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3. Literaturubersicht

3.1. Isolierte und nicht-isolierte Organperfusion

3.1.1. Einsatzmoglichkeiten von Perfusionsmodellen verschiedener Organe

Die isolierte Organperfusion ist heute als solche etabliert. /n vitro Perfusionsmodelle ver-
schiedener Organsysteme finden in der Grundlagenforschung bereits breite Anwendungen
(von Baeyer, Stahl et al. 1997; Grosse-Siestrup, Wiemer et al. 2002; Taft 2004; Al-Ali, Has-
san et al. 2005; Stadler, Nuyens et al. 2005; Richter, Bartz et al. 2006).

Gegenuber der in vivo Perfusion bieten in vitro Perfusionen eine Reihe von experimentellen
Vorteilen, beispielsweise: Fokussierung auf einzelne, von systemischen Nebenwirkungen
losgeléste  Mechanismen, kontrollierte Eingriffsmdglichkeiten, direkte Bestimmung von
Messwerten, Reduktion von Tierversuchen (Grosse-Siestrup, Fehrenberg et al. 2002).

Durch die isolierte Organperfusion ergibt sich die Mdglichkeit, nicht nur physiologische und
pharmakologische Mechanismen des jeweiligen Organsystems genauer zu untersuchen,
sondern auch pathophysiologische Eigenschaften (Haisjackl, Luz et al. 1997), wie zum Bei-
spiel die Entstehung von Ischdmie- und Reperfusions-Schaden (Kong, Blennerhassett et al.
1998), eingehender zu analysieren.

In der Transplantationsmedizin ist zum Beispiel die Entwicklung und Eignungsprifung von
Konservierungslésungen und von Substanzen zur Verminderung der Ischamie- und Reper-
fusions-Schéaden interessant.

So steht der Ischamie-Reperfusions-Schaden in Organen in engem Zusammenhang mit dem
Organversagen nach durchgefiihrter Organtransplantation. Aus diesem Grund beschaftigten
sich zahlreiche Arbeiten mit den Mdglichkeiten der Vermeidung eines solchen Schadens
durch Verbesserung der Perfusionsbedingungen. FONDEVILA et al. untersuchten dazu in
einem in vitro Perfusionsmodell den Einfluss einer Biliverdintherapie auf den lschamie-
Reperfusions-Schaden von Rattenlebern (Fondevila, Shen et al. 2004).

Auch die Mechanismen, die nach Lungentransplantationen zu Ischéamie-Reperfusions-
Schaden nebst endothelialen L&sionen fuhren, sind noch nicht vollstdndig aufgeklart. Das
Modell der isoliert perfundierten Lunge kleiner Labortiere wird in diesem Zusammenhang zur
Untersuchung der Lungenfunktion nach Konservierung oder kalter Lagerung angewandt.
Bestimmungen der Oxygenierung, des kapillaren Filtrationskoeffizienten und anderer Para-
meter ermdglichen die genauere Analyse von Konservierungslésungen. An isoliert perfun-
dierten Kaninchenlungen wurde der Einfluss von Substanz P auf den Ischdmie-

Reperfusions-Schaden untersucht (Arreola, Vargas et al. 2004).
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Weiterhin werden in vitro Perfusionsmodelle vielfach fur pharmakologische und toxikologi-
sche Studien eingesetzt (Groneberg, Grosse-Siestrup et al. 2002; Grosse-Siestrup, Unger et
al. 2003; Grosse-Siestrup, Unger et al. 2004; Taft 2004; Agvald, Adding et al. 2005;
Yokoyama, Horie et al. 2006). Es wurde nachgewiesen, dass Glykosaminoglykane wie das
Heparin in vitro und in vivo das ischamische Myokard vor Reperfusionsschaden schitzen
(Friedrichs, Kilgore et al. 1994).

KILGORE et al. untersuchten an isoliert mit modifiziertem Krebs-Henseleit-Puffer perfundier-
ten Kaninchenherzen, ob der kardioprotektive Effekt des Heparins durch das heparinabbau-
ende Enzym Heparinase aufgehoben wird. Es zeigte sich, dass die Neutralisation von Hepa-
rin durch die Heparinase zu einem erhéhten Schaden des Myokards nach Reperfusion des
zuvor einer Ischamie unterzogenen Myokards fihrt (Kilgore, Tanhehco et al. 1999).

GROSSE-SIESTRUP et al. entwickelten an isoliert hamoperfundierten Nieren von ge-
schlachteten Schweinen ein Modell fir pharmakologische Untersuchungen. Die Applikation
von Furosemid nach einer Perfusionszeit von 20 Minuten fUhrte dabei zu signifikanten Ver-
anderungen wichtiger Nierenparameter. Bei Parametern wie dem Urinfluss, der Natriumkon-
zentration im Urin und der Natriumexkretion konnten mit Furosemid Uber einen Zeitraum von
80 Minuten konstante Normalwerte aufrechterhalten werden. Im Vergleich mit der Kontroll-
gruppe, bei der die Nieren nicht von Schlachttieren stammten und nicht Uber 4-5 Stunden
konserviert wurden, zeigten die Schlachthofnieren hinsichtlich einiger Parameter, wie zum
Beispiel des Sauerstoffverbrauchs, deutliche Unterschiede. Diese hatten jedoch keinen Ein-
fluss auf die Vitalitéat des Organs (Grosse-Siestrup, Unger et al. 2003).
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Spezies | Modell Medium Einsatzgebiet Autor

Ratte isolierte Leberper- | Vollblut Intensiv- und Transplan- Fondevila et al.
fusion tationsmedizin 2004

Kaninchen | isolierte Lungen- modifizierte Intensiv- und Transplan- | Arreola et al.
perfusion Elektrolytldsung | tationsmedizin 2004

Kaninchen | isolierte Herzper- modifizierter Pharmakologie Kilgore et al.
fusion Krebs-Hense- 1999

leit-Puffer

Schwein isolierte Herzper- Vollblut Physiologie Modersohn et al.
fusion 1997

Schwein isolierte Nierenper- | Vollblut Pharmakologie Grosse-Siestrup
fusion etal. 2003

Schwein isolierte Leberper- | Vollblut Toxikologie Grosse-Siestrup
fusion et al. 2004

Tab. 1: Perfusionsmodelle verschiedener Organsysteme

3.1.2. Physiologie und Pathophysiologie des Darms

3.1.2.1. Physiologie des Darms, Grundlagen fiir Funktionsmessungen

Der Gastrointestinaltrakt ist ein wichtiges funktionelles Organ. Er unterliegt immunologi-
schen, endokrinologischen sowie nutritiven Einflissen und schafft eine Barriere zwischen
dem keim- und endotoxinreichen Darmlumen und dem restlichen Organismus (Temmesfeld-
Wollbruck, Szalay et al. 1998).

Die Hauptaufgabe des Gastrointestinaltraktes besteht in der Uberfiihrung der aufgenomme-
nen Nahrung in resorbierbare Bestandteile. Diese Vorgange werden zunachst durch mecha-
nische Prozesse eingeleitet und fortgesetzt mit der Zumischung von Verdauungsséften, die
Enzyme enthalten. Durch die Enzyme werden Kohlenhydrate, Fette und EiweiBe hydrolytisch
gespalten und in resorbierbare Einzelteile zerlegt. Diese Endprodukte werden, ebenso wie
Wasser, Elektrolyte, Spurenelemente und Vitamine, aus dem Darmlumen in das Blut und die
Lymphe aufgenommen (Schmidt and Thews 1997).

Die Spaltung von Oligo- und Disacchariden erfolgt durch Oligo- und Disaccharidasen, die in
der Birstensaummembran des Dinndarmepithels verankert sind. Die Saccharase ist das
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Enzym, das vor allem die Spaltung von Maltose Ubernimmt (von Engelhardt and Breves
2005 a)

Das Disaccharid Maltose besteht aus 2 Anteilen Glukose, die Uber eine a-1,4-glykosidische
Bindung verknUpft sind. Intravends zugefihrte Disaccharide kénnen nicht abgebaut werden
da die zur Spaltung geeigneten Enzyme nur in der Diinndarmmukosa vorhanden sind (Loffler
and Petrides 1998).

