungen gemacht
(Cappelli et al., 1999). Hier zeigt sich, dass Prostanoide effektiv zur Heilung von Ulcera
und zur Schmerzlinderung beitragen. Hinsichtlich grof3erer Amputationen werden
gunstige Resultate erzielt. Der Nutzen auf lange Sicht und die Ungefahrlichkeit ihrer
langer- oder langfristigen Nutzung sind jedoch nicht belegt (Ruffolo et al., 2010). Andere
klinische Anwendungsgebiete von lloprost umfassen die Behandlung der Thombanagiitis
obliterans und des Raynaud-Pha&nomens.

Mulvin et al. erbrachten schon 1990 im Tierexperiment mit Ratten den Nachweis, dass
lloprost als Bestandteil der Konservierungslésung Lungentransplantate vor
IschAmieschaden schitzen kann (Mulvin et al.,, 1990). Auch auf dem Gebiet der
Lebertransplantation konnte fir Prostazyklin in der Spendervorbehandlung (Klein et al.
1999) sowie als Zusatz zur Konservierungslésung (Sanchez-Urdazpal et al., 1991) ein
gunstigerer postoperativer Verlauf mit besserer Organperfusion, niedrigerem
hepatozellularem Schaden und im langfristigen Verlauf besserer Organfunktion gezeigt
werden. Bei initial schlechter Organfunktion nach der Transplantation oder
Transplantatversagen konnten Behandlungserfolge mit PGI, erzielt werden (Briegel et
al. 1992).

1.3 Verwendung von Marginalorganen in der Lebertransplantation

Die orthotope Lebertransplantation stellt die einzig effektive Behandlung von
Lebererkrankungen im Endstadium dar. In den letzten Jahren konnten nach
Transplantation von Lebern postmortaler Spender 1-Jahresiberlebensraten von 90 %
und 5-Jahresiberlebensraten von 75 % erreicht werden (Perera et al., 2009). Dabei
steht die wachsende Zahl von Patienten auf der Warteliste flr eine Lebertransplantation
in eklatantem Missverhaltnis zur Zahl der verfugbaren Spenderorgane. Durch die
Verwendung von Splitleberorganen, Leberlebendspenden, Dominotransplantationen

und den Einsatz von marginalen Organen wird der Spenderpool erweitert.
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O Liver waiting list 229 | 253 | 208 | 212 | 263 | 327 | 374 | 492 | 593 | 803 | 1093 | 1366 | 1714 | 2035 | 2134 | 2319 | 2429| 2442

M Living donor transplants’ 5 15 14 24 25 22 41 38 64 | 116 | 124 | 129 | 133 | 106 | 121 116 | 101| 82

O Deceased donor transplants | 710 | 765 | 878 | 892 | 944 | 1032| 1097 | 1071 | 1132| 1168 | 1112 | 1136 | 1264 | 1262 | 1364 | 1436 | 1625| 1606

Abbildung 2: Dynamische Entwicklung der Eurotransplant-Warteliste fur eine Leber und der
Lebertransplantationen  von 1991-2008, *  einschliellich Domino-Transplantationen,
Eurotransplant, Annual Report, 2008

So fuhren steigender Bedarf an Spenderlebern und wachsende Mortalitat von Patienten
auf der Transplantationswarteliste dazu, dass Marginalorgane heutzutage bis zu ca. 50
% aller verfugbaren Transplantationslebern ausmachen. Bis heute existiert allerdings
keine allgemeingultige Definition einer Leber als Marginalorgan. So obliegt die
Entscheidung zur Transplantation dem Urteil des Chirurgen, die Qualitdt der
Spenderleber in Hinblick auf den individuellen Empfanger zu matchen. Organe, die sich
im Vergleich zu Standardtransplantaten durch ein erhdhtes Risiko fur die Entwicklung
einer schlechten Transplantatfunktion (10-30 % der Transplantate) oder gar ein
Transplantatversagen (bis zu 5 %) (Busuttil, Klintmalm 2005) charakterisieren lassen
und damit das Morbiditats- und Mortalitasrisiko fir den Empfanger erhéhen, werden als
marginal bezeichnet. Damit einhergehend werden je nach Zentrum bestimmte Extended
Donor Criteria (ECD) beschrieben. Von der Bundesarztekammer wurden 2004 folgende
Kriterien zur Evaluierung von Spenderlebern festgelegt: HBV oder HCV positiv, Sepsis
mit positiver Blutkultur, Meningitis, extrahepatische Tumorerkrankung, Drogenabusus,
Spenderalter > 65 Jahre, Fettleber >40 % (histologisch gesichert), Na >165mmol/ |
(letzter Wert vor der Spendermeldung), Intensivstation einschlief3lich Beatmung des
Spenders >7 Tage, Adipositas des Spenders mit BMI >30, Kaltischdmiezeit >13
Stunden, GOT od. GPT >3x normal (letzter Wert vor der Spendermeldung), Bilirubin >3
mg/dl (letzter  Wert vor der Spendermeldung) (Bundesarztekammer
Bekanntmachungen: Richtlinien zur Organtransplantation 2004; Schemmer et al.,
2007).

Dabei sind die Steatosis hepatis, das erhthte Spenderalter sowie eine lange

Kaltischamiezeit in der taglichen Routine der Transplantationschirurgie am haufigsten

11



anzutreffen. Abzugrenzen davon sind die absoluten Kontraindikationen einer

Organspende, die in Tabelle 2 aufgefuhrt sind (Mieth et al., 2006).

Tabelle 2: Kontraindikationen flir eine postmortale Leberspende

Absolut Relativ

Melanomerkrankungen Refraktare Sepsis
Krebserkrankungen Aktive immunologische Erkrankungen
Systemische Erkrankungen (z.B. MS) HIV-Infektion

Akute Hepatitis B oder C Infektion Tumormetastasen

Leberverfettung ist sowohl in Kadaver- als auch bei Lebendspendern keine Seltenheit
(Halon et al., 2006). Die Inzidenz wird mit 9-26 % angegeben (D"Alessandro et al.,
1991; Loinaz et al., 2000). Da hauptsachlich das Alter und der BMI einen wesentlichen
Einfluss auf die Leberverfettung haben (Rinella et al., 2001), ist in den kommenden
Jahren mit einen Anstieg der Pravalenz der Steatosis sowohl in postmortalen als auch
in Lebendspenderlebern zu rechnen (Angele et al., 2008). Die schadigenden
Auswirkungen der Leberverfettung auf die Transplantatfunktion werden in der Literatur
sehr diskrepant bewertet. So konnte das vermehrte Auftreten eines priméaren
Transplantatversagens und eine Verschlechterung des Organtberlebens mit der
vorbestehenden Leberzellverfettung assoziiert werden (Marsman et al., 1996). Andere
Untersucher kommen zu dem Ergebnis, dass sich moderat (30-60 %) verfettete
transplantierte Lebern und selbst schwer (> 60 %) verfettete Transplantatlebern, wie
schon zuvor fur mild (< 30 %) verfettete Lebern gezeigt worden ist (Rossi et al., 2001),
nicht signifikant nachteilig auf das Organ- und Patienteniberleben auswirken, vor allem
wenn andere Risikofaktoren fehlen (Angele et al., 2008). Im Tierexperiment zeigte sich
jedoch, dass verfettete Lebern viel empfindlicher gegentber Schadigung durch warme
(Caraceni et al., 1999) als auch durch kalte (Minor et al., 2000) Ischamie/Reperfusion
waren.

Der demographische Wandel der Bevdlkerung in Europa spiegelt sich auch in der
Altersverteilung der verstorbenen Organspender wider. In den letzten Jahren hat sich
der Anteil der verstorbenen Spender mit erhdhtem Lebensalter stetig erhdht, noch in
2004 waren ca. 32 % der Leichenleberspender Uber 55 Jahre alt, schon vier Jahre
spater waren es 39 % (Eurotransplant International Foundation: Annual Report 2008).
Wie die Leberverfettung des Spenderorgans wird auch der Stellenwert des
Spenderalters  sehr unterschiedlich  diskutiert. Obwohl keine hepatischen

Funktionsstorungen mit einem erhdhten Lebensalter einhergehen, treten
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physiologischerweise altersbedingte Veradnderungen wie die Abnahme des
Lebergewichtes und des —volumens als auch ein reduzierter Blutfluss auf (Wynne et al.,
1989). Einerseits konnten ein signifikant schlechteres Organtberleben bei Spendern
Uber 55 Jahre (Adam et al., 2000), bei Spender Uber 70 Jahre sogar ein schlechteres
Patienten- und Organuberleben (Busquets et al., 2001) verifiziert werden. Dem
gegentber hatte das Lebensalter der Spender in anderen Studien keinen Einfluss auf
das Organuberleben (Cescon et al., 2008). Dennoch kommt bei der Transplantation
alterer Spenderlebern den anderen Risikofaktoren additiv oder gar potenzierend eine
schwerwiegendere Bedeutung zu. Leberverfettung und eine verlangerte kalte
Ischamiezeit konnen hier zu erhdhter Inzidenz an Organdysfunktion fihren (De Carlis et
al., 1999). Schwerstkranke Patienten profitieren ebenfalls nicht von der
Lebertransplantation eines éalteren Spenders (Cameron et al., 2006). Eine weitere
kritische Patientengruppe bei der Transplantation einer Leber eines alteren Spenders
sind Patienten mit einer HCV-Infektion-bedingten Leberzirrhose, die ein erhdhtes Risiko
des Wiederauftretens der Infektion sowie ein reduziertes Transplantat- und
Patientenliberleben aufweisen (Cameron et al., 2006; Mutimer et al., 2006).

Einer der Hauptgrinde fir eine initiale Organdysfunktion ist der erlittene
Ischamieschaden. Eine verlangerte kalte Ischamiezeit stellt einen unabhéngigen
Risikofaktor flr den Leberkonservierungsschaden dar (Briceno et al., 2002).
Kaltischamiezeiten von 12 Stunden und mehr sind oft allein durch die logistischen
Gegebenheiten der Organzuteilung unvermeidbar. Transplantate, die mit einer
Kaltischamiezeit von > 14 Stunden verpflanzt werden, weisen einen verlangerten
postoperativen Verlauf, vermehrtes Vorkommen von Gallenwegsstrikturen und ein
vermindertes Transplantatiberleben auf (Piratvisuth et al. 1995). Das mittel- und
langfristige Uberleben verbessert sich signifikant bei einer Kaltischamiezeit von < 12
Stunden (Adam et al., 2000).

Nach den guten Resultaten in der Transplantation von Nieren nicht-herzschlagender
Spender hat auch in der Lebertransplantation der steigende Anteil an Spenderlebern
nichtherzschlagender Spender (NHBD) zur Erweiterung des Spenderpools beitragen
kénnen. So hat sich in den von Eurotransplant versorgten Landern der Anteil der
Lebern von nichtherzschlagenden Spendern von absolut 13 Organen in 2004 auf 46 in
2008 erhoht (Eurotransplant International Foundation: Annual Report 2008), in den USA
fiel die Steigerung sogar noch deutlicher aus. Hier waren im Jahr 2000 39 und schon in

2006 277 Lebern von nichtherzschlagenden Spendern, was einen Anteil von 4,7 % an
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allen durchgefihrten Lebertransplantationen ausmacht, transplantiert worden (Freeman
et al.,, 2008). Grundséatzlich muss bei der Organgewinnung von NHBD nach der
Maastricht Klassifikation zwischen einem kontrollierten und einem unkontrollierten
Modus unterschieden werden, wobei die Organe der ersteren Art weniger Schaden
nehmen und groReres Erholungspotenzial besitzen als die der zweiten (Reich et al.,
2000). Viele Studien zeigen das signifikant schlechtere Transplantat- und
Patientenliiberleben bei der Verwendung von Lebern aus nichtherzschlagenden
Spendern (Abt et al., 2004). Trotz des htheren Risikos eines Transplantatversagens,
von Merion et al. unter Einbeziehung weiterer Risikofaktoren sogar auf 85 % beziffert
(Merion et al., 2006), und einer verzogerten Organfunktion wurden in anderen Studien
akzeptable Langzeitergebnisse erreicht (Manzarbeitia et al., 2004). Bei NHBD spielt
gerade die Dauer der Ischdmiezeit eine zentrale Rolle fur das langfristige
Transplantatiberleben (Mateo et al., 2006).

Die Betrachtung der einzelnen Risikofaktoren eines Spenderorgans fur das
Transplantat- und  Patiententberleben bildet die heutige  Situation in
Transplantationschirurgie jedoch nur mehr unzureichend ab. Um dem Organmangel
und der ,unpassenden‘ Verwendung von Transplantaten, die ggf. eine
Retransplantation, mit wesentlich schlechteren Daten im Transplantat- und
Patienteniiberleben, erforderlich macht, erfolgreich zu begegnen, ist in den letzten
Jahren dem gleichzeitigen Auftreten mehrerer Marginalitatskriterien sowie der
Bedeutung einer individuelleren Spender-Empfanger-Selektion vermehrt Rechnung
getragen worden. Berechnungsmodelle zur Bewertung von mehreren kombinierten
Marginalitatskriterien wurden mit dem EDC Scoring System und dem Donor Risk Index
(DRI) etabliert (Cameron et al., 2006; Feng et al., 2006). Feng et al. konnten zeigen,
dass ein erhohter DRI zu jedem Posttransplantationszeitpunkt mit einer reduzierten
Transplantatiberlebensrate verbunden war (Feng et al., 2006). Risikofaktoren des
Empfangers, die mit initial schlechter Leberfunktion assoziiert sind, umfassen einen
hohen MELD-Score (Model of Endstage Liver Disease), ein erhéhtes Lebensalter, einen
reduzierten medizinischen Status und den Umstand der Retransplantation. Diese
Faktoren stellen zwar keine direkten Eigenschaften eines als marginal klassifizierten
Organs dar, beeinflussen jedoch die Qualitat der Spenderleber betrachtlich und kénnen
somit als Merkmale des Empféangers zur Generierung des Marginalstatus eines Organs
im Empfangerorganismus beitragen. Der zunehmende Gebrauch von marginalen

Spenderlebern wirft die Frage nach der Positionierung hinsichtlich deren Vergabepraxis
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an Patienten mit hohem MELD-Score auf, deren Transplantationsdringlichkeit am
hochsten einzustufen ist. Amin et al. fanden in ihrer Studie, die die Uberlebensraten von
Patienten auf der Warteliste mit der von  Soforttransplantierten  bei
Verfugbarkeit eines Marginalorgans verglich, heraus, dass Patienten mit einem MELD-
Score >20 einen 1-Jahres-Uberlebensvorteil durch die Transplantation hatten (Amin et
al., 2004). Die Ergebnisse einer retrospektiven Studie aus dem Jahr 2006, wonach das
relative Risiko des Transplantatversagens einer marginalen Leber (DRI >1,7) nicht vom
MELD-Score abhangt (Maluf et al., 2006), stellen dies und die Resultate von Schaubel
et al. in Frage. Hier zeigte sich namlich der Vorteil der Transplantation von
Marginalorganen bei Wartelistenpatienten mit erhdhten Sterberisiko, wohingegen fur
Wartelistenpatienten mit niedrigem oder mittleren Risiko, zu versterben, die
Transplantation sowohl marginaler als auch risikoarmer Spenderlebern keinen
Uberlebensvorteil bedeutet (Schaubel et al., 2008). Dies bestatigen Feng et al. in ihrer
Arbeit (Feng et al., 2006). Gangige Praxis besteht heute darin, dass Marginalorgane
zumeist in Patienten mit niedrigem MELD-Score transplantiert werden.

Zur Vollstandigkeit halber seien weitere EinflussgréRen auf die postoperative
Leberfunktion wie die Dauer der warmen Ischamiezeit im Empfangerorganismus,
perioperative technisch-chirurgische Komplikationen und der Einsatz von Blutprodukten
erwahnt.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass zum optimalen Ergebnis einer
Transplantation und zum sinnvollen Gebrauch von Marginalorganen die Risiken des
Verbleibens auf der Warteliste, die des Spenders und die des Empfangers bedacht
kalkuliert werden missen. Die geeignete Verwendung von Marginalorganen in der
Lebertransplantation stellt eine sichere Methode zur Erweiterung des Spenderpools und
zur Reduktion der Wartelistensterblichkeit dar (Barshes et al., 2007). Da auch zuklnftig
dem kritischen Organmangel effizient zu begegnen ist, stellt die optimierte Verwendung
und Konditionierung von  Marginalorganen eines der Ziele in  der
Transplantationschirurgie dar. Neue Strategien der Organkonservierung, extrakorporale
Organperfusion, Anwendung zellprotektiver Substanzen und die Entwicklung
verlasslicher Parameter zur Vorhersage der postoperativen Transplantatfunktion
konnen die Resultate in der Transplantation marginaler Lebern verbessern und sind
deshalb unabdingbar, vielleicht auch zukulnftig zur expandierten Nutzbarmachung von

Marginalorganen beizutragen.
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1.4 Die isolierte, extrakorporale Leberperfusion

Die Technik der isolierten extrakorporalen Leberperfusion dient, mit der Mdglichkeit der
exakten Definition und Reproduzierbarkeit der Versuchskonditionen, sowohl der
Einschatzung der Organfunktion und der durch Ischdmie/Reperfusion hervorgerufenen
Organschadigung (Hellinger et al., 1997) ohne die Notwendigkeit der Durchfihrung
einer kompletten Lebertransplantation. Desweiteren kann die Maschinenperfusion zur
Organkonditionierung, z.B. nach warmer Ischamie (Garcia-Valdecasas et al., 1998), zur
dynamischen Konservierung im Rahmen von Transplantationen (Brettschneider et al.,
1968) als auch bei ausreichend erhaltener Organvitalitdt zur Therapie des akuten
Leberversagens als temporéres Leberersatzverfahren verwendet werden. Anhand der
Bestimmung der Galleproduktion, der Transaminasenfreisetzung, der Evaluierung der
metabolischen  Funktionsparameter, der mikro- und makrozirkulatorischen
Hamodynamik  sowie des  Sauerstoffverbrauches  kdnnen  verschiedenste
pharmakologische Fragestellungen als auch viele Aufgabenstellungen auf dem Gebiet
der Lebertransplantation beantwortet werden. Einschrankend muss jedoch gesagt
werden, dass trotz optimiert angepasster Versuchsbedingungen an die physiologischen
Verhéltnisse die Funktion der extrakorporal perfundierten Leber nicht der im
Organismus entspricht (Mets et al., 1993).

Die Idee der extrakorporalen Perfusion im Sinne der experimentellen Forschung beruht
auf der Disposition eines explantierten Organs in einem offenen oder geschlossenen
artifiziellen Kreislauf. Dabei wird die Leber in einem Reservoir gelagert und, zumeist
Uber Rollenpumpen, durch Konnektion ihrer GefalRversorgung zur Perfusatlésung in
Beziehung gesetzt. Durch Gestaltung der Versuchsrahmenbedingungen, bspw. der
Zusammensetzung der Perfusionslosung, der Abwandlung der hamodyamischen
Druck- und/oder Flusskonstanten, der Anderung in der Blutgaszufuhr und in der
Temperierung sowie dem Zusatz von Versuchsstoffen bietet diese Methode unter
Reduzierung unerwinschter Einflussfaktoren eine relativ einfache Handhabung. Das
Verfahren, das 1942 als Technik zur Beurteilung des Leberzellmetabolismus im
isolierten Rattenlebermodell Anwendung fand (Trowell 1942), ist seit langem bekannt.
Limitierender Faktor fur die Perfundierbarkeit von Leber der Grof3tiere war die Zeit. So
konnten Schweinelebern initial nur wenige Stunden (Abouna et al., 1973) perfundiert
werden, was spater durch technische Adaptationen der Perfusionsapparatur und durch
Innovationen auch bis zu 24 Stunden bei nahezu allen Grof3tierlebern méglich war

(Neuhaus, Blumhardt 1993). Bei Hundelebern konnte die Konservierung mithilfe der
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kontinuierlichen Perfusion im hypothermen isolierten Perfusionskreislauf sogar auf 72
Stunden, mit anschlielender erfolgreicher Transplantation, ausgedehnt werden
(Pienaar et al., 1990).

Ziel der Organkonservierung mit Konservierungslésungen ist der optimale Erhalt der
Organfunktion durch Schutz zellulérer Vitalitat unter Ischamiebedingungen. Der Einsatz
der extrakorporalen Perfusion zum Zwecke der Organkonservierung und —kondi-
tionierung, der mehr logistischen Aufwand und hohere Kosten erfordert, muss gerade
im Hinblick auf die expandierende Nutzung von Marginalorganen, bspw. bei Organen
aus nicht-herzschlagenden Spendern mit starker ischamischer Schédigung kritisch
diskutiert werden (Schon et al., 1998). Das Prinzip der Maschinenperfusion als Methode
der Organkonservierung wurde initial von Belzer beschrieben (Belzer et al., 1970).
Weiterflhrende Arbeiten zeigten, dass sich die Funktion ischamisch alterierter Lebern
nach 24 Stunden normothermer Perfusion im Gegensatz zur Kaltkonservierung in UW -
Losung regenerieren konnte (St Peter et al., 2002). Dies ist gerade im Hinblick auf die
kurze sichere Warmischamietoleranz der humanen Leber von Bedeutung (Huguet et al.
1978). Jedoch scheiterte die extrakorporale normotherme Maschinenperfusion,
Schweinelebern nach einer Stunde Warmischamie- und einer oder vier Stunden
Kaltischamiezeit am Leben zu erhalten, wie Reddy und Mitarbeiter in ihren Studien
belegen konnten (Reddy et al., 2004; 2005). In der Ausweitung der maximal mdglichen
Konservierungszeit vor einer geplanten Transplantation und in der Konditionierung von
Marginalorganen, wo Konservierungslosungen schnell an ihre Grenzen stof3en, kdnnten
dennoch Vorteile der dynamischen Methode der extrakorporalen Perfusion gegentber
der Lagerung in einer Konservierungslésung liegen. Die Rolle der Mikrozirkulation und
deren Verstandnis bei I/R-Schéadigung von Transplantaten offenbaren wesentliche
Vorzige der kontinuierlichen Perfusion des Transplantatorgans gegeniber der
Kaltkonservierung in Konservierungslésungen. Durch Vasokonstriktion bei Hypothermie
erreicht die Konservierungslésung viele Organabschnitte nicht, so dass unweigerlich
eine gestorte Mikrozirkulation bei der Reperfusion resultiert. Eine erfolgreiche Perfusion
unbeeintrachtigter Schweinelebern gelang Uber 72 Stunden (Butler et al., 2002).
Schweinelebern, die im extrakorporalen Kreislauf normotherm perfundiert werden, sind
kalt konservierten Lebern im Transplantationsmodell Gberlegen (Schon et al., 2001).

Als Therapieoption im klinischen Kontext bei akutem Leberversagen wurden weder im
homologen Modell mit humanen Lebern (Lie 1981) noch in heterologen Konzepten

unter Einsatz von Lebern unterschiedlicher Grolitierspezies (Lie 1981; Winch 1971)
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zufriedenstellende Resultate erzielt. Durch Anlage eines veno-vendsen Bypasses
wurde das Patientenblut dem extrakorporalen Organ zugefuhrt. Erstmalig setzten Sen
et al. in Indien bei finf Patienten und Eiseman et al. in den USA bei acht Patienten mit
akutem Leberversagen die extrakorporale Maschinenperfusion ein (Sen et al., 1966,
Eiseman et al., 1965). Im ersten Fall wurde das allogene Verfahren mit humanen
Lebern etabliert, im zweiten das xenogene unter Verwendung von Schweinelebern.
Entgegen friheren Annahmen ubertrifft der Erfolg der extrakorporalen Perfusion mit
Schweinelebern in der Behandlung des akuten Leberversagens die konventionelle
intensivmedizinische  Behandlung nicht, die extrakorporale Perfusion mit
nichttransplantablen menschlichen Lebern als temporares Unterstitzungssystem
koénnte jedoch von praktikablem Nutzen sein (Pascher et al., 2002).
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2 ABLEITUNG DER AUFGABENSTELLUNG

Der  zytoprotektive  Effekt von  Prostazyklinanaloga zum  Schutz  vor
Ischamie/Reperfusionsschadigung wie die effektive Therapie des primaren
Organversagens bzw. der initial beeintrachtigten Organfunktion durch Einsatz von
Prostaglandinen lassen sich anhand vieler klinischer Studien eindrucksvoll belegen.
Eine systematische Untersuchung der Spenderbehandlung, der Modifizierung der
Konservierungslésung und der Empfangerbehandlung sind bisherige Protokolle
allerdings schuldig geblieben. Dabei ist die Konditionierung der Leberfunktion nach
einer langeren Ischamiezeit, gerade bei zunehmender Verwendung von
Marginalorganen, von zentraler Bedeutung. Um postoperative Komplikationen moglichst
kalkulierbar und so gering wie moglich zu gestalten, spielen neben hoher chirurgischer
Arbeitsqualitdt und kurzen Ischamiezeiten vermehrt der Einsatz von Testsubstanzen
wie z.B. Prostaglandine und die normotherme extrakorporale Leberperfusion zur

Optimierung der Transplantatfunktion eine Rolle.

