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1. Abkiirzungsverzeichnis

NEVLP
sNEVLP
dNEVLP
ECD

SCS
ALT
AST
GGT
LDH
HE
HTK
TUNEL

Normotherme ex vivo Leberperfusion

portalvenose (single vessel) normotherme ex vivo Leberperfusion
duale (dual vessel) normotherme ex vivo Leberperfusion
Spender/-innen mit erweiterten Spenderkriterien (extended criteria
donors)

statische Kaltlagerung (static cold sorage)
Alaninaminotransferase

Aspartataminotransferase

Gammaglutamyltransferase

Laktatdehydrogenase

Hamatoxylin und Eosin

Histidin-Tryptophan-Ketoglutarat-Losung

terminal deoxynucleotid transferase dUTP nick end labeling



2. Abstract (Deutsch)

Die normotherme ex vivo Perfusion von Lebertransplantaten (normothermic ex vivo
liver perfusion, NEVLP) ist eine vielversprechende Strategie zur Erweiterung des
Spenderpools in der Lebertransplantation. Der Mangel an verfugbaren
Spenderlebern macht immer haufiger die Transplantation qualitativ grenzwertiger
Organe von Spender/-innen, die sogenannte erweiterte Spenderkriterien erfullen,
notwendig. Die Transplantation solcher Organe fuhrt allerdings haufig zu
schwerwiegenden Komplikationen. Die normotherme ex vivo Perfusion ermdoglicht
hier eine optimierte Organpraservation und damit ein verbessertes
Transplantationsoutcome. Daruber hinaus bietet sie die Moglichkeit, das metabolisch
aktive Organ zu evaluieren und es sogar metabolisch zu rekonditionieren. Um die
Moglichkeiten der NEVLP erforschen zu konnen, sind funktionierende
Kleintiermodelle notwendig. Gangige in der Literatur zu findende Kleintiermodelle
setzen fast ausschlieB3lich auf die alleinige Perfusion der Leber durch die Pfortader
(single vessel normothermic ex vivo liver perfusion, SNEVLP). Nur wenige Arbeiten
untersuchen die duale Perfusion durch Pfortader und Leberarterie (dual vessel
normothermic ex vivo liver perfusion, dNEVLP). Arbeiten, die eine prolongierte
dNEVLP (=6h) realisieren und adaquate Vergleiche der beiden Strategien finden sich
in der Literatur nicht.

Fir diese Arbeit wurde ein miniaturisiertes Perfusionssystem fur die dNEVLP von
Rattenlebern entwickelt. In vier Gruppen wurden Lebern mannlicher Wistarratten fur
sechs Stunden bei 37°C normotherm perfundiert. In drei Gruppen wurde die dNEVLP
mit verschiedenen Protokollen zur Vasodilatation und arteriellen Druckkontrolle
mittels Metamizol untersucht. In der vierten Gruppe wurde fur den Vergleich von
dNEVLP und sNEVLP die konventionelle sNEVLP durchgefuhrt. Wahrend der
Perfusion wurden kontinuierlich Flussraten und Perfusionsdricke und in
regelmalligen  Abstdanden  Blutgase, Sauerstoffverbrauch, Transaminasen,
Galleproduktion und Konzentrationen von LDH und GGT in der Galle gemessen.
Nach Perfusionsende wurde das Leber- und Gallengangsgewebe histopathologisch
untersucht.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die suffiziente Vasodilatation mittels Metamizol
wahrend der dNEVLP zu niedrigeren Konzentrationen von Transaminasen im
Perfusat, hoherer Galleproduktion und weniger Nekrose in Leber- und
Gallengangsgewebe fuhrte. Der Vergleich von dNEVLP und sNEVLP zeigte
niedrigere Konzentrationen von Transaminasen, mehr Galleproduktion, niedrigere
Konzentrationen von LDH und GGT in der Galle und weniger Nekrose in Leber- und
Gallengangsgewebe nach dNEVLP.

In dieser Arbeit prasentieren wir ein funktionsfahiges Modell fur die duale ex vivo
Perfusion der Rattenleber (ANEVLP). Wir zeigen, dass die suffiziente Vasodilatation
Voraussetzung fur die erfolgreiche dNEVLP Uber sechs Stunden ist. Wir zeigen
aullerdem, dass die dANEVLP im Vergleich mit der sNEVLP eine bessere
Organpraservation ermaoglicht.



3. Abstract (English)

The mismatch between the demand for donor organs and the grafts available for liver
transplantation has become a significant problem in recent years. The severe organ
shortage makes the use of marginal organs from extended criteria donors (ECD)
necessary more and more often. However, transplanting such organs leads to
considerably higher rates of severe complications and organ failure. Normothermic
ex vivo liver perfusion (NEVLP) could help solving this problem. NEVLP enables
better organ preservation and thus improves transplantation outcome, especially for
ECD grafts. Furthermore, it can provide the opportunity to evaluate and even
recondition the metabolically active organ. In order to further investigate the
preservation, evaluation and reconditioning of liver grafts using NEVLP, small animal
models are needed. Commonly used small animal NEVLP models mostly employ
single vessel NEVLP (sNEVLP) through the portal vein alone. Only very few models
use the hepatic artery as an additional perfusion route and perform dual vessel
NEVLP (dNEVLP). Studies that realize prolonged dNEVLP (=6h) and comparisons of
the two strategies can currently not be found in the literature available.

For this work, we developed a perfusion circuit for ANEVLP. In that circuit four groups
of livers procured from male Wistar rats were perfused for six hours at 37°C. In three
groups dNEVLP was performed investigating different protocols for vasodilatation
using metamizole to control arterial perfusion pressures. In one group common
SsNEVLP was performed in order to compare the two strategies. Throughout
perfusion, flow rates and perfusion pressure were continuously monitored. Perfusate
transaminases, blood gases, bile production and levels of LDH and GGT in the bile
were measured regularly. After perfusion, samples of liver and bile duct tissue were
analyzed histopathologically.

Our results show that sufficient vasodilatation using metamizole lead to lower levels
of perfusate transaminases, higher bile production and less necrosis in both liver and
bile duct tissue. The comparison between dANEVLP and sNEVLP showed that
dNEVLP lead to lower levels of transaminases, higher bile production, lower levels of
LDH and GGT in the bile and less damage to liver and bile duct tissue.

In this work, we present a model for six hours of dNEVLP. We show that sufficient
vasodilatation is necessary to successfully conduct six hours of dNEVLP.
Furthermore, we show that dNEVLP leads to improved organ preservation when
compared to sNEVLP.

Abstract in Anlehnung an die Publikation “Dual versus single vessel normothermic ex
vivo perfusion of rat liver grafts using metamizole for vasodilatation(1).



4. Einfuhrung

Der folgende Manteltext ist eine ausfuhrliche Darstellung des wissenschaftlichen
Hintergrunds, der zugrundeliegenden Fragestellungen, der verwendeten Methoden
und erzielten Ergebnisse, sowie eine eingehende Diskussion des wissenschaftlichen
Erkenntnisgewinns aus der Entwicklung und Evaluation eines Modells fur die duale
normotherme ex vivo Perfusion der Rattenleber. Dies wurde in kurzerer Form bereits
im Juli 2020 in der Publikation “Dual versus single vessel normothermic ex vivo
perfusion of rat liver grafts using metamizole for vasodilatation” in dem Fachjournal
Plos One veroffentlicht (1).