Der Maltoseabsorptionstest setzt neben der energieabhangigen Resorption die vorherige
Spaltung von Glukose voraus (Stangl, Krapp et al. 2000). Untersuchungen an Schweinen
haben ergeben, dass die Resorption einzelner Nahrstoffe dabei nach einer Sattigungskinetik
verlauft, die fur die einzelnen N&hrstoffe unterschiedlich ist. In geringem Umfang wird Gluko-
se wahrend der Resorption im Dinndarmepithel zu Laktat abgebaut. Die Aufnahme von Glu-
kose durch die Blrstensaummembran erfolgt durch einen carrier-vermittelten Na-Cotransport
gegen ein Konzentrationsgefalle. Mit steigender Glukosekonzentration im Darmlumen nimmt
die Glukoseaufnahme ab und erreicht schlieBlich einen Maximalwert [Vmax]. Die Glukose-
konzentration, bei der die Glukosetransportrate den halbmaximalen Wert erreicht, entspricht
dem Km-Wert (Michaelis-Menten-Konstante) des Na-Glukosetransporters. Der Km-Wert flr
Glukose entspricht ungeféhr 0,3 mmol/l und ist somit relativ niedrig. Die Ausschleusung der
Glukose aus den Epithelzellen in das Blut erfolgt durch erleichterte Diffusion. Der Km-Wert
flr Glukose liegt hier bei ca. 20 mmol/I (von Engelhardt and Breves 2005 a)

Die Dinndarmmotilitat dient der Durchmischung des Chymus mit den Verdauungssekreten,
dem Weitertransport des Darminhaltes und der Resorptionsférderung (Schmidt and Thews
1997). Unter physiologischen Bedingungen erzeugt der Dinndarm finf verschiedene Kon-
traktionsformen. Im gesamten Dinndarm wird der Weitertransport des Darminhaltes tber-
wiegend durch die peristaltischen Wellen bewirkt; das sind fortschreitende, ringférmige Kon-
traktionen, die infolge enterischer Reflexe mit einer aboralen Erschlaffung verbunden sind
(von Engelhardt and Breves 2005 b).

Insgesamt weist der Dinndarm unter physiologischen Bedingungen ein hohes Regenerati-
onsvermdgen auf. Das Dinndarmepithel gehért zu den Geweben mit der héchsten Teilungs-
und Umsatzrate. Die noch undifferenzierten Zellen wandern dabei vom Regenerationszent-
rum in den Krypten zu den Zottenspitzen und ersetzen dort abgeschilferte Zellen (Schmidt
and Thews 1997).
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3.1.2.2. Pathophysiologie des Darms, Einfluss und Entstehung von Ischamie-
Reperfusions-Schaden

Der Darm ist ein sehr stressempfindliches und hochimmunogenes Organ. Unter physiologi-
schen Bedingungen Gbernimmt er die Funktion einer Barriere und weist eine hohe Empfind-
lichkeit gegentber Ischdmie und Reperfusion auf. Klinische und experimentelle Studien zei-
gen, dass die Schadigung des Intestinums durch Ischamie und Reperfusion eine wichtige
Rolle in der Pathogenese systemischer Infektionen und bei der Entstehung von Multiorgan-
versagen spielen (Saadia, Schein et al. 1990; Wu, Wang et al. 2004). Die Ischamie-
Reperfusions-Schaden treten haufig in Verbindung mit Traumata und Schocks sowie bei
Leber- und Dinndarmtransplantationen auf (Wilmore, Smith et al. 1988).

Sepsis und septischer Schock sind gekennzeichnet durch toxinbedingte Veranderungen der
hamodynamischen Parameter und insbesondere durch mikrozirkulatorische Stérungen. Ein
verminderter Kapillarfluss und ungleiche Gewebeperfusion sind an der Entwicklung von Zell-
schaden, Gewebehypoxie und Multiorganversagen beteiligt. Bedingt durch den hohen Sau-
erstoffanspruch und die GeféaBanordnung in den Mikrovilli, deren Spitzen einen niedrigeren
Sauerstoffgehalt aufweisen, ist der Darm sehr anféllig fir derartige Schaden.

Da es wahrend des Schocks zu einer Vasokonstriktion im Splanchnikusgebiet kommt, ver-
mindert sich die Perfusion, wodurch das Gewebe unzureichend mit Sauerstoff versorgt und
folglich geschadigt wird. Aus solcher Verminderung der Perfusion kann ein Verlust der in-
testinalen Barriere resultieren, mit der Folge, dass Bakterien und deren Toxine Uber den
Darm ins Blut gelangen (Fink 1991; Temmesfeld-Wollbruck, Szalay et al. 1998).

GROTZ et al. konnten nachweisen, dass eine erhdhte Permeabilitat fir Mikroorganismen
und deren Toxine auch wéahrend experimentell hervorgerufener Ischamie-Reperfusions-
Schaden vorkommt (Grotz, Deitch et al. 1999).

Der Ischéamie- und Reperfusions-Schaden hat verschiedene zellmorphologische und zellphy-
siologische Veranderungen von pathologischem Charakter zur Folge. So kann es auch zu
strukturellen und funktionellen Beeintrachtigungen der Mukosa kommen. Bei ischdmischen
und hypoxischen Schleimhautlasionen nimmt dabei die vaskulare und mukosale Permeabili-
tat zu, wodurch es zur Entstehung von Odemen im Interstitium und in der Zellwand kommt.
Nicht nur die Ischamie fihrt zum Untergang der Zelle bzw. beeintréchtigt die Mukosa. Auch
nach Behebung hypoxisch-anoxischer Zustande durch die Reperfusion, also durch Wieder-
zufuhr von Sauerstoff, entstehen Zellschéden infolge Freisetzung angesammelter Entzin-
dungsprodukte und freier Sauerstoffradikale. Die Reperfusion der ischamisch geschadigten
Darmmukosa wird dabei ebenfalls von einem raschen Endotoxin- und Bakterienanstieg be-
gleitet (Kong, Blennerhassett et al. 1998). Untersuchungen an Mensch und Tier haben ge-
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zeigt, dass solche Translokationen von Bakterien aus dem Gastrointestinaltrakt oft urséachlich
fur Infektionen nach Transplantationen des Diinndarms sind (Pascher, Klupp et al. 2005).

Es wird angenommen, dass der Mukosaschaden durch freie reaktive Sauerstoffradikale ent-
steht, die produziert und freigesetzt werden, wenn hypoxische Gewebe reperfundiert werden.
Durch Calcium-abhéngige proteolytische Prozesse wird die Xanthindehydrogenase in die
Xanthinoxidase umgewandelt (Parks, Williams et al. 1988; Zimmerman, Grisham et al. 1988;
Kong, Blennerhassett et al. 1998). Es entstehen dabei Superoxide und Hydroxylradikale, die
wahrscheinlich Mukosaschaden bewirken.

Weitere Gewebeschaden entstehen, wenn sekundar Entziindungszellen, wie die neutrophi-
len Granulozyten, aktiviert werden und zusétzlich Enzyme und Radikale freisetzen (Parks
and Granger 1988; Parks, Williams et al. 1988; Kong, Blennerhassett et al. 1998).

In verschiedenen Ischamie-Reperfusions-Modellen konnte auch eine Aktivierung des Kom-
plementsystems und von Zytokinen nachgewiesen werden (Fruchterman, Spain et al. 1998;
Grotz, Deitch et al. 1999; Mizutani, Okajima et al. 2000; Yagmurdur, Colak et al. 2003).
Einige Autoren nehmen an, dass die Aktivierung des Komplementsystems eine wichtige Rol-
le bei der Aktivierung von Entziindungszellen spielt, besonders wahrend kardiopulmonarer
Bypassoperationen (Hammerschmidt, Harris et al. 1981; Kirklin, Westaby et al. 1983; Wan,
LeClerc et al. 1997). Durch eine Hemmung der Komplementkaskade konnte der Ischamie-
Reperfusions-Schaden in einigen Geweben verringert werden (Fruchterman, Spain et al.
1998).