2.1 Zielsetzung

Mit der vorliegenden Arbeit sollte der Vergleich zwischen zu verschiedenen Zeitpunkten
verabreichten Prostazyklintherapieregimen durchgefiihrt werden, und anhand der
Auswertung von Funktion- und Schadigung am Schweinelebermodell der Nachweis des
optimalen Behandlungskonzeptes erbracht werden.

Folgende Fragestellungen galt es zu beantworten:

- ob die Spendervorbehandlung, die Modifizierung der Konservierungslosung oder die
Reperfusatbehandlung den gunstigsten Effekt auf die Funktions- bzw.
Schadigungsparameter hat

- ob der Effekt der lloprostgaben in den verschiedenen Behandlungsgruppen,
untersucht im Rahmen der extrakorporalen Reperfusionszeit von acht Stunden,
nachhaltig oder temporar war

- ob lloprost mit seinem spezifischen Wirkprofil auf bestimmte Leberfunktionen und
Schadigungsmuster, hervorgerufen durch 20 Stunden kalte Ischamie, einen
vorzugsweisen Effekt zeigt

- ob die gemessenen Schadigungs- und Funktionsparameter geeignet sind, eine
Gruppenunterscheidung hinsichtlich der Uber- oder Unterlegenheit eines lloprost-
Therapieregimes zu gewahrleisten

- ob das sich im Experiment Uberlegen zeigende Behandlungsregime im Kklinischen
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Alltag der Transplantationschirurgie sinnvoll und praktikabel anzuwenden ist.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Die Leberexplantation

Als Organspender dienten zehn bis 16 Wochen alte, antibiotikafrei ernahrte
Lauferschweine der deutschen Landrasse mit einem Gewicht zwischen 22 bis 26 kg
(Mittelwert: 23,7+1,56 kg) aus der Landwirtschaft Sommerfeld Bandenburg, Seddiner
See. Diese wurden bis zu zwolf Stunden vor der OP unter normaler Nahrungszufuhr
gehalten, dann unter Nahrungskarenz mit freiem Zugang zu Wasser gestellt. Zur
Operation wurden die Schweine wie folgt pramediziert. Zur Sedierung wurden 4-6 mg
Azaperon (Stresnil, Fa. Janssen) per kg Korpergewicht i. m., 10 mg Ketamin
(Ursostamin, Fa. Serumwerk Bernburg AG) per kg Korpergewicht und 0,05 mg Atropin
per kg Korpergewicht i.m. in der Mischspritze verabreicht. Die Tiere wurden in
Ruckenlage auf dem OP-Tisch gelagert. Vor der orotrachealen Intubation wurde die
Narkoseeinleitung mit 0,25-0,5 mg Etomidat (Etomidat Lipuro, Fa. B. Braun,
Melsungen) i.v. durchgefuihrt. Nach Uberprifung des Wachheitsgrades erfolgte die
Intubation mit Hilfe eines speziellen Laryngoskops. Zur Inhalationsnarkose wurde ein

Gasgemisch aus 40 % O,, 60 % N,O und 1,5-1,8 % Isofluran Uber den Ventilog

Capnolog Sulla 800 V (Dragerwerk Lubeck) inklusive Schlauchsystem vom Dragerwerk
Libeck verwendet. Nach der Intubation wurden 4 mg Pancuroniumbromid i.v.
appliziert, bei Bedarf wurde die Gabe von 2-4 mg Pancuroniumbromid i.v. zur
Relaxationsverbesserung wiederholt. Wahrend der Operation wurde die Beatmung mit
einem Atemzugvolumen von 100-150 mi/kg Kérpergewicht, einem angestrebten EtCO,
von 32-36 mmHg und einem Beatmungsdruck von < 20-25 cm H,O mit dem Siemens
Ventilator 711 durchgefihrt. Zur Uberwachung des endexpiratorischen Volumens, des
Beatmungsdrucks sowie der Sauerstoffkonzentration verwendeten wir das Gerat
Flowmeter Unit 770 der Firma Siemens. Der intraoperativen Uberwachung der
Blutgaspartialdriicke sowie der arteriellen Driicke dienten Intensiviiberwachungsgeréate
der Dragerwerke AG Lubeck.

Ein Urindauerkatheter wurde nach der Narkoseeinleitung gelegt. Nach erfolgter
Narkotisierung begann die Operation der Versuchstiere unter sterilen Bedingungen.
Zunachst wurden die Arteria carotis communis und die Vena jugularis jeweils einer
Seite fur die spéatere Entblutung prapariert und mit einem Kunststoffschlauch
(Heidelberger Verlangerung der Fa. B. Braun, Melsungen) kandliert. Die Kanulierung

der Arteria carotis externa erfolgte zur intraoperativen Blutgasanalyse und zur
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Blutdruckmessung. Nach erfolgter medianer Laparotomie wurde zunachst der Ductus
cysticus aufgesucht und ligiert. Zur Messung der intraoperativ und spater in der
Reperfusion produzierten Galle wurde der Ductus choledochus mit einer Heidelberger
Verlangerung (Fa. B. Braun, Melsungen) kanduliert und nachfolgend distal ligiert. Die
intraoperativ aufgefangene Galle wurde einem Sammelgefald zugefuhrt. Anschliel3end
erfolgte das Aufsuchen und Freilegen der distalen Aorta abdominalis und der Vena
cava inferior kurz proximal dem Abgang der lliacalgefa3e. Die proximale Aorta
abdominalis wurde in HOhe des Hiatus aorticus ebenfalls aufgesucht und freiprapariert.
Unter Perforation des Zwerchfells erfolgte die Ligatur des Gefal3es unmittelbar vor dem
Start der Kaltperfusion. Parallel hierzu wurde die Entblutung des Schweins aus der
Arteria carotis communis und der Vena jugularis interna mit der Gabe von 10.000 IE
Heparin in die Arteria carotis communis eingeleitet. Wahrend der Entblutungszeit
wurde die distal préaparierte Vena cava inferior ligiert. Die distale Aorta abdominalis
wurde unterbunden, unmittelbar proximal davon durchtrennt und an das luftleere
Infusionssystem angeschlossen. Dann wurde die Kaltperfusion mit 2000 ml 4 °C kalter
HTK-L6sung (Custodiol™, Dr. Koehler Chemie, Alsbach-Haehnlein, Germany) tiber die
distale Aorta retrograd gestartet. Neben der Leber wurden auch alle anderen
Bauchorgane mit der Konservierungslosung perfundiert. Zeitgleich zur HTK-Perfusion
wurden alle intraabdominal liegenden Organe mit 2.000 ml 4 °C kalter Kochsalzlésung
von extern gekihlt. Nach der ca. dreiminlitigen kalten Perfusion mit der HTK-L&sung
(Custodiol™, Dr. Koehler Chemie, Alsbach-Haehnlein, Deutschland) wurde die Vena
cava inferior eroffnet und von distal bis zu den Abgéngen der Nierenvenen prapariert.
Die Vena portae, die Arteria gastroduodenalis und die Vena lienalis wurden entlang
des oberen Randes des Pankreas dargestellt und in ausreichendem Abstand zur Leber
abgesetzt. AnschlieRend erfolgte die Préaparierung der Aorta abdominalis von der
Bifurkation der lliakalgefalRe nach proximal bis zum Abgang der Nierenarterien und
vom Hiatus aorticus nach distal bis zum Truncus coeliacus. Die Arteria hepatica
communis wurde dargestellt und unmittelbar distal des Abgangs vom Truncus
coeliacus leberfern abgesetzt. Bei der gesamten Gefal3praparation wurde auf
schonende Technik ohne GefalRklemmen Wert gelegt, um moégliche Intimaschaden mit
nachfolgenden Durchblutungskomplikationen zu minimieren. Nach Durchtrennung der
Halteligamente wurde die Leber entnommen. Das isolierte Organ wurde anschliel3end
mit der Waage der Firma Sartorius (Inventarnummer 146471, geeicht bis 2004)

gewogen und in einem geschlossenen Gefal3 in zwei Litern 4 °C kalter, die Leber
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allseits umgebener HTK-Losung auf Eis gelagert. Es erfolgten eine
Gewebeprobenentnahme, die Dokumentation der makroskopischen Lebermorphologie
und Konsistenz, die Erfassung der intraoperativ produzierten Gallefliissigkeit und die
Kanulierung der Vena portae sowie der Arteria hepatica communis mit sterilen
Konnektoren zwischen 2 und 6 mm Durchmesser (Fa. Jostra, Hirrlingen). Die
Operation nebst samtlichen Vor- und Nachbereitungen fir die nachfolgende
Reperfusion erfolgte unter sterilen Bedingungen und dauerten etwa eine Stunde. Nach
der Explantation wurde die Leber einer 20stiindigen Kaltisch&dmie in zwei Litern HTK
bei 4 °C in einem geschlossenen Gefald ausgesetzt.

Abbildung 3: Explanierte Schweineleber unmittelbar vor Beginn der 20stiindigen Kaltischémie in
HTK, oben rechts kanulierte Galleableitung

Die Ischamietoleranz der Leber in HTK betragt nach der Literatur zehn bis zwolf Stunden
(Feng et al.,, 2006; Pokorny et al.,, 2004). Die HTK-Lésung zur Konservierung von
Organtransplantaten und zur Organprotektion bei Eingriffen in Blutleere besteht im
Wesentlichen aus einem Elektrolytgemisch, einem organischen Puffer
Histidinhydrochlorid/Histidin, der essentiellen Aminoséure Tryptophan sowie Mannitol. Die
Gesamtosmolaritat der Losung liegt geringfigig Uber der normalen Plasmaosmolaritét.

Tabelle 3 zeigt die genaue Zusammensetzung der HTK-Ldsung.

Bestandteil Konzentration in mmol/|
NacCl 15
KCI 9,0
MgCl2-Hexahydrat 4,0
Histidinhydrochlorid-Monohydrat 18
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Histidin 180

Tryptophan 2,0
Mannitol 30
CaCl2x2 H20 0,015
Kaliumhydrogen-2/oxopentandioat 1,0

Tabelle 3: Zusammensetzung der HTK-Konservierungslésung

3.2 Einteilung der Versuchsgruppen

Gruppe 1 (Kontrollgruppe): n=7 Lebern wurden nach 20stundiger kalter Ischamie in zwei
Litern HTK-LOsung normotherm acht Stunden im geschlossenen extrakorporalen Kreislauf
rezirkulierend perfundiert.

Gruppe 2 (Perfusion mit Spendervorbehandlung): n=7 Lebern wurden intraoperativ mit
1ug lloprost/ kg KG als intraaortale Bolusinjektion ca. zwei Minuten vor dem Start der
retrograden Kaltperfusion mit HTK vorbehandelt. Nach 20stiindiger kalter Ischamie in zwei
Litern HTK-L6ésung wurden die Lebern der Gruppe 2 acht Stunden normotherm im
geschlossener extrakorporalen Kreislauf rezirkulierend perfundiert.

Gruppe 3 (Perfusion mit Modifizierung der Konservierungslosung): n=7 Lebern
wurden nach 20stundiger kalter Ischamie in zwei Litern HTK + 25 pg lloprost =
(0.0125pg/ml) acht Stunden normotherm im geschlossenen extrakorporalen Kreislauf
rezirkulierend perfundiert.

Gruppe 4 (Perfusion mit Modifizierung der Reperfusionslésung): n=7 Lebern wurden
nach 20stindiger Kaltischamie in zwei Litern HTK-Losung acht Stunden normotherm im
geschlossenen extrakorporalen Kreislauf rezirkulierend perfundiert, dabei wurde dem
Perfusionsmedium lloprost in einer Dosierung von 0,0021ug/kg/min kontinuierlich via

Perfusor hinzugesetzt.

Gruppe Anzahl (n) Gewicht (g) Ischamiezeit (h) Perfusionszeit (h) lloprostbehandlung

1 7 604177 20 8 nein

2 7 594485 20 8 Spender

3 7 602+132 20 8 HTK-L&sung
4 7 584167 20 8 Reperfusion

Tabelle 4: Einteilung der Versuchsgruppen

3.3 Das Perfusionsmodell
Die extrakorporale Perfusion erfolgte in einer Apparatur aus zwei Rollerpumpen (Fa.

Stockert, Mlunchen) analog denen einer Herz-Lungenmaschine. Die Begasung des
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Perfusats mit Sauerstoff wurde Uber einen Membranoxygenator (Polystan Safe Mini
Pediatrics) mit einem regulierbaren Blutflussvolumen von 300 - 2300 ml/min gewahrleistet.
Weitere Bestandteile des Kreislaufs waren ein Warmetauscher mit Reservoirfunktion
(Cobe CML 50 - 101, Fa. Cobe), ein Silikoschlauchsystem (Silicon-Tubing, Aromado
Medizin Technik, Dusseldorf), ein Reservoirgefa zur Organlagerung sowie ein
Druckmesssystem (M 808, Fa. Lohmeier, Munchen) mit elektromagnetischem
Flussmesskopf (Cliniflow Il, Fa. Carolina Medical Electrics, King, USA), Luer-Konnektor
(Fa. Jostra, Hirrlingen) und Druckwandler (Transpac IV, Abott Laboratories, Morgan-Hill,
USA), das in den Silikonschlauch eingesetzt wurde.

3.3.1 Der Perfusionskreislauf

Die Perfusion der Vena portae erfolgte passiv druckkontrolliert aus dem gleichzeitig als
Reservoir dienenden Warmeaustauscher. Dabei bestimmte die Hohe der Flissigkeitssaule
im Warmetauscher direkt Uber dem Leberhilus den hydrostatischen Druck, der als
portalvendser Druck ca. 25 cm Wassersaule betrug. Die druckkontrollierte Perfusion der
Arteria hepatica communis erfolgte aus dem Reservoir Uber eine Rollerpumpe (Pumpe 2)
mit nachfolgender Oxygenierung im Membranoxygenator mit einem Mitteldruck von ca. 60
mmHg, welcher vor Erreichen der Leber mittels eines Drucksensors ermittelt wurde. Die
von den Pumpen erzeugte Perfusion der Arteria hepatica zeigte eine pulsatile Flusskurve.
Das Lagerungsgefal? fur die im Perfusat frei schwimmende Leber diente gleichzeitig als
Auffanggefall fur den passiven Abfluss aus den Venae hepaticae. Mittels einer weiteren
Rollerpumpe (Pumpe 1) wurde das Perfusat des Auffanggefal3es zum Reservoirbehélter
des Warmeaustauschers befordert. Der Perfusatspiegel im Reservoirbehélter wurde tber
die Regulation der Pumpe 1 konstant bei 25 cm Wassersaule Uber Leberniveau gehalten,
unabhéngig von portaler und arterieller Perfusion. Somit entsprach die Flussrate dieser
Pumpe 1 dem Gesamtfluss der Leber. Die Oxygenierung Uber den Membranoxygenator
wurde mit Carbogen (95 % Sauerstoff, 5 % Kohlendioxid) realisiert. Die Temperatur der
Perfusats betrug wahrend der gesamten Perfusion 37 °C und wurde vom

Warmeaustauscher automatisch reguliert.
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Abbildung 4: Schematischer Aufbau des Extrakorporalen Perfusionssystems. Abkiirzungen: RP 1:
Rollerpumpe 1 fihrt das gesamte, durch die Leber geflossene Perfusionsmedium dem Reservoir
zuriick. RP 2: Rollerpumpe 2, fuhrt einen Teil des Reservoirvolumens dem Oxygenator bzw. der
Flussmessung und dem arteriellen Stromgebiet der perfundierten Leber zu. ml/min:
Flussmessung. P: Druckaufnehmer. O,: Oxygenator.

3.3.2 Das Perfusat

Als Perfusat dienten je zwei Liter voll heparinisiertes, allogenes Schweineblut, 1,5 Liter
Basis- und Elektrolytlosung zur Hamofiltration (SH-BIC 35®/SH-EL 02®, B. Braun,
Melsungen) sowie 500 ml 6%ige HAES-LAsung (Fa. Fresenius Kabi, Bad Homburg). Die

gebrauchsfertige Hamofiltrations-Basislosung SH-BIC 35 enthélt:

Komponente Konzentration in mmol/ |
Na+ 140

K+ 2,0

Caz+ 15

Mg2+ 0,5

Cl- 111

HCO* 35

wasserfreie Glukose 55

theoretische Osmolalitat in mOsm/I 296

pH 7,2-7,5

Tabelle 5: Zusammensetzung der Hamofiltrations-Basislésung SH-BIC 35

Die Elektrolytlosung zur Bicarbonat- Hamofiltration SH-EL 02 setzt sich wie folgt

Zzusammen:
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Komponente Konzentration in mmol/|

Na+ 72

K+ 18

Caz+ 13,5

Mg2+ 4,5

Cl- 153
theoretische Osmolalitat 311 mOsm/I

Tabelle 6: Zusammensetzung der Elektrolytldsung SH-EL 02 zur Bicarbonat-Hamofiltration

Vor Reperfusionsbeginn wurde die Zirkulation im Perfusionskreislauf mit samtlichen
Komponenten des Perfusats gestartet. Zunachst wurde die Hamofiltrationslésung in die
Apparatur gefullt und mit 10.000 IE Heparin und 40 mg Tobramycin (Fa. Cell Pharm)
versetzt, dann wurde das frische Schweineblut hinzugefugt, und die Zirkulation mit
Oxygenierung und Erwarmung wurde gestartet. Insgesamt zirkulierten vier Liter
Perfusatflissigkeit mit einem Hamatokrit von ca. 22-25 % und einem ungefdhren Hb von 7
mg/dl. Nach vier Stunden Perfusionszeit wurden dem Perfusat erneut 40 mg Tobramycin
(Fa. Cell Pharm) und 10.000 IE Heparin zugesetzt.

3.3.3 Die Organperfusion

Nach einer 20stindigen Kaltischamiezeit bei 4 °C in HTK-Lésung wurde die Leber
zunachst mit 1,5 Litern 4 °C plasmaisotoner Elektrolytlésung (Basis- und Elektrolytldsung,
SH-BIC35®/SH-EL02®, B. Braun, Melsungen) geflusht. Das Effluat wurde aufgefangen.
Dann wurde die Leber in das mit 37 °C warmer Perfusionslésung gefiillte Auffanggefalid
gelegt. Die Konnektion der Vena portae und der Arteria hepatica an den
Perfusionskreislauf erfolgte nach Entliftung der Gefal3e durch Fillen der Kandlen mit dem
Perfusat. Die extrakorporale Perfusion Uber acht Stunden wurde mit dem Anschluss an
das Schlauchsystem gestartet. Dabei machte der portalvenése Fluss ca. 2/3 des
Gesamtflusses mit einem Druck von 25 cm Wassersaule fir die portalvendse Perfusion
aus. Der restliche Anteil fiel der mit 60-80 mmHg druckregulierten arteriellen Perfusion zu,

so dass ein Gesamtperfusatfluss von etwa 2-3 ml/g Lebergewicht/min erreicht wurde.
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Abbildung 5: Zeitliches Schema des Versuchsablaufs

3.4 Das Untersuchungsprogramm

3.4.1 Uberblick des Untersuchungsrepertoires in den Perfusionsgruppen

Die Lebermorphologie wurde makroskopisch zu bestimmten Untersuchungszeitpunkten
beurteilt. Das Lebergewicht wurde nach der Explantation und am Ende der Reperfusion
evaluiert. Dem Perfusat und allen vier Untersuchungsgruppen wurden Proben zur
Bestimmung biochemischer Parameter, in Tabelle 7 zusammengestellt, als auch
Parameter der Blutgasanalyse gemafd Tabelle 8 entnommen. Dokumentiert wurden zudem
die Menge der wahrend der Perfusion produzierten Galle, die Makrohdmodynamik sowie
die Mikrozirkulation. Der Perfusatfluss pro Gramm Lebergewicht mit jeweiligem arteriellem
und portalvenésem Anteil, die Widerstéande im arteriellen als auch im portalen Stromgebiet
wurden erfasst. Der Sauerstoffverbrauch wurde berechnet. Die Messung der
Mikrozikulation beinhaltete insbesondere die Bestimmung des tiefen Flusses. Es erfolgte
die molekularbiologische Analytik von TNF-a, RsNO und MPO aus dem rezirkulierenden

Perfusat zu ausgewahlten Zeitpunkten.
3.4.2 Biochemische Parameter

Zur halben, zweiten, vierten, sechsten und achten Stunde nach Start der Reperfusion

wurden Proben zur Bestimmung der folgenden Parameter entnommen:
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Stoffwechselparameter: Glucose, Harnstoff

Tabelle 7: Biochemische Untersuchungsparameter

Diese Bestimmungen erfolgten im Zentrallabor des Universitatsklinikums Charité, Standort
CVK an dem Gerat Modular der Firma Roche, Mannheim.

3.4.3 Blutgasanalyse

Zusammen mit der Probenentnahme fir die biochemischen Parameter zur halben,
zweiten, vierten, sechsten und achten Stunde erfolgte auch die Bestimmung der Blutgase.
Zur Einschatzung und Berechnung des Sauerstoffverbrauches wurden jeweils Proben aus
den arteriellen und portalvenésen Zuflissen vor der Leberpassage und aus den
Lebervenen nach Leberdurchfluss entnommen. Folgende Parameter wurden dabei

bestimmt;

BGA arteriell, portalvends, venés: pH-Wert, O,- und CO,-Partialdruck, Bicarbonat, O,-

Sattigung

Tabelle 8: BGA-Untersuchungsparameter

Ein OSM 3 Hemoximeter, Radiometer, Kopenhagen diente dabei als Analyseapparatur.

3.4.4 Bilanzierung der Galleproduktion
Die wahrend der Reperfusion gebildete Galle wurde aus dem Ductus hepatis communis
separiert einem offenen Sammelgefald zugefuhrt und pro Minute pro g Lebergewicht

bilanziert.

3.4.5 Makroskopische Beurteilung der Lebern

Parallel zu den Probenentnahmen fir die Labor- und BGA-Analytik erfolgte eine
makroskopische Gesamtbeurteilung der Leber durch die Untersucher. GemaR der unten
aufgefiihrten semiquantitativen Score (Tabelle 9) wurden der Qualitat von Farbe,
Konsistenz, Perfusion verschiedene Punkterange von 1 bis 4 zugeordnet. Der
Gesamtscorewert ergab sich durch Addition aller Punkterdnge, so dass die Qualitat des
Organs zur nullten, zweiten, vierten, sechsten und achten Stunde der Reperfusion

klassifiziert werden konnte (Tabelle 10).
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Bewertungskriterium Punktwert

Farbe homogen rosig 1
< 25 % fleckig 2
25 - 50 % fleckig 3
> 50 % fleckig 4
Konsistenz weich 1
partiell induriert 2
induriert 3
hart 4
Perfusion homogen 1
< 25 % inhomogen 2
25 - 50 % inhomogen 3
> 50 % inhomogen 4
Tabelle 9: Bewertungskriterien Makroskopie-Score
Gesamtpunktwert Beurteilung
10-12 stark marginale Organmorphologie und -funktion
7-9 marginale Organmorphologie und -funktion
4-6 leicht reduzierte Organmorphologie und -funktion
<4 geringgradig alterierte Organmorphologie und -funktion

Tabelle 10: Auswertung Makroskopie-Score

3.4.6 Messung der Gewichtsdifferenz

Die Leber wurde initial einmal direkt nach Explantation und direkt nach der achtstiindigen
Reperfusion mit einer digitalen Waage gewogen. Die Gewichtsdifferenz Am wurde als
Ergebnis der Gleichung Lebermasse mpostperiusionem - Lebermasse mMposttransplantatinem 1N

prozentualem Relativwert zum Ausgangsgewicht angegeben.