Die Lebertransplantation ist nach wie vor die einzige kurative
Behandlungsmaoglichkeit fur eine Vielzahl von Lebererkrankungen. Hierzu gehoren
zum Beispiel die ethyltoxische und virale Leberzirrhose, autoimmune
Lebererkrankungen, wie die primar sklerosierende und die primar biliare Cholangitis,
und gewisse Stadien des hepatozellularen Karzinoms. Es besteht jedoch eine
deutliche Diskrepanz zwischen der Anzahl der fur eine Lebertransplantation
gelisteten Patienten/-innen und dem Angebot an verfugbaren Organen (2). In
Deutschland sind die Grinde hierfur vielfaltig. Neben gesellschaftlich-kulturell
bedingten Ursachen hat die Organspendebereitschaft auch aufgrund des
Organspendeskandals im Jahre 2012 deutlich abgenommen. Hinzu kommt, dass die
deutsche Gesetzgebung, trotz jungerer Reformversuche, die aktive Einwilligung
des/der Organspenders/-in oder einer/s direkten Verwandten verlangt. Sie verbietet
aulRerdem, anders als in anderen europaischen Landern, die Entnahme und
Transplantation von Organen nach dem Tod durch Kreislaufstillstand. Zuletzt
verringern auch Fortschritte in Intensivmedizin und Neurochirurgie und die sich stetig
verbessernde  palliativmedizinische  Versorgung die  Anzahl potenzieller
Organspender/-innen (3). Zusatzlich verscharft wird diese Situation durch das stetig
steigende Durchschnittsalter und die steigende Pravalenz von Adipositas und
Steatosis hepatis in der Bevolkerung der westlichen Industrienationen (4, 5). Als
Folge steigt der Anteil qualitativ grenzwertiger Spenderorgane, die von Spender/-
innen stammen, die s.g. erweiterte Spenderkriterien erfullen (extended criteria
donors, ECDs) (6-8). Erweiterte Spenderkriterien sind vor allem hohes Alter und eine
ausgepragte Steatosis hepatis, aber auch erhohte laborchemische Parameter fur
einen Leberschaden, hamodynamische Instabilitat, Alkoholkonsum,
Infektionsgeschehen (hier insbesondere virale Hepatitiden), Hyponatriamie und die
Organentnahme nach Kreislaufstillstand (9). Daten des United Network for Organ
Sharing (UNOS) zeigen insbesondere eine steigende Zahl an Organspender/-innen,
die alter als 65 Jahre sind und/oder einen BMI von {ber 30 kg/m? und damit ein
deutlich erhdhtes Risiko fur eine Steatosis hepatis aufweisen (10). Tatsachlich
erfullen in Deutschland bis zu 75% der transplantierten Lebern wenigstens ein
erweitertes Spenderkriterium (11). Die Transplantation solcher ,marginaler” Organe
ist jedoch nicht unproblematisch. Sie erzielt deutlich schlechtere Resultate als die
Transplantation von Organen fitter Spender/-innen. ECD-Lebern zeigen deutlich
haufiger schwerwiegende Komplikationen und Organdysfunktionen nach



Transplantation als nicht-marginale Lebern (12-15). Als wichtiger Grund hierfur gilt
die erhohte Anfalligkeit alter und verfetteter Lebern fur den Ischamie-
Reperfusionsschaden nach statischer Kaltlagerung (SCS) und konsekutiver warmer
Reperfusion (15, 16). Uber verschiedene molekulare Mechanismen entstehen durch
die kalte Lagerung zwischen Organentnahme und Implantation und die
anschliellende warme Reperfusion zellulare Schaden. Im Falle verfetteter Lebern
sind dies unter anderem die Storung der Mikrozirkulation und des hepatischen
Blutflusses durch erhohte Zellvolumina und eine verstarkte inflammatorische
Immunantwort mit einer gesteigerten Aktivitat neutrophiler Granulozyten sowie einer
gesteigerten Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen, wie
Tumornekrosefaktor-a und Interleukin-1 (17). In alten Lebern wurden insbesondere
die gesteigerte Freisetzung intrazellularer Oxidantien und eine gestorte
mitochondriale Funktion der Hepatozyten als Ursache fur einen verstarkten
Ischamie-Reperfusionsschaden identifiziert (18, 19).

Die Notwendigkeit, ECD-Organe zu transplantieren, und die resultierenden
Komplikationen erfordern die Entwicklung neuer Strategien und Methoden zur
Organpraservation im Zuge der Transplantation. Als vielversprechende Alternative
zur statischen Kaltlagerung auf Eis gilt seit einiger Zeit das Konzept der
extrakorporalen Maschinenperfusion (20). Hier wird die Leber zwischen
Organentnahme und Implantation in einem artifiziellen Kreislauf maschinell
perfundiert. In den letzten Jahrzehnten wurden zahlreiche Strategien fur die
extrakorporale Maschinenperfusion der Leber entwickelt, mit unterschiedlichen
Herangehensweisen in Bezug auf die Wahl des Perfusionsmediums, den genauen
Zeitpunkt und Zeitraum der Maschinenperfusion und vor allem die Wahl der
Perfusiontemperatur (21). Letztere ist einer der meist diskutierten Aspekte der
extrakorporalen Maschinenperfusion der Leber. Bereits klinisch erprobte
Perfusionstemperaturen reichen von hypotherm (4°C) bis hin zu normotherm (37°C)
(22, 23). Wahrend die hypotherme Maschinenperfusion vor allem die
Verlangsamung des Stoffwechsels und die Elimination potenziell toxischer Metabolite
zum Ziel hat, setzt man bei der normothermen Maschinenperfusion auf die
Aufrechterhaltung eines aktiven Metabolismus und nahezu physiologischer
Bedingungen. Verschiedene Arbeiten konnten zeigen, dass die normotherme
extrakorporale Leberperfusion (auch: normotherme ex vivo Leberperfusion, NEVLP)
die Praservation sowohl marginaler als auch nicht-marginaler Lebern im Vergleich
zur statischen Kaltlagerung verbessert (24-26). Im Gegensatz zur hypothermen
Maschinenperfusion bietet die NEVLP dariber hinaus die Moglichkeit der
metabolischen Evaluation des zu transplantierenden Organs wahrend der Phase der
Perfusion. Auch Strategien zur pharmakologischen Intervention und metabolischen
Rekonditionierung der Leber im Zuge der Transplantation kdnnten mittels NEVLP
realisiert werden (27, 28). Solche Strategien, wie beispielsweise die Entfettung
steatotischer Organe oder auch die metabolische Verjungung alter Organe, sind auf
einen aktiven Metabolismus angewiesen, wie er nur unter normothermen
Bedingungen aufrecht zu erhalten ist. Organe, die aufgrund hohen Alters oder
Verfettungsgrades als nicht transplantabel eingestuft und folglich nicht transplantiert



wurden, konnten mittels solcher Methoden wieder dem Pool der transplantablen
Organe zugefuhrt und dieser somit deutlich vergroRert werden.

Verschiedene Kklinische Studien haben gezeigt, dass die normotherme ex vivo
Leberperfusion eine sichere und sinnvolle Alternative zur statischen Kaltlagerung
darstellt (22, 29). Ihre Implementierung in den klinischen Alltag befindet sich jedoch,
insbesondere in Deutschland, noch in einem sehr frGhen Stadium.

Um Grundlagenforschung zur normothermen ex vivo Leberperfusion betreiben zu
konnen und insbesondere, um Strategien zur Organrekonditionierung mittels NEVLP
zu entwickeln, werden weiterhin Tiermodelle bendtigt. Da Groltiermodelle
kostenintensiv sind und eine hochentwickelte Infrastruktur bendtigen, erscheinen
Kleintiermodelle, obwohl technisch anspruchsvoller, hierzu besser geeignet. In den
letzten Jahren wurden verschiedene Modelle fur die normotherme ex vivo Perfusion
von Rattenlebern entwickelt und vorgestellt. Die meisten dieser Modelle beschranken
sich auf die singulare Perfusion der Leber durch die Pfortader (single vessel
normothermic ex vivo liver perfusion, SNEVLP), eine Strategie, die sich als funktional
und technisch einfach erwiesen hat (30). Auch in unserer Arbeitsgruppe haben wir
ein solches sNEVLP-System etabliert (31, 32). Fuhrt man sich jedoch die
physiologische Versorgung der Leber vor Augen, erscheint eine duale Perfusion
durch beide Lebergefalle, die Pfortader und die Leberarterie, sinnvoller. Auch wirde
eine  duale Perfusionsstrategie = die  Vergleichbarkeit  zu klinischen
Perfusionssystemen erhohen, die Uberwiegend auf die duale Leberperfusion setzen
(22, 29, 33). Trotzdem wurden bisher nur wenige Modelle zur dualen normothermen
ex vivo Perfusion der Rattenleber entwickelt. Vergleichende Arbeiten, die die
Gleichwertigkeit beider Strategien oder sogar die Uberlegenheit einer der beiden
Methoden zeigen, sind in der Literatur nicht verfligbar.