3.1.2.3. Einsatzmdglichkeiten von Darmperfusionsmodellen

Die in vitro Vollblutperfusion verschiedener Organe - wie zum Beispiel der Leber, der Lunge,
des Herzens, der Niere - wird haufig praktiziert (Modersohn, Eddicks et al. 2001; Grosse-
Siestrup, Unger et al. 2002; Fondevila, Shen et al. 2004; Grosse-Siestrup, Unger et al.
2004). Demgegenuber ist die isolierte Darmperfusion mit autologem Blut noch wenig er-
forscht und kaum angewandt worden (Van Hoogmoed, Nieto et al. 2002; Vatistas, Nieto et
al. 2003). Aus den Eigenschaften des Darms ergibt sich die Mdglichkeit, mit Hilfe verschie-
dener Darmperfusionsmodelle physiologische und pathophysiologische Probleme grindlich

zU untersuchen.

Zur Untersuchung der Resorptionsfunktion des Dinndarms wurde eine Vielzahl von experi-
mentellen Modellen entwickelt (Fisher and Parsons 1949; Bloch, Menge et al. 1971; Richter
and Strugala 1985; Arnaud, Ramirez et al. 2004). Neben voribergehend isoliert perfundier-
ten Darmsegmenten am lebenden Tier (Haberich, Herzer et al. 1968) wurden auch Modelle
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entwickelt, bei denen eine in situ Darmperfusion von Ratten mittels extrakorporaler Kreisldu-
fe (Kavin, Levin et al. 1967) genaue Untersuchungen von Sekretions- und Resorptionsvor-
gangen ermdglichte.

In vivo und in vitro Perfusionssysteme des Darms werden auch in pharmakologischen und
toxikologischen Studien eingesetzt (Petri, Tannergren et al. 2003; Tamura, Ohike et al.
2004). Isolierte Darmperfusionsmodelle bieten hierbei den Vorteil, dass die am Darm ablau-
fenden Prozesse ohne Beeintrachtigung durch andere Gewebe untersucht werden kénnen.

Die Anwendung von Perfusionsmodellen auf den Darm und andere Organe ist in der Inten-
sivmedizin zur Erforschung von Sepsis und Organversagen, ebenso von zunehmendem Inte-
resse wie in der Transplantationsmedizin. In der Intensivmedizin werden Bypassoperationen
haufig unter Verwendung von extrakorporalen Kreislaufen durchgefiihrt. Bei solchen Opera-
tionen kann es zu einer verminderten Perfusion des Splanchnikusgebietes kommen. Die
Verschlechterung der gastrointestinalen Perfusion kann bestimmte pathophysiologische Me-
chanismen wie Sepsis, Trauma und Schock auslésen und scheint deshalb auch als Ursache
fir Multiorganversagen eine bedeutende Rolle zu spielen. Es wird berichtet, dass derartige
gastrointestinale Komplikationen mit einer Haufigkeit von 2 - 3 % auftreten, die Mortalitatsra-
te, als Konsequenz dieser Komplikationen, jedoch bei 15 - 63 % liegt (Lazar, Hudson et al.
1995; Halm 1996).

3.1.2.3.1. Darmperfusionsmodelle: Physiologie

KAVIN et al. perfundierten isolierte Jejunumsegmente von Ratten in situ. Anhand von Sauer-
stoff- und Glukoseverbrauch, Resorption (engl. absorption) von Glukose, durch einen kon-
stanten Perfusionsfluss sowie durch histologische Untersuchungen war es mdglich, diese
Jejunumsegmente Uber ein bis zwei Stunden zu perfundieren und deren Viabilitdt nachzu-
weisen (Kavin, Levin et al. 1967).

Wegen ihrer h6heren Reproduzierbarkeit und leichteren Handhabung im Vergleich mit in vivo
Modellen sind in vitro Modelle, bei denen am Darm ablaufende Prozesse unter Ausschluss
extraintestinaler Einfliisse betrachtet werden kénnen, von groBem Vorteil.

Anfang der 1950er Jahre entwickelten WILSON und WISEMAN das Modell der ,everted
sacs®, bei dem ein umgestilptes, mit Flissigkeit gefllltes Darmsegment in modifiziertem
Krebs-Henseleit-Puffer inkubiert wird. Vom Duodenum bis zum lleum wird das Darmsegment
unter Vermeidung von Perforationen so umgestilpt, dass die Mukosa auf der AuBenseite
erscheint. AnschlieBend wird das Segment in eine flache Schale gelegt und werden daraus
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mittels Ligaturen Uber Langen von 2 - 3 cm kleine Sécke gebildet. Sodann werden diese S&-
cke mit einer definierten Lésung und zwecks Oxygenierung mit Luft befillt.

Die Autoren untersuchten mit inrem Modell die Passage von Substanzen, die sich in dieser
Lésung befanden. Das Problem bei der Anwendung der ,everted sac* Methode liegt in der
unzureichenden Sauerstoffversorgung, so dass es infolge Anoxie am Darmsegment zu struk-
turellen Verédnderungen kommt (Wilson and Wiseman 1954).

In modifizierter Form wurde dieses Modell, weil seine Durchfihrung einfach ist, vielfach ein-
gesetzt. So wandten zum Beispiel BOLDIZSAR et al. dieses Modell an, und zwar unter Zu-
fuhr eines O,-CO,-Gasgemisches in die serosaseitige Flissigkeit , um den bidirektionalen
Transport von Glycin im Schweinedarm zu untersuchen (Boldizsar, Laklia et al. 1985).

Bei FISHER und GARDNER wurde ein isoliertes Darmsegment in einen sauerstoffgesattig-
ten Krebs-Henseleit-Puffer gehangt und das Lumen mit demselben Puffer bei einer Flussrate
von 2 - 4 ml/min durchstrémt (Fisher and Gardner 1974). Dieses Modell hat gegentiber dem
severted sac* Modell den Vorteil, dass das Darmsegment einer geringeren Manipulation aus-
gesetzt ist und eine physiologische Position einnehmen kann.

Es ist anzunehmen, dass es bei derartigen Modellen zu unphysiologischen Gileichge-
wichtseinstellungen zwischen der substrathaltigen mukosalen und der serosalen Flussigkeit
kommt. Um dies zu verhindern, hangten RUMMEL und STUPP sowie RICHTER und STRU-
GALA das isolierte Darmsegment in eine feuchte Kammer. Die im Darmlumen enthaltene
Flussigkeit einschlieBlich der darin geldésten Substanzen erscheint auf der Serosaseite als
Resorbat und wird Uber einen Behalter aufgefangen. Die Serosa wird dabei durch wasser-
dampfgesattigtes Carbogen mit Sauerstoff versorgt (Rummel and Stupp 1960 a; Rummel
and Stupp 1960 b; Richter and Strugala 1985). Es findet also keine Vermischung der resor-
bierten Substrate mit dem auf der Serosaseite befindlichen Puffer statt.

Ein entscheidender Nachteil all dieser Modelle ist zwar, dass der Nettotransport der Sub-
stanzen Uber die gesamte Flache des Dinndarms, also Substratverschiebungen von der
Mukosa zur Serosa gemessen werden kénnen, nicht aber solche Verschiebungen von der
Mukosa in die BlutgefaBe. Ein weiterer limitierender Faktor ist, dass nur eine Gesamtprobe
der Serosaflissigkeit entnommen und untersucht werden kann (Kavin, Levin et al. 1967).

Um derartigen Begrenzungen vorzubeugen und um eine Annd&herung an in vivo Verhaltnisse
zu schaffen, wurden Modelle mit erhaltenem Blutfluss (Windmueller, Spaeth et al. 1970;
Windmueller and Spaeth 1981), kiinstlichem Blutkreislauf (Kavin, Levin et al. 1967) oder ar-
terieller Infusionstechnik entwickelt.