3.4.7 Messung der Makrohamodynamik

In den arteriellen Schenkel des Perfusatkreislaufs wurde in den das oxygenierte Perfusat
fuhrenden Teil des Silikonschlauchsystems ein elektromagnetischer Flussmesskopf
(Cliniflow Il, Fa. Carolina Medical Electronics, King, USA) sowie ein Luer-Konnektor (Fa.
Jostra, Hirrlingen) zum Anschluss eines Druckwandlers (Transpac 1V, Abott Laboratories,
Morgan-Hill, USA) zur Druckmessung (M 808, FA. Lohmeier, Minchen) eingesetzt. Der
Abstand zwischen beiden Messpunkten betrug 2 cm. Die Frequenzantwort des

Flussmesskopfes war bis zu einer Frequenz von 25 Hz niedrig und wies nach
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Herstellerangaben eine Phasenverschiebung von 3° auf. Die Dampfungsfrequenz des
Drucksystems betrug 15 Hz (Herstellerangaben). Die Messdaten wurden mit Hilfe einer
AD-Karte (DAS-16, Fa. ComputerBoards, Middleboro, USA) mit einer Abtastrate von 100
Hz aufgenommen und auf einem Notebook-Computer (Satellite Pro 420, Toshiba)
gespeichert. Nach Erreichen von Steady-State-Bedingungen wurden jeweils 3 Messreihen
von insgesamt 20 s Dauer zu den Messzeitpunkten zur halben, zweiten, vierten, sechsten

und achten Stunde aufgezeichnet.

3.4.8 Messung der Mikrozirkulation

Die Ermittlung des tiefen Gewebeflusses mittels Laser-Doppler-Spektroskopie mit dem
Depthselective | der Fa. LEA Medizintechnik GmbH, Giel3en. Hierzu wurden mit einer
Flachsonde, die der perfundierten Leberoberflache direkt aufgelegt wurde, die
Flussparameter in einer Tiefe von 8 mm Uber einen Monitor nach Erreichen von Steady-
State-Bedingungen fur ca. 20 Sekunden registriert. Messzeitpunkte waren zur halben,

vierten und achten Stunde nach Reperfusionbeginn.

3.4.9 Molekularbiologische Analysen

Zu drei Zeitpunkten, nach einer halben, vier und acht Stunden nach Beginn der
Reperfusion wurden dem zirkulierenden Perfusat Proben fir die Bestimmung von TNF-a
und Stickstoffmonoxid RsNO entnommen. Die Bestimmung der Myeloperoxidase MPO
erfolgte unmittelbar postoperativ nach der Explantation und am Ende der Reperfusion.

Zur Weiterverarbeitung erfolgte zunachst die Trennung von Serum und plasmazelluléaren
Bestandteilen durch Zentrifugieren der Proben unmittelbar nach Entnahme mit der
Zentrifuge Hettich Rotixa/RP der Fa. Hettich Zentrifugen, Deutschland, bei 20.000 r/min fur
funf Minuten. Der Uberstand wurde abpipettiert und bei -20 °C asserviert. Der Rest wurde
verworfen.

Fur die Bestimmung der Myeloperoxidase (MPO) wurden ca. 100-150 mg schwere
Lebergewebeproben unmittelbar postoperativ und nach acht Stunden der Reperfusion, die
keilférmig exzidiert und sofort nach Gewinnung in flissigem Stickstoff und nachfolgend bei

-20 °C kryokonserviert wurden, verwendet.

3.4.9.1 Bestimmung von RsNO (Nitroso-Thiole)
Ein grolRer Nachteil der Methode nach ,Griess“ zur indirekten Bestimmung von NO ist

die grol3e Storanfalligkeit. Besonders in biologischen Proben kommt es zu Interaktionen
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zwischen den SH-Gruppen und dem Griess-Assay (Tsikas et al., 1997). Die Sensitivitat
des Griess-Assays kann durch eine Abwandlung erhoht werden, hierzu erfolgte der
Nachweis der Nitroso-Thiole nach der Methode nach Griess.

Alle Reagenzien wurden auf Eis deponiert. Vorbereitend mussten zunachst
verschiedene Nachweislosungen bei Raumtemperatur angesetzt werden.

Lésung A: Natriumnitrit 14,5 mM
10 mg NaNO2 + 10 ml H20

= 14,5 mM
daraus: 100 pl + 9,9 ml H20 = 145 mM
Losung B: Ammoniumsulfat 0,005 %
Stock: 10 mg +10 ml H20 = mg/ml
daraus: 1 ml+ 19 ml H20 =1 mg/20 ml
Lésung C: HgCl,/Sulfaguanidin
HgCl, 0,062 % = 2,22 mM
5mg + 8 ml H20
Sulfaguanidin 0,32 % = 15 mM
100 mg + 32 ml 1N HCI
1 Teil HgCl, + 4 Teile Sulfaguanidin
Lésung D: N-Naphtylathylendiamin 0,01 %
2 mg + 20 ml H20
Standard: L-Cystein

9,7 mg+ 10 ml 1N HCI
verdunnen 1:200

50 pl + 10 ml HCI =40 pM

weiter mit HCI verdiinnen 1:2, also 20-10-5-2,5-1,25 bis 0,63 puM

Nun erfolgte das Ansetzen fur Leerwert, Standard und Proben nach folgendem Schema:

Leerwert Standard Probe
200 pl HCI 200 pl Standard 100 pl H20
200 pl Lsg. A 200 pl Lsg. A 100 pul Probe
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mischen, 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren lassen
200 pl Lsg. B 200 pl Lsg. B 100 pl Lsg. B
mischen, 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren lassen
200 pl Lsg. C 200 pl Lsg. C 100 ul Lsg. C
mischen, 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren lassen
200 pl Lsg. D 200 pl Lsg. D 100 pl Lsg. D
mischen

Nach 10 Minuten sind jeweils 300 pl in die Mikrotiterplatte zu geben.

Die photometrische Messung der Extinktion erfolgte bei 550 nm gegen den Leerwert im
Photometer Fluostar Galaxy der Fa. BMG LabTechnologies, Offenburg, Deutschland. Die
Erstellung der Auswertungsgraphen und Ermittlung der Untersuchungsergebnisse erfolgte
mit der Software der selbigen Firma.

3.4.9.2 Bestimmung von TNF-a

Der qualitative und quatitative Nachweis von TNF-a wurde mit dem Quantikine® Porcine
TNF-a/TNF SF2 Immunoassay der Fa. R&D Systems GmbH, Wiesbaden, Deutschland
durchgefiihrt. Dieser stellte einen 4,5 Stunden-Feste-Phase-ELISA dar, der sich der
guantitativen Sandwich-Enzym-Immunoassay-Technik bediente. Die EDTA-haltigen
Ausgangsproben wurden zunéchst fur 20 Minuten bei 1000 x g in der Zentrifuge 5417 R
der Fa. Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg, Deutschland zentrifugiert. Die
Kontrolle des Kits wurde mit 1,0 ml destilliertem Wasser wiederhergestellt, die Kontrolle
wurde unverdiunnt untersucht. Zur Herstellung des TNF-a-Konjugates wurden dem 0,5 ml
Konjugatkonzentrat in einem sterilen lichtundurchlassigen Behalter 11,0 ml
Konjugatverdinnung zugesetzt. Zum Ansetzen von 625 ml Waschpuffer wurden 25 ml des
nicht-auskristallisiertes Waschpufferkonzentrats in 600 ml destilliertes Wasser gegeben.
Die Herstellung des TNF-a-Standards erfolgte unter Zugabe von Kalibratorverdiinnung
RD6-33 mit nachfolgendem funfminttigem und dezentem Mixen unmittelbar vor
Anfertigung der Verdinnungsreihe. Fir die Herstellung der Verdiinnungsreihe wurden 200
pl der entsprechenden Kalibratorverdinnung in ein Polypropylenréhrchen gegeben. Unter

Verwendung einer Stammlosung wurde die folgende Verdinnungsreihe generiert:

33



Abbildung 6: Schema der Herstellung der Verdiinnungsreihe eines Immunoassays fur TNF-a

Vor dem Transfer ins nachste Rohrchen war jede Verdunnung kraftig zu mischen. Der
unverdinnte TNF-a-Standard diente dabei als hdchster Standard (1500 pg/ml), die
passende Kalibratorverdiinnung als Nullstandard (0 pg/ml).

Die Farbreagenzien A und B, als Substratldsungen verwendet, waren innerhalb von 15
Minuten vor Gebrauch zu gleichen Volumina lichtgeschitzt zusammenzumischen. Zur
Durchfuhrung des Assays waren alle Proben und Reagenzien, auf Raumtemperatur zu
erwarmen. Der Test hat gemall dem Standard in doppelter Ausfihrung stattgefunden. In
das Zentrum jeder Vertiefung der Mikrotiterplatte wurden 50 pl der Assay-Verdinnung
RD1-63 und dann anschlie®end jeweils 50 ul Standard, Kontrolle oder Probe hinzugefigt.
Zum Durchmischen wurde die Platte fir eine Minute sanft geklopft. Im Anschluss
inkubierten wir die Platte nach Abdeckung mit einem selbstklebenden Streifen fur zwei
Stunden bei Zimmertemperatur. Hiernach wurde der Inhalt jeder Vertiefung funf Mal
aspiriert und mit jeweils 400 yl Waschpuffern gewaschen. Dann wurden 100 pl Konjugat
jeder Vertiefung der Mikrotiterplatte zugegeben. Erneut wurde die abgedeckte Platte fir
zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Die oben beschriebene Aspiration und
Waschprozedur wurden wiederholt. 100 pl der Substratiésung wurden jeder Probe
zugefigt. Die erneute Inkubation flr 30 Minuten bei Raumtemperatur unter Lichtprotektion
war der nachste Durchflihrungsschritt. Um die Reaktion zu stoppen, wurden 100 ul der
Stoplésung in jedes Mikrotiterfach appliziert. Zum Durchmischen erfolgte wiederum
sanftes Klopfen der Platte. Innerhalb der folgenden 30 Minuten wurde bei einer
Wellenlange 450 nm die photometrische Absorption bzw. die optische Dichte am
Photometer Fluostar Galaxy der Fa. BMG LabTechnologies, Offenburg, Deutschland
gemessen.

Fur die Auswertung und Kalkulation der Daten wurde der Durchschnitt der zweifachen
Messungen fur jeden Standard, jede Kontrolle und jede Probe gebildet und der
Durchschnitt der optischen Dichte des Nullstandards subtrahiert. Zur Anfertigung einer
Standardkurve wurde ebenfalls die Software der Fa. BMG LabTechnologies zur die

Generierung einer 4-Parameter-logistischen (4-PL) Kurvenform verwendet.
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3.4.9.3 Bestimmung der Myeloperoxidase MPO

Fur die Gewebevorbereitung zur Bestimmung der Myeloperoxidase (MPO) wurden von
dem kryokonservierten Lebergewebe je Probe von 100 bis 150 mg, die unmittelbar
postoperativ und nach acht Stunden der Perfusion gewonnen wurden, eingewogen, und in
einem Roéhrchen unter Zusatz der unten aufgefihrten Reagenzien mit dem Ultra-Turrax
T25 der Fa. Janke & Kunkel GmbH & Co. KG, IKA-Labortechnik, Staufen, Deutschland
desmembraniert und dann auf Eis gesammelt. Fir jede Probe wurden 2 ml 0,05M KPE-
Puffer pH 6,0 versetzt mit 0,5 % HTAB bendtigt. Beide Reagenzien wurden bei
Raumtemperatur gelagert.

Zur Herstellung des KPE-Puffers 0,05 M:
6,81 g KH2PO4 (sauer, 136.09 g/mol) und 4 g K2EDTA in 1000 ml a. d. l6sen und den pH-Wert (6,0 und
5,4) mit 0,2 M K2HPO4 (basisch, 178.18 g/mol) einstellen.

Die Proben wurden nun 15 Minuten bei 3500 x g bei Raumtemperatur mit der Zentrifuge
5417 R der Fa. Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg, Deutschland zentrifugiert, bis
die Uberstande mdglichst klar waren. 1 ml des Uberstandes wurde in Eppendorfrohrchen
pipettiert und zwei Stunden bei 60 °C im Heraeus-Inkubator Typ B 6060 der Fa. Heraeus,
Hanau, Deutschland inkubiert. Anschlie3end wurden die Proben auf Raumtemperatur
abgeklhlt und erneut fur ca. zwei Minuten bei 15.000 x g in der Eppendorf-Zentrifuge
Zentrifuge 5417 R der Fa. Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg zentrifugiert. Die
Uberstande wurden fir die MPO-Bestimmung verwendet.

Es schloss sich die Standard-Herstellung nach den folgenden Schritten an:

1 U/ml MPO = 1000 mU/ml = 1 U/ml wurden in KPE pH 5,4 geldst, aliquotiert und bei -20
°C aufbewahrt. Die aufgetauten Standardkonzentrate (= hochster Standard) wurden im
Verhaltnis 1:2 mit KPE-Puffer pH 5,4 verdinnt und bei Raumtemperatur stehen gelassen.
Verwendet wurden Standards der Konzentrationen 15,7 / 31,25 / 62,5 / 125 / 250 / 500
und 1000 mU/ml. Als Leerwert diente der KPE-Puffer 0,05 pH 5,4. In eine 96-well-
Mikrotiterplatte wurden 25 ul Leerwert (doppelt), Standard (doppelt) und die Proben
pipettiert. Dann wurden 25 pl TMB-Losung und anschlieBend 190 pl H202-Lésung
zugegeben. Die Farbung auf der Platte schlug nach blau um. Nach grindlichem Mischen
erfolgte die Inkubation fur finf Minuten bei 37 °C im oben genannten Inkubator. Nach
Zugabe von 50 pl 2 M H2SO4 nahmen alle Proben eine gelbe Farbung an. Am
Photometer Floostar Galaxy der Fa.BMG LabTechnologies, Offenburg, Deutschland

wurde die Extinktionsanderung bei 450 nm gemessen.
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Der Rest der Probe wurde zur Protein-Bestimmung verwendet. Hierzu wurde das Protein
mit 100 bis 200 pl HCLO4 ausgefallt, grindlich gevortext mit dem Gerat MS1 Minishaker
der Fa. IKA Works, INC, Wilmington, NC und erneut kurz mit der Zentrifuge 5417 R der
Fa. Eppendorf- Netheler-Hinz GmbH, Hamburg zentrifugiert. Der verbleibende Uberstand

wurde verworfen und das Pellet zur weiteren Bestimmung gewaschen:

Zugabe von 2 ml destilliertes Wasser zum Pellet und Réhrchen vortexen mit dem MS1 Minishaker der Fa.
IKA Works, INC, Wilmington, NC, 10 bis 15 Minuten scharfe Zentrifugation mit der Zentrifuge 5417 R der Fa.
Eppendorf- Netheler-Hinz GmbH, Hamburg bei 3300 x g. Dann wurde der Uberstand abpipettiert. Abermals
Zugabe von 2 ml destilliertem Wasser, vortexen und zentrifugieren mit den oben genannten Geréten,
Uberstand abpipettieren, Zugabe von 2 ml Aceton, um das Pellet zu lésen, ebenfalls 10 bis 15 Minuten
scharf zentrifugieren bei 3300 x g. Nach Abkippen des Aceton-Uberstandes wurde das Pellet gut getrocknet,

bis alle Aceton-Rickstande verdampft waren.

Das gewaschene und getrocknete Pellet wurde nun in 1 ml 1 M NaOH gel6st. Der
Vorgang wurde im Wasserbad beschleunigt. Da die Proteinkonzentration im Gewebe
meist recht hoch ist, wurde eine Verdiinnung der geldsten Proben von 1:51 als sinnvoll
erachtet und durchgefuhrt:

Bei 100 mg Einwaage der Leberprobe und einer Verdinnung von 1:51 stellten wir mit 750
Ml aqua dest. und 15 ul geléste Probe eine Mischung her, analog dieser Formel wurden
bei unterschiedlichen Einwaagen unterschiedliche Verdinnungen erforderlich.

Die Standard wurde mit Rinder-Aloumin BSA, gel6st in a.d. hergestellt. Dieser wurde in
einer Verdunnungsreihe 1:2 verdiinnt, bis die Konzentration 62,5 ug/ml erreicht war
(verwendet wurden 500 / 250/ 125/ 62,5 pg/ml).

Fur die Protein-Bestimmung wurden 20 ul Probe/Standard/Leerwert in eine 96-well-
Mikrotiterplatte pipettiert. Standards und Leerwert wurden doppelt bestimmt. Nun setzte
man die bendtigte Menge des Rea-Mix aus BCA und Kupfersulfatiosung an (Rea-Mix: pro
Reihe 4 ml Bichinonic Acid Solution (BCA) + 80 pl CuSO4 (4%ig)). Man pipettierte 300 pl
der BCA-CuS0O4-Mischung zu den bereits vorgelegten 20 ul Proben in die Mikrotiterplatte
und deckte diese ab. Die Platte musste nun zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert
werden. Nach Ende der Inkubationszeit erfolgte die Messung der Extinktion im Photometer
Fluostar Galaxy der Fa. BMG LabTechnologies, Offenburg, Deutschland bei einer
Wellenlange von 562 nm.

Die Angabe der MPO-Konzentration erfolgt in mU pro mg Protein, der MPO-Wert
entspricht dem gemessenen, der gemessene Protein-Wert dagegen musste zur
Ergebnisermittiung noch mit dem Verdiunnungsfaktor multipliziert werden und zur MPO-

Konzentration in Beziehung gesetzt werden.
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3.5 Die Auswertung

3.5.1 Beschreibung der Versuchsergebnisse und der Statistik

Die Angabe der Glucose erfolgt als prozentuales Verhéltnis der Glucosekonzentration des
Messzeitpunktes zur Glucosekonzentration der Praperfusion, d.h. die des zirkulierenden
Perfusats im extrakorporalen Maschinenkreislauf ohne Disposition der Leber in der
Zirkulation. Die Messungen erfolgten alle zwei Stunden und initial nach 30 Minuten der
Reperfusion. Die Harnstoffkonzentration wurde in mg/dl/100g Lebergewicht angegeben,
der Messmodus glich dem der Glucose. Die Galleproduktion wurde in pl/min/g
Lebergewicht angegeben. Die Messungen erfolgten zur zweiten, vierten, sechsten und
achten Stunde der Reperfusion. Der Sauerstoffverbrauch, der Perfusatfluss, der portale
sowie der arterielle Fluss wurden in ml/min/g Lebergewicht zur halben, zweiten, vierten,
sechsten und achten Reperfusionsstunde gemessen. Der arterielle Fluss wurde hierbei als
prozentualer Anteil am Gesamtfluss berechnet und dargestellt. Der Widerstand wurde in
Torr/ml/min/g  Lebergewicht analog zu den Messzeitpunkten der Ubrigen
makrohdmodynamischen Parameter angegeben. Hinsichtlich des mikrozirkulatorischen
tiefen Gewebeflusses wurden Absolutwerte angegeben. Die Messungen erfolgten nach
der halben, vierten und achten Stunde der Reperfusion. Die Ergebnisse des Makroskopie-
Scores wurden durch Addition der den einzelnen Qualitatsmerkmalen zugeteilten Zahlen
zur nullten, zweiten, vierten, sechsten und achten Stunde der Reperfusion ermittelt. Die
Angabe der Gewichtsdifferenz erfolgte als prozentuales Verhdaltnis zwischen dem
unmittelbar nach Explantation gemessenen Lebergewicht und dem nach achtstindiger
Perfusion der Leber.

Die gemessenen TNF-a-Werte zur halben, vierten und achten Stunde nach Beginn der
Reperfusion wurden in pg/ml angegeben. Die Angabe der RsNO-Werte erfolgte in pumol/l,
gemessen wurde zur halben, vierten und achten Stunde nach Beginn der Reperfusion. Die
Myeloperoxidase MPO wurde in mU/mg Protein angegeben. Es wurde unmittelbar
postoperativ und nach acht Stunden der Reperfusion gemessen.

Die statistische Auswertung der in dieser Arbeit ermittelten Daten sowie deren grafische
Darstellungen erfolgten mittels handelstblichen Statistik- und Grafik-Programmen
SigmaStat 3,0 und SigmaPlot 2009 fur Windows (Systat Software Inc., San José, CA,
USA). Die Vergleiche zwischen den Versuchsgruppen wurden mit dem ANOVA-Test
durchgefuhrt. Parametrische Daten wurden als Mittelwert + Standartabweichung, ordinale

Daten als Median und Range dargestellt. Fur statistische Tests wurde ein Niveau von p <
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0,05 als statistisch signifikant angesehen, sowie in den Abbildungen entsprechend mit

unterschiedlichen Indizes (z.B. *) gekennzeichnet.

3.5.2 Berechnung der Flusswerte

Die Flussmenge pro Zeiteinheit in ml/min konnte direkt vom Display der jeweiligen
Rollerpumpe abgelesen werden. Der Fluss, den die Systemrollerpumpe erzeugte,
entsprach dem Gesamtfluss der Leber und wurde einzig durch den konstanten
Flussigkeitsstand im Depotgefald von genau 25 cm uber der Porta hepatis reguliert. Der
simultanen physiologischen Blutversorgung der Leber Uber die Portalvene sowie die
Arteria hepatica communis wurde durch getrennte Perfusion beider Systeme Rechnung
getragen, wobei die Flussmenge der Arterie druckkontrolliert mit ca. 65 mmHg Uber eine
zweite Rollerpumpe reguliert wurde. Die Perfusion Uber die Portalvene erfolgte passiv,
indirekt gesteuert Uber die Gesamtflussmenge pro Zeit. Ihr Beitrag zur Perfusion wurde im

Folgenden aus der Differenz von Gesamtfluss und arteriellem Anteil gebildet.

3.5.3 Berechnung des Sauerstoffverbrauches

Nach dem Fickschen Prinzip errechnet sich der Sauerstoffverbrauch VO:2 als Produkt
aus DurchblutungsgréRe Q und der Differenz aus arterieller und vendser O2-
Konzentration nach der Gleichung:

VO2 = avDoz- Q

Gleichung 1: Berechnung des Sauerstoffverbrauchs

Die Differenz des Gehaltes des an Hamoglobin gebundenen Sauerstoffs im zufihrenden
arteriellen und ableitenden vendsen Blut ergibt hierbei die arterio-vendse Differenz der
Sauerstoffkonzentrationen avDO2 gemal der Formel:

avDO, = [O2] art. - [O2] ven.