In dieser Arbeit beschreibe ich die Entwicklung eines Modells zur dualen
normothermen ex vivo Perfusion der Rattenleber (dual vessel normothermic ex vivo
liver perfusion, dNEVLP). Es stellt eine Weiterentwicklung und Optimierung eines
SNVELP-Modells dar, an dessen Entwicklung ich beteiligt war. Ich gehe
insbesondere auf die Etablierung einer suffizienten Vasodilatation mittels Metamizol
als essentiellen Schritt in der Entwicklung des dNEVLP-Modells ein. Aus Modellen
fur die normotherme ex vivo Perfusion von porcinen und humanen Lebern ist
bekannt, dass die duale Leberperfusion, im Gegensatz zur rein portalvendsen
Perfusion, eine suffiziente Vasodilatation notwendig macht (29, 34). Wir postulierten,
dass dies auch fur die duale Perfusion der Rattenlebern gelten wurde. Fur die
humanen und porcinen Modelle wurden zu diesem Zweck bereits erfolgreich
verschiedene Vasodilatatoren erprobt (34). Fur die duale Perfusion der Rattenleber
finden sich keine solchen Daten. Im Zuge der Suche nach einem gut verfugbaren,
sicheren und potenten Vasodilatator stielien wir auf Metamizol. Metamizol ist ein
Analgetikum mit bekannten spasmolytischen und vasodilatorischen Eigenschaften.
Kaya et al. konnten zeigen, dass Vasospasmen der Rattenleberarterie durch die
topische Applikation von Metamizol effektiv behandelt werden kdnnen (35). Wir
untersuchten, ob die Applikation von Metamizol in die Leberarterie eine suffiziente
Vasodilatation und Kontrolle des arteriellen Perfusionsdrucks erreichen wurde.



Ich beschreibe aulerdem den zur Evaluation unseres neu entwickelten dNEVLP-
Modells durchgefuhrten Vergleich mit unserem bereits erfolgreich etablierten
sNEVLP-Modell (32).

5. Methoden

5.1. Perfusionskreislauf

5.1.1. Entwicklung des grundlegenden sNEVLP-Kreislaufs
In mehreren Schritten wurde in unserer Arbeitsgruppe der grundlegende Aufbau des

sNEVLP-Kreislaufs, wie bei Nésser et al. beschrieben, entwickelt (31). In Anlehnung
an den Perfusionskreislauf von Tolboom et al. setzte sich unser Aufbau zunachst aus
einer glasernen Perfusionskammer, einem Oxygenator, einer Blasenfalle und einer
Rollerpumpe zusammen. Nachdem erfolglos verschiedene Behaltnisse, wie
Petrischalen u.a., als Perfusionskammer erprobt worden waren, konzipierten wir
einen Glasreaktor mit verschiedenen Ein- und Auslassen, der hierfur eigens
angefertigt wurde (Galner Glastechnik GmbH, Munchen, Deutschland). Ein
wichtiger Zwischenschritt in der Entwicklung dieses Reaktors war die Untersuchung
der optimalen Position der Leber darin. Einem in unserer Arbeitsgruppe bereits
etablierten Protokoll zur Leberdezellularisierung folgend begannen wir, unsere
Etablierungsversuche mit hangenden Lebern. Diese Position stellte sich jedoch
schnell als problematisch heraus. Insbesondere der Gallefluss wurde durch den sich
immer wieder verdrehenden und abknickenden Ductus hepaticus communis
entscheidend behindert. Als beste Position erwies sich im Folgenden die Lage der
Leber auf der apikalen, zwerchfellnahen Seite, sodass der Hilus nach oben hin
exponiert lag. In dieser Position konnte eine stabile Lage der Lebergefalle erreicht
und so eine sichere Perfusion und ein ungehinderter Galleabfluss erreicht werden.
Ziel der nachsten Entwicklungsschritte war die Miniaturisierung des Kreislaufs. Diese
war unerlasslich, um eine Reduktion der fur jeden Versuch notwendigen Ressourcen,
insbesondere der notwendigen Erythrozyten, und einen ausreichendenden
Hamatokrit im Perfusat zu erreichen. Das Fullvolumen des Oxygenators wurde in
mehreren Schritten von 31 ml (Oxygenator ,Kids®, Sorin Group, Mailand, Italien) auf
10 ml (Silikonmembranoxygenator, Radnoti, Dublin, Irland) reduziert. Die Blasenfalle
wurde ebenfalls sukzessive verkleinert. Aullerdem wurde der Durchmesser der als
Verbindungsschlauche genutzten Heidelberger Verlangerungen (B. Braun
Melsungen, Melsungen, Deutschland) von 3 mm auf 1,2 mm verkleinert. Das
Gesamtvolumen des Perfusionskreislaufs konnte so in mehreren Schritten von
ursprunglich 100 ml auf 50 ml reduziert werden.

Als letzten Schritt der Entwicklung des sNEVLP-Kreislaufs erweiterten wir den
Aufbau um einen Dialysekreislauf, wie bei Gassner et al. beschrieben (32). Hierfur
wurde der Kreislauf um eine Rollerpumpe und eine Dialysekartusche erweitert. Durch
die Verwendung einer Kartusche mit einem Fullvolumen von lediglich 2 ml konnte
das Gesamtvolumen von 50 ml beibehalten werden.

Mein Anteil an der Entwicklung und Etablierung des sNEVLP-Kreislaufs lag
insbesondere in der Etablierung des von Joseph Gassner, Max Nosser und Simon
Moosburner entworfenen grundlegenden sNEVLP-Kreislaufs. Ich fuhrte viele der



Perfusionsversuche selbst durch und entnahm fur andere die Organe. Die
Asservierung von Proben und Evaluation derselben wurde ebenfalls zu grof3en
Teilen von mir durchgefuhrt. Das Konzept des Dialysekreislaufs entwickelte ich
zusammen mit Joseph Gassner und David Wyrwal. Die Versuche zur Etablierung
desselben fuhrte ich ebenfalls zusammen mit Joseph Gassner und David Wyrwal
durch.