VATISTAS et al. entwickelten zum Beispiel ein Perfusionsmodell zur isolierten Organperfusi-

on unter Verwendung von zwei Kreislaufen. Der eine Kreislauf diente der Oxygenierung des
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Blutes, wahrend Uber den zweiten Kreislauf dem (Pferde-)Jejunum das oxygenierte Blut zu-
gefuhrt wurde (Vatistas, Nieto et al. 2003). Anders als in unserem Perfusionsmodell mit
(Schweine-)Jejunum wurde in diesem Modell das Blut Gber den ersten Kreislauf nur mit Ga-
sen, nicht aber mit Nahrstoffen, angereichert.

3.1.2.3.2. Darmperfusionsmodelle: Pharmakologie und Toxikologie

Mittels Intravitalmikroskopie untersuchten SACK et al. an Schweinen den Effekt von Dope-
xaminen auf die gastrointestinale Perfusion wahrend einer Bypassoperation in vivo. Dabei
konnte der durch extrakorporaler Zirkulation hervorgerufene Perfusionsschaden am Jejunum
durch Dopexamingabe vermindert werden (Sack, Reidenbach et al. 2002). Nach Entwicklung
isolierter Organperfusionen kann die lokale Wirksamkeit derartiger Substanzen noch besser

untersucht werden.

PETRI et al. fihrten pharmakologische Untersuchungen am Jejunum des Menschen in vivo
durch. Es gelang ihnen, den Metabolismus der Phytochemikalien Sulforaphan und Querce-
tin-3,4"-Glukosid sowie die Regulation von Phase-llI-Enzymen erstmals genauer zu untersu-
chen (Petri, Tannergren et al. 2003).

Durch in vitro Perfusion des Jejunums von Ratten untersuchten TAMURA at al. den Effekt
von experimentell hervorgerufenem Nieren- und Leberversagen auf die Absorption von Tac-
rolimus (Tamura, Ohike et al. 2004). Hierbei wurde zun&chst ein akutes Nieren- oder Leber-
versagen erzeugt, sodann ein Darmsegment isoliert und die Absorption von Tacrolimus un-
tersucht. Infolge der verminderten Aufnahme in die Enterozyten war die jejunale Absorption
von Tacrolimus in die BlutgeféaBe bei den Darmisolaten von Tieren mit erzeugtem Nierenver-
sagen vermindert (Tamura, Ohike et al. 2004). Tacrolimus wirkt immunmodulatorisch durch
Inhibition der Transkription von Zytokinen, wie Interkeukin-12, als auch der T-Zell-
Proliferation. Des weiteren flhrt es zu einer Hemmung der Histaminaktivierung. Die Sub-
stanz wird daher zur initialen Immunsuppression nach Dinndarmtransplantation angewandt
(Pascher, Klupp et al. 2005).

VATISTAS et al. entwickelten einen Perfusionskreislauf, mit dem sie den Einfluss von I-
schamie und Reperfusion auf die Mukosapermeabilitat von isolierten Jejunumsegmenten bei
Pferden untersuchten. Als Perfusionsmedium wurde Vollblut eingesetzt. Dieses Modell half
die Pathogenese von Ischamie und Reperfusion besser zu verstehen und den mdéglichen
Effekt von protektiven Therapeutika zu analysieren (Vatistas, Nieto et al. 2003).
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Zur in vitro Untersuchung einer Ringer-Laktat-Lésung, angereichert mit essentiellen Elektro-
lyten, Energielieferanten und freien Radikalfangern, verwendeten VAN HOOGMOED et al.
ebenfalls ein Vollblutperfusionsmodell. Es zeigte sich, dass sich der Einsatz derartiger L6-
sungen hinsichtlich prophylaktischer und therapeutischer MaBnahmen von Ischéamie- und
Reperfusions-Schaden positiv auswirken kann (Van Hoogmoed, Snyder et al. 2001; Van
Hoogmoed, Nieto et al. 2002; Vatistas, Nieto et al. 2003).

3.1.2.3.3. Darmperfusionsmodelle: Sepsis, Schock und Multiorganversagen

Sepsisbedingte Zirkulationsstérungen sind gekennzeichnet durch einen verminderten Kapil-
larfluss und ungleiche mikrovaskuléare Perfusion. Um diese Mechanismen besser zu verste-
hen, untersuchten MAYER et al. an isoliert perfundiertem lleum von Kaninchen den Einfluss
von Escherichia coli Hamolysin (HIyA), einem porenbildenden bakteriellen Toxin. Als Perfu-
sionsmedium wurde ein modifizierter Krebs-Henseleit-Puffer, angereichert mit gewaschenen
Erythrozyten und Hydroxyethylstarke, verwendet. Die Zufuhr von HIyA Uber die A. mesente-
rialis superficialis fuhrte zu einer voribergehenden Vasokonstriktion. Weiterhin kam es zu
einem dosisabhangigen Anstieg der relativen Hamoglobinkonzentration und Odembildung.
MAYER et al. vermuteten, dass dies auf eine postkapillare Vasokonstriktion und erhéhte ka-
pillare Durchlassigkeit zurtickzufihren ist (Mayer, Temmesfeld-Wollbruck et al. 1999).

3.1.2.3.4. Darmperfusionsmodelle: Transplantationsmedizin

Die Mukosa scheint besonders empfindlich auf Ischamie und Reperfusion zu reagieren, so
dass bereits eine kurze Ischamiezeit zu einem erheblichen Schaden flhren kann, der durch
die Reperfusion noch verstarkt wird. Aus diesem Grund ist eine optimale Organkonservie-
rung essentiell fir den Erfolg von Dinndarmtransplantationen. Die Bereitstellung von Ener-
gie ist dabei besonders wichtig flr die Aufrechterhaltung des Zellmetabolismus und damit ftr
die Lebensfahigkeit ischamischer Gewebe.

Es wird noch immer kontrovers diskutiert, welche der urspriinglich fir die Konservierung an-
derer Organparenchyme entwickelten Lésungen - University of Wisconsin (UW), Bretschnei-
der’s-HTK, Euro-Collins (EC) oder einfache Ringer-Laktat-Lésung (RL) - fir ein DUnndarm-
transplantat die beste Konservierung gewéhrleistet.

POHLAND et al. verwendeten 1995 ein in vitro Reperfusionsmodell mit Rattendarmen, um
die Konservierungslésungen und deren Effekte miteinander zu vergleichen. Dabei durchspul-
ten sie die A. mesenterica superficialis und das Darmlumen mit der entsprechenden Konser-
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vierungslésung (UW, EC, RL), lagerten das Darmsegment fur zwei Stunden bei 2 °C und
reperfundierten es anschlieBend Uber 30 Minuten mit modifiziertem Krebs-Henseleit-Puffer
(Pohland, Toennies et al. 1995).

BURGMANN et al. fuhrten einen Vergleich zwischen Bretschneider's-HTK und der Euro-
Collins-Lésung durch. Dafir lagerten sie Colonsegmente von Ratten fir sieben Stunden bei
4 °C und reperfundierten die Segmente anschlieBend fir 60 Minuten mit modifiziertem
Krebs-Henseleit-Puffer (Burgmann, Reckendorfer et al. 1996).