Gleichung 2: Berechnung der Sauerstoffdifferenz

Die Konzentration an chemisch gebundenem Sauerstoff berechnet aus der Hamoglobin-
konzentration [Hb], der Sauerstoffsattigung SO2 und der Hufner-Zahl fur Blut 1,34:
[O2] = 1,34 - [Hb] - SO2- 0,0001

Gleichung 3: Berechnung des chemisch gebundenen Sauerstoffs
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4 ERGEBNISSE

4.1 Galleproduktion

In der Kontrollgruppe wurden in der ersten Messung nach zwei Stunden der
Reperfusion 0,09+0,05 pl Galle pro Minute pro g Lebergewicht produziert. In der
spendervorbehandelten Gruppe betrug die Galleproduktion zum gleichen Zeitpunkt
0,17+0,03 pl/min/g Lebergewicht. Die Galle, die in der Gruppe 3 zur zweiten Stunde
anfiel, belief sich auf 0,13+0,099 pl/min/g Lebergewicht, wahrend in der Gruppe 4 mit
der Reperfusatbehandlung die meiste Galle mit 0,18+0,06 pl/min/g Lebergewebe anfiel.
Fur den 2-Stunden-Zeitpunkt konnte im direkten Gruppenvergleich keine statistische
Signifikanz nachgewiesen werden. Nach vier Stunden der Reperfusion fiel die
Galleproduktion der Kontrollgruppe im Vergleich zum Ausgangswert dieser Gruppe auf
0,08+0,07 pl/min/g Lebergewicht ab. Der vierstindige Wert der Gruppe 2 nahm in
Bezug auf den Gruppenanfangswert ebenfalls mit 0,12+0,06 pl/min/g Lebergewicht ab.
Die Gruppe der modifizierten Konservierungslésung erreichte mit 0,17+0,09 pl/min/g
Lebergewicht ihren hdchsten Wert in der Galleproduktion wahrend der gesamten
achtstindigen Reperfusionsphase, was gegenuber der Kontrollgruppe einen
signifikanten Unterschied darstellt (p < 0,05). Mit einem Wert von 0,2+0,06 ul auf ein
Gramm Lebergewicht/Minute zur vierten Stunde stieg in der Gruppe 4 die Leistung der
Galleerzeugung, wobei im Vergleich zur Gruppe 1 ebenfalls eine Signifikanz
nachgewiesen werden konnte (p < 0,05). Nach 6 Stunden der extrakorporalen
Perfusion erreichte die Kontrollgruppe eine Galleproduktion von 0,05+0,04 pl/min/g
Lebergewicht, die Gruppe der spendervorbehandelten Lebern lag mit einem Wert von
0,08x0,035 pl/min/g Lebergewicht dartber. In der Gruppe 3 reduzierte sich die Menge
der angefallenen Galle gleichfalls auf 0,11+0,05 pl/min/g Lebergewicht. Fir die Gruppe
4 war ein ahnlicher Trend im Abfall der Galleproduktion zu verzeichnen, so fiel der Wert
auf 0,13+£0,06 pl/min/g Lebergewicht ab. Dennoch war hier eine statistische Signifikanz
im Vergleich zum Wert der Kontrollgruppe nachweisbar (p < 0,05). Der Endwert der
Kontrollgruppe nach acht Stunden Reperfusion erreichte mit 0,04+0,02 pl/min/g
Lebergewicht einen deutlich niedrigeren Wert als am Perfusionsbeginn. In der Gruppe 2
verzeichneten wir eine Gallemenge von 0,06+0,02 ul auf ein Gramm Lebergewicht pro
Minute, was nur geringfugig unter der Gallefreisetzung der HTK-behandelten Gruppe
mit 0,07+0,03 pl/min/g Lebergewicht und der der Gruppe 4 mit 0,09+0,03 pul/min/g

Lebergewicht lag. Fur den 8-Stunden-MelR3punkt konnten keine Signifikanzen erzielt
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werden. Die Abbildung 7 zeigt die Entwicklung der Galleproduktion fur alle vier Gruppen
wahrend der achtstundigen Perfusion.
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Abbildung 7: Galleproduktion aller vier Gruppen Uber die gesamte achtstiindige Perfusionszeit.
Statistische Signifikanz (p < 0,05) fir den Messpunkt nach vier Stunden zwischen der Kontroll-
gruppe und der Gruppe 3 sowie zwischen der Kontrollgruppe und Gruppe 4, fir den Messpunkt
nach sechs Stunden zwischen der Kontrollgruppe und Gruppe 4.

4.2 Sauerstoffverbrauch

Der Sauerstoffverbrauch betrug in der Gruppe 1 nach 30 Minuten 0,019+0,007 mi/min/g
Lebergewicht, in der Gruppe 2 lag der Wert zum selben Messpunkt bei 0,021+0,008
ml/min/g Lebergewicht. Die Gruppe 3 wies einen Sauerstoffverbrauch von 0,017+0,006
ml/min/g Lebergewicht auf, wahrend die Reperfusatgruppe den hoéchsten
halbstindlichen Wert mit 0,028+0,008 ml/min/g Lebergewicht erzielte. Im direkten
Vergleich lag der Sauerstoffverbrauch der Gruppe 4 zur halben Stunde statistisch
signifikant Uber dem der Gruppe 1 und dem der Gruppe 3 (p < 0,05). Im weiteren
Verlauf blieb der 2-Stunden-Wert der Kontrollgruppe mit 0,019+0,009 ml/min/g
Lebergewicht nahezu auf dem Ausgangsniveau. Ahnlich verhielten sich auch die
anderen Gruppen, wo in Gruppe 2 nach 120 Minuten der Wert auf 0,023+0,008 ml/
min/g Lebergewicht stieg. Fur die Gruppe 3 war ein Sauerstoffverbrauch von
0,020+0,007 ml/ min/g Lebergewicht zu verzeichnen, der in Gruppe 4 mit 0,032+0,009
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ml/min/g Lebergewicht deutlich tGbertroffen wurde. Statistisch signifikant lag dieser Wert
Uber denen der Gruppen 1 und 3 (p < 0,05). Nach 4 Stunden war der
Sauerstoffverbrauch der Kontrollgruppe mit 0,021+0,011 ml/min/g Lebergewicht in
Bezug zum Vorwert nur leicht erhdht. Analog verhielt es sich mit der Gruppe 2, die
einen 240-Minuten-Wert von 0,025%0,008 ml/min/g Lebergewicht aufwies. Der Wert der
Gruppe 3 betrug 0,020+£0,006 ml/min/g Lebergewicht, der zum gleichen Messpunkt
aufgenommene der Gruppe 4 0,033+0,011 ml/min/g Lebergewicht, was statisch
signifikant zu dem der Gruppe 3 und der Kontrollgruppe (p < 0,05) war. Die Messung
des Sauerstoffverbrauches nach sechsstindiger Perfusion ergab fir die Gruppe 1 einen
Wert von 0,020+0,007 ml/min/g Lebergewicht, der der Gruppe 2 lag mit 0,021+0,009
ml/min/g Lebergewicht nur wenig dariber. Bei Gruppe 3 wurden 0,019+0,005 ml/min/g
Lebergewicht Sauerstoff zum selbigen Messpunkt gemessen. Die Gruppe 4 hielt mit
0,031+0,009 ml/min/g Lebergewicht das Niveau der Vorwerte, worin sich im
Gruppenvergleich ein signifikanter Unterschied zu allen anderen Gruppen zeigte (p <
0,05). Der Signifikanzunterschied der Werte der Reperfusatgruppe zu den anderen 3
Gruppen war auch zum Endpunkt der Reperfusion nach 8 Stunden festzustellen (p <
0,05). Der Sauerstoffverbrauch der Gruppe 1 betrug 0,019+0,005 mil/min/g
Lebergewicht, der der Gruppe 2 0,022+0,009 ml/min/g Lebergewicht. Der Verbrauch
der Gruppe 3 belief sich auf 0,018+0,003 ml/min/g Lebergewicht, wahrend der Endwert
der Gruppe 4 mit 0,030+£0,011 ml/min/g Lebergewicht angegeben werden konnte. Der
Verlauf des Sauerstoffverbrauchs tGber den Verlauf der gesamten Perfusion in allen vier

Gruppen wird in Abbildung 8 wiedergegeben.
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Abbildung 8: Sauerstoffverbrauch aller vier Gruppen wahrend der achtstiindigen Reperfusion.
Statistische Signifikanzen (p < 0,05) zu den Messzeitpunkten nach 0,5, zwei, vier, sechs und acht
Stunden zwischen der Gruppe 4 und jeweils zwei bzw. zu allen anderen Versuchsgruppen an den
beiden letzten Messzeiten.

4.3 Harnstoff

Der Harnstoff stieg in der Gruppe 1 von 0,77+0,30 mg/dl/100 g Lebergewicht,
gemessen zur ersten halben Stunde der Reperfusionphase, auf 2,39+0,32 mg/dl/100 g
Lebergewicht nach 120 Minuten. Nach vier Stunden betrug die Harnstoffkonzentration
dann 3,80+1,5 mg/dl umgerechnet auf 100 g Lebergewicht. Die Dynamik der Steigerung
schwachte sich leicht ab, zur sechsten Stunde der Reperfusion eruierten wir eine
Konzentration von 4,31+1,58 mg/dl/100 g Lebergewicht, die sich bis zum
Endmesspunkt nach acht Stunden auf 4,75+£1,91 mg/dl/100 g Lebergewicht anstieg. In
der Gruppe 2 war zum 30-Minuten-MelR3punkt eine Harnstoffkonzentration von
1,09+0,62 mg/di/100 g Lebergewicht aufzunehmen, diese erhohte sich nach 120
Minuten auf 1,55+0,71 mg/dl/100 g Lebergewicht, nach 240 Minuten auf 2,97+1,20

mg/dl umgerechnet auf 100 g Lebergewicht. Zur sechsten Stunde betrug die
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Harnstoffkonzentration 3,35+1,41 mg/dl/100 g Lebergewicht, welche ihren hdchsten
Wert am Ende der achtstindigen Perfusion mit 3,86+1,60 mg/dl/100 g Lebergewicht
erreichte. In der Gruppe 3 erhohte sich die initiale Harnstoffkonzentration von 0,89+0,34
mg/dl/100 g Lebergewicht, gemessen nach 30 Minuten, auf 1,86+0,68 mg/dl/100 g
Lebergewicht nach 120 Minuten. Zum Messzeitpunkt nach vier Stunden lag die
Konzentration bei 2,81+1,06 mg/dl/100 g Lebergewicht, nach sechs Stunden waren
3,39+1,22 mg/dl/100 g Lebergewicht zu erheben. Der 8-Stunden-Wert der Gruppe 3 lag
bei 3,86+1,57 mg/dl auf 100 g Lebergewicht. Die Reperfusatgruppe wies initial nach 30
Minuten eine Konzentration von 0,69+0,41 mg/dl/100 g Lebergewicht Harnstoff auf. Der
nach zwei Stunden gemessene Wert betrug 2,07+£0,71 mg/dl/100 g Lebergewicht, die
Konzentration stieg dann auf 3,40+0,96 mg/dl/100 g Lebergewicht zur vierten Stunde.
Diese Dynamik setzte sich fort, nach sechs Stunden fanden wir eine
Harnstoffkonzentration von 4,10+1,24 mg/dl auf 100 g Lebergewicht, welche am
Endmesszeitpunkt auf 5,05+1,34 mg/dl/100 g Lebergewicht zugenommen hatte. Es
lagen zu keiner Messzeit im Gruppenvergleich statistische Signifikanzen vor. Die

Harnstoffkonzentrationen  von allen vier Versuchsgruppen im gesamten

Perfusionsverlauf zeigt die Abbildung 9.
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Abbildung 9: Harnstoffkonzentration aller vier Gruppen wahrend der Reperfusion.
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4.4 Glucose

Nach 30 Minuten der Reperfusion wurde in der Gruppe 1 eine Steigerung der
Glucosekonzentration von 157,54+60,97 % im Vergleich zur Praperfusion erreicht. In
der Gruppe 2 fiel die Steigung mit 149,80+85,86 % geringfligig schwacher aus. In der
HTK-behandelten Gruppe konnten 133,16+66,25 % der Glucosekonzentration der
Praperfusion gemessen werden. Die Gruppe 4 wies mit 113,34+66,27 % zur halben
Stunde den geringsten Wert aller Gruppen auf. Nach 120 Minuten fiel die Abweichung
der Glucosekonzentration der Kontrollgruppe im Vergleich zur Praperfusion mit
134,32+75,33 % geringer aus als zur halben Stunde. Der 2-Stunden-Wert der
spendervorbehandelten Gruppe zeigte eine &hnlich abfallende Tendenz, er betrug
139,39+86,69 %. Der zur selben Zeitpunkt erhobene Wert der Gruppe 3 fiel unter den
der Praperfusion, die Konzentration hierbei war 95,59+61,95 % der Basiskonzentration
der Préaperfusion. In der Reperfusatgruppe fiel die Glucosekonzentration mit
89,30+115,11 % nach 120 Minuten sogar noch deutlicher unter die des
Ausgangswertes. Der Abfall der Glucosekonzentration in der Gruppe 1 setzte fort, zur 4.
Stunde der Reperfusion betrug die prozentuale  Abweichung zur
Basisglucosekonzentration der Praperfusion 91,78+63,80 %, in der Gruppe 2 wurden
96,40+78,32 % verzeichnet. Nach 4 Stunden war in der Gruppe 3 mit 55,09+55,90 %
die niedrigste relative Glucosekonzentration im  zirkulierenden Reperfusat
nachzuweisen. Der Gruppe 4 wurde zum selben Messpunkt ein prozentualer
Verhaltniswert von 67,53+89,67 % zugeordnet. Die erhobenen prozentualen
Glucosewerte nach sechs Stunden der Maschinenreperfusion wiesen weiterhin den
deutlichen Abwartstrend aus, so betrug der Wert fur die Gruppe 1 72,66+60,43 %, der
der Gruppe 2 85,92+83,17 %. Mit 32,18+76,14 % fiel die Glucosekonzentration der
Gruppe 3 unter einem Drittel des Basiswertes ab, die der Gruppe 4 halbierte sich fast
nach sechs Stunden auf 53,27+100,01 %. Zum Ende der Reperfusion lag der Wert der
Kontrollgruppe bei 56,34+59,96 % im Vergleich zur Praperfusion, der Endwert der
Gruppe 2 nach achtstiindiger Reperfusion war mit 69,27+81,24 % ebenso der niedrigste
in der gesamten Messreihe der Gruppe. Die Glucosekonzentration in der Gruppe 3
betrug zum Ende 22,79+68,23 % des Basiswertes, in der Gruppe 4 konnten
44,90£106,07 % relativ zum Wert der Praperfusion gemessen werden.

Zu keinem Messzeitpunkt stellten die Unterschiede zwischen den prozentualen

Glucosewerten im Gruppenvergleich eine statistische Signifikanz dar. In der Abbildung
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10 wird der Verlauf der prozentualen Glucosewerte im Vergleich zur Praperfusion fur

alle vier Gruppen uber den Gesamtperfusionszeitraum veranschaulicht.
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Abbildung 10: Prozentuale Glucoseabweichungen im Vergleich zur Praperfusion wahrend der
achtstiindigen Perfusion dargestellt von allen Versuchsgruppen.

4.5 Makrohamodynamik

45.1 Perfusatfluss pro Gramm Lebergewicht

Der Gesamtfluss Perfusat pro Gramm Lebergewicht pro Minute betrug in der Gruppe 1
zur Messzeit nach 30 Minuten 2,181+0,799 ml/g Lebergewicht/min. Die Durchblutung
pro Gramm Lebergewicht nahm zum Zeitpunkt nach zwei Stunden nur unwesentlich auf
2,194+0,905 ml/g Lebergewicht/min zu. Die Zunahme auf 2,33t1,0 mil/g
Lebergewicht/min war nach vier Stunden der Reperfusionsphase starker. Zur Messung
nach sechs Stunden war dann der Abfall des Gesamtflusses auf 2,175+0,647 mi/g
Lebergewicht/min zu verzeichnen. Nach acht Stunden fiel der Perfusatfluss der
Kontrollgruppe unter das Ausgangsniveau auf 1,964+0,515 ml/g Lebergewicht/min. Der
Gesamtfluss der Gruppe 2 zeigte nach 30 Minuten 2,351+0,664 ml/g Lebergewicht/min

an, dieser entwickelte nach zwei Stunden der Perfusion zu 2,491+0,720 ml/g
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Lebergewicht/min, um dann nach weiteren zwei Stunden auf 2,440%0,713 ml/g
Lebergewicht pro Minute abzufallen. Zum Messpunkt nach sechs Stunden konnten
2,104+0,726 ml/g Lebergewicht/min, nach acht Stunden zum Endpunkt der Perfusion
2,115+0,72 ml/g Lebergewicht/min gemessen werden. Die Gruppe 3 zeigte initial den
geringsten Perfusatfluss aller Gruppen. Die Durchblutung von 1,917+0,509 ml/g
Lebergewicht/min zur halben Stunde erhdhte sich zum Zeitpunkt nach zwei Stunden auf
2,082+0,509 ml/ g Lebergewicht/min. Die sukzessive Abnahme der Durchblutung pro
Gramm Lebergewicht erreichte nach vier Stunden Perfusion 2,046+0,463 ml/g
Lebergewicht/min, nach sechs Stunden 1,944+0,403 ml/g Lebergewicht/min, um
schlieBlich auf den Endwert von 1,634+0,27 ml/g Lebergewicht/min abzufallen. Der
Gesamtfluss der Gruppe 4 stellte die beste Durchblutungssituation pro Gramm
Lebergewicht pro Minute im Gruppenvergleich dar. So betrug der 30-Minuten-
Ausgangswert 3,119+0,884 ml/g Lebergewicht/min. Nach zwei Stunden konnten wir
pro Gramm Lebergewicht eine Flussrate von 3,269+0,981 ml/min messen. Diese
steigerte sich noch auf 3,283+0,956 ml/g Lebergewicht/min zum Messzeitpunkt nach
vier Stunden. Erst zur nachsten Zeitpunkt nach 360 Minuten war der Wert auf
3,088+0,993 ml/g Lebergewicht/min abgesunken und unterschritt zur letzten Messung
nach acht Stunden den Vorwert mit einer Durchblutungsrate von 2,891+1,024 ml/g
Lebergewicht/min. Zu keinem Zeitpunkt lagen statistische Signifikanzen im Vergleich
der Gruppen untereinander vor. In der Abbildung 11 wird der Perfusatfluss aller vier

Gruppen gezeigt.
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Abbildung 11: Perfusatfluss pro Gramm Lebergewicht pro Minute in allen vier Gruppen wahrend
der achtstiindigen Perfusion.

4.5.2 Anteil der Arterie am Gesamtfluss pro Gramm Lebergewicht

Zur halben Stunde nach Perfusionsbeginn war die arterielle Versorgung in der
Kontrollgruppe zu 16,67+3,12 % am Gesamtperfusatfluss pro Minute auf 100 g
Lebergewicht beteiligt. Nach 120 Minuten betrug der prozentuale arterielle Anteil
15,1442,56 %, nach 240 Minuten 17,41+5,58 %. Zum Zeitpunkt nach sechs Stunden
Perfusion war die arterielle Beteiligung am Gesamtfluss dann auf 14,06+3,24 %, nach
acht Stunden, am Perfusionsende dann auf 12,57+4,56 % abgesunken. Der Anteil der
arteriellen Versorgung in der spendervorbehandelten Gruppe gestaltete sich wie folgt.
Der Wert von 22,79+6,61 % wurde nach 30 Minuten gemessen, fiel dann nach 120

Minuten auf 17,65+£7,19 % ab. Die Gruppe 3 zeigte initial ebenfalls eine Umverteilung
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der Flisse zugunsten der arteriellen Perfusion. Der arterielle Anteil an der
Gesamtperfusion lag bei 24,30+5,78 % zur halben Stunde und verblieb zum Zeitpunkt
nach zwei Stunden mit 23,96+5,89 % auf diesem Niveau. Die Gruppe 4 hatte initial den
geringsten Anteil der arteriellen Versorgung am Gesamtperfusatfluss, der im Verlauf der
Perfusion auf dem niedrigen Niveau stagnierte. Bei einem Ausgangswert von
13,56+7,49 % nach 30 Minuten fiel der Wert nur leicht auf 13,30+5,04 % nach 120
Minuten ab. Zum Zeitpunkt nach zwei Stunden konnten statistische Signifikanzen im
arteriellen Anteil am Gesamtfluss zwischen Gruppe 3 und allen anderen drei Gruppen
nachgewiesen werden (p < 0,05). Nach vier Stunden der Perfusion lag der arterielle
Anteil der Gruppe 3 bei 24,8915,23 %. Es konnte keine statistische Signifikanz
gegenuber dem Wert der Gruppe 1 mit 17,41+5,58 %, dem der Gruppe 2, der zum
selben Zeitpunkt 19,98+9,31 % betrug, und dem der Gruppe 4 mit 14,60+6,19 %
festgestellt werden. Zur Messung nach sechs Stunden wiederum erzielte die Gruppe 3,
deren arterieller Anteil 23,96+7,89 % am Gesamtperfusatfluss betrug, einen statistisch
signifikanten Unterschied gegentber Gruppe 1 mit 14,06+3,24 %, gegenuber Gruppe 2
mit 17,10+6,17 % und gegentber Gruppe 4 mit 13,14+5,68 % (p < 0,05). Zum Endpunkt
der Perfusion zeigte sich im direkten Vergleich der Gruppen, dass der arterielle Anteil
der HTK-modifizierten Gruppe mit 23,74+7,03 % sogar statistisch hoch-signifikant
gegeniber Gruppe 1 und Gruppe 4 lag (p < 0,001). Der Wert der Gruppe 1 betrug
12,57+4,56 %, der der Gruppe 4 10,02+3,82 %. Im Vergleich mit Gruppe 2, deren
arterieller Anteil sich auf 14,67+5,54 % belief, konnte ein signifikanter Unterschied
herausgestellt werden (p < 0,05). Die Abbildung 12 gibt einen Uberblick Uber den
Verlauf des prozentualen arteriellen Anteils am Gesamtfluss in allen vier

Versuchsgruppen.
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Abbildung 12: Prozentualer Anteil der Arterie am Gesamtperfusatfluss in allen vier
Versuchsgruppen wahrend der achtstiindigen Perfusion.

4.5.3 Peripherer Widerstand pro Gramm Lebergewicht

Der periphere Widerstand betrug in der Gruppe 1 zum Zeitpunkt 30 Minuten nach
Perfusionsstart 0,000725+0,000569 Torr/ml/min/g Lebergewicht, reduzierte sich im
Verlauf der Perfusion auf 0,000692+0,000329 Torr/mi/min/g Lebergewicht zum
Zeitpunkt nach 120 Minuten und auf 0,00060+0,000327 Torr/ml/min/g Lebergewicht
zum Zeitpunkt nach 240 Minuten. Nach sechs Stunden der Perfusion stieg der Wert auf
0,00069+0,000279 Torr/ml/min/g Lebergewicht an und erhohte sich weiter auf
0,000827+0,000215 Torr/ml/min/g Lebergewicht am Abschluss der Perfusion nach acht
Stunden. Im Vergleich hierzu entwickelte sich der periphere Widerstand der Gruppe 2

wahrend der achtstiindigen Maschinenperfusion von 0,000415+0,00014 Torr/ml/min/g
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Lebergewicht nach 30 Minuten Uber 0,00052+0,000163 Torr/ml/min/g Lebergewicht
nach zwei Stunden auf 0,000431+0,000149 Torr/ml/min/g Lebergewicht nach vier
Stunden. Der nach sechs Stunden erhobene Wert von 0,000693+0,000245
Torr/ml/min/g Lebergewicht steigerte sich terminal zum Zeitpunkt von acht Stunden
noch auf 0,000819+0,299 Torr/ml/min/g Lebergewicht. Die Gruppe 3 wies initial mit
0,000513+0,000222 Torr/ml/min auf ein Gramm Lebergewicht gerechnet einen hoheren
GefalRwiderstand als die Gruppe 2 auf. Mit zunehmender Dauer der Perfusion sank
dieser auf einen Zwei-Stunden-Wert von 0,000421+0,000166 Torr/ml/min/g
Lebergewicht und auf einen Vier-Stunden-Wert von 0,000384+0,000177 Torr/ml/min/g
Lebergewicht. Am nachsten Messzeitpunkt nach sechs Stunden stieg der Widerstand
deutlich auf 0,000770+0,00100 Torr/ml/min/g Lebergewicht und nahm wéhrend der
letzten zwei Perfusionsstunden auf 0,000785+0,000754 Torr/ml/min/g Lebergewicht zu.
Die Gruppe 4 mit der Reperfusatbehandlung hatte anfangliche Widerstandswerte von
0,000696+0,000199 Torr/ml/min/g  Lebergewicht, die nach zwei Stunden
0,000562+0,000183  Torr/ml/min/g  Lebergewicht und nach vier Stunden
0,000521+0,000208 Torr/ml/min/g Lebergewicht erreichten. Die Progression der
Widerstande setzte sich nach sechs Stunden auf 0,000636+0,000164 Torr/mil/min/g
Lebergewicht und nach acht Stunden auf 0,000825+0,000131 Torr/ml/min/g
Lebergewicht fort. Zu keinem Zeitpunkt lagen im Gruppenvergleich statistisch
signifikante Unterschiede vor. Die Abbildung 13 unten zeigt die Widerstandsentwicklung

aller vier Gruppen.
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Abbildung 13: Peripherer Widerstand pro Gramm Lebergewicht pro Minute in allen vier
Versuchsgruppen wahrend der gesamten achtstiindigen Reperfusion.