5.1.2. Finaler sNEVLP-Aufbau
Der aus der oben beschriebenen Entwicklung hervorgegangene finale sNEVLP-

Kreislauf setzte sich im Detail aus folgenden Komponenten zusammen (Abbildung
1A): Der malgefertigten Perfusionskammer mit verschiedenen Ein- und Auslassen
fur die Verbindung der LebergefaBe und des Gallengangs mit dem
Perfusionskreislauf, einer flussgesteuerten Rollerpumpe, einem Oxygenator
(Radnoti, Dublin, Irland) und einer glasernen Blasenfalle zur Verhinderung von
Luftembolien. Die Windkesselfunktion der Blasenfalle absorbierte die durch die
Rollerpumpe verursachten Druckschwankungen und sorgte fur einen laminaren
Fluss Uber die Pfortader. Der Oxygenator hatte ein Fullvolumen von 10 ml. Durch die
kontinuierliche Insufflation eines Gasgemischs aus 95% Sauerstoff, und 0%
Kohlenstoffdioxid wurde Uber eine Silikonmembran ein suffizienter Gastaustausch
sichergestellt. Eine weitere Rollerpumpe fuhrte mit einer Laufrate von 10 ml/min
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Abbildung 1: Finale Perfusionskreislaufe fir sNEVLP und dNEVLP

A Technische Zeichnung des sNEVLP-Kreislaufs bestehend aus der Perfusionskammer mit Einlass fur die Portavivene (PV) und
Auslassen fir die Vena cava (VC) und den Gallengang (BD), dem Oxygenator, der Blasenfalle (BT), dem Dialysekreislauf, vier
Rollerpumpen (P1, P3-5), den Auslassen fur die arterielle (A), vendse (V) und Dialysatprobenentnahme (d) und die Messung des
portalvendsen Perfusionsdrucks (VP). B Technische Zeichnung des dNEVLP-Kreislaufs mit einem zusatzlichen Einlass fur die
Leberarterie (HA), einer funften Rollerpumpe (P2) und zwei zusatzlichen Auslassen fur die Metamizolapplikation (B) und die
Messung des arteriellen Perfusionsdrucks (AP). C Leber in der Perfusionskammer in der Draufsicht mit kannuliertem Gallengang,
Leberarterie, Portalvene und Vena cava (in dieser Reihenfolge von oben nach unten). D Nahaufnahme der kannulierten
Leberarterie mit dem Aortenpatch (gelbe Kandile). Quelle: Claussen et al. (1)
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Perfusat aus dem vendsen Ausfluss der Leber der Dialysekartusche (Spectrum
Laboratories, Rancho Dominguez, CA, USA) zu. Der Dialysatfluss wurde von zwei
Rollerpumpen erzeugt, jeweils der Dialysekartusche vor- und nachgeschaltet, um
Volumenverschiebungen ausgleichen zu kénnen. Die Dialysekartusche hatte ein
Fillvolumen von 2 ml und eine Membranoberfliche von 115 cm? Als Dialysat
wurden 500 ml mit 12 mM Gilycin versetzten Ci-Ca-Dialysats K2 (Fresesnius Kabi,
Bad Homburg, Deutschland) verwendet. Der Pfortaderfluss betrug 1 ml/min/g
Lebergewicht. Uber einen Drucksensor wurde der Pfortaderdruck kontinuierlich
gemessen und mittels des Programms BDAS 2.0 (Harvard Apparatus, Holliston, MA,
USA) aufgezeichnet. Der durchschnittliche initiale Pfortaderdruck betrug 5.65 mmHg,
Pfortaderdriicke von bis 9 mmHg wurden als physiologisch angesehen. Uber einen
Perfusor ® (B. Braun Melsungen, Melsungen, Deutschland) wurden kontinuierlich
1000 IE/h Heparin und 500 pl/h 1,2 M Glycin infundiert.

B

Abbildung 2: Entwicklungsstufen des dualen Perfusionskreislaufs

A Aufteilung des Gesamtkreislaufs in den arteriellen und portalvendsen Schenkel hinter der Blasenfalle (BT) mit einer
gemeinsamen Pumpe (P1). B Aufteilung direkt nach dem vendsen Ausfluss aus der Perfusionskammer in zwei komplett
getrennte Kreislaufe mit jeweils einer Pumpe (P1, P2), einem Oxygenator und einer Blasenfalle (BT). C Aufteilung des
Gesamtkreislaufs hinter einer gemeinsamen Blasenfalle (BT) und einem gemeinsamen Oxygenator mit zwei Pumpen (P1, P2).
Quelle: Eigens von Felix Claussen fir diese Dissertation angefertigt.

5.1.3. Weiterentwicklung zum dNEVLP-Kreislauf
Fir die duale Perfusion konzipierte ich eine Erweiterung des sNEVLP-Kreislaufs um

einen Teil fur die Perfusion der Leberarterie. Hierzu untersuchte ich verschiedene
Konzepte. Den Perfusatfluss einfach nach der Blasenfalle in zwei Schenkel zu teilen
hatte zur Folge, dass Leberarterie und Pfortader jeweils die Halfte des
Gesamtflusses zugefuhrt wurde (Abbildung 2A). Die angestrebten Flussraten fur die
beiden GefalRe konnten so nicht erreicht werden, da Pfortader- und
Leberarterienfluss nicht unabhangig voneinander eingestellt werden konnten. Die
naheliegendste Strategie, dies zu erreichen, lag in der Konstruktion zweier
weitestgehend separater Kreislaufe, die nach dem vendsen Ausfluss der Leber
getrennt wurden und erst in den Lebersinusoiden wieder zusammenliefen (Abbildung
2B). Diese Strategie erreichte zwar vollstandig unabhangig einzustellende Flusse
Uber die beiden Lebergefale, war jedoch mit einem ungleich hdheren
Materialaufwand verbunden. Jeder Teilkreislauf musste mit einem Oxygenator und
einer Blasenfalle bestluckt werden, die jeweils in Flussrichtung hinter der jeweiligen
Rollerpumpe installiert werden mussten. Zwei Oxygenatoren und zwei Blasenfallen
hatten das im Zuge der oben beschriebenen Miniaturisierung reduzierte Volumen
des Kreislaufs jedoch wieder annahernd verdoppelt. Dies hatte, bei gleichem
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angestrebten Hamatokrit, auch eine Verdopplung der notwendigen Erythrozyten und
damit der fur die Blutgewinnung zu euthanasierenden Tiere bedeutet. Aus
Tierschutz- und Kostengrinden verfolgte ich dieses Konzept nicht weiter. Die
Pumpen in Flussrichtung nach einem gemeinsamen Oxygenator und einer
gemeinsamen Blasenfalle zu installieren und das Perfusat somit gewissermalen
durch diese hindurchzuziehen, resultierte im Kollaps der Verbindungsschlauche und
des Silikonschlauchs im Oxygenator und war somit auch keine valide Option
(Abbildung 2C). Als beste Strategie erwies sich der finale dNEVLP-Aufbau, wie er in
Abbildung 1B gezeigt ist. Hier zweigte eine zweite Rollerpumpe, der ersten Pumpe,
dem Oxygenator und der Blasenfalle nachgeschaltet, eine definierte Menge des
Perfusats aus dem Hauptkreislauf ab und erzeugte einen kontinuierlichen Fluss Uber
die Leberarterie. Durch die Positionierung der arteriellen Pumpe in Flussrichtung
hinter der Blasenfalle wurde deren Windkesselfunktion umgangen und so der
pulsatile Fluss der Rollerpumpe direkt in die Leberarterie weitergeleitet. Es wurde so
eine Druckamplitude von ca. 25 mmHg erreicht und die physiologische arterielle
Perfusion der Leber nachempfunden. Die Flussrate der ersten Rollerpumpe wurde in
den dNEVLP-Gruppen auf 1,1 ml/min/g Lebergewicht erhoht und fur die zweite,
arterielle Rollerpumpe ein Fluss von 0,1 ml/min/g Lebergewicht festgesetzt.
Insgesamt wurde so ein laminarer Fluss von 1 ml/min/g Lebergewicht uUber die
Pfortader und ein pulsatiler Fluss von 0,1 ml/min/g Lebergewicht Uber die
Leberarterie erreicht. Ein zweiter Drucksensor ermdglichte die kontinuierliche
Messung des arteriellen Perfusionsdrucks. Der durchschnittliche initiale mittlere
arterielle Druck lag bei 48,8 mmHg. Arterielle Spitzendricke bis zu 110 mmHg
wurden als physiologisch angesehen. Der Rest des Perfusionskreislaufs unterschied
sich nicht von dem fur sNEVLP beschriebenen.