Verbesserte Perfusionsmodelle sollen dazu beitragen, geeignete Konservierungslésungen
zu entwickeln, die einen Mukosaschaden wahrend kalter Konservierung vermindern. Fir
solche Untersuchungen ist es von Bedeutung, bessere in vitro Perfusionssysteme zu entwi-
ckeln und Blut als Perfusionsmedium einzusetzen, um somit physiologische Voraussetzun-

gen zu schaffen.
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Spezies | Darmsegment Medium Modell | Anwendung Autor(en)
Ratte Jejunum modifizierte in situ Resorption: Kavin et al.
Ringer-Lésung Perfusion 1967
mit gewasche- Glukose
nen Erythrozy-
ten
Ratte und | Dinndarm Krebs-Hense- in vitro Resorption: Wilson und
Hamster leit-Puffer ~everted Wiseman
sac” Dif- | Glukose und L- 1954
fusion Methionin
Schwein Jejunum Kowarski’s- in vitro Resorption: Boldizsar et al.
Chlorid-Lésung | ,everted 1985
sac* Dif- | Glycin
fusion
Ratte Jejunum Krebs-Hense- in vitro Resorption: Fisher und
leit-Puffer luminale Gardner 1974
Infusion Glukose
Schwein lleum Vollblut in vivo Bypassoperation; | Sack et al.
Perfusion | Pharmakologie: 2002
Dopexamin
Mensch Jejunum Vollblut in vivo Pharmakologie: Petri et al.
Perfusion | Phytochemikalien | 2003
Ratte Jejunum modifizierter in vitro Pharmakologie: Tamura et al.
Krebs-Hense- Perfusion | Tacrolimus 2004
leit-Puffer
Pferd Jejunum Vollblut in vitro Pharmakologie Vatistas et al.
Perfusion | und Sepsis 2003
Pferd Jejunum Vollblut in vitro Pharmakologie Van Hoogmoed
Perfusion | und Sepsis et al. 2001
Kaninchen | lleum Krebs- in vitro Sepsis: Hly A Mayer et al.
Henseleit-Puffer | Perfusion 1999
angereichert mit
Erythrozyten
Ratte Dinndarm modifizierter in vitro Transplantation: Pohland et al.
Krebs-Hense- Perfusion | Konservierungs- | 1995
leit-Puffer I6sungen
Ratte Colon modifizierter in vitro Transplantation: Burgmann
Krebs-Hense- Perfusion | Konservierungs- | et al.
leit-Puffer I6sungen 1996

Tab. 2: Anwendungsgebiete von Darmmodellen
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3.2. Perfusionsmedien

Ein haufiges Problem bei der Verwendung von Perfusionssystemen isolierter Organe ist die
unzureichende Oxygenierung. Aus diesem Grund kommt dem Perfusionsmedium eine ent-
scheidende Bedeutung zu.

Das Spekirum an verwendeten Perfusionsmedien reicht von zellfreien Elektrolytlésungen
(Brezis, Shina et al. 1988; Gabbai, Peterson et al. 1994) (ber modifizierte Pufferlésungen
(Minor, Klauke et al. 1997; Mayer, Temmesfeld-Wollbruck et al. 1999) bis hin zum Vollblut
(Grosse-Siestrup, Wiemer et al. 2002; Grosse-Siestrup, Unger et al. 2003; Hochel, Lehmann
et al. 2003; Vatistas, Nieto et al. 2003; Grosse-Siestrup, Unger et al. 2004).

Der Einsatz zellfreier Losungen bietet den Vorteil der leichten Verflgbarkeit. Ein entschei-
dender Nachteil ist allerdings, dass durch das Fehlen korpuskularer Sauerstofftrager die
Sauerstoffkapazitat des Mediums schneller erschépft ist und sich das Modell von in vivo Be-
dingungen entfernt.

Eine Zwischenstellung nehmen Perfusionsmedien mit Blutbestandteilen ein. So wurden fir
pharmakologische Resorptionsstudien am Darm Perfusionsmedien mit gewaschenen
Erythrozyten (Kavin, Levin et al. 1967) oder mit kiinstlichen Sauerstofftransportern angerei-
chert.

Ein Vorteil der Vollblutperfusionen, die vor allem bei der Anwendung von in vitro Modellen
nur selten durchgefiihrt werden, ist, dass bei ihnen die Erythrozyten eine hohe Sauerstoffka-
pazitat aufweisen; ein weiterer Vorteil ist ihre Ahnlichkeit mit den entsprechenden normaler-
weise im Kérper ablaufenden Prozessen. Demgegentber wirkt sich bei der Vollblutperfusion
der Kontakt von Blut und Blutzellen mit den fremdartigen Oberflachenstrukturen in kinstli-
chen Schlauchsystemen nachteilig aus. Ein weiterer Nachteil ist, dass es durch die Pump-
systeme zu einer erhéhten mechanischen Beanspruchung der Blutzellen kommt (Leverett,
Hellums et al. 1972). Beim Kontakt zwischen dem Medium Blut und dem Material der extra-
korporalen Kreislaufe, konnte auch wéahrend der Hamodialyse gezeigt werden, dass es zu
einer vorUbergehenden Aktivierung von neutrophilen Granulozyten und demzufolge zu einer
Anreicherung dieser Zellen in der Lunge kommt. Die Dialysemembran induziert die Aktivie-
rung der Leukozyten. Der Grad der Aktivierung wird dabei haufig als Index der Biokompatibi-
litdt solcher Membranen herangezogen (Gutierrez, Alvestrand et al. 1994). Die mdégliche Fol-
ge einer derartigen Aktivierung ist, dass die neutrophilen Granulozyten die GefaBe verlassen
und das Interstitium infiltrieren und dort pathophysiologische Veranderungen hervorrufen,
indem sie Sauerstoffradikale freisetzen und mikrovaskulare Schaden verursachen (Nyhlen,
Hultkvist-Bengtsson et al. 2000).
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NYHLEN et al. konnten nachweisen, dass es bei der isoliert hdmoperfundierten Lunge von
Schweinen zwar zu einer Aktivierung von neutrophilen Granulozyten durch fremde Oberfla-
chenstrukturen kommt, jedoch ohne eine gesteigerte Permeabilitat der GefaBwénde in der
Lunge selbst und ohne eine Produktion von Sauerstoffradikalen herbeizurufen (Nyhlen,
Hultkvist-Bengtsson et al. 2000).

Extrakorporale Kreislaufe unter Verwendung von Blut erméglichen es auch, den Einfluss von
fremden Oberflachenstrukturen auf das Perfusionsmedium Blut zu untersuchen und besser

zu verstehen.

Beim Vergleich der Effekte verschiedener Perfusionsmedien auf funktionelle Parameter der
isoliert perfundierten Hundeniere konnten HOECHEL et al. zeigen, dass die Nierenfunktion
durch Vollblutperfusion deutlich besser erhalten werden konnte als durch Perfusionen mit
unterschiedlich zusammengesetzten blutfreien Tyrodelésungen. Die Aufrechterhaltung phy-
siologischer Konditionen und physiologischer funktioneller Parameter war auf ein erhdhtes
Sauerstoffangebot in den mit Blut perfundierten Gruppen zurlickzufiihren, das durch hamog-
lobingebundene Sauerstofftransporter in Erythrozyten erméglicht wurde (Hochel, Lehmann et
al. 2003).

Auf Vollblut basierende Perfusionssysteme haben den Vorteil, dass sie unter physiologi-
schen Bedingungen - das heiBt hier: mit Blut und normotherm - durchgeflihrt werden kénnen.
Ein weiterer Vorteil ist, dass eine Eliminierung biologisch aktiver Substanzen durch andere
Organe nicht stattfinden kann, so dass die organspezifische Wirksamkeit spezifischer Medi-
kamente untersucht werden kann.

Durch die isoliert hdmoperfundierten Organe ergibt sich vor allem die Méglichkeit, pharmako-
logische und toxikologische Untersuchungen durchzufiihren sowie organspezifische pa-
thophysiologische Prozesse zu erforschen und dadurch Tierversuche zu minimieren.

Perfusionsmedium Vorteil Nachteil
zellfrei uneingeschrankt vorhanden, | limitierte Sauerstoffkapazitat,
keine immunologische Be- limitierte physiologische Aussage
einflussung
Erythrozytenkonzentrate | keine immunologische Be- limitierte Sauerstoffkapazitét,
einflussung keine EiweiBbindung von Prifsubstanzen,
limitierte physiologische Aussage
Blut physiologisch immunologischer Einfluss,
mogliche Hadmo-/Bioinkompatibilitédten

Tab. 3: Vor- und Nachteile von Perfusionsmdien
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3.3. Kriterien fir die Auswahl geeigneter Organspender

Der Einsatz von Labortieren in Perfusionsmodellen, speziell der Einsatz von Nagetieren, ist
haufig. Da die Organe kleiner Labortiere teilweise groBe physiologisch-anatomische Abwei-
chungen vom Menschen aufweisen, ist es von besonderem Interesse, Tiermodelle zu entwi-
ckeln, bei denen solche Abweichungen geringer ausfallen.