4.6 Mikrozirkulation

4.6.1 Tiefer Gewebefluss

In der Kontrollgruppe war nach 30 Minuten ein tiefer Gewebefluss von 212,45+183,60
zu verzeichnen. Nach vier und acht Stunden der Reperfusion sahen wir in der
Kontrollgruppe absolute tiefe Gewebeflusswerte von 205,04+123,55 und 184,14+71,44.
Der absolute tiefe Fluss der Gruppe 2 fiel von 267,63+62,22 am Beginn der Perfusion
zum Messzeitpunkt nach 30 Minuten auf 193,80+99,65 nach vier Stunden und betrug
zum Ende der Reperfusionszeit nach acht Stunden 191,86+80,08. Die Flussrate der
Gruppe 3 reduzierte sich von 251,29+79,00 absolut zur halben Stunde auf
194,41+97,58 nach vier Stunden. Zur achten Stunde am Reperfusionsende konnte eine
weitere Steigerung des tiefen Gewebeflusses auf 225,70+125,20 konstatiert werden. In
der Reperfusatgruppe sahen wir initial nach 30 Minuten einen tiefen Fluss von
218,86+81,08. Nach vier Stunden wurde ein Wert von 325,68+117,71 gemessen, der
zur Messendzeitpunkt auf 278,89+109,93 gesunken war. Die Abbildung 14 zeigt die
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absoluten Werte des tiefen Gewebeflusses fur alle Untersuchungsgruppen. Statistische

Signifikanzen konnten nicht ermittelt werden.
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Abbildung 14: Absoluter tiefer Gewebefluss aller Gruppen wahrend der achtstiindigen Perfusion
zur halben, vierten und achten Stunde der Reperfusion.

4.7 Makroskopische Beurteilung der Lebern

Die Gruppe 1 erreichte nach 120 und 240 Minuten einen Scorewert von 6,25+1,89 und
6+1,63, was einer leicht reduzierten Organmorphologie und -funktion entspricht, in der
letzten Halfte der Organperfusion verschlechterte sich der Punktwert auf terminal
8,2+1,92, was einer zunehmenden Induration des Organs mit vermehrter inhomogener
Perfusion und livider Verfarbung entsprach. In der spendervorbehandelten Gruppe
dagegen hielten sich die Score-Werte fur die makroskopische Beurteilung wahrend der
gesamten Perfusion nahezu auf dem Ausgangsniveau von 3,33+0,52, erhoben zur
zweiten Stunde. Nach 240 Minuten Perfusion konnten 3,67+0,82 Punkte ermittelt
werden, was einer geringgradig alterierten Organmorphologie mit aber weitgehend
rosiger Farbung und grol3tenteils homogener Perfusion entspricht. Zum Ende der

Perfusion fanden wir eine komplett weiche, homogen perfundierte, rosige Leber, deren
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Score 3,33+0,52 betrug. Die Beurteilung der Gruppe 3 entsprach auch wahrend der
gesamten Reperfusionsphase dem Anfangsbefund, der einem nur leicht alterierten
makroskopischen Eindruck mit weitgehend homogener Perfusion ohne auffallende
Organinduration oder starker homogener livider Farbe entsprach. So bewegten sich die
Werte der zweiten bis zur achten Stunde zwischen 3,71+0,95 und 4,14+1,46 Punkte.
Die makroskopische Begutachtung der Gruppe 4 fiel geringfugig schlechter aus als die
der beiden vorherigen Gruppen. Die Lebern machten vom Perfusionsstatus einen
reduzierteren Eindruck mit vermehrt indurierten Arealen und lividerer Verfarbung. Die
Scorewerte nach 120 und 240 Minuten betrugen 5,28+2,36 und 4,86+2,04. Zur
sechsten und achten Reperfusionstunde verschlechterte sich der makroskopische
Anschein leicht, die Punktwerte waren 5,71+2,21 und 6,14+3,18. Ein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen zeigte sich zu keinem
Zeitpunkt. Die Abbildung 15 veranschaulicht die unterschiedliche Entwicklung im

Makroskopie-Score der verschiedenen Gruppen wahrend der Reperfusion.
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Abbildung 15: Makroskopie-Score wahrend der gesamten Perfusion im Gruppenvergleich.
Dargestellt sind die in der jeweiligen Gruppe ermittelten Mediane (mit Range). Der maximal in der
Gruppe erreichte Gesamtscorewert ist als Fehlerbalken aufgetragen.
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4.8 Prozentuale Gewichtsdifferenz

So betrug in der Gruppe 1 das Endgewicht nach der Perfusion 29,85+£14,62 % mehr als
unmittelbar nach der Explantation. Fir die Gruppe 2 fiel der Gewichtszuwachs von
10,14+7,42 % nach der Perfusion im Vergleich zum Ausgangsgewicht weniger drastisch
aus als bei der Kontrollgruppe. Bei der Gruppe 3 fanden wir eine Gewichtsdifferenz von
27,22+14,99 %. Das Gewichtsplus in Gruppe 4 machte 21,7945,90 % am Ende der
Reperfusionsphase aus. Wir konnten im Vergleich der Gruppenwerte keine statistische
Signifikanz aufzeigen. Die Abbildung 16 stellt die prozentuale Gewichtsdifferenz dar.
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Abbildung 16: Prozentuale Differenz zwischen dem Lebergewicht unmittelbar nach Explantation
und nach achtstiindiger Reperfusion in allen vier Untersuchungsgruppen. Gegenlibergestellt
wurden hier die in der jeweiligen Gruppe ermittelten Mediane mit zugehdrigem Range.

4.9.1 Mediatoren

4.9.1.1 TNF-a

TNF-a stieg in der Gruppe 1 von dem Ausgangswert von 55,74+40,86 pg/ml, gemessen

nach 30 Minuten nach Perfusionsbeginn auf 276,87+196,32 pg/ml nach vier Stunden.

Im weiteren Verlauf erreichte die Kontrollgruppe als Endpunkt nach achtstindiger

Perfusion eine TNF-a-Konzentration von 296,86+180,43 pg/ml. In der Gruppe 2 stieg

die TNF-a-Konzentration von 61,71+24,56 pg/ml nach 30 Minuten auf 435,63+£118,27
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pg/ml nach vier Stunden. Im Folgenden fiel die Konzentration nach weiterer Perfusion
ab, um ihre Endkonzentration nach acht Stunden von 398,31+83,98 pg/ml zu erreichen.
In der Gruppe 3 belief sich der nach 30 Minuten gemessene Wert auf 76,89+75,23
pg/ml. Wahrend des Zeitpunktes nach vier Stunden war ein steiler
Konzentrationsanstieg auf 395,39+216,56 zu eruieren. Die letzte Messung nach acht
Stunden der Maschinenperfusion ergab fur die Gruppe 3 eine TNF-a-Konzentration von
434,87+203,78 pg/ml. Die Entwicklung der TNF-a-Konzentration in der Gruppe 4
wahrend der extrakorporalen Perfusion unterschied sich nur unwesentlich von den
anderen Gruppen. TNF-a stieg in dieser Gruppe von dem Ausgangswert von
50,99+20,76 pg/ml nach 30 Minuten auf 405,66+453,17 pg/ml nach vier Stunden. Am
Ende wurde eine Konzentration von 417,01+415,84 pg/ml gemessen. Statistisch
signifikante Unterschiede im direkten Gruppenvergleich bestanden zu keinem
Messzeitpunkt. Die Abbildung 17 zeigt die TNF-a-Konzentration im Verlauf der

Perfusion aller vier Gruppen.
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Abbildung 17: TNF-a-Konzentration aller vier Untersuchungsgruppen im Verlauf der
achtstiindigen Perfusion.

4.9.1.2 Myeloperoxidase (MPO)
Die Konzentration der Myeloperoxidase stieg in der Gruppe 1 von dem direkt

postoperativen Ausgangswert 10,48+3,40 mU/mg Protein auf 17,41+6,04 muU/mg
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Protein nach acht Stunden der Maschinenperfusion. In der Gruppe 2 stieg die
Konzentration der Myeloperoxidase von initial 12,27+4,84 mU/mg Protein nach
Explantation auf 15,12+4,02 mU/mg Protein am Ende der Reperfusionsphase. Die
Gruppe 3 erreichte eine anfangliche postoperative MPO-Konzentration von 9,84+2,30
mU/mg Protein, die nach acht Stunden 14,92+2,19 mU/mg Protein betrug. Die Gruppe
4 zeigte einen Ausgangswert von 13,76+£8,04 mU/mg Protein und im Verlauf der
Perfusion einen Endwert von 14,67+7,84 mU/mg Protein. Statistische
Signifikanzunterschiede zwischen den Gruppen konnten wir zu keinem Zeitpunkt finden.

Die Abbildung 18 veranschaulicht den Verlauf der MPO-Konzentration in allen Gruppen.
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Abbildung 18: MPO-Konzentrationen fir alle vier Gruppen unmittelbar postoperativ nach der
Organexplantation und nach acht Stunden Perfusion.

4.9.1.3 Stickstoffmonoxid (RsNO)

Die Stickstoffkonzentration in der Gruppe 1 stieg von 2,98+2,36 umol/l, gemessen zum
Zeitpunkt von 30 Minuten nach Reperfusionsbeginn auf 3,81+2,45 umol/l nach vier
Stunden der Reperfusion an. Die RsNO-Konzentration der Kontrollgruppe erreichte am
Perfusionsende 10,15+2,42 umol/l. Die Gruppe 2 wies nach halbstiindiger Reperfusion
eine Stickstoffmonoxidkonzentration von 3,54+3,55 umol/l auf, die sich nach vier

Stunden auf 3,83+3,21 pmol/l leicht erhéhte und nach acht Stunden Reperfusionszeit
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6,97+2,95 umol/l betrug. Die RsNO-Konzentration der Gruppe 3 konnten wir nach 30
Minuten mit 3,79+2,04 umol/l bestimmen, im weiteren Verlauf waren ein vierstindiger
Wert von 21,93+44,75 pmol/l und von 8,87+4,08 pumol/l nach acht Stunden zu eruieren.
Die Gruppe 4 zeigte eine initiale Stickstoffmonoxidkonzentration von 3,08+2,31 pmol/l
nach 30 Minuten, 4,53+2,39 umol/l nach vier Stunden und 9,88+5,79 pmol/l nach acht
Stunden der Perfusion. Keine der Konzentrationen erwies sich im Gruppenvergleich als
statistisch signifikant. In der Abbildung 19 wird der Verlauf der RsNO-Konzentration

aller Versuchsgruppen gezeigt.
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Abbildung 19: RsNO-Konzentration aller Gruppen wahrend der gesamten Perfusion.
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5 DISKUSSION

Die Schadigung der Leber durch Ischamie und Reperfusion stellt gerade mit
wachsender Zahl marginaler Spenderorgane, die besonders empfindlich auf eine I/R-
bedingte  Organschadigung reagieren, ein  zentrales Problem in der
Transplantationschirurgie dar. Ischdmiebedingter Verlust an Energiereserven fuhrt
durch den Ausfall aktiver Membrantransporter zu Endothelzellschwellung, -dysfunktion
und damit einhergehende -aktivierung (Vollmar et al., 1994). Vasokonstriktion,
Sludgebildung  mit  Mikrothrombosierung, Inflammation  durch  verstarkten
Leukozytenarrest und -aktivierung in den Sinusoiden und Generierung freier
Sauerstoffradikale sind die daraufhin folgenden Kennzeichen der gestorten hepatischen
Mikrozirkulation im Rahmen der Reperfusion (Lemasters et al., 1995).
Nonparenchymatdse Zellen der Leber wie Kupffer-, I1to- und Endothelzellen sind dabei
empfindlicher gegeniber kalter I/R-Schadigung als Hepatozyten, die eher durch warme
Ischdmie geschadigt werden (Schon et al., 1998). Prostazyklin scheint besonders
geeignet zur Behandlung I/R-bedingter Schadigung der Leber wie eine Vielzahl von
vorhergegangenen Studien beweist (Klein et al., 1996, Neumann et al., 2000). Bisherige
Studienprotokolle sind den direkten Vergleich zeitlich modifizierter
Behandlungskonzepte, angefangen von der Behandlung des Spenderorganismus tber
die Modifizierung der Konservierungslosung bis zur Empfangerbehandlung schuldig
geblieben. Ziel der vorliegenden Studie war es, den Einfluss von lloprost als
synthetischem Prostazyklinanalogon zu unterschiedlichen Zeitpunkten auf ausgewahite
hepatische Funktions- und Schéadigungsparameter mit der Methode der isolierten
extrakorporalen normothermen Leberperfusion zu evaluieren. Alle Lebern waren einer
20stiindigen Kaltischamie bei 4 °C in HTK-Losung ausgesetzt. Diese lange
Ischamiezeit diente in unserem Modell dazu, eine deutliche Schadigung der Organe zu
erzeugen, die den Status eines Marginalorganes hervorrufen kénnte. Andere
Marginalitatskriterien wiesen die untersuchten Organe nicht auf, da die Lebern von

jungen gesunden Spendertieren stammten.

5.1 Bewertung des Versuchsaufbaus

Den definitiven Nachweis der Uberlegenheit eines Therapieprotokolls kann letztendlich
nur die Transplantation des Organs in einen Empfangerorganismus liefern, da die
Evaluation der Leberfunktion und —schadigung, analysiert im artifiziellen isolierten

Reperfusionskreislauf, nicht der im Gesamtorganismus gleichzusetzen ist (Mets et al.,
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1993). Im Klinischen Alltag der Transplantationschirurgie spielt die Qualitdt des
transplantierten Organs die entscheidende Rolle. Der Gesamtempfangerorganismus
und das klinische Management sind jedoch fir das Outcome nach einer Transplantation
wichtige, nicht zu vernachlassigende Einflussfaktoren. Samtlichen wechselseitigen
Einflissen mit dem Gesamtorganismus entzogen, liefert die Untersuchung im isolierten
extrakorporalen Perfusionskreislauf jedoch bei relativ einfacher Handhabung und
Durchfiihrbarkeit ohne traktierende Tierexperimente im Uberschaubaren zeitlichen
Rahmen eindeutige Trends und Resultate (Gores et al., 1986), deren Interpretation und
Anwendung fir klinische Beziige durchaus relevant sind.

Die normotherme isolierte extrakorporale Leberperfusion erfolgte im rezirkulierenden
geschlossenen Kreislauf, dabei wurden beide Gefal3systeme, die Arteria hepatica und
die Portalvene, separat voneinander perfundiert. Die Perfusion der Lebern von
Grolitieren erfolgt gewohnlich Gber die Nutzung des dualen Blutflusssystems der Leber
(Butler et al., 2002), bei Rattenleber wird eher die singulédre Portalvenenperfusion
bevorzugt (Tolboom et al., 2007). Die duale Perfusionskonzeption gewahrleistet jedoch
die Aufrechterhaltung und/oder Wiederherstellung der Organfunktion durch verbesserte
homogene Perfusionsverteilung (Winkler et al., 1971). Doch auch fur Schweinelebern
ist die erfolgreiche 72stindige Perfusion nur U0Uber die Portalvene unter
Hypothermiebedingungen gezeigt worden (Yamamoto et al., 1991). Die Blutversorgung
der in einem Depotgefald frei schwimmenden Leber wurde zum einen Uber das arterielle
Hochdrucksystem durch eine Rollerpumpe druckkontrolliert mit einem an
physiologische Verhaltnisse angepassten arteriellen Mitteldruck von 60 mmHg sowie
passiv, aus einem Vorratsbehdltnis Uber das portalventése Niederdrucksystem
sichergestellt. Hier wurde die Perfusion des nachfolgenden Leberstromgebietes u. a.
vom dortigen Widerstand bestimmt. In der Literatur besteht kein Konsens Uber das
optimale Setting der Maschinenperfusion, die Druck- und Flussparameter variieren zum
Teil erheblich. "t Hart und Mitarbeiter konnten einen Zusammenhang von
Perfusionsdruck und homogener Leberperfusion im Rattenmodell herstellen, hier
erzielten Raten von 25 % des physiologischen Flusses die besten Perfusionsergebnisse
verbunden mit der besten Endothelzellintegritat ('t Hart et al., 2007). Sicherlich muss an
dieser Stelle einschrdnkend bemerkt werden, dass das grof3ere Volumen und die
groRere Masse eines Grolitierorgans im Vergleich zur Rattenleber zur Kompression der
Sinusoiden fuhren kann, so dass andere Parameter zur vergleichbaren homogenen

Perfusion gelten missten. In anderen Studien von Schweine- und anderen
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Groltierlebern wurden jedoch deutlich geringere Gesamtflisse und Perfusionsdriicke
erzielt als in der vorliegenden Arbeit (Guarrera et al., 2005; Vekemans et al., 2008).
Dies mag einerseits der Tatsache geschuldet sein, dass diese Versuche unter
hypothermen Versuchsbedingungen stattfanden, die wiederum durch eine verlangerte
kalte Ischamiezeit vermehrten Endothelzellschaden verursachen (Natori et al., 1999).
Das Endothel wird dadurch anfalliger fir mechanische Schadigungen durch
Scherkrafte, die durch erhthte Fluss- und Druckparametereinstellungen verursacht
werden. Niedrige Temperaturen bedingen zudem eine erhdhte Vasokonstriktion und
Rigiditdt der Endothelien, auch bedingt durch die Veranderung der Fluiditdt von
Phospholipidmembranen, denen man Rechnung tragen muss (Ehringer et al., 2002).
Dennoch muss man in unserem Versuchsmodell im Gegensatz zu anderen
Versuchskonzepten (Schén et al.,, 2001) aufgrund des gewdahlten Settings der
portalvendsen Dricke per se von einer Hyperperfusion der Leber in allen
Versuchsgruppen ausgehen, die nicht der vasodilatatorischen Wirkung des
eingesetzten Prostazyklins zuzuschreiben ist. Derartige mikrohamodynamische
Veranderungen in der Durchblutung der Sinusoide werden allerdings auch wahrend der
physiologischen Reparaturprozesse nach postischamischem Schaden in situ gefunden
wird (Puhl et al., 2005).

Die totale Leberperfusion in vivo im Menschen betragt ca. 1 ml/min/g Lebergewicht,
dabei macht der Anteil der Portalvene, als Kapazitatsgefal des Niederdrucksystems ca.
75-80 % aus (Rappaport 1980). Aufgrund der hohen Flussraten Ubernimmt die
Portalvene trotz ihres groRtenteils desoxygenierten Blutes nahezu die Halfte der
Sauerstoffversorgung der Leber. Dieses Konzept der Blutversorgung spiegelt sich im
Versuchsaufbau wider. Die in der Literatur angegeben Flussraten im Tierexperiment der
extrakorporalen Perfusion variieren in weiten Grenzen von 0,14-3,5 ml/min/g
Lebergewicht (Dutkowski et al., 2008), wobei nicht in allen Studien die duale Perfusion
favorisiert wurde. Bei der visuellen Evaluierung der Lebermorphologie in unserem
Morphologie-Score ist die verstarkte Perfusion, die jedoch auf alle Gruppen
gleichermalRen zutrifft, zu bedenken. Auf der einen Seite induziert oder vergréRert die
Hyperperfusion ihrerseits einen Endothelzellschaden im Transplantatorgan (Menger et
al., 1999), andererseits wird die Versorgung mit Sauerstoff gefdrdert, der eine
bedeutende Rolle in der Aufrechterhaltung und die Wiederherstellung der zellularen
ATP-Level und der morphologischen Zellintegritat zu spielen scheint (Vekemans et al.,

2007; Dutkowski et al., 2006). Dabei muss wiederum jedoch auch der schadigende
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Einfluss des Sauerstoffs diskutiert werden. Die vermehrte Bildung freier
Sauerstoffradikale in  Anwesenheit von Sauerstoff kann wiederum eine
Inflammationskaskade in den Sinusoiden in Gang setzen, die den positiven Aspekten
der Sauerstoffwirkung entgegenwirkt.

Die Lebervenen in unserem Versuchsmodell mindeten frei in den Depotbehélter, von
einer sterilen Lagerung wurde abgesehen. Ebenfalls zugunsten der Vereinfachung des
Versuchsaufbaus und der Versuchsdurchfiihrung verzichteten wir auf die optimalere,
physiologischere  druckdichte  Lagerung der Leber mit oszillierenden
Druckschwankungen als physiologisches Aquivalent der respiratorisch bedingten
Zwerchfellbewegung (Neuhaus, Blumhardt 1993). Das Organ war allseits von stets

37 °C temperiertem Perfusat umspilt. Durch die kontinuierliche Messung und wenn
notige Korrektur der Perfusattemperatur konnte Uber den gesamten Zeitraum der
Reperfusion eine Temperaturkonstanz von physiologischen 37°C erreicht werden.
Ausgehend von der Vermutung, dass das physiologische Milieu auch ex vivo die
Vitalitdt der Leber am besten gewahrleistet, wahlten wir die normotherme Perfusion
(Imber et al., 2002b). Die Vorteile einer hypothermen Maschinenperfusion wie
Verringerung des Zellmetabolismus, niedrigerer Bedarf an Nahrstoffen und verminderter
Sauerstoffverbrauch konnten nicht genutzt werden. Aul3erdem war das Risiko einer
bakteriellen Kontamination wahrend der Perfusion unter normothermen Bedingungen
erhoht. Wir begegneten diesem Umstand mit der sequentiellen Gabe von Tobramycin
zu Beginn der Perfusion und nach vier Stunden Perfusionszeit. Ziel der Arbeit war es
jedoch zu zeigen, nach welchem Therapieregime der optimale Nutzen einer
Prostazyklintherapie bei Marginalorganen zu erwarten ist, weshalb mit dem
Perfusionsmodell der Spenderorganismus in seinen physiologischen
Rahmenbedingungen maoglichst vereinfacht darzustellen war. So spiegeln die
normothermen Versuchsbedingungen den Reperfusionsschaden, auch in Abhangigkeit
von der vorangegangen Art und Dauer der ischdmischen Schadigung, wider. Da
normotherme Perfusionskonzepte bspw. in der Protektion von Lebern von
nichtherzschlagenden Spender versagten (Reddy et al., 2005), eignete sich unser
Modell gerade die erwiinschte Verbesserung in Schadigung und Funktion durch den
Einsatz von Prostazyklin kontrastiert hervorzuheben.

Das zur Reperfusion verwendete Schweinevollblut, das mit einer plasmavergleichbaren
Basis- und Elektrolytlésung verdinnt wurde (Schon et al., 1993) konnte durch Zusatz

von Hydroxyaethylstarke (HAES 6 %) in seinen kolloidosmotischen Eigenschaften
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verbessert werden. So hat sich der Einsatz von kolloidalen Losungen zur Vermeidung
ischamiebedingten Zellschwellungen bewahrt (Jamieson et al., 1988). Der Hamatokrit
der verwendeten Perfusionslosung betrug nach allen Verdinnungsschritten des
Schweinevollbluts ca. 22-25 %. Das bestmdgliche Verhéaltnis zwischen Perfusatfluss
und Sauerstoffversorgung (Riedel et al., 1983) mit einem Hamatokrit von 15 % wurde
hier zu Gunsten der Annaherung an physiologische Verhaltnisse von Schweinen
(Hickman et al., 1974) und in Ubertragener weiterer Linie zum Menschen ersetzt.

Der Zusammensetzung der Perfusatldsung in unserem Modell mit den Komponenten
der Hamofiltrationsbasis- und Elektrolytldsung wurde dementsprechend konzipiert, dass
eine  physiologischerweise  niedrige  Kaliumkonzentration  einen  erhohten
GefalRwiderstand der Leber verhindern kann. Dies wurde fir das Modell der kalten
Perfusion gezeigt (Jain et al., 2004).