In den dNEVLP-Gruppen mit Metamizolapplikation applizierte ich entweder stundlich
oder ab einem arteriellen Druck von 110 mmHg Boli von 100 mg Metamizol-Natrium
(Winthrop Arzneimittel GmbH, Frankfurt am Main, Deutschland) in den arteriellen
Schenkel des Perfusionskreislaufs. Alle Perfusionsversuche wurden in einem
Warmeschrank bei 37° C durchgefuhrt.

Das Konzept des dNEVLP-Kreislaufs als Erweiterung des sNEVLP-Kreislaufs wurde
von mir entwickelt und von mir mit der Hilfe von David Wyrwal, Simon Moosburner
und Joseph Gassner etabliert.

5.2. Versuchstiere und Gruppen
Als Versuchstiere wurden mannliche Wistarratten von Janvier (Le Genest-Saint-Isle,

Frankreich) verwendet. Haltung und Prozeduren wurden in enger Abstimmung mit
der Forschungseinrichtung fur experimentelle Medizin der Charité (FEM) und dem
Landesamt fur Gesundheit und Soziales in Berlin (LaGeSo, Organentnahmeanzeige
00365/11) geplant und durchgefuhrt. Die Tiere wurden zur Gewohnung an die neue
Umgebung mindestens eine Woche in Gruppengrolden von 2-5 Tieren und einem
12-Stunden-Hell-Dunkel-Zyklus gehalten. Futter und Wasser waren ad libitum
verfugbar. Die Organentnahme wurde frGhestens nach einer Woche und mit einem
Gewicht von 280-350 g durchgefuhrt. Die Tiere wurden von mir zufallig in vier
Gruppen (n = 4), drei ANEVLP- und eine sNEVLP-Gruppe, eingeteilt (Tab. 1). In der
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dNEVLP™-Gruppe wurde die duale Perfusion ohne Vasodilatation durchgefuhrt. In
der dNEVLPM"-Gruppe wurde ab der zweiten Stunde der Perfusion stiindlich ein
Bolus Metamizol appliziert. In der dNEVLP™P-Gruppe fand die Applikation des
Metamizolbolus bei Bedarf ab einem Druckgrenzwert von 110 mmHg statt. In der
SNEVLP-Gruppe wurden die Lebern rein portalvends und ohne Vasodilatation

perfundiert.

dNEVLPM
Duale Perfusion,
keine Vasodilatation

dNEVLPYH

Duale Perfusion,
Metamizol stindlich

dNEVLP™MP
Duale Perfusion,
Metamizol bei Bedarf

sNEVLP

Portalventse Perfusion,
keine Vasodilatation

Tabelle 1: Versuchsgruppen. Quelle: Eigens von Felix Claussen fir diese Dissertation angefertigt

5.3. Organentnahme
Fur die Leberentnahme wurden die Tiere mittels Isofluran-Inhalation und subkutaner

Injektion von 100 mg/kg Metamizol (Winthrop Arzneimittel GmbH, Frankfurt am Main,
Deutschland) und 12 mg/kg Ketamin (CP-Pharma, Burgdorf, Deutschland) in
Allgemeinanasthesie versetzt. Nach Prufung der Narkosetiefe durch mehrfaches
Setzen eines Schmerzreizes wurde die Bauchhohle eroffnet. Die Ligg. falciforme und
coronarium wurden durchtrennt, alle Leberlappen mobilisiert und nach kranial
umgeklappt. Die Vv. oesophageales wurden ligiert. Zur optimalen Exposition des
Leberhilus wurde der Darm mobilisiert und seitlich aus der Bauchhohle ausgelagert.
Die A. und V. pancreaticoduodenalis wurden ligiert und der Ductus hepaticus
communis Uber eine Fischmaulinzision mittels einer eigens angfertigten
Gallengangsdrainage katheterisiert. Der Truncus coeliacus wurde aufgesucht und die
Aa. gastrica sinistra und splenica ligiert. Nach Praparation der V. cava inferior und
Aorta abdominalis wurden 500 |IE Heparin in 1 ml Ringer-Laktat-Losung diluiert und
in die V. cava inferior injiziert. AnschlieBend wurde die Aorta abdominalis zur
Blutentnahme kanduliert. Durch den vollstandigen Blutentzug und die Durchtrennung
der intrathorakalen V. cava inferior kam der Kreislauf vollstandig zum erliegen. Die
Kanule wurde in der Aorta belassen, diese intrathorakal abgeklemmt und mit 20 ml
4° C kalter HTK-LAsung (Dr. Franz Kohler Chemie GmbH, Bensheim, Deutschland),
versetzt mit Glycin in einer Konzentration von 12 mM, gespult. Nun erfolgte die
Kanulierung der Pfortader Uber eine Fischmaulinzision mittels einer herkdmmlichen
16 G Vasofix® Safety Kanule (B. Braun Melsungen, Melsungen, Deutschland) und
die Spulung der Leber mit 20 ml kalter glycinhaltiger HTK-Losung. Die Zeit zwischen
Blutenthnahme und kalter Spulung der Leber (warme Ischamiezeit) betrug maximal 15
Minuten. Die infrahepatische V. cava inferior wurde mittels einer eigens angefertigten
Plastikkanule kanuliert und die suprahepatische V. cava inferior ligiert.

FUr die duale Leberperfusion erfolgte nun die Kanulierung der A. hepatica communis.
Hier untersuchten wir verschiedene Methoden. Die direkte Kanulierung der A.
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hepatica communis erwies sich schnell als technisch sehr schwierig und
zeitaufwandig, was die kalte Ischamiezeit in der Regel deutlich verlangerte
(Abbildung 3B). Ein pragmatischerer Ansatz war, die im Verlauf der Operation
ohnehin bereits kanulierte Aorta abdomialis mit zu entnehmen und die A. hepatica
communis Uber selbige zu perfundieren (Abbildung 3A). Hier ergaben sich in der
Praxis allerdings zwei Probleme: Einerseits kam es immer wieder zu Undichtigkeiten
und Perfusatverlust aus den ligierten abdominellen Abgangen der Aorta und
andererseits neigten Aorta und Leberarterie nach Einbau in den Perfusionskreislauf
aufgrund der Lange der Gefalistrecke dazu, abzuknicken. Als praktikabler Mittelweg
erwies sich schliel3lich die Kanulierung des Truncus coeliacus Uber einen aus der
Aorta ausgeschnittenen Gefallpatch (Abbildung 1D). Hierbei wurde die verwendete
24 G BD Neoflon™ Kandule (Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland) bis
jenseits der ligierten Abgange der Aa. gastrica sinistra und splenica in die A. hepatica
communis vorgeschoben und hier mittels einer Ligatur befestigt (Abbildung 3C).
Dieses Vorgehen ermoglichte die schnelle Kanulierung und eine sichere
Handhabung der Leberarterie beim Einbau in den Perfusionskreislauf.

Zuletzt wurden alle ligierten GefalRe durchtrennt, die Leber final mobilisiert und in
einen vorgewogenen Behalter mit kalter glycinhaltiger HTK-Losung gelegt.

Abbildung 3: Schematische arteriellen GefaBpraparation.