Bei der isolierten Perfusion der Rattenniere zeigte sich zum Beispiel, dass sich das Organ
hinsichtlich der pharmakologischen Wirkung und der renalen Architektur von den menschli-
chen Nieren wesentlich unterscheidet (Maack 1980).

Demgegenuber ist die Niere des Schweins der Niere des Menschen nach GréBe und Funkti-
onsweise viel &hnlicher und deshalb auch besser vergleichbar (Nielsen and Maaske 1966).
Entsprechendes qilt fir den Verdauungstrakt, was fir das hier in Betracht gezogene Modell
von herausragender Bedeutung ist.

Die Verwendung kleiner Nagetiere bei der isolierten Organperfusion mit Vollblut als Perfusi-
onsmedium ist auch eben wegen ihrer GréBe problematisch. Denn es bedarf einer Vielzahl
solcher Tiere, um zu einem Blutvolumen zu gelangen, das zu einer Beflillung des Systems
ausreicht. AuBerdem sind die Manipulationen am Organ kleiner Nagetiere, wie unter ande-
rem die Kandlierung der GefaBe wegen der sehr feinen Struktur der GefaBe schwierig.

Es empfiehlt sich also, alternative Perfusionsmodelle unter Verwendung von Schweinen zu
etablieren, weil diese in den hier belangvollen Hinsichten dem Menschen &hneln. Das
Schwein besitzt gegenlber anderen pflanzenfressenden Nutztieren, wie zum Beispiel dem
Rind, auch Vorteile hinsichtlich der Blutzusammensetzung. Das Rinderblut weist niedrige
Glukosekonzentrationen, aber einen hohen Gehalt an fllichtigen Fettsduren auf, die norma-
lerweise nicht im Plasma des Menschen zu finden sind (Unger, Haltern et al. 2003). Auch
Uberwiegen beim Rind die Lymphozyten im weiBen Blutbild, wahrend beim Menschen ein
granulozytares und beim Schwein ein lympho-granulozytares Blutbild vorliegt. Das weiBe
Blutbild des Schweins ist dem des Menschen also &hnlicher. Durch den Vergleich unter-
schiedlicher Spezies von Tieren beziglich Hamolyse und Koagulation wahrend Blutperfusio-
nen haben MUELLER et al. herausgefunden, dass das Schwein eher als das Rind mit dem
Menschen vergleichbar ist (Mueller, Tevaearai et al. 2001 a; Mueller, Tevaearai et al. 2001
b).

Von entscheidendem Vorteil bei der Verwendung von Organen des Schweins ist auBerdem
die Mdglichkeit, diese Organe ebenso wie autologes Blut in groBen Mengen von kommerziel-
len Schlachthéfen zu beziehen und auf diese Weise Tierversuche drastisch zu minimieren
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(Modersohn, Eddicks et al. 2001; Grosse-Siestrup, Pfeffer et al. 2002; Grosse-Siestrup, Un-
ger et al. 2002; Grosse-Siestrup, Unger et al. 2003).

Durch die Etablierung solcher und ahnlicher Perfusionsmodelle ist es bereits gelungen, phy-
siologische und pharmakologische Studien an Organen von Schlachthoftieren durchzuflihren
(Modersohn, Eddicks et al. 2001; Grosse-Siestrup, Unger et al. 2003; Date, McMahon et al.
2005).
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3.4. Antikoagulantien

3.4.1. Antikoagulantien und deren Wirkungsweise

Die Verwendung von gerinnungshemmenden Mitteln (Antikoagulantien) ist dann angezeigt,
wenn der Bildung von Blutgerinnseln (Thromben) innerhalb der nicht-erdffneten GefaBbahn
vorgebeugt werden soll. Zwei Gruppen der gerinnungshemmenden Mittel haben sich be-

wahrt:

Die Gruppe der Cumarinderivate '(Vitamin-K-Antagonisten) wirkt in der Leber dem Vitamin-K
entgegen. Vitamin-K katalysiert die Ubertragung der Carboxylgruppen an die Gerinnungsfak-
toren I, VII, IX und X sowie Protein C und Protein S. Cumarinderivate hemmen die Vitamin-
K-Reduktase, was die vollstandige Ausbildung der Gerinnungsfaktoren hindert. Dadurch wird
ihre Wirkung im Ablauf der Gerinnung geschwéacht, so dass die Gerinnung insgesamt verzo-
gert ablauft (Prohaska 2004).

Die Gruppe der Heparine bzw. heparindhnlichen Substanzen flhrt dagegen nicht zu veran-
derten Gerinnungsfaktoren in der Zirkulation, sondern verstarkt die Wirkung eines natdrli-
chen Gerinnungshemmestoffes im Blut, des Glykoproteins Antithrombin Ill. Antithrombin ||
inaktiviert verschiedene Gerinnungsfaktoren, wie zum Beispiel das Thrombin und den Faktor
X (Prohaska 2004).

Das Molekulargewicht der Heparine liegt zwischen 3 000 bis 30 000 Dalton. Der besondere
Vorteile von Heparin liegt in der Schnelligkeit seiner Wirkung und darin, dass die Wirkung
durch Verabreichung von heparinbindenden organischen Proteinkationen (z.B. Protamin)
auch schnell wieder aufgehoben werden kann (Abramson and Niles 1999).

Indikationen flr Heparin liegen in der Prophylaxe postoperativer venéser Thrombosen sowie
in der Therapie der tiefen Venenthrombose, der Lungenembolie, des akuten Myokardinfark-
tes. AuBerdem wird Heparin als Antikoagulans bei extrakorporaler Zirkulation verwendet
(Prohaska 2004).

Da isoliert hamoperfundierte Organe Uber keine Leber verfigen und Heparin seine Wirkung
direkt im Blut entfaltet, ist es, anders als die Gruppe der Cumarinderivate, in extrakorporalen

Kreislaufen einsetzbar.

' Marcamur®= Phenprocoumon, Cumarine
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Neuere und noch selten eingesetzte Praparate sind zum Beispiel das Hirudin?® und Ca®*-
Komplexbildner wie das Zitrat. Hirudin ist ein Polypeptid, das die Wirkung des Thrombins
blockiert, indem es sich an das aktive Zentrum bindet. Es kommt vor allem bei Patienten mit
heparininduzierter Thrombozytopenie Typ Il zum Einsatz (Abramson and Niles 1999).

3.4.2. Einsatze von Antikoagulantien in extrakorporalen Systemen

Hamoperfusionsmodelle schaffen in vivo nahe Verhéltnisse, sind aber in verschiedener Hin-
sicht empfindlich und missen deshalb sorgsam aufgebaut und angewandt werden. Da die
extrakorporalen Schlauchsysteme aus nichtendothelialisierten Oberflachen bestehen, muss
man davon ausgehen, dass es zu einer Interaktion zwischen dem Medium Blut und den O-
berflachenstrukturen der Plastik- und Silikonmaterialien kommt. Die Entwicklung eines ge-
eigneten Konzepts zur Antikoagulation sowie die Verwendung geeigneter Materialien ist
deshalb sehr wichtig. Dabei erfordert der Einsatz extrakorporaler Systeme ein sicheres Re-
gime der Antikoagulation, um einerseits eine exzessive Aktivierung des Gerinnungssystems

und andererseits massive Blutungen zu vermeiden.

Zitrat, Hirudin und Heparin sind die am héaufigsten untersuchten Antikoagulantien bei der
Verwendung extrakorporaler Kreislaufsysteme. Im Zusammenhang mit der Behandlung von
chronischem Nierenversagen mittels Hamodialyse wurden diese und weitere Antikoagulan-
tien haufig im Hinblick auf Blutungskomplikationen und Hamokompatibilitdt untersucht
(Janssen, Deegens et al. 1996; Janssen and van der Meulen 1996; Abramson and Niles
1999; Hofbauer, Moser et al. 1999).