Von der Leber freigesetzte zellulare wie metabolische Substrate und Zelldetritus
reicherten sich in der Perfusionsflissigkeit an, ohne dass die Madglichkeit der
Elimination bspw. durch Perfusatdialyse oder Austausch der Perfusatflissigkeit
bestand. Die Méglichkeit der Schadigung durch toxische Metabolite konnte sich durch
deren vermehrten Anfall im Laufe der fortdauernden Perfusion und die Rezirkulation
des Kreislaufs wahrend der achtstiindigen Perfusion potenzieren. Andererseits ergab
sich hier die Mdoglichkeit der indirekten Messung der sich regenerierenden
Leberfunktion Uber die Zeit, da die Leber singular als Stoffwechselorgan in der
Perfusionsapparatur ~ die Elimination  einiger  Substrate und  toxischer
Stoffwechselendprodukte aus der Rezirkulation bewirken und somit zur Rekonstitution
der Gewebehomoostase beitragen konnte. Obwohl also die Akkumulation von
Zellzerfallsprodukten und sonstigen schadlichen Metaboliten in dem geschlossenes
System wahrend der achtstiindigen Perfusion unvermeidbar war, konnte in allen
Versuchsgruppen eine nahezu stabile Einstellung eines physiologischen pH-Wertes
beobachtet werden. MaRRgeblich an der pH-Homobostase war auch die Verwendung
eines Bicarbonatpuffers in der Basis-Hamofiltrationslésung beteiligt, mit dessen Hilfe
angefallene Saureaquivalente durch Umsetzung zu flichtigem CO, und Wasser aus
dem System entfernt werden konnten. Die extrazellularen Elektrolytkonzentrationen von
Na'-, K*- und Ca**-lonen konnten in allen vier Untersuchungsgruppen kontinuierlich in
physiologischen Grenzen mit vergleichsweise geringen Schwankungen innerhalb der
jeweiligen Untersuchungsgruppe gewahrt werden, ohne dass das System

manipulativen externen Einflissen ausgesetzt war.
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5.2 Galleproduktion

Der Gallefluss stellt einen wertvollen Parameter zur Beurteilung des Ausmalles der
ischamischen Leberschadigung eines Transplantates dar (Bowers et al., 1987).
Gleichzeitig dient er als sensitiver Marker der Einschétzung der Transplantatfunktion
(Sumimoto et al., 1988). Aufgrund der fehlenden Stimuli fur die Gallesekretion liegt die
Menge der produzierten Galle einer extrakorporal perfundierten Schweineleber mit 0,18
pl/min/g Lebergewicht deutlich hinter der einer Schweineleber unter physiologischen
Bedingungen mit 0,45 pl/min/g Lebergewicht zurick (Mets et al. 1993). Den
hormonellen Einflussfaktoren und Substraten des enterohepatischen Kreislaufs kommt
somit entscheidende Funktion in der sekretorischen Leberfunktion zu, die in der
Beurteilung der hepatischen Zellfunktionen unbedingt zu bertcksichtigen ist (Gores et
al., 1986). Wahrend der Ischamiezeit sistiert die Galleproduktion, nach Einsetzen der
Reperfusion bestimmt unter anderem der zellulare ATP-Gehalt die Galleproduktion und
—exkretion als energieabhéngige Variablen (Kamiike et al., 1985). So wird die
Abhangigkeit des Galleflusses von der Sauerstoffversorgung zur Bereitstellung von ATP
erkennbar. Die ATP-Depletion im Lebergewebe nimmt mit Verlangerung der kalten
Ischamiezeit zu, wobei hohe ATP-Spiegel rapide und so friih als moglich wahrend der
ersten Zeit der Organkonservierung abgebaut werden (Cywes et al., 1992). Dabei kann
eine positive Korrelation der ATP-Depletion mit der Galleausscheidung angenommen
werden (Karwinski et al., 1989). Morimoto und Mitarbeiter konnten zeigen, dass durch
die Gabe von Insulin vor der Leberkonservierung hohere Spiegel an ATP in der Leber
wahrend der kalten Konservierung erzielt wurden, was nach der Transplantation mit
héherer Galleproduktion einherging (Morimoto et al., 1996). ATP-Depletion fuhrt in den
Hepatozyten zu einer gesteigerten Aktivitat der zytosolischen Proteasen (Dickson et al.,
1992), dabei ist das Ausmald der Proteolyse wahrend der Transplantatkonservierung
und wahrend der Reperfusion mit Blut assoziiert mit der Transplantatdysfunktion
(Aguilar et al. 1997), also u. a. mit einer verminderten oder sistierenden Gallesekretion.
Die Wechselwirkung der schadigenden Einfliisse von warmer und kalter Ischamie auf
die sekretorische Hepatozytenfunktion illustriert folgendes Beispiel. Bei Rattenlebern,
die einer kurzen Kaltischamie ausgesetzt waren und dann fir 45 Minuten
wiedererwdrmt wurden, betrug die Gallefluss 10,7 pl/min/Leber, nach 18 Stunden
Kaltischamie und einer Wiedererwdrmungszeit von 20 Minuten konnte eine
Galleexkretion von 5,4 pl/min/Leber gemessen werden (Vajdova et al., 2000). Der

Einfluss von Ischamie und Reperfusion auf das biliare System der Leber ist allerdings
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sehr komplex. Der Gallefluss wird auch entscheidend von der Integritat des
Gallekanalchensystems beeinflusst. Der Protektion der biliaren Mukosa kommt im
Rahmen der I/R-Schadigung der Leber vielleicht eine entscheidende Bedeutung gerade
im  Hinblick auf die Entitdt der Gallenwegsstrikturen nach orthotoper
Lebertransplantation zu (Wojcicki et al., 2008; Sharma et al., 2008). Die Schéadigung
des peribiliaren Gefal3plexus ist hier von zentraler Bedeutung (Pirenne et al., 2008;
Woijcicki et al., 2008). Die Gabe von Epoprostenol im Spenderorganismus wird als
Malnahme, die zu einem verbesserten Konservierung des peribilidren Gefal3netzes
und der Mukosa fiuhrt, zur Protektion vor Gallenwegsstrikturen empfohlen (Pirenne et
al., 2009). Da alle mit lloprost behandelten Gruppen besser in der Galleausscheidung
abgeschnitten haben, konnte aulRerdem angenommen werden, dass der moégliche
protektive Einfluss von lloprost die Toxizitat kalter Galle gegeniber dem
Gallengangsepithel (Syrakos et al., 1979) abmildert. Anthuber et al. beschrieben in ihrer
Arbeit Uber die Konditionierung von I/R-geschadigten Rattenlebern mit einem
Prostazyklinanalogon auch die signifikant bessere Gallesekretion (Anthuber et al.,
1996). lloprost kdnnte einerseits zytoprotektiv die Zellschwellung und den Zelltod des
Gallengangepithels verhindern. Die vasodilatatorischen Eigenschaften von Prostazyklin
wirken der Vasokonstriktion, ausgeldst durch z.B. chirurgische Intervention bei der
Organexplantation und/oder durch die Kaltischamie wahrend der HTK-Konservierung,
besonders an den prakapillaren Arteriolen entgegen, Shuntfliisse in der Leber werden
minimiert und somit die bessere Redistribution des Blutflusses fur die Versorgung mit
Sauerstoff und nutritiven Metaboliten wéhrend der Reperfusion gewahrleistet
(Blumhardt et al., 1993). Diese Mechanismen mégen unsere Resultate erklaren, dass
eine durch lloprost positiv beeinflusste Hamodynamik Uber die Verbesserung der
Oxygenierung fur eine bessere Funktionsleistung in Form der Gallesekretion
verantwortlich ist. So lasst der bessere Gallefluss aller drei Behandlungsgruppen
gegentber der Kontrolle vermuten, dass dies mit einem héheren zellularen ATP-Gehalt
einhergeht (Kamiike et al., 1985), der aus der Prostaglandinwirkung resultieren kénnte
(Goto et al., 1992). Dabei ist zu erkennen, dass nur in der ersten Messung zur zweiten
Stunde die Galleproduktion und -sekretion der spendervorbehandelten Gruppe
nachhaltiger von der lloprostgabe profitiert, jedoch zu jeder Messung uber dem Niveau
der Kontrollgruppe liegt. In der Gruppe 3 erreicht der Gallefluss nicht die Werte der
Reperfusatgruppe, liegt aber ab der vierten Stunde vor den beiden anderen

Untersuchungsgruppen. Die anhaltende Protektion von lloprost, das in der Gruppe 3
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wahrend der HTK-Konservierung die Leber im Gegensatz zur Gruppe 2 besser erreicht
haben konnte, gegen die Schadigung der Gallenwege durch hydrophobe Gallesalze
(Hertl et al., 2000) wéhrend der 20stiindigen Kaltischamie kdénnte dafir verantwortlich
zeichnen. Wie Farkas et al. belegen, erhoht die Prostaglandinspendervorbehandlung
den Gallefluss durch die verstarkte Ausscheidung von Gallensduren und durch
verbesserte Integritat der Gallengangsepithelien (Farkas et al., 2005). Dieser
Protektionsmechanismus gegenuiber der I/R-Schadigung der Leber koénnte sich
moglicherweise nachhaltiger in der Gruppe 3 und 4 gegenuber der
spendervorbehandelten Gruppe in der vorliegenden Studie auswirken, was die initial
bessere dann jedoch abfallende Galleausscheidung der Gruppe 2 im Vergleich erklart.
Die Spenderbehandlung der Gruppe 2 mit lloprost wéahrend der Organexplantation ist
durch die intraaortale Injektion nicht selektiv auf die Leber beschrankt, sondern
ungerichtet. Hypothetisch kann fir die Spendervorbehandlung angenommen werden,
dass anders als in der Gruppe 3, wo durch die Zugabe zur HTK-LAsung das llomedin
die Leber und auch die weiteren Bauchorgane gezielter erreicht, ein Teil des
Prostazyklinanalogons hier die Leber aufgrund der Applikationstechnik verfehit.

In der Gruppe 3 mag der positive Effekt der Prostaglandingabe mit zunehmender
Reperfusionsdauer jedoch von den schadigenden Reperfusionmechanismen
Uberwogen werden, wohingegen bei Dauerapplikation von lloprost wahrend der
vulnerablen Phase der Reperfusion in Gruppe 4 die Protektion langer aufrechterhalten
werden kann. Ein weiterer Grund fiir den niedrigeren Gallefluss in der Gruppe 2 und der
Gruppe 3 gegenuber der Reperfusatgruppe ab der vierten Stunde der Reperfusion
kénnte der schadigende Effekt der Wiedererwarmung wahrend der Reperfusion nach
langer kalter Ischamie sein, der die sekretorische Hepatozytenfunktion gravierender zu
alterieren scheint als die Kaltkonservierung (Vajdova et al., 2000). Hier scheint die I/R-
Schadigung die Wirkung des Prostazyklins hinsichtlich der Optimierung der
Hamodynamik und der Zytoprotektion nach der langen Zeit der Kaltischamie und der
Reperfusion zu schmalern. Die Uber weite Strecken konstant hohe Gallesekretion der
Gruppe 4, die zur vierten und sechsten Stunde sogar signifikant verbessert gegentber
der Kontrollgruppe ist, konnte auf eine weitaus beste Bereitstellung mit ATP schliel3en
lassen (Shinohara et al., 1997). Die kontinuierliche Gabe von lloprost in die
Rezirkulation scheint, fur die Dauer der gesamten Reperfusion einen positiven Einfluss
auf die Funktion der Leber zu nehmen. So war die Gruppe 4 die am meisten

galleproduzierende Untersuchungseinheit, wenn auch zum Ende nach acht Stunden nur
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noch die Halfte des Ausgangsniveaus produziert wurde. Insgesamt wird am Beispiel
der Gruppe 4 der Zusammenhang der verbesserten Gesamtflussrate einhergehend mit
besserer Oxygenierung und mehr Sauerstoffverbrauch (siehe nachfolgende Kapitel)
und verbesserter Funktionsleistung durch llomedin mit seinem hohen vasodilatativen
Potential am besten demonstriert.

Fur alle Untersuchungsgruppen ist jedoch generell gerade im Hinblick auf die
Beurteilung der Funktionsparameter anzumerken, dass die Lebensfahigkeit der Leber
im  extrakorporalen  Kreislauf begrenzt ist und mafigeblich von den
Untersuchungsbedingungen abhangt, die Lebensdauer unter ,Normalbedingungen® in
der Maschinenperfusion wird mit u.a. von Gores und Mitarbeitern mit vier bis sechs
Stunden beziffert (Gores et al., 1986). Vor diesem Hintergrund lasst sich die
kontinuierliche Verschlechterung der Gallesekretion aller Untersuchungsgruppen uber
die achtstindige Reperfusionsphase teilweise erklaren, die auch der zytoprotektive
Effekt von Prostazyklinanaloga nicht vollstandig antagonisieren kann. Ein weiterer
Faktor fur die sinkende Galleausscheidung kann in der vermehrten Empfindlichkeit der
Gallengangsepithelien gegentuber der Reperfusionsschadigung liegen (Noack et al.,
1993). Im Laufe der fortschreitenden Reperfusionszeit erhoht sich die
Wahrscheinlichkeit, dass aktivierte Entzindungszellen wie polymorphkernige
Leukozyten im Rahmen der I/R-Schadigungsmechanismen die duktale Basalmembran
penetrieren und zur Schadigung des Gallenwegssystems beitragen (Carrasco et al.,
1996). Dies kann wiederum durch lloprost nachhaltig beeinflusst werden, wie die
Resultate der Gruppe 3 und 4 in dieser Studie illustrieren. In friiheren Studien zu I/R-
geschéadigten Lebern fuhrte die jeweilige Spendervorbehandlung mit Prostaglandinen je
nach Studienprotokoll zu deutlich verbesserter Galleproduktion im Vergleich zum
unbehandelten Kontrollkollektiv (Farkas et al., 2005). In unserer Studie konnten wir eine
deutliche Abstufung der produzierten Gallemenge pro Zeit und auf 100 g Lebergewicht
je nach Applikationszeitpunkt des lloprosts feststellen, wie es bisher in der Literatur

nicht beschrieben ist.

5.3 Sauerstoffverbrauch

Der Sauerstoffverbrauch als Ausdruck zellularer, differenzierter Stoffwechselaktivitat
stellt keinen charakteristischen hepatischen Funktionsparameter dar. Die Mitochondrien
sind die Zellorganellen, die zur ATP-Generierung mittels oxidativer Phosphorylierung,

Sauerstoff verbrauchen. In den Zellen der Leber als sehr stoffwechselaktives Organ
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nehmen die Mitochondrien bis zu 25 % des Zellvolumens ein. Der Sauerstoffverbrauch
dient somit indirekt zur Evaluierung der mitochondrialen und somit der
Stoffwechselfunktion der Hepatozyten und der gesamten Leberfunktion nach I/R-
Schadigung. Im Gegenzug fihrt I/R-bedingter oxidativer Stress zur mitochondrialen
Dysfunktion, die zu irreversibler Zellschadigung und dem Zelltod fuhren kann
(Broekemeier et al.,, 1992). Der niedrige Gehalt an ATP nach verlangerter kalter
Ischamie durch Dephosphorylierung von energiereichen Nukleotiden (Nishida et al.,
1987) ist ein Hauptproblem, das die frihe Erholung der Organfunktion nach einer
Ischamie limitiert. So wird angenommen, dass durch einen erhfdhten Sauerstoffgehalt
im Lebergewebe wahrend der Ischdmiephase die Schadigung der Hepatozyten in der
Reperfusion abschwécht wird und so zu einer schnelleren Wiederherstellung der
Leberfunktion fuhrt (Hiratsuka et al., 2000).

Septische Patienten mit einem hohen Gewebesauerstoffdefizit bei hoher
Sauerstoffschuld, wie sie vergleichbar auch in der postischdmische Reperfusionsphase
zu finden ist, profitieren von der PGIl,-Gabe, so dass sich diese Schuld teilweise
umkehrt (De Backer et al., 1992). In gesunden Probanden konnte die PGI,-Infusion den
hepatischen Blutfluss um 41% steigern (Hassan, Pickles, 1983). Ob die erhéhte
Bereitstellung von Sauerstoff bei verbesserter Sauerstoffverfligbarkeit die aerobe
Glucoseoxidation im Gewebe fordert und damit der Generierung von energiereichen
Phosphaten dient, bleibt strittig. Tatsachlich flihrt aber die verbesserte
Sauerstoffverfiigbarkeit im Gewebe durch Gabe von PGIl, zur Steigerung
sauerstoffabhéngigen Stoffwechsels bei kritisch kranken Patienten (Bihari et al., 1987).
Die erhohte Sauerstoffaufnahme spiegelt indirekt also auch das Ausmald
energieproduzierender Zellvorgange, also der ATP-Produktion, wider. Prostaglandine
kénnen eine vorbestehende Gewebehypoxie teilweise korrigieren und den Zellen durch
verbesserte Sauerstoffversorgung die Gewinnung von energiereichen Phosphaten
ermoglichen. So kdnnten die ATP-Level im Lebergewebe zum Reperfusionszeitpunkt
bspw. zur Vorhersage der initialen Transplantatfunktion herangezogen werden
(Gonzalez et al.,, 1994). In einigen Studien ist die Sauerstoffinsufflation als
vorteilbringende Methode zur Aufrechterhaltung der Gewebe-ATP-Level und damit zum
besseren Qualitat der konservierten Transplantatleber eingesetzt worden (Minor et al.,
1998). Der Sauerstoffverbrauch der extrakorporal perfundierten, ischamisch nicht
geschadigten Schweineleber unter idealen Voraussetzungen liegt bei 2,5 ml O,/100 g

Lebergewicht/min (Mets et al., 1993). Die in der vorliegenden Arbeit vorgestellten
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Ergebnisse liegen in ihrer GréRenordnung zwei Zehnerpotenzen unter diesem Wert.
Dennoch sieht man klar die beste Sauerstoffversorgung in der Reperfusionsgruppe. Die
Sauerstoffkonzentration verhalt sich zu allen dargestellten Messzeitpunkten entweder
zu der Kontrollgruppe und der Gruppe 3 oder gar im letzten Reperfusionsabschnitt zu
den drei anderen Untersuchungsgruppen signifikant verhalt. Zudem bleibt der
Sauerstoffverbrauch der Gruppe 4 auf nahezu konstant hohem Niveau wahrend der
gesamten achtstindigen Reperfusion, wohingegen bei der Gruppe 2 ein zunehmender
Abfall des Sauerstoffverbrauchs zu sehen ist. Der gleichbleibende oder leicht
ansteigende Verbrauch an Sauerstoff in allen Versuchsgruppen in den ersten vier
Stunden in der Maschinenperfusion kdnnte durch den erhdhten Bedarf bedingt durch
die postischamische Sauerstoffschuld verursacht sein (Winkler et al., 1985). Die
Prostaglandingabe zum Zeitpunkt der Explantation und der extrakorporalen Reperfusion
von Schweinelebern konnte zu einer VergroBerung der Energiereserve im
entsprechenden Organ fuhren, was die gute Verflugbarkeit von Sauerstoff voraussetzen
wirde. Im klinischen Kontext ist bei der Prostazyklingabe im Empfangerorganismus
nach einer Lebertransplantation eine verbesserte hepato-vendse Sauerstoffsattigung in
Anlehnung an die Resultate vorhergehender Tierexperimente beschrieben worden
(Neumann et al., 2000), was durch Verbesserung der Mikrozirkulation in hypoxischen
Leberarealen erreicht werden kénnte. Das Endothel selbst als zentraler Regulator des
Blutflusses eines Organs kann auf verminderte Sauerstoffgewebespannung nach I/R
und Scherkréfte, wie bei z.B. im Rahmen der Reperfusion auftretend, mit stimulierter
Produktion an Prostazyklin reagieren (Soler et al., 1997). So imitiert und potenziert das
Behandlungskonzept der Gruppe 4 die physiologische, sinnvolle Antwort des Endothels
auf die stattgehabte I/R-Schadigung, um einerseits die Gewebeversorgung mit
Sauerstoff zur Energiebereitstellung zu sichern und andererseits groRtmdglichen
Schaden durch die wiedereinsetzende Perfusion (bspw. Scherkrafte) zeitgleich zu
minimieren.

So haben Studien den wertvollen Effekt der Prostaglandinvorbehandlung auf den
Energiemetabolismus der konservierten Leber, der teils mit einem verbesserten
Uberlebenswahrscheinlichkeit des Transplantats verbunden war, im Vergleich zur
nichtbehandelten Kontrollen zeigen kdnnen (Goto et al., 1993; Helling et al., 1995), sind
jedoch den direkten Vergleich zur Behandlung der Reperfusionsgruppe schuldig
geblieben. Mit der Phase der Reperfusion ist das schon durch die Kaltischamie

geschadigte Endothel zusatzlich den Fluss- und Druckkraften des Reperfusates
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ausgesetzt. Wie Tierexperimente gezeigt haben, spielen die ersten Minuten der
Revaskularisation die entscheidende Rolle fur die Entwicklung des I/R-Schadens der
Leber (Post et al., 1992), was die zentrale Rolle der Endothelfunktion in dessen
Ausbildung nur unterstreicht. Die Uberlegenheit der Reperfusatgruppe hier, gezeigt am
Sauerstoffverbrauch der Leber als Marker fur einen funktionierenden Zellmetabolimus,
kann eventuell durch die beste Endothelzellintegritat und -funktion bedingt sein (Pannen
et al., 2002). So weisen Olthoff und Mitarbeiter zwar nach Prostaglandinbehandlung
wahrend der Reperfusionsphase in den Lebertransplantaten von Ratten eine
verminderten I/R-Schaden nach, konnten jedoch weder einen Zusammenhang zum
Sauerstoffverbrauch  noch zu hamodynamischen Parametern zugunsten der
prostaglandinbehandelten Gruppe herstellen, so dass die hier formulierten Hypothesen
in den untersuchten Parametern dort keine Bestéatigung finden (Olthoff et al., 1991).

Durch die Prasenz von lloprost wird in der Gruppe 4 die gestorte Balance der
hepatischen Mikrozirkulation (Kobayashi et al., 1995) als Schlisselmechanismus
wiederhergestellt. Der Effekt der optimierten Sauerstoffausschépfung ist sowohl
Voraussetzung als auch Folge einer besseren Organvitalitit und -funktion (siehe
Galleausscheidung, Kap. 5.2). Die vasodilatative lloprostwirkung kommt im
Behandlungskonzept des Empfangers am effektivsten zum Tragen. Die
Spendervorbehandlung kurz vor dem Start der HTK-Kaltperfusion kdnnte wegen ihrer
ungerichteten intraaortalen Gabe und der mit der nur kurzdauernden ,Einwirkzeit"
verbundenen Limitierung der Prostaglandinwirkung und der darauffolgenden langen
Phase der Kaltischamie der Reperfusatbehandlung hier unterlegen sein. Die relativ
kurze Halbwertszeit von lloprost macht die Gruppen 2 und 3 der konstanten Dauergabe
in der Gruppe 4 unterlegen. Die Behandlungsgruppe 3 kdnnte den Nachteil haben, dass
die Zugabe zur vasokonstringierenden kalten HTK-L6sung teilweise auf die optimale
Distribution von lloprost in der Leber zur maximalen Wirkungsentfaltung behindert.

Die Wiederherstellung des Blutflusses in der postischamischen Leber ist essentiell fur
die Wiederaufnahme samtlicher Zellfunktionen, andererseits werden dadurch Substrate
zur Verfugung gestellt und Mechanismen in Gang gesetzt, die den eigentlichen
Ischamie/Reperfusionsschaden erst bedingen oder potenzieren (Clavien et al., 1992).
Von aktivierten Kupffer-Zellen, Makrophagen und Hepatozyten werden in der
Reoxygenierung freie Sauerstoffradikale freigesetzt (Jaeschke, Farhood, 1991).
Sauerstoffradikale werden in erster Linie aus anoxiebedingten Veranderungen der

mitochondrialen Atmungskette generiert (Dawson et al.,, 1993). Hauptsachlich
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Superoxid-, Hydroxyl- und Hydrogenperoxidradikale schadigen Proteine, Enzyme,
Nukleinsauren, das Zytoskelett und Zellmembranen und fluhren dartber zu einer
Beeintrachtigung und zur Zerstérung Mitochondrienfunktion und zur Lipidperoxidation
(McCord 1985). Schadigung der Endothelien und der Hepatozyten endet im Verlust der
mikrovaskularen Integritat und in vermindertem Blutfluss durch Apoptose (Rauen et al.,
1999). Diese Mechanismen spiegeln die Ambiguitat der Sauerstoffgabe wider und
konnten teilweise die niedrigen Werte im Sauerstoffverbrauch der Lebern in dieser
Studie im Vergleich zu unbeeintrachtigten Schweinelebern und den fortschreitenden
Abfall des Sauerstoffverbrauches als Ausdruck des Funktionsverlustes mit
zunehmender Perfusionszeit erklaren. Protektive antioxidative Substanzen zum Schutz
vor Sauerstoffradikalen stellen z. B. Glutathion (GSH) und Enzyme wie die
Superoxiddismutase (SOD) dar. Viele zellulare Kompensationsprodukte wie Glutathion
bendtigen zur Regeneration ATP, ein Umstand, der die Zellen doppelt anféllig fur I/R-

bedingte Schadigung macht.