A Kanllierung der Aorta abdominalis mit Ligatur unterhalb des Abgangs der A. renalis dextra. B Direkte
Kantlierung des Truncus coeliacus nach seinem Abgang aus der Aorta abdominalis. C Kanilierung der A.
hepatica propria durch einen Aortenpatch mit Ligatur distal der Abgange von A. lienalis und A. gastrica sinistra.
Quelle: Eigens von Felix Claussen fiir diese Dissertation angefertigt.
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5.4. Ablauf der Perfusion
Der Perfusionskreislauf wurde vor oder wahrend der Organentnahme unter sterilen

Bedingungen aufgebaut und bereits mit dem angemischten Perfusat befullt. Alle
Rollerpumpen wurden im Vorfeld geeicht und die Drucksensoren genullt. Vor Einbau
in den Perfusionskreislauf wurde das Lebergewicht durch erneutes Wiegen des
Transportbehalters und Subtraktion des Vorwertes sowie des kumulativen Gewichts
aller Kanulen ermittelt. Die Spulung der Leber wurde makroskopisch mit einem Wert
von 1 (makroskopisch keine Spulung) bis 10 (makroskopisch vollstandige Spulung)
bewertet. Die HTK-Losung wurde mit 20 ml Ringer-Laktat-LOsung uber die Pfortader
aus der Leber gespult. Um Druckschaden im arteriellen Stromgebiet zu vermeiden
wurde sich hier auf die retrograde Spulung beschrankt. Etwaige Luftblasen, die sich
in den Kanulen gefangen hatten, wurden mittels einer feinen Hohlnadel entfernt. Die
Leber wurde daraufhin so auf einer Silikonmatte in der Mitte der Perfusionskammer
platziert, dass der Leberhilus nach oben hin exponiert lag. Fur die dNEVLP wurde
zuerst die Leberarterie mit dem Kreislauf konnektiert. Der arterielle Fluss wurde
vorsichtig gesteigert und die makroskopische arterielle Reperfusion sowie der
Perfusionsdruck beurteilt. Auf dieselbe Weise wurde dann beim Anschluss der
Pfortader verfahren. Um den Kreislauf zu schliel3en, wurde zuletzt die V. cava an den
venosen Abflussschenkel angeschlossen. Fur die sSNEVLP entfiel der Anschluss der
Leberarterie selbstverstandlich. Der Schlauch der Gallengangsdrainage wurde in ein
vorgewogenes Sammelbehaltnis geleitet, um die Galleproduktion kontinuierlich
quantifizieren zu kdnnen. Die Zeit zwischen kalter Spulung und warmer Reperfusion
(kalte Ischamiezeit) betrug maximal 60 Minuten. Nach Anschluss der Leber an den
Kreislauf wurden die Perfusionsflusse langsam Uber eine Erwarmungsperiode von 15
Minuten erhoht. Zeitpunkt TO wurde gesetzt, wenn die vollen Flussraten erreicht
waren, und die Leber dann fur sechs Stunden perfundiert. Alle Perfusionsversuche
wurden in dieser Weise von mir durchgefuhrt.

5.5. Zusammensetzung des Perfusats
Als Perfusionsmedium wurde eine modifizierte Version eines bereits in unserer

Arbeitsgruppe etablierten Zellkulturmediums verwendet (32). Als Grundlage diente
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium + Pyruvat (DMEM), das mit HEPES-Puffer, L-
Alanin, L-Glutamin,- Penicillin, Streptomycin, Insulin, Fortecortin und Glucagon
versetzt wurde (Tabelle 2). Das bei Organentnahme gewonnene Vollblut wurde bei
4°C und 3200 RPM fur 15 Minuten zentrifugiert und die Erythrozyten so vom Plasma
und den restlichen korpuskularen Blutbestandteilen getrennt. Letztere wurden
verworfen. Das Plasma wurde abgesaugt und fur spatere Perfusionsversuche
eingefroren. 10 ml des Erythrozytenkonzentrats wurden in 35 ml des modifizierten
DMEMSs suspensiert. 5 ml stammspezifischen Rattenplasmas wurden hinzugefugt,
was ein Gesamtvolumen von 50 ml und einen rechnerischen Hamatokrit von 20%
ergab. SchlieBlich wurden dem Perfusionsmedium noch 200 ul (1000 IE) Heparin
und 500ul 1,2 M Glycin hinzugefugt. Das Perfusat wurde von mir fur jeden Versuch
auf diese Weise hergestellt.
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Substanz Konzentration Menge

DEMEM 500 ml
HEPES-Puffer 7,5 ml
L-Alanin/L-Glutamin 200 mM 5ml
Penicillin/Stroptomycin 10 mg/ml 5 ml
Insulin 5I1E/ml 60 pl
Fortecortin 50 pg/ml 20 pl
Glucagon 7 ul
Heparin 5 1E/ul 200 pl
Glycin 1,2M 500 pl
Rattenerythrozyten 10 ml
Rattenplasma 5ml

Tabelle 2: Zusammensetzung des Perfusats. Quelle: Eigens von Felix Claussen fiir diese Dissertation angefertigt

5.6. Messung biochemischer Parameter und Blutgasanalyse
Perfusatproben wurden zu Beginn, nach drei und sechs Stunden der Perfusion aus

dem venosen Ausflussschenkel des Kreislaufs entnommen. Das Perfusat wurde bei
4°C und 3200 RPM zentrifugiert und der Uberstand dem Labor Berlin (Labor Berlin—
Charité Vivantes GmbH, Berlin, Deutschland) zur photometrischen Bestimmung von
Alaninaminotransferase (ALT), Aspartataminotransferase (AST), Bilirubin und
Harnstoff Ubergeben. Des Weiteren wurden zu denselben Zeitpunkten
Perfusatproben aus dem portalvendsen Zufluss und aus dem vendsen Ausfluss der
Leber zur Analyse der Blutgase (ABL800 FLEX, Radiometer GmbH, Berlin,
Deutschland) entnommen. Beurteilt wurden insbesondere der Sauerstoffpartialdruck
(pO2), Kohlenstoffdioxidpartialdruck (pCO,), die Fraktion des oxygenierten
Hamoglobins (FO;Hb), das Gesamthamoglobin, der Hamatokrit, der pH-Wert,
Natrium, Kalium, Glukose und Lactat. Die Probenentnahme sowie die
Blutgasanalysen wurden in allen Versuchen von mir durchgefuhrt.

5.7. Berechnung des Sauerstoffverbrauchs
Den Sauerstoffgehalt des Perfusats ([O2] in g/ml) berechnete ich mittels folgender
Formel:

[O,] = 0,0139 x [Hb] x FO,Hb + 0,0000314 x pO,

[Hb] ist hierbei die Hamoglobinkonzentration in g/dl, FO,Hb ist die Fraktion des
oxygenierten Hamoglobins und pO, ist der Sauerstoffpartialdruck in mmHg. Der
hepatische Sauerstoffverbrauch (VO in ml/min/g) wurde mittels folgender Formel
berechnet:

VO, = [O,]p — [O2]y % Flussrate
[O2]r und [O2]y sind hierbei der jeweilige Sauerstoffgehalt des portalvenésen Zu- und

des venosen Abflusses der Leber. Die Flussrate wird in ml/min/g Lebergewicht
angegeben.
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5.8. Histopathologische Aufarbeitung
Nach Ende der Perfusion wurde die Leber zur histopathologischen Aufarbeitung

asserviert. Aus jedem der funf Leberlappen wurden mindestens drei
Parenchymproben entnommen, von denen mindestens eine in Formaldehyd und
mindestens zwei in flussigem Stickstoff schockgefroren und anschliefend bei -80°C
aufbewahrt wurden. Der extrahepatische Gallengang wurde mdoglichst hilusnah
abgetrennt und ebenfalls in flussigem Stickstoff schockgefroren und anschliel3end
bei -80°C aufbewahrt. Die in Formaldehyd asservierten Parenchymproben wurden
nach einer Aufbewahrungszeit von mindestens 24 Stunden in Paraffin eingebettet
und nach ausreichend langer Aushartung geschnitten. AnschlieRend wurde eine
Hamatoxylin-Eosin-Farbung durchgefuhrt, wobei die Paraffinschnitte nach dem
Durchlaufen einer Ethanolreihe in absteigenden Konzentrationen zunachst acht
Minuten in Meyer’s Hamatoxylin und anschliellend 30 Sekunden in Eosin gefarbt
wurden. Von allen Schnitten wurden jeweils funf reprasentative Bilder in fuUnfzigfacher
und hundertfacher VergroRerung gemacht, welche pseudonymisiert einer Pathologin
(R.A.) zur histopathologischen Begutachtung vorgelegt wurden. Beurteilt wurden die
allgemeine Gewebsmorphologie, Nekrose und sinusoidale Dilatation.