PALSSON und NILES gelang eine erfolgreiche regionale Antikoagulation mit Zitrat wahrend
kontinuierlicher venovendser Hamofiltration in kritisch kranken Patienten vor dem Hinter-
grund eines hohen Risikos von Blutungskomplikationen. Sie berichteten auch Uber zwei Pa-
tienten, die Symptome einer Zitratintoxikation aufwiesen (Palsson and Niles 1999). Ahnliche
Ergebnisse erzielten TOLWANI et al. bei 29 kritisch kranken Patienten, die ebenfalls einer
venovendsen Hamodialyse unterzogen wurden (Tolwani, Campbell et al. 2001).

Der Vorteil der Antikoagulation mit Zitrat in vivo besteht darin, dass es zu einer ausreichen-
den Antikoagulation des extrakorporalen Kreislaufes kommt, eine systemische Antikoagulati-
on aufgrund der Metabolisierung von Zitrat in Bikarbonat aber ausbleibt und damit das Risiko
einer Blutung entfallt.

2 Refludan®= Lepirudin; gentechnisch hergestelltes Hirudin
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Bei der Verwendung von Zitrat missen nach ABRAMSON und NILES jedoch mehrere Prob-
leme beachtet werden (Abramson and Niles 1999):

Zitrat ist ein lon und wird regelm&Big in Form von Trinatriumzitrat verwendet. Wenn das Tri-
sodiumzitrat in konzentrierter Form infundiert wird, besteht die Gefahr der Entstehung einer
Hypernatridmie. Deshalb darf Zitrat nur in Verbindung einer ausreichend hypotonen Lésung
oder als Teil einer isotonen Lésung verabreicht werden.

Auch kann es durch die rasche Metabolisierung von Zitrat in Bikarbonat in der Leber zur Ent-
stehung einer Alkalose kommen.

Zitrat entfaltet seine antikoagulatorische Wirkung nur, wenn es an ionisiertes Calcium ge-
bunden ist. Diese Wirkung ist abhangig von den Konzentrationsverhaltnissen. Bei zu hoher
Konzentration von Calcium sinkt die Affinitat von Zitrat (Abramson and Niles 1999).

Hirudin wirkt Uber die direkte Hemmung von Thrombin, wodurch es das Heparin in seiner
Wirkung auf das Thrombin nicht beeintrachtigt. Hirudin wird Uber die Niere ausgeschieden,
so dass bei Nierenerkrankungen die Gefahr der Akkumulation in der Niere besteht
(Abramson and Niles 1999).

Auch bei der Plasmapherese werden Antikoagulantien eingesetzt (Omokawa, Malchesky et
al. 1988; Reimann and Mason 1990). Wie bei der Hamodialyse hat sich auch hier Heparin
durchgesetzt (Schinzel, Berghoff et al. 2006), obwohl immer wieder versucht wurde, die Vor-
teile von Zitrat (Wirguin, Brenner et al. 1990) und Hirudin (Willey, de Denus et al. 2002) zu
nutzen.

Untersuchungen zur Plasmaseparation mittels Kapillarmembranen ergaben, dass hdhere
Heparinkonzentrationen die rheologischen Eigenschaften des Blutes stabilisieren und ver-
lasslichere Daten im Hinblick auf die in vitro Plasmafiltration liefern (Unger, Haltern et al.
2003).

3.4.3. Kapillar-Dialyse-Module

Kapillar-Dialyse-Module sind fir die einmalige Anwendung bei der chronischen Hdmodialyse
bestimmt; sie dienen dazu, harnpflichtige Substanzen aus dem Blut zu eliminieren. Aufgrund
ihrer Funktionsweise sind sie auch besonders gut fir Perfusionsmodelle geeignet. Sie bewir-
ken den Abtransport kataboler Stoffe sowie die Oxygenierung des Blutes und erfiillen somit
eine Filterfunktion. Kapillar-Dialyse-Module® bestehen aus feinsten Kapillarmembranen, die
eine PorengrdBe von 5 000 Dalton mit einer effektiven Gesamtoberflache von 1,6 m2 aufwei-

® Fresenius Polysulfone® Kapillardialysatoren: Fresenius Medical Care AG, Bad Homburg
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sen. Material und Struktur der Kapillaren kann unerwiinschte Reaktionen des Mediums Blut
hervorrufen.

Einige Marker, so die Aktivierung der Thrombo-/Leukozyten und des Komplementsystems
und die Entwicklung von Hamolyse, sind flr die Beurteilung der Biokompatibilitat verfligbar
(Salzman 1971). Der Kontakt von Blut mit fremden Oberfldchen kann dabei zu einer Aktivie-
rung des Gerinnungs- und Komplementsystems flihren (Colton, Ward et al. 1994).

Auch der Einsatz von Oxygenatoren bei Eingriffen am offenen Herzen erfordert eine Antiko-
agulation, obwohl die dadurch erhdhte Blutungsneigung unerwinscht ist (Addonizio 1990). In
den letzten Jahren wurde versucht, mit Heparin beschichtete Kreislaufe far kardiopulmonéare
Bypassoperationen zu entwickeln, damit die Antikoagulation reduziert und deren Biokompa-
tibilitat verbessert werden kann (te Velthuis, Jansen et al. 1996; Lazar, Zhang et al. 1997).
Viele Faktoren, wie materialabh&ngige Bioinkompatibilitdt, materialunabhangige lschamie-
Reperfusion oder Hypothermie, sind fir die Induzierung von Entziindungen vor allem wah-
rend kardiopulmonarer Bypassoperationen bekannt. Es kommt zur hamostatischen Aktivie-
rung, zur gesteigerten vaskuldaren Permeabilitdt, zur Aktivierung des Komplementsystems
und zum Ubertritt von Endotoxinen in die Blutbahn (Wan, LeClerc et al. 1997).

LINDHOLM et al. verglichen die Gerinnung, die Fibrinolyse und die Aktivierung von Entzin-
dungsmediatoren zwischen zwei verschiedenen extrakorporalen Perfusionssystemen, die in
kardiopulmonaren Bypassoperationen eingesetzt wurden.

Das eine Perfusionssystem bestand aus einem geschlossenen, Uber Zentrifugalpumpen an-
getriebenen Kreislauf, in welchem die Schlauche mit Heparin beschichtet waren. Demge-
genlber bestand das konventionelle Perfusionssystem aus einem Uber Rollenpumpen ange-
triebenen Kreislauf, zu dem ein Blutreservoir gehérte und in dem die Schlauche unbeschich-
tet waren.

Die Ergebnisse zeigten, dass die Verwendung von geschlossenen vollstandig heparinisierten
Perfusionskreislaufen zu einer Verringerung der Komplementaktivierung und Fibrinolyse so-
wie zu einer verminderten Freisetzung von Zytokinen und neutrophilen Granulozyten fuhrt.
Eine bessere Biokompatibilitdt war gegentber dem konventionellen Perfusionssystem eben-
falls nachweisbar (Lindholm, Westerberg et al. 2004).

In einem anderen in vivo Perfusionsmodell wurde an Ratten untersucht, welchen spezifi-
schen Effekt Heparin auf den renalen Ischamie-Reperfusions-Schaden hat. Hierbei konnte
demonstriert werden, dass Heparin einen antiinflammatorischen Effekt auf das Komplement-
system hat. Bei den mit Heparin injizierten Ratten konnte gegenlber den Ratten bei denen
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eine renale Ischamie-Reperfusion ohne Heparininjektion durchgefihrt wurde, kein Im-
munglobulin M (IgM) und C3 im Gewebe nachgewiesen werden. Des weiteren erschienen
die proximalen sowie distalen Tubuli histologisch intakt (Yagmurdur, Colak et al. 2003).