5.4 Harnstoffsynthese

Die Harnstoffsynthese stellt eine wichtige hepatozellulare Stoffwechselfunktion in der
Entgiftung von Ammoniak und in der Metabolisierung anderer Stickstoffverbindungen
dar, weshalb sich Harnstoff zur Einschatzung der Funktion von I/R-geschadigten Lebern
eignet. In der Literatur findet man wenige Angaben zur Harnstoffsyntheseleistung als
Indikator einer suffizienten Leberfunktion nach Transplantationen. In der vorliegenden
Studie konnte die nichtbehandelte Kontrollgruppe die hochste Harnstofffreisetzung zu
den ersten drei Messpunkten wahrend der Reperfusion vorweisen, wobei die Gruppe 4
stets nur geringfligig niedrigere Werte aufwies. Zur letzten Messung nach acht Stunden
wurde von der Reperfusatgruppe die héchste Konzentration an Harnstoff freisetzt. Zu
keinem Zeitpunkt bestanden jedoch signifikante Unterschiede im direkten
Gruppenvergleich. Die Harnstoffkonzentrationen aller Gruppen konnten am Ende der
Reperfusionsphase auf das Vier- bis Fiunffache ihrer Ausgangswerte am
Perfusionsbeginn gesteigert werden. Die Gruppe 4 erreichte hier wiederum die besten
Resultate, was die Konditionierung der hepatischen Funktionsleistung durch dieses
Behandlungskonzept unterstreicht.

Im Intervall zur zweiten und dritten Messung waren die gro3ten dynamischen
Entwicklungen in der Harnstoffsynthese zu beobachten. Die hohen Werte der

Kontrollgruppe, die deutlich tiber dem Niveau der nahezu gleichen Werte fur die Gruppe
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2 und 3 liegen, konterkarieren die bisherigen Resultate der Funktionsparameter. Auch
der stetige Anstieg der Harnstoffkonzentration bis zum Ende der achtstiindigen
Reperfusion weist auf eine verbesserte Stoffwechselleistung mit zunehmender
Perfusionszeit hin, was nach der langen Phase der Kaltischamie umso beachtlicher ist.
Die Hypothese der zunehmenden Freisetzung des Harnstoffs aufgrund des vermehrt
auftretenden Zelluntergangs von Hepatozyten koénnte im Hinblick auf die hohen
Harnstoffkonzentrationen der Kontrollgruppe diskutiert werden.

5.5 Glucosestoffwechsel

Hinsichtlich des Glucosestoffwechsels, der im Organismus vielfaltigen, sich
wechselseitig bedingenden oder ausschlieRenden Einflissen unterliegt, kdnnen aus
den Daten der isoliert extrakorporal perfundierten Leber in der Maschine nur
eingeschrankt Ruckschlusse auf die Leberfunktion gezogen werden (Adham et al.,
1997). Die Leber als das wichtigste Stoffwechselorgan ist nattrlich auch wahrend der
extrakorporalen Perfusion in der Lage, die Glucosehomdostase zu regulieren (Craig
1966). Die Leber besitzt neben der Niere die Schlisselenzyme zur Gluconeogenese,
um aus Nicht-Kohlenhydrat-Vorstufen wie Lactat, Glycerin oder glucogenen
Aminosauren Glucose neu zu synthetisieren. Hepatozyten sind die wichtigsten Zellen
des Korpers fur die Gluconeogenese. Die Energiebilanz der Gluconeogenese fallt
jedoch negativ aus, so dass 3 mol ATP/Mol gebildeter Glucose verbraucht werden,
niedrige ATP-Spiegel hemmen daher die Gluconeogenese. Die extrakorporal
perfundierte Leber generiert in der ersten Stunde nach Beginn der Reperfusion jedoch
bereits aus Lactat Glucose (Krebs 1974). Die Gluconeogenese ist eng mit dem
Harnstoffzyklus verbunden.

Gleichzeitig kann die Glucosehomoostase durch die Regulation des
Glykogenstoffwechsels (Synthese oder Abbau) gewahrleistet werden.

Die Angabe der Glucose der einzelnen Versuchsgruppen erfolgte nicht als Absolutwert
der Konzentration sondern relativ zur Konzentration wahrend der Praperfusion. Initial
sahen wir in allen Versuchsgruppen deutlich erhdhte Werte (Adham et al., 1997), wobei
hier sowohl die Gruppe 1 wie die Gruppe 2 hdhere prozentuale Abweichungen zeigen
als die anderen beiden Gruppen. Am wahrscheinlichsten ist der Anstieg durch den
verstarkten Glykogenabbau wahrend der Ischamiezeit zu erklaren. Nach vier Stunden
der Reperfusion sind die Werte in allen Gruppen auf ca. die Halfte des

postischamischen Ausgangsstatus abgefallen. Auffallig ist hier und in den folgenden
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Messungen der deutliche Abfall der Gruppe 3. Die Gruppe 2 kann im Verlauf die beste
Glucosefreisetzung im Vergleich zur Praperfusion vorwiesen, was vielleicht durch eine
gesteigerte Gluconeogenese bedingt sein konnte. Signifikanzen zu den anderen
Gruppen traten jedoch zu keinem Zeitpunkt auf. Sicherlich nur sehr eingeschrankt zu
werten, fallt jedoch das Zuriickbleiben der Gruppe 3, selbst gegenuber der

Kontrollgruppe auf.

5.6 Hamodynamik

5.6.1 Makrohdmodynamik

Die Erhaltung eines adaquaten hepatischen Blutflusses ist von entscheidender
Bedeutung fir die Homdostase der Leber. So sind die ersten Minuten der
Revaskularisation entscheidend in der Entwicklung eines I/R-Schadens in der
Transplantatleber (Post et al., 1995), dabei kann eine verzogerte Wiederherstellung der
arteriellen Blutzufuhr verstarkt mikrovaskulare Stérungen hervorrufen, die dann zu einer
Transplantatdysfunktion fihren kénnen, was aus der additiven Aggravierung der schon
vorbestehenden Hypoxie im Rahmen der Ischamie erklart werden kénnte (Puhl et al.,
2004). Die duale Blutversorgung der Leber bestimmt die Verteilung des Blutflusses,
moduliert durch die Mdglichkeit der arteriellen Kompensation einer Flussdnderung in
der Portalvene von bis zu 60 % (Lautt et al. 1990). Der intrahepatische Blutfluss
dagegen wird von vasokonstriktiven Substanzen wie Endothelin (ET) und
vasodilatativen Agenzien wie z.B. NO im Gleichgewicht gehalten, die tber den Tonus
der GefaBwande der afferenten terminalen hepatischen Arteriole und der afferenten
terminalen portalen Venole sowie Uber die Sinusoide selbst die Mikrozirkulation
beeinflussen (Pannen 2002). Wesentliche Merkmale der hepatischen I/R-Schéadigung
wie Hypoxie und Zelluntergang resultieren aus der Malperfusion der Sinusoide, deren
hamodynamische Zustande sich in die variablen Eigenschaften der Makrozirkulation
fortpflanzen und dort widerspiegeln (Pannen 2002).

Durch Prostazyklin werden der periphere GefaRwiderstand und der mittleren arterielle
Blutdruck vermindert und die hepatische Sauerstoffversorgung verbessert. Die
Vorbehandlung von Schweinelebern mit Prostaglandin E, verhinderte die rapide
intrazellulare  ATP-Depletion in der isch&dmischen Phase zwar nicht, die
Wiederherstellung der ATP-Speicher in der Reperfusionsphase war unter der
Behandlung jedoch signifikant besser (Helling et al.,, 1995), was sicherlich der

verbesserten Hamodynamik und Sauerstoffversorgung geschuldet sein dirfte.
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Die initiale Perfusionsqualitat der extrakorporal perfundierten Leber muss sowohl als
Antwort auf den erlittenen Ischamie/Reperfusionsschaden als auch auf dessen
Modifikation durch lloprost in den Behandlungsgruppen verstanden werden kann. Mit
zunehmender Perfusionsdauer kann im Modell der achtstiindigen extrakorporalen
Maschinenperfusion jedoch anhand der Hamodynamik das fortlaufende Organversagen
bei stattgehabtem Konservierungs- und Reperfusionsschaden gesehen werden, der
sich von der Mikro- zur Makrozirkulation fortpflanzt. Sehr lange Ischamiezeiten von 24
Stunden fuhren zu schwerwiegenden Stérungen in der Mikrozirkulation (Post et al.,
1993).

Im postischamischen Lebergewebe werden die Perfusionseigenschaften von einem
erhohten Perfusionswiderstand bestimmt, der hervorgerufen wird durch die hypoxische
Zellschwellung von Endothelien und Nicht-Endothelzellen. Zuséatzlich fuhren die
verstarkte Leukozytenadharenz und deren transendotheliale Migration ins umgebene
Leberparenchym (Vollmar et al., 1994), die Hamokonzentration und die Imbalance
zugunsten von Endothelin gegeniiber NO zur Stagnation des sinusoidalen Blutflusses.
Im Folgenden missen die Untersuchungsergebnisse auch unter dem Gesichtspunkt der
Stérung der Autoregulation nach Leberdenervation wahrend der Hepatektomie, die
erhebliche Perfusionsungleichheiten hervorrufen kann, betrachtet werden (Schemmer
et al., 1999).

Aus den Ergebnissen der vorliegenden Studie kann geschlussfolgert werden, dass der
vasorelaxierende  Effekt von lloprost vornehmlich in den ersten vier
Reperfusionsstunden zur Verringerung des GefaRwiderstandes der behandelten
Gruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe beitragt. Diese Wirkung relativiert sich in
unserer Studie zum Ende der Reperfusion, so dass der periphere GefalRwiderstand
nach acht Stunden fast keinerlei Gruppenunterschied aufweist. Der periphere
GefalRwiderstand wurde als Ausdruck des I/R-bedingten Leberschadens gewertet, was
die Abhangigkeit der Organdurchblutung von den Widerstandsbedingungen in
Zusammenhang mit der Organfunktion verdeutlicht. Zu Beginn der Perfusion waren
tendenziell leicht verbesserte Widerstandswerte in den Gruppen 2 und 3 zu sehen.
Signifikanzen traten allerdings nicht auf. Es gilt als erwiesen, dass I/R-Schadigung zur
Erhohung des GefaRwiderstandes fuhrt. So steigt der arterielle Gefalwiderstand
wahrend der Reperfusion nach verlangerter kalter Ischdmiezeit an (Imamura et al.,
1997). Oldhafer et al. stellten in ihrem Schweinelebertransplantationsmodell fest, dass

der arterielle Gefal3widerstand nach vier bis sechs Stunden Kaltischamie fiel,

73



wohingegen der portalvenose stieg. Die Moglichkeit der Eroffnung praformierter
Shuntflisse und die wechselseitige Abhangigkeit der arteriellen und der portalventsen
Hamodynamik wurden als Erklarungsversuche ins Feld gefuihrt (Oldhafer et al., 1993).
Auch in unserem Modell konnte diese Hypothese den Abfall des von uns gemessenen
arteriellen peripheren Widerstandes erklaren, der durch die vasodilatative Wirkung der
lloprostvorbehandlung in  den Gruppen 2 und 3 auffallt. In der
Reperfusatbehandlungsgruppe konnte die lloprostwirkung auf den arteriellen
GefalRwiderstand dagegen erst mit dem zweiten Messpunkt zu detektieren sein. Die
Ursachen fir die hdmodynamischen Veranderungen, nach denen der Widerstand der
hepatischen Arterie als Marker der I/R-Schadigung gilt, sind jedoch nicht ausschlief3lich
auf die biochemischen und vasomotorischen Gefaldreaktionen, wie von Eisele et al.
postulieren (Eisele et al., 2001), zu reduzieren. Ohne Frage spielen Neutrophile und
andere immunologische Zellen im Modell der isolierten extrakorporalen Perfusion
vielleicht eher eine untergeordnete Rolle, da allerdings bspw. in der Rattenleber 39%
der nonparenchymalen Zellen Kupffer-Zellen als residente Makrophagen darstellen
(Decker 1990), und das Perfusat in unserem Perfusionskreislauf auch Leukozyten als
Bestandteil des allogenen Schweinebluts enthielt, dirfen diese Mechanismen der
hamodynamischen Beeinflussung nicht vdllig aul3er Acht gelassen werden. So konnten
von Frankenberg et al. zeigen, dass Kupffer-Zell-depletierte Schweinetransplantatiebern
eine deutlich verbesserte Mikro- und Makrohamodynamik mit deutlicher Betonung des
verbesserten arteriellen Blutflusses vorweisen konnten, was mit einer verbesserten
frihen Transplantatfunktion und der Verhinderung von Transplantatdysfunktion oder -
versagen einherging (von Frankenberg et al., 2003).

Der Gesamtperfusatfluss pro Zeit lag zu allen Messpunkten in der Reperfustgruppe am
hdchsten, wobei der Anteil der Arterie am Gesamtfluss von allen Gruppen der niedrigste
war und im Verlauf der Reperfusion kontinuierlich abnahm. Dagegen erreichte der
arterielle Anteil an der Gesamtperfusion in der Gruppe 3 zu allen Messzeitpunkten die
hdchsten Werte, und zur zweiten, sechsten und achten Stunde sogar Signifikanzniveau
gegentber allen anderen Gruppen. Eine gesteigerte Gesamtflussrate des Perfusats in
der Arteria hepatica im extrakorporalen Maschinenkreislauf, wie in der Gruppe 3
gesehen, kann zur Verbesserung der postischamischen Leberfunktion beitragen,
wohingegen unphysiologisch hohe portalvendse Driicke einen schéadlichen Effekt
bewirken kdnnen (Blumhardt et al., 1993). Dagegen konnten Puhl et al. 2005 belegen,

dass die sinusoidale Hyperperfusion als Reaktion auf einen I/R-Schaden einen
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Schutzmechanismus darstellt. Die inverse Korrelation zu den freigesetzten
Transaminasen und Bilirubinspiegeln diente hier als Beweis (Puhl et al., 2005). Neben
einer potentiell schadlichen Wirkungen einer portalen Hyperperfusion, wie von Fraser et
al. (Fraser et al., 1980) behauptet, fuhrt die dadurch verursachte Erhéhung der
vaskularen Scherkrafte zur Vermittlung von Zellproliferation und zytoprotektiven
Mechanismen wie der NO- und Prostaglandinausschittung (Schoen Smith, Lautt,
2005).

Die erhohte Flussrate in der Arteria hepatica in der Gruppe 3 konnte die
vergleichsweise gute Gallesekretion der Gruppe 3 zu den letzten drei Messpunkten
erklaren. Wie schon in dem vorangegangen Abschnitt zur Bewertung des
Versuchsaufbaus muss fir alle Gruppen prinzipiell eine konzeptionelle portalvendse
Hyperperfusion angenommen werden, die zur Schadigung der nachgeschalteten
Perfusionsbezirke beitragen kdnnte.

lloprost, in den Reperfusionskreislauf (Gruppe 4) verabreicht, kann durch die
Verbesserung der rheologischen Eigenschaften des Perfusats den vermehrten
Gesamtgewebefluss bewirken. In der Gruppe 3 dagegen fallt der Gesamtperfusatfluss
von allen 4 Untersuchungsgruppen zu samtlichen Messzeitpunkten am niedrigsten aus.
Der prozentuale Anteil der arteriellen Perfusion dagegen ist gefolgt von der Gruppe 2
der hochste aller Gruppen. So kann diskutiert werden, ob sowohl die
Spendervorbehandlung als auch die Modifizierung der Konservierungslésung im Vorfeld
der Entwicklung von agonalen, durch diverse Reize ausgeltste Vasospasmen der
Arteria hepatica entgegenwirken (D"Alessandro et al., 1989), ein Effekt, der in der
Reperfusatgruppe fehlt oder erst spater auftreten konnte. Hier jedoch ist das
Perfusionsverhéltnis von Anfang an zugunsten der portalvenésen Versorgung
verschoben, und gemal der ,Pufferfunktion” der Leberarterie scheint der arterieller
Versorgungsarm hier paradoxerweise trotz der lloprostgabe gedrosselt zu sein, um die
Organintegritat und —funktion nicht zusatzlich zu schadigen (Henderson et al., 1992).
Der portalvendse Fluss macht physiologischerweise 75 % des Gesamtblutflusses der
Leber aus, die Sauerstoffverbrauch des Lebergewebe wird unter Normalbedingungen
jedoch zu 50 % von arteriellen Versorgungsleistung abgedeckt (Campra, Reynolds
1988). Womadoglich ist eine Erklarung auf der sinusoidalen Ebene zu finden, da der
wesentliche Ort der Regulation des Blutflusses die Sinusoide selbst sind. Die oben
beschriebenen Stérungen der Mikroperfusion im Rahmen der I/R-Schadigung kénnten

durch die kontinuierliche lloprostapplikation in der Gruppe 4 wirksam behandelt werden,
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so dass der sinusoidale Widerstand verringert und so der portale Fluss verbessert wird.
Die Wiederherstellung der Gefal3- konnte die Rekonstitution der Gewebshomobostase
nach sich ziehen. Wiederum konnte man im Gruppenvergleich schlussfolgern, dass
eine suboptimale Verteilung und/oder die kurze Wirkperiode wahrscheinlich dafur
verantwortlich sind, dass nachhaltige Effekte der lloprostvorbehandlung hier ausbleiben.
So kann die Reperfusatgruppe trotz des geringeren Anteils der arteriellen
Blutversorgung verbunden mit reduzierter Sauerstoffbereitstellung dennoch den
hochsten Sauerstoffverbrauch und damit die beste Galleausscheidung erreichen. Fur
die Gruppen 1-3 muss zudem die Moglichkeit diskutiert werden, dass die arterielle
Gefallversorgung zugunsten der besseren Sauerstoffverfigbarkeit im Rahmen
vaskularen Autoregulation teils unabhangig der medikamentésen Beeinflussung durch
Prostaglandin eine Rolle im Verteilungsmuster der Makroperfusion spielt (Gelman,
Ernst 1977). Andererseits kénnen der erhdhte Sauerstoffverbrauch und die hohe
Gesamtflussrate der Tatsache geschuldet sein, dass die Gruppe 4 im Gegensatz zu
den vorbehandelten beiden anderen Gruppen ahnlich der Kontrollgruppe keine
Protektion gegen den Ischamieschaden erhalten hat, so dass die verbesserte
Makrohamodynamik und der gesteigerte Sauerstoffverbrauch den
sauerstoffabhédngigen Reparaturprozessen eines lebensfahigen Organs nach
ischamischer Schadigung Rechnung tragen (Kitai et al., 1995). Dies wirde durch den
positiven vasodilatativen Einfluss von PGIl, auf die Mikrozirkualtion und die
Zytoprotektion im Gegensatz zur Kontrollgruppe noch verstarkt. Im Gegensatz zu den
Ergebnissen unserer Studie konnten Wolf et al. die Veranderungen der
Makrohamodynamik und des Sauerstoffverbrauchs nur in den ersten 30 Minuten der
Reperfusion bei kontinuierlicher Epoprostenolgabe nach einer Stunde der
Warmischamie in der Schweineleber konstatieren (Wolf et al., 1998). Harada et al.
diskutierten, dass der Benefit von niedermolekularem Heparin als auch von
Antithrombin Il auf die Reduzierung des hepatischen I/R-Schadens, mit Erh6hung des
Blutfluss im Lebergewebe, der damit verbundenen reduzierten
Transaminasenfreisetzung und die verminderten hepatischen MPO-Aktivitat, auf die
Forderung der Freisetzung von PGI, aus dem Endothel zurtickzufihren sei (Harada et
al., 2006). Die Agenzien wurden jeweils vor der Ischdmie- respektive
Reperfusionsphase verabreicht. Diese Ergebnisse sahen wir in unserer Studie im
Gesamtblutfluss der Gruppe 2 gegeniber der Kontrollgruppe, in der Hamodynamik der

Arteria hepatica sowie im peripheren Gesamtwiderstand der Gruppe 2 und 3 bestatigt.
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Auch andere Studien belegen den verbesserten hepatischen Blutfluss durch die Gabe
von Prostaglandinen, der verbunden mit einer besseren Transplantatlebensfahigkeit zu
sein scheint. Dabei fuhrte die intraportale Prostaglandin E,-Gabe im Schwein, die
einmal im Vergleich zur intraventsen Applikation und einmal zwei Stunden nach
Gefallanastomosierung im orthotopen Transplantationsmodell erfolgte, zur Steigerung
des Flusses der Arteria hepatica und des Gesamtgewebeflusses (Kawachi et al., 1997).
In der Arbeit von Hossain et al. dagegen konnte die intraportale PGE,-Infusion vor und
nach der Ischdmieepisode den portalvendsen Fluss signifikant steigern, was mit der
Zunahme des peripheren Gewebeflusses gekoppelt war, die wiederum die Schadigung
im Rahmen der Ischdmie/Reperfusion und Hepatektomie beschrankt (Hossain et al.,
1999). Beide Studienprotokolle belegen die auch in der vorliegenden Studie gezeigte
Uberlegenheit der Empfangerbehandlung.

AbschlieRend ist beachtlicher Weise anzumerken, dass in der Kontrollgruppe der
Gesamtperfusatfluss zwar wie erwartet eher hinter den anderen Gruppen zuriickfallt.
Auch der periphere arterielle GefalRwiderstand bewegt sich nahezu konstant auf dem
hdchsten Niveau, dennoch werden Gesamtflussraten, die jenseits eines kompletten
Organausfalls liegen, erreicht, die mit einer akzeptablen Gewebeperfusion im Rahmen
des erlittenen I/R-Schadens einhergehen. Unterstiitzend zu dieser Beobachtung kann
hier angemerkt werden, dass der GefaRverschluss der Leber wahrend elektiver
Resektionen zur Reduktion des Blutverlustes im Vergleich zum intermittierenden
Verfahren zu keiner erhdéhten Mortalitat und keiner erhdhten Inzidenz an Leberversagen
oder anderen Morbiditaten fihrt, wie man es im Zuge der I/R-Schadigung mit
vergesellschafteten Komplikationen wie der Leberdysfunktion hatte erwarten kdnnen
(Gurusamy et al., 2009).

5.6.2 Mikrozirkulation

Die postischamische Reperfusion in der Leber ist untrennbar mit dem Versagen der
nutritiven Perfusion trotz Wiederherstellung des Blutflusses und der ungeniigenden
Energiebereitstellung fir die wiedereinsetzende Organfunktion verbunden. Die
Verhinderung und/oder Eindammung des mikrozirkulatorischen Ausfalls kann dabei den
Grad der hepatozellularen Schadigung maf3geblich modulieren. So korreliert bspw. die
visuelle Evaluierung groR3er Perfusionsheterogenitaten postischamischer Lebern
wahrend der Transplantation oft mit einer frihen schlechten Organfunktion und dem

klinischen Gesamtoutcome (Menger, Vollmar 2000).
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Die hepatische Mikrozirkulation umfasst den Bereich der terminalen Gefalie, Arteriolen
und portale Venulen, die nach wiederholter Aufzweigung mit einem Durchmesser von
15-35 pm und einer Lange von 50-70 pm in die Sinusoide miinden (Oda et al., 2003),
wo der Stoff- und Gasaustausch mit dem umgebenden Gewebe stattfindet. Die
FlieReigenschaften des Perfusates und die FlieBbedingungen im Gefal3system
bestimmen die Mikrozirkulation. Daraus leitet sich der dynamische Aspekt und
temporare Charakter in der Einschatzung der Mikrozirkulation ab, wobei die zeitliche
Abfolge der Mechanismen wahrend der I/R-bedingten Schadigung teils abgebildet
werden (Cutrin et al., 2002). Wahrend in gesunden Lebern eine nahezu homogene
Gewebeperfusion zu finden ist, bestimmt eine ausgepragte heterogene Mikrozirkulation
das Bild der perfundierten Leber nach einer Lebertransplantation. So konnten Mehrabi
et al. nachweisen, dass erst 72 Stunden nach der Reperfusion eine wenn auch
reduzierte, homogene Mikrozirkulation in der Leber festzustellen war. Nach
Einschatzung der Autoren erlaubt die Messung der Mikrozirkulation einzelner
Leberregionen, hier tGber die Thermodiffusion durchgefiihrt, keine valide Aussage zur
Gesamtperfusionsqualitat in den ersten 24 Stunden der Reperfusionszeit nach
Lebertransplantation, gezeigt im Schweinelebermodell (Mehrabi et al., 2003). Die
Messung des tiefen Flusses erfolgte zu jedem der drei Messzeitpunkte an einer
anderen Stelle der Leberparenchymoberfache. Wie zuvor schon dargelegt unterliegt die
hepatische Mikrozirkulation wahrend der ersten Zeit der Reperfusion grof3en
Schwankungen mit einer enormen Variationsbreite in der Heterogenitat der
Leberdurchblutung sowie einem ausgepragten zeitlichen Einfluss. Aus der Auswertung
der gezeigten Flussmuster konnte jedoch ein Trend hinsichtlich der gesamten
Perfusionsqualitat der einzelnen Untersuchungsgruppen aus der
mikrohamodynamische Beeinflussung durch lloprost abgeleitet werden. Die Messung
der tiefen Gewebeflusseigenschaften erfolgte in acht mm Tiefe. Mehrabi et al. fihren
die frthe Homogenisierung der horizontalen Flisse und die vorrangige
Wiederherstellung des Blutflusses besonders in den kraniellen Schichten als
charakteristisch fur die frihe Phase der postischamischen Reperfusion auf (Mehrabi et
al., 2003). Wir sahen zur vierten und achten Stunde die besten tiefen Flusswerte fur die
Gruppe 4, was den direkten positiven vasodilatativen Einfluss von llomedin auf die
Mikrozirkulation unterstreicht. Die anderen beiden Behandlungsgruppen zeigten nach
vier Stunden gegeniber der Kontrollgruppe keine Verbesserung des tiefen Flusses.