Mit einem Cryotom wurden die schockgefrorenen Gallengange geschnitten und
anschlieBend ebenfalls einer Hamatoxylin-Eosin-Farbung unterzogen. Zur
genaueren Quantifizierung des Zelluntergangs wurden die Gallengangsschnitte
aullerdem mittels TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling (TUNEL) angefarbt
und mit 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) gegengefarbt. Mittels TdT-mediated
dUTP-biotin nick end labeling (TUNEL, Roche, Basel, Schweiz) werden Zellkerne
apoptotischer Zellen angefarbt. 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI, Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Munchen, Deutschland) farbt doppelstrangige DNA an. Fur die
TUNEL-Farbung wurden die Schnitte zunachst 10 Minuten in Xylol gelegt. Sie
durchliefen dann eine Ethanolreihe in absteigenden Konzentrationen (99%, 96%,
80%, 70%, 50%) und wurden anschliefend mit Aqua dest gespult. Danach wurden
sie nacheinander 1 Minute in Citrat-Puffer getaucht, kurz mit phosphatgepufferter
Salzlésung (PBS) gespult, 30 Minuten in Trishydroxymethylaminomethan (TRIS)-
gepufferte Salzlosung gelegt und noch einmal kurz mit PBS gespult. Zuletzt wurden
50 pl TUNEL-Reaktionsmixtur auf jeden Schnitt gegeben und die Schnitte fur eine
Stunde in absoluter Dunkelheit bei 37°C inkubiert. TUNEL-positive Areale wurden
mittels der NIH ImagedJ Software (Version: 2.0.0-rc-68/1.52f) gemessen.

Die Probenentnahme wurde fur jeden Versuch von mir durchgefuhrt. Die
histologischen Schnitte wurden von mir mit der Hilfe von Simon Moosburner und
Peter Tang erstellt.

5.9. Gallengangsanalytik
Die Galle wurde wahrend der gesamten Perfusion drainiert und gesammelt. Das

produzierte kumulative Gallenvolumen wurde stlndlich bestimmt, die Galle in
flissigem Stickstoff schockgefroren und anschlieRend bei -80°C zur spateren
Analyse aufbewahrt. Zur Quantifizierung des Zelluntergangs im Gallengangsgewebe
wurde die Aktivitat bzw. Konzentration von Lactatdehydrogenase (LDH) und vy-
Glutamyltransferase (GGT) in der Galle bestimmt. Die photometrische Bestimmung

17



der LDH-Aktivitat in der Galle erfolgte mittels des Lactate Dehydrogenase Activity
Assay Kit der Firma Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Munchen, Deutschland). Hierfur
wurden in zwei Verdinnungen jeweils 2,5 pl bzw. 5 pl Galle in 47,5 pl bzw. 45 pl
Reagenz Mix diluiert. Nach einer Inkubationszeit von 2-3 Minuten bei 37°C wurde die
erste photometrische Messung gestartet und dann alle 5 Minuten Uber eine
Messperiode von 30 Minuten wiederholt. Die LDH-Aktivitat wurde anschliel3end
mittels folgender Formel berechnet:

AT1-T2
TXV

LDH-Activity =

X Verdinnungsfaktor

AT1-T2 ist hier die Messdifferenz zwischen der initialen und der finalen Messung, T
ist die Reaktionszeit und V das Gallenvolumen.

Zur Bestimmung der GGT-Konzentration in der Galle wurde ein ELISA der Firma
Elabscience (Houston, Texas, USA) verwendet. Hierfur wurden in die Vertiefungen
einer  Antikorper-beschichteten  Mikrotiterplatte jeweils 100 uyl  Standard
Arbeitsreagenz und 100 pl Galle in einer Verdunnung von 1:10, 1:20. 1:100 und
1:200 gegeben. Es folgte eine Inkubationszeit von 90 Minuten bei 37°C.
AnschlieRend wurde die Flussigkeit von der Platte entfernt und unverzuglich 100 pl
einer biotinylierten Detektionslosung in die Vertiefungen gegeben. Es folgte
wiederum eine sechzigminutige Inkubationszeit. Als nachstes wurden die
Vertiefungen der Platte mit Meerrettichperoxidasekonjugat befullt, fir 30 Minuten
inkubiert und anschiefend mit einem Waschpuffer gewaschen. Fur den finalen
Reaktionsschritt wurden jeder Vertiefung 90 ul des Reaktionssubstrats hinzugefugt.
Nach 15 Minuten Inkubation wurde die Reaktion mittels einer Stopp-Losung beendet.
Zum Schluss fand die optische Messung bei einer Wellenlange von 450 nm statt. Die
Probengewinnung sowie die Messung der Enzyme in der Galle wurden von mir mit
der Unterstutzung von Peter Tang durchgefuhrt.

5.10. Statistische Auswertung
Die statistischen Berechnungen wurden mit IBM SPSS Statistics Version 24.0 far

macOS (/IBM Corp., Armonk, NY, USA) durchgefuhrt. Grafiken wurden mit GraphPad
Prism Version 8.11 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) erstellt. Kategorische
Variablen wurden mit dem Chi-Quadrat-Test analysiert. Mithilfe des Shapiro-Wilks-
Tests wurde die Normalverteilung Uberpruft. Lag eine solche vor, wurden die
Gruppen mittels eines two-way-ANOVAs analysiert. Lag keine Normalverteilung vor,
wurden der Kruskal-Wallis-Test und der Bonferoni-post-hoc-Test angewendet. Die
Daten sind im Text als Median und in der Tabelle als Median und
Interquartilenabstand angegeben. Angegeben wurde das 95%-Konfidenzintervall, ein
P-Wert von < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.

6. Ergebnisse
6.1. Allgemeine Versuchs- und Perfusionsbedingungen

Das Gewicht der Versuchstiere und entnommenen Lebern zeigte keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen (p = 0,47 bzw. p = 0,34). Die
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Organentnahme wurde fur alle Versuche identisch durchgefuhrt. Die einzige
Ausnahme stellte die nicht erfolgte arterielle Praparation in der sNEVLP-Gruppe dar,
die in dieser Gruppe eine Verkurzung der Operationszeit um 10+2 Minuten
gegenuber den dNEVLP-Gruppen zur Folge hatte. Weder die kalte Ischamiezeit,
noch die makroskopische Spulung der Lebern zeigten signifikante Unterschiede
zwischen den Versuchsgruppen. Der initiale pH-Wert lag in allen Versuchen im
physiologischen Bereich und sank wahrend der Perfusion in allen Gruppen ohne
signifikante Unterschiede in den leicht sauren Bereich ab (pHto p = 0.22, pHrs p =
0.66, pHte p = 0.22). Perfusatnatrium, -kalium und -chlorid lagen zu allen Zeitpunkten
der Perfusion in allen Gruppen im physiologischen Bereich. Der portalvendse
Perfusionsdruck zeigte wahrend der gesamten Perfusion keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen (PVPto p = 0.26, PVPt3 p = 0.63,
PVP1s p = 0.87). Der physiologische Bereich von 4-9 mmHg wurde in keinem der
Versuche uber- oder unterschritten. Der hepatische Sauerstoffverbrauch blieb
wahrend der gesamten Perfusion hoch und zeigte keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen (VO2rp = 0,68, VO2r3p = 0,19, VO215p = 0.91).
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Perfusat. F Aspartataminotransferase im Perfusat. Quelle: Modifiziert nach Claussen et al. (1)

6.2. Etablierung der dualen Perfusion und der Vasodilatation mittels Metamizol

6.2.1. Perfusionsdruck
Der portalvendse Perfusionsdruck zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen

den dNEVLP-Gruppen (PVP1 p = 0.09, PVPr3 p = 0.49, PVPtp = 0.76, Abb. 3 A).
Auch der initiale arterielle Perfusionsdruck unterschied sich nicht signifikant (HAPto p
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= 0.67, Abb. 3 B). In der dNEVLP™M-Gruppe stieg der mittlere arterielle
Perfusionsdruck ab Stunde drei nach Perfusionsbeginn drastisch an, Uberschritt
schnell die als physiologisch erachtete Obergrenze von 110 mmHg und erreichte
Werte von bis zu 180 mmHg nach sechs Stunden Perfusion (ANEVLP™: HAP 1o = 45
mmHg, HAP 13= 140 mmHg, HAP 13= 169,5 mmHg, Abb. 3 B ).