YAGMURDUR et al. untersuchten auch den dosisabhéangigen Effekt von Heparin auf die
bakterielle Translokation, die Apoptose von Epithelzellen im Darm und die Komplementakii-
vierung nach Verbrennungen. Sie konnten zeigen, dass mit zunehmender Heparinkonzentra-
tion die bakterielle Translokation und die Komplementaktivierung sanken. In Korrelation dazu
zeigte sich mit héherer bakterieller Translokation ein starker ausgepragter Apoptosegrad der
Epithelzellen (Yagmurdur, Turk et al. 2005).

Auch andere experimentelle Studien ergaben, dass durch den Einsatz von Heparin die Akti-
vierung des Komplementsystems reduziert wird. Die Blockade des Komplementsystems
durch Heparin scheint dabei unabhangig vom Antikoagulationseffekt des Heparins zu sein
(Kazatchkine, Fearon et al. 1979). Heparin wirkt Gber den ,Alternativen Weg“ der Komple-
mentkaskade, indem es die Convertase, ein wichtiges Enzym des Komplementsystems,
hemmt (Weiler, Yurt et al. 1978; Kazatchkine, Fearon et al. 1979).

Die antiinflammatorische Wirkung durch Hemmung des Komplementsystems macht im Hin-
blick auf den Ischamie-Reperfusions-Schaden (Austen, Kyriakides et al. 1999) einen weite-
ren Vorteil des Heparins gegeniiber anderen Antikoagulantien aus.
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3.5. Vermeidung von Ischamie-Reperfusions-Schéaden

Die hier in Rede stehenden Perfusionmodelle sind auch geeignet, Radikalfanger und Protek-
tiva auf ihre Eignung zur Einddmmung von Ischamie-Reperfusions-Schaden zu prifen. Die
Verwendung von Heparin scheint es mdglich zu machen, den Ischamie-Reperfusions-
Schaden so zu minimieren, dass die Vitalitdt des Gewebes langer aufrechterhalten werden

kann.

SCHEPPACH et al. verglichen den Effekt von freiem Glutamin mit dem Dipeptid Alanyl-
Glutamin hinsichtlich ihrer Wirkung auf die Proliferation der Mukosa im lleum und im Colon
des Menschen. Bei parenteraler Applikation ist Alanyl-Glutamin stabiler als Glutamin. Mit der
Studie sollte herausgefunden werden, ob Glutamin oder das Alanyl-Glutamin eine lokale
Wirkung auf die Zellproliferation der Mukosa des lleums und des Colons besitzen. Es wurden
endoskopisch Biopsien normaler Mukosa entnommen und dann auf Filterpapier in Zellkultur-
platten mit Medium angereichert, das Glutamin oder Alanyl-Glutamin enthielt. Nach einer
Inkubationszeit von zwei Stunden erfolgte die immunhistochemische Aufarbeitung der Pro-
ben. Beide Formen bewirkten gleichermaBen eine Stimulation der Zellproliferation im lleum
und Colon (Scheppach, Loges et al. 1994).

AGUILAR-NASCIMENTO et al. untersuchten den Effekt einer intraluminalen Glutamin-Gabe
auf die intestinale Mukosa wahrend der Ischdmiephase. Sie fUhrten eine in situ Perfusion
durch, bei der in Narkose sechs Kompartimente gebildet wurden. Alle 2 cm wurde das Darm-
lumen in einem gefaBfreien Abschnitt des Mesenteriums ligiert. Die duBeren Kompartimente
der beiden Darmregionen (Jejunum und lleum) wurden durch Abklemmen der zuflhrenden
GefaBe fur 30 Minuten einer Ischamie ausgesetzt; unterdessen blieb bei den mittleren Kom-
partimenten die Blutzufuhr ununterbrochen. In die beiden duBeren Kompartimente des
lleums und Jejunums wurden dann direkt zum Ischamiebeginn je 2 ml einer Elektrolyt + 4%
Glutamin-Lésung oder eine reine Elektrolytlésung ohne Glutamin eingeflihrt. Die mittleren
Kompartimente erhielten keine FlUssigkeit. Sowohl im Jejunum als auch im lleum ist ein gré-
Berer mukosaler Schaden in den Kompartimenten entstanden, die mit reiner Elektrolytlésung
behandelt wurden. In den Kompartimenten mit Glutamin war weiterhin eine kleinere Anzahl
an neutrophilen Granulozyten nachweisbar.

Daraus wurde geschlossen, dass Glutamin in Verbindung mit dem Ischamie-Reperfusions-
Schaden eine die Mukosa schitzende Funktion Gbernimmt und zu einer verminderten Ak-
kumulation von neutrophilen Granulozyten in der Lamina propria mucosae des Darms fuhrt
(de Aguilar-Nascimento, Gurgel Marques et al. 2003).
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Glutamin ist eine der im Blut am haufigsten vorkommenden Aminosaure. Wahrend Glutamin
unter normalen Umsténden zu den nicht-essentiellen Aminosauren zahlt, wird es wahrend
kritischer Erkrankungen und bei Fehl- bzw. Unterversorgung essentiell (Lacey and Wilmore
1990). Nach operativen Eingriffen, Traumata oder Sepsis ist ein deutlicher Abfall der intrazel-
lularen Glutaminkonzentration bis hin zur vélligen Erschépfung der Glutaminreserven zu ver-
zeichnen (Vinnars, Bergstom et al. 1975). Infolgedessen kommt es zur Atrophie der Epithel-
zellen im Dinndarm, was zu einer Aufhebung der Darmbarriere mit nachfolgender bakteriel-
ler Translokation fihren kann (Souba 1991).

Das Vorhandensein von Glutamin kann dabei die Glutathionkonzentration wahrend experi-
mentell hervorgerufenem Ischamie-Reperfusions-Schaden aufrechterhalten. Glutathion ist
ein Tripeptid, das aus den Aminosauren Glutamin, Cystein und Glycin besteht. Es ist Be-
standteil wichtiger enzymatischer Reaktionen und dient als Radikalfanger sowie zur Entgif-
tung von Stoffen (Harward, Coe et al. 1994).

Da es noch keine spezielle Konservierungslésung fir den Dinndarm gibt, sollte bis auf wei-

teres hilfsweise Glutamin eingesetzt werden.

Das Modell der isolierten Darmperfusion erscheint als gut geeignet unter in vivo nahen Ver-
héaltnissen wichtige Fragen der Intensivmedizin- und der Transplantationsmedizin zu unter-
suchen und Methoden ausfindig zu machen, mit denen Ischdmie-Reperfusions-Schaden

vermindert und Transplantationen verbessert werden kdnnen.
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3.6. Cadmium

Die Cadmiumresorption findet Uber die Nahrung, die Atmung und die Haut statt. Ein Mangel
an Calcium, Vitamin-D und Spurenelementen wie Zink und Kupfer erhdht die intestinale
Cadmiumaufnahme ebenso wie Eisenmangel. Der DCT-1 Metallionentransportkomplex, der
bei Eisenmangel verstarkt zu finden ist, ist die Haupteintrittspforte fir Cadmium aus dem
Darm in das Blut (Gunshin 1997).

FOULKES nimmt an, dass verschiede Metallionen mit Cadmium intestinal um die Resorption
konkurrieren, weil die Anwesenheit von Blei, Nickel und Magnesium im Darm die Cadmium-
resorption erniedrigt (Foulkes 1985).

Einmal in die Blutbahn gelangt, wird Cadmium an Plasmaproteine wie Metallothioneine (MT),
und Albumin gebunden transportiert. Nur ein kleiner Teil liegt frei in lonenform vor (Nordberg
2004).

Die Cadmiumkonzentration im Blut ist ein guter Indikator fr die aktuelle Cadmiumbelastung.
Zur Beurteilung der Gesamtkérperlast wird der Quotient aus Urin- und Blutkonzentration hin-
zugezogen (Jin 2002).

Da Untersuchungen ergeben haben, dass Cadmium Uber die Aktivierung von Phospholipi-
den zu einer Freisetzung des Gerinnungsfaktors-Ill (Gewebefaktor) flihrt (Carson and Ko-
nigsberg 1980), kann dieser Stoff als potentieller Interaktionsfaktor der Gerinnung angese-

hen werden.
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