Nach acht Stunden wiesen alle Behandlungsgruppen bessere tiefe Flussraten als die

78



Kontrolle auf. Als Restimee kann auch hier die Konditionierung der Durchblutung, im
speziellen der Mikroperfusion als Folge der lloprostwirkung mit einer optimierten
Oxygenierung, dem vermehrten Sauerstoffverbrauch und der damit einhergehenden
gesteigerten Funktionsleistung diskutiert werden. Wie schon gezeigt wiederholt sich
auch am Beispiel der Mikrozirkulation in den gezeigten Werten der vorliegenden Studie

die Rangfolge der Behandlungsgruppen.

5.7 Makroskopie-Score und Gewichtsdifferenz

Zu Beginn der Reperfusion waren keine Abweichungen im Gruppenvergleich
hinsichtlich der makroskopischen Beschaffenheit zu beobachten. Mit zunehmender
Reperfusionsdauer ab der zweiten Stunde fiel die Kontrollgruppe jedoch durch die
hdchsten Scorewerte auf. In den Behandlungsgruppen sahen wir eine Abstufung, die
sich bis zum Ende der Reperfusion verfolgen lie3, nach der die Gruppe 2 den
niedrigsten, also besten Index, gefolgt von Gruppe 3 und dann Gruppe 4, aufwies. Im
Zeitstrahl stellten wir bei allen Behandlungsgruppen ab der zweiten Stunde im
Gegensatz zur Kontrollgruppe keine gravierende Zunahme der Scorewerte zum
Perfusionsende hin. Die Werte blieben auf erreichtem Niveau mit geringen
Abweichungen. Die Gewichtsdifferenz am Ende der Reperfusion wurde dem
Ausgangsgewicht relativ gegenubergestellt. Hier konnte die starkste Diskrepanz
zwischen Ausgangs- und Endgewicht wiederum in der Kontrollgruppe verzeichnet
werden. Die Gruppe 2 konnte &hnlich wie im Makroskopie-Score die niedrigste
Gewichtsdifferenz, also das beste Resultat erzielen. Signifikanzen traten weder im
Vergleich der Gewichts- noch der Makroskopie-Scorewerte auf.

Die I/R-Schadigung der Leber fuhrt durch das interstielle Odem und die verstarkte
Leukozyteninfiltration aus dem Perfusat je nach deren Grad zur Beeintrachtigung der
Leberfunktion (Jerome et al. 1994). Dabei beférdern die Migration der aktivierten
Kupffer-Zellen entlang der Sinusoide, die reduzierte Leukozytengeschwindigkeit durch
vermehrte Akkumulation und Adhasion sowie die Endothelzellschwellung die Stase in
der hepatischen Mikrozirkulation (Vollmar et al., 1996), was die Extravasation von
Blutplasma, und somit das extrazellulare Odem zusatzlich verstarkt. Der protektive
Einfluss von Prostazyklin auf die ischamisch geschadigte Leber durch sein
antiinflammatorisches Potenzial (Inhibition der Neutrophileninfiltration) wirkt der
Odementstehung und —ausweitung in der Phase der Reperfusion entgegen. Durch

Verbesserung der rheologischen Eigenschaften, der Hemmung der
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Thrombozytenfunktion sowie der Forderung des Blutflusses kann der Inflammation
entgegengewirkt und die Reparation des geschadigten Gewebes forciert werden.

Die Gesamtheit dieser Prozesse wird reflektiert in der morphologischen Beschaffenheit
und im Gewicht der Lebern, wo sich zweifelsohne die spendervorbehandelte Gruppe
den anderen Gruppen Uberlegen zeigt. Trotz der vorrangig besten Funktion rangiert die
Gruppe 4 nur unmittelbar vor der Kontrollgruppe im Ranking der makroskopischen
Evaluierung. Die visuelle Evaluierung und der prozentuale Gewichtsunterschied der
Lebern korrelieren somit in unserer Arbeit nicht mit dem Grad der besten Funktion.
Hypothetisch kann hier die sozusagen praventive lloprostgabe in der Gruppe 2 und 3
zur potentiellen Verhinderung der I/R-Schadigung gegentuber den anderen
Versuchsgruppen angefiihrt werden. Davon konnte allerdings die Gruppe 3, die in der
Gewichtszunahme weit vorne rangiert, nur ungentugend profitieren. Die
Gewichtsdifferenz betragt gegenuber der Gruppe 2 mit 10 % fast 30 %.

Trotz der besten Gesamtflussrate féallt der prozentuale Anteil der Versorgung mit
sauerstoffreichem arteriellem Blut an der Gesamtperfusion in der Gruppe 4 im
Gegensatz zu Gruppe 3 und 2 erheblich niedriger aus, was die bessere Wertung dieser
beiden Gruppen hinsichtlich der Farbe erklart. Einschrankend hinsichtlich der Methode
der makroskopischen Einschatzung kann die Arbeit von Mehrabi et al. (Mehrabi et al.,
2003) zitiert werden, die die Heterogenitat der Leberperfusion und die Homogenisierung
des Gewebeflusses erst nach weit Uber acht Stunden Reperfusion unterstreicht, und die

Einschatzung von Farbe und Perfusionsqualitat damit relativiert.

5.8 Mediatoren

5.8.1 TNF-a

Aktivierte Kupffer-Zellen sind ein bedeutender Vermittler des I/R-Schadens der Leber
(Jaeschke, Farhood 1991), indem sie proinflammatorische Zytokine, vor allem TNF-q,
Chemokine, Sauerstoffradikale und hydrolytische Enzyme freisetzen. TNF-a als ein
wichtiges multifaktorielles Zytokin wirkt Gber die Rezeptoren TNF-R1 und TNF-R2,
deren Aktivierung zellspezifisch die Zelldifferenzierung, die Apoptose und die
Freisetzung weiterer Zytokine auslésen kann. Hauptsachlich wirkt TNF-a wie IL-6 und
IL-1B proinflammatorisch, die im Organismus Fieber verursachen und in der Leber die
Produktion von Akute-Phase-Proteinen anregen. Neben diesen Abwehrmechanismen
vermittelt TNF-a zellulare Immunantworten durch Verstarkung zytolytischer Aktivitaten.

Die mikrozirkulatorischen Stérungen bei hepatischer I/R-Schadigung sind in grof3em
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Maf3e durch den Endothelzellschaden und die Neutrophilenakkumulation, die TNF-a
hervorruft, verursacht. So ist in der Zellkultur gezeigt worden, dass hohe TNF-a-Level
zu Fusion von Thrombozyten mit dem Endothel fihren kdnnen (Lou et al., 1997), die
Thrombozyten wiederum konnen den apoptotischen Zelltod von sinusoidalen
Endothelien verursachen (Sindram et al., 2000), weniger Uber ihre prokoagulatorischen
Eigenschaften, als vielmehr Uber Zell-Zell-Interaktionen und Ausschittung weiterer
proinflammatorischer Zytokine. Bei erhdhtem TNF-a-Level ist die Ratio von endogenem
PGl, zu TxA, vermindert (Combis, Vinel 1991), was eine verstarkte
Leukozytenadhérenz und Thrombozytenaggregation triggert. Sowohl in der Inhibition
der u. a. durch TNF-a-getriggerten Expression von Adhasionsmolekilen (Della Bella et
al., 2001), die die Interaktion von Endothelien mit Thrombozyten und Leukozyten
ermoglichen, als auch in der Hemmung der weiteren Zytokinausschittung bspw. aus
aktivierten Thrombozyten, liegen die potentiellen Angriffspunkte von Prostazyklin in der
Préavention der I/R-Schédigung der Leber.

Hinsichtlich der Stdérung der Mikrozirkulation vermittelt TNF-a die Apoptose
endothelialer Zellen Gber verschiedene Wege (Peralta et al., 2001). Die Inhibition von
TNF-a fuhrt insgesamt zu herabgesetzter ischamischer Schadigung, verbessertem
Blutfluss und Mikrozirkulation und erhéhter Leberregeneration (Tian et al., 2006).
Wiederum konnte die Prostaglandingabe im I/R-Tiermodell an Rattenlebern wahrend
und nach der Ischamiezeit die TNF-a-Spiegel signifikant senken (Miyagi et al., 2008).
Die Hemmung der Freisetzung und der Expression von TNF-a aus aktivierten
Makrophagen konnte durch Prostazyklinanaloga in dosis- und zeitabhangiger Weise
nachgewiesen werden (Grundmann et al., 1992).

Die Analyse der TNF-a-Konzentration in den einzelnen Untersuchungsgruppen in
unserer Studie zeigt eine zeitliche Dynamik mit fortschreitender Perfusionsdauer.
Unmittelbar nach der Ischamie waren die Konzentrationen in allen Gruppen niedrig.
Dies spiegelt sich auch in Arbeiten anderer Gruppen wider (Grundmann et al., 1992), da
die Kupffer-Zellen als die wesentlichen Zellen der TNF-a-Generierung, erst mit der
Phase der Reperfusion aktiviert werden (Caldwell-Kenkel et al., 1991). Zum zweiten
Messpunkt nach vier Stunden waren die Level der Behandlungsgruppen abgesehen
von kleinen Abweichungen auf nahezu gleichem Niveau deutlich eleviert. Die
Kontrollgruppe dagegen zeigte im Vergleich die niedrigsten Spiegel. Zum Ende der
Reperfusion sahen wir die Werte zur vierten Reperfusionsstunde fast unverdndert mit

geringen Abweichungen bestehen, auch hier wies die Kontrollgruppe die niedrigsten
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Spiegel aus. Signifikanzen traten nicht auf. In Anbetracht der sehr kurzen Halbwertszeit
von TNF-a sprechen die konstant hohen Spiegel von TNF-a fur eine fortlaufende
Exprimierung und Ausschuttung des Zytokins. Aus den Ergebnissen unserer Studie
kann kein suppressiver Effekt der Gabe von lloprost auf die TNF-a-Freisetzung, vollig
unabhangig zu welchem Applikationszeitpunkt, abgeleitet werden. So stehen die
Resultate der vorliegenden Studie im Gegensatz zu der in Teilen der Literatur belegten
hemmenden Wirkung von Prostazyklin auf TNF-a.

TNF-a selbst stimuliert die Ausschattung von PGl, (van der Poll et al., 1991), so dass
zum dritten Messzeitpunkt dieser Mechanismus der inhibierenden Autoregulation zu
niedrigeren Konzentrationen an TNF-a fuhren musste. Auch hier sehen wir in den
Ergebnissen unserer Studie keine Entsprechung. Es kann diskutiert werden, ob
wahrend der Intervalle, wo keine Konzentrationsmessungen stattfanden, also bspw.
zwischen der vierten und der achten Stunde, die Konzentrationen in den einzelnen
Gruppen womdglich noch hoher waren, so dass eine verzerrte Dynamik der
dargestellten Ergebnisse mit nur drei Messzeitpunkten und die Unmoglichkeit einer
potentiellen Gruppenunterscheidung resultieren. Andere Autoren konnten jedoch auch
keinen oder nur einen geringfigigen Nachweis des positiven Einflusses durch

Prostazyklin auf die TNF-a-Konzentration erbringen (Neumann et al., 1999).

5.8.2 Myeloperoxidase - MPO

Die Myeloperoxidase, abgekirzt MPO, ist eine Hauptkomponente der azurophilen
Granula der neutrophilen Granulozyten, Monozyten und Gewebsmakrophagen. Nach
Aktivierung der Abwehrzellen wird MPO in phagolysosomale Kompartimente und in den
Extrazellularraum sezerniert (Winwood, Arthur, 1993).

In der Schadigung der Leber durch Ischamie/Reperfusion erfullen die gewebestandigen
unspezifischen Abwehrzellen der Leber, die Kupffer-Zellen, die als eine der
Hauptquellen MPO generieren, sowohl schadigende als auch reparative Funktionen. So
induzieren die reaktiven Sauerstoffzwischenprodukte als Produkt der Kupffer-Zellen
oder anderer adharenter Granulozyten die DNA-Fragmentation und gelten als potente
Mediatoren der endothelialen Apoptose (Aoshima et al., 1997). Anderseits dienen sie in
ihrer phagozytischen Funktion der Beseitigung von Zelldetritus, Abrdumung von

apoptotischen Zellen (Gao et al., 1998).
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MPO-Spiegel sind nach I/R-Schadigung der Leber erhdht und kénnen durch lloprost
inhibiert werden, wenn die Gabe vor der Ischdmiezeit und/oder kontinuierlich wéahrend
der Reperfusion erfolgt (Harada et al., 2002).

Die Messung von MPO erfolgte zu zwei Messzeitpunkten, unmittelbar postoperativ
sahen wir in allen vier Untersuchungsgruppen im Vergleich zur Messung am Ende der
Reperfusion niedrigere Konzentrationen pro mg Protein. Zum ersten Messpunkt war die
Konzentration in der Gruppe 4, gefolgt von der Gruppe 2 am hoéchsten. Nach der
achtstiindigen Reperfusion Uberstieg die MPO-Konzentration der Kontrollgruppe die der
Behandlungsgruppen, die sich annahrend auf demselben Niveau befanden, deutlich,
allerdings ohne dass Signifikanzen zu verzeichnen waren. Es konnte somit die
potentielle protektive Wirkung von lloprost im Allgemeinen auf die Inhibition der
Granulozytenaktivierung (Totsuka et al., 1998) bestatigt werden, ohne dass ein Vortell

fur eines der Behandlungskonzeptes abzuleiten ware.

5.8.3 RsNO

Die Rolle von NO in der verdnderten GefaBhomodostase bspw. in
Inflammationsprozessen, bei I/R-Schadigungen ist januskodpfig. So fuhrt die Inhibition
der Stickstoffmonoxidsynthese zu einer Beeintrachtigung der hepatischen
Mikrozirkulation (Koeppel et al., 1997). Die Vorbehandlung mit NO-Donatoren konnte
den hepatischen Schaden nach warmer Ischamie/Reperfusion in der Rattenleber,
gezeigt am Blutfluss und der Alanin-Aminotransferase-Konzentration, reduzieren
(Nilsson et al., 2001). Die Arbeit anderer Arbeitsgruppen unterstreicht die protektive
Wirkung von NO gegentber dem von Sauerstoffradikalen herbeigefiihrten Zellschaden
und die damit verbundene Zytotoxizitat (Wink et al., 1993). Dabei muss nach
Einschatzung anderer Autoren differenziert werden zwischen verschiedenen Modi in der
NO-Synthese (Morisue et al., 2003). So fuhrt die selektive Hemmung der induzierbaren
NOS, die nur auf inflammatorische Stimuli induziert und mit Verzégerung von einigen
Stunden exprimiert wird (Semenza 2005), zur Abnahme des I/R-Schadens durch
Verhinderung der Bildung des zytotoxischen Stickstoffmonoxidradikals Peroxynitrit im
,oxidativen burst durch Abwehrzellen. Niedrige Level der NO-Konzentration
gewéhrleisten jedoch die Aufrechterhaltung einer suffizienten Mikrozirkulation. In
Endothelzellen wird die endotheliale NOS (eNOS) konstitutiv exprimiert und garantiert
eine kontinuierliche basale NO-Sekretion, die sehr niedrig ist und zu nanomolaren NO-

Konzentrationen, die sich kaum nachweisen lassen, fiuihrt. NO diffundiert aus den
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Endothelzellen in das Gefal3lumen, wo es die Leukozyten- und Thrombozytenadhasion
inhibiert und der Thrombozytenaktivierung und —aggregation entgegenwirkt (Moncada,
Higgs, 2006). Hohere Konzentrationen von NO konnen die Apoptose in Zellen
aktivieren (Lane, Gross, 1999).

Die physiologischen Interaktionen zwischen PGI, und NO sind vielschichtig. NO und
PGl, kdnnen von Endothelien auf externe Stimuli zusammen freigesetzt und hemmen
synergistisch die Thrombozytenaktivierung und vermitteln die Vasodilatation (Mitchell et
al., 2008). Neben dem Zusammenwirken von PGI, und NO in der Gefal3relaxation kann
jeder Mediator Uber seine Interaktionen in den Synthese- und Aktivierungswege des
jeweils anderen diesen beeinflussen. So spielt NO je nach Erscheinungsform und
Konzentration eine divergente Rolle in der Aktivierung und Hemmung der PGI,- und
generell der Prostaglandinsynthese (Deeb et al., 2006). Das reaktive Sauerstoffradikal
Peroxynitrit, ein Produkt aus NO und Superoxid, kann in Inflammationsprozessen
vasokonstriktive, prokoagulatorische und proadhasive Gefal3bedingungen im Endothel
durch Inaktivierung der PGI,-Synthese (van der Loo et al., 2000) und Verschiebung der
PGl,- zur PGH-Bildung beférdern, dabei hangt die Beeinflussung der
Prostaglandinsynthese ganz entscheidend von der Peroxynitritkonzentration ab
(Schildknecht, Ullrich, 2009). Nach der Arbeit von Schildknecht et al. fihren niedrige
Spiegel zur Steigerung der COX-Aktivitdten und der PGI-Synthese, wobei hohe Level
gegenlaufige Effekte verursachen (Schildknecht, Ullrich 2009).

In der vorliegenden Arbeit lagen die Level der NO-Konzentrationen unmittelbar
postischamisch in allen Gruppen auf nahezu gleich niedrigem Niveau, nach der
Reperfusion von acht Stunden sahen wir einen Anstieg der gemessenen RsNO-
Konzentration in den Gruppen, dabei wiesen alle Behandlungsgruppen niedrigere
Konzentrationen als die Kontrollgruppe auf. Die spendervorbehandelte Gruppe zeigt die
niedrigste NO-Konzentration, die Reperfusatgruppe die hdchste. Hier kénnte man die
vasodilatative lloprostwirkung, die teils Uber NO vermittelt werden konnte, als
Erklarungsversuch ins Feld fuhren. Als Erklarung fur die Unterschiede zwischen den
Behandlungsgruppen kénnen die Hypothesen aus den Kapiteln der Galleausscheidung,
des Sauerstoffverbrauchs und der Makrohamodynamik (siehe oben) dienen. In Bezug
zur verbesserten Mikrozirkulation, anhand des tiefen Gewebeflusses im Vorhinein
gezeigt, findet sich im Gruppenvergleich bei RsNO zur achten Stunde die gleiche

Rangfolge der angewendeten Prostaglandinbehandlungsregime.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Marginale Spenderlebern, die aufgrund des relativen Organmangels einen immer
breiteren Einsatz in der Transplantationschirurgie erfahren, sind besonders anfallig
gegentber der Schadigung durch Ischamie und Reperfusion. Prospektiv randomisierte
Studien zu vasodilatativen, zytoprotektiven Prostazyklinanaloga, die deren Wirkung zu
unterschiedlichen Zeitpunkten auf die I/R-bedingte Schadigung der Leber vergleichen,
fehlen bislang. Die vorliegende Studie hat im experimentellen Setting der isolierten
extrakorporalen Maschinenperfusion an Schweinelebern versucht, den Einfluss von
lloprost als synthetisches Prostazyklinanalogon auf ausgewahlte Schadigungs- und
Funktionsparameter zu verschiedenen Applikationszeitpunkten zu belegen, um daraus
ein optimales Behandlungskonzept abzuleiten.

In der vorliegenden Arbeit dienten Schweine der deutschen Landrasse als
Organspender. Die explantierten Schweinelebern wurden einer Kaltischamie in HTK
Uber einen Zeitraum von 20 Stunden ausgesetzt. Die anschlieRende normotherme,
extrakorporale Leberperfusion wurde dber acht Stunden durchgefihrt. Insgesamt
wurden neben der Kontrollgruppe drei Untersuchungsgruppen betrachtet. Die
Spendervorbehandlung mit lloprost (llomedin®, Schering) erfolgte als intraaortale
Injektion in einer Dosierung von 1 pg/kg lloprost (llomedin®, Schering) unmittelbar vor
Einleitung der HTK-Infusion wahrend der Explantation. Die Modifizierung der
Konservierung erfolgte als Zusatz von lloprost zur Konservierungslésung in einer
Dosierung von 0.0125 pg/ml. Die kontinuierliche lloprost-Gabe wahrend der gesamten
Reperfusion mit 0,0021ug/kg/min kennzeichnete die Reperfusatgruppe. Gemessen an
Gallefluss,  Sauerstoffverbrauch  und  Gesamtblutfluss  zeigten sich  die
Behandlungsgruppen wahrend der Reperfusionsphase der Kontrollgruppe deutlich
Uberlegen. Der gunstige lloprost-Effekt, der durch verbesserte Oxygenierung zu mehr
Sauerstoffverbrauch und besserer Funktionsleistung in Form einer gesteigerten
Galleproduktion fuhrte, war in der Gruppe 4 am deutlichsten und nachhaltigsten
wahrend der gesamten achtstiindigen Reperfusion nachweisbar. Auch die Gruppe der
modifizierten Konservierungslosung konnte eine gesteigerte Galleproduktion auf dem
Boden der verbesserten arteriellen Blutversorgung durchgéngig nachgewiesen werden.
Fur die weiteren Funktionsparameter Harnstoff und Glucose konnte die Uberlegenheit
einer Behandlungsgruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe Utber die Zeit nicht oder nur
bedingt zu einzelnen Zeitpunkten nachgewiesen werden. Die makroskopische

Beurteilung Uber den Reperfusionszeitraum und die Gewichtsdifferenz konnten die
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spendervorbehandelte Gruppe als beste klassifizieren, wobei alle lloprost-
Behandlungsgruppen der Kontrolle deutlich Giberlegen waren. In der Analyse von ver-
schiedener Mediatoren wie MPO und RsNO konnten wir einenTrend zugunsten der
Behandlungsgruppen  nachweisen, eine  signifikante  Uberlegenheit  eines
Therapieregimes liel3 sich jedoch nicht belegen.

Als Fazit dieser Arbeit gewéhrleistet eine Behandlung mit lloprost im Hinblick auf
analysierten Funktions- und Schadigungsparameter eine verbesserte Funktion und
reduzierte Schadigung marginaler Spenderlebern, wobei das Konzept der
Reperfusatbehandlung in erster Linie Uberlegen erscheint. Hinsichtlich der
Praktikabilitat, der potentiellen Begleiteffekte und der Bedingungen in einem klinischen
Rahmen scheint jedoch die HTK-Behandlung im Vergleich zur Therapie in der
Reperfusion und im Vergleich zu den Ergebnissen der Spendervorbandlung von Vortell
Zu sein.

Untersuchungen in einem Transplantationsmodell zur Evaluation einer verbesserten
Funktion und einer reduzierten Schéadigung der Leber konnten basierend auf den

Erkenntnissen der vorliegenden Studie diese Hypothesen erweitern und bestatigen.
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