Die Applikation von 100 mg Metamizol in den arteriellen Schenkel des
Perfusionskreislaufs fuhrte zu einem direkten und signifikanten Abfall des arteriellen
Perfusionsdrucks in beiden Metamizolgruppen. Der Anstieg des arteriellen
Perfusionsdrucks Uber die physiologische Grenze von 110 mmHg konnte so
verhindert werden (HAPt3 p = 0.007, HAP+4 p = 0.01, HAP+s p = 0.02, HAP+s p =
0.03, Abb. 3 B). Zwischen den beiden Metamizolgruppen zeigte der arterielle
Perfusionsdruck keine signifikanten Unterschiede.

6.2.2. Leberfunktion
Die Harnstoffproduktion und der pH-Wert zeigten keine signifikanten Unterschiede

zwischen den drei dNEVLP-Gruppen (Uto p = 0.79, Ursp = 0.1, Uts p = 0.32, pHtop
= 0.23, pHrs p = 0.78, pHts p = 0.14, Abb. 3 C-D). In den Metamizolgruppen
zeichnete sich nach sechs Stunden Perfusion im Vergleich zur dNEVLP™ ein Trend
zu niedrigeren Laktatkonzentrationen im Perfusat ab. Die Unterschiede erreichten
jedoch keine statistische Signifikanz (ANEVLPM Lts = 7,5 mg/dl, INEVLPM? L1s= 8
mg/dl, dNEVLPM L = 12,5 mg/dl, p = 0.14). Die Galleproduktion in der ersten
Stunde der Perfusion unterschied sich nicht zwischen den drei dNEVLP-Gruppen (p
= 0.58). Die Applikation von Metamizol, ab T1 in der dNEVLP MH_Gruppe und meist
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Abbildung 5: Vergleich der drei dANEVLP-Gruppen (Teil 2)
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ab T3 in der dNEVLP“ -Gruppe, hatte eine signifikante Steigerung der
Galleproduktion zur Folge (Bt2p = 0,02, Bt3 p = 0,06, B1ap = 0,04, Bsp = 0,04, B
16 P = 0,03, Abb. 4 A).

6.2.3. Leberschaden und Histopathologie
Die ALT-Konzentrationen zu Beginn der Perfusion waren in der dNEVLPMP-Gruppe

signifikant niedriger als in der dNEVLP™M-Gruppe (ALTto p = 0.048). Zwischen der
dNEVLPM-Gruppe und den beiden anderen dNEVLP-Gruppen zeigte sich kein
signifikanter Unterschied. Zu allen Zeitpunkten der Perfusion zeigte die dNEVLPMP-
Gruppe deutlich niedrigere Konzentrationen von ALT und AST im Perfusat als die
beiden anderen dNEVLP-Gruppen (Abb. 3 E-F, Abb. 5 A-C). Es konnte allerdings
keine statistische Signifikanz gezeigt werden.

In der histopathologischen Untersuchung des Lebergewebes zeigte sich deutlich
weniger sinusoidale Dilatation in der ANEVLP""- Gruppe als in den beiden anderen
Gruppen (NEVLP™P: 10%, dNEVLP"™: 20%, dNEVLP™: 15%, Abb. 4 E). Der
Unterschied zur dNEVLPM"-Gruppe war statistisch signifikant (p = 0,01). In den
Lebern der dNEVLPMP- Gruppe fand sich des Weiteren weniger Nekrose als in
denen der anderen dNEVLP-Gruppen (NEVLPY: 0%, dNEVLP"™: 1%, dNEVLP™:
2%, Abb. 4 D). Hier erreichten die Unterschiede jedoch keine statistische Signifikanz.
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Abbildung 6: Histologie

A-D HE-gefarbtes Leberparenchym. E-H HE-gefarbtes Gallengangsgewebe. I-L  TUNEL- und DAPI-gefarbtes
Gallengangsgewebe. Quelle: Modifiziert nach Claussen et al. (1)

6.2.4. Gallengangsanalytik
Die LDH-AKktivitat in der Galle nach der ersten Stunde der Perfusion zeigte keinen

signifikanten Unterschied zwischen den drei dNEVLP-Gruppen (LDH 11 p = 0,33).
Nach zwei Stunden war die LDH-Aktivitat in den Metamizolgruppen signifikant
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niedriger als in der dNEVLP™M-Gruppe (LDH 12 p = 0,02). Nach drei und vier Stunden
Perfusion zeigten sich wiederum keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei
Gruppen (LDH13p = 0,6, LDH 14 p = 0,58). Nach funf und sechs Stunden Perfusion
war die LDH-Aktivitat in beiden Metamizolgruppen signifikant niedriger als in der
dNEVLP™M-Gruppe (LDH 15 p = 0,04, LDH 16 p = 0,02, Abb. 4 C). Wahrend der
gesamten Perfusion war die GGT-Konzentration in den Metamizolgruppen deutlich
niedriger als in der ANEVLP™-Gruppe. Nach zwei, drei, vier und sechs Stunden war
der Unterschied zwischen der dNEVLPMM-Gruppe und der dNEVLP™-Gruppe
signifikant (GGT12p = 0,01, GGTr3p = 0,04, GGT14p = 0,04, GGTrep = 0,049, Abb.
4 B). Die Unterschiede zwischen der dNEVLPY"- Gruppe und den beiden anderen
dNEVLP-Gruppen erreichte keine statistische Signifikanz. Die Histopathologie des
Gallengangsgewebes zeigte deutlich weniger Zelluntergang in der dNEVLPMP-
Gruppe als in den beiden anderen dNEVLP-Gruppen (NEVLP“: 3%, dNEVLPM":
11%, dNEVLP™M: 26%, Abb. 4 F, Abb. 5 E-G, I-K). Hier konnte keine statistische
Signifikanz nachgewiesen werden.
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Abbildung 7: Vergleich von dNEVLP"" und sNEVLP (Teil 1)
A Portalvendser Druck. B pH-Wert des Perfusats. C Harnstoff im Perfusat. D Aspartataminotransferase im Perfusat. E
Alaninaminotransferase im Perfusat. Quelle: Modifiziert nach Claussen et al. (1)

6.3. Vergleich von optimierter dNEVLP und sNEVLP

6.3.1. Perfusionsdruck und Leberfunktion
Es waren keine signifikanten Unterschiede im portalvenosen Perfusionsdruck und

pH-Wert zwischen den beiden Gruppen zu beobachten (Abb. 6 A-B). Beide Gruppen
zeigten wahrend der gesamten Perfusion vergleichbare Konzentrationen von
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Harnstoff im Perfusat (Abb. 6 C). Die Laktatkonzentration im Perfusat war in der
dNEVLPY" nach sechs Stunden Perfusion deutlich, wenn auch nicht signifikant,
niedriger als in der sNEVLP-Gruppe (dNEVLPMP: Lte = 7,5 mg/dl, SNEVLP: L1 = 14
mg/dl, p = 0,11). Die Galleproduktion war in der dANEVLP“"- Gruppe ab drei Stunden
nach Perfusionsbeginn signifikant héher als in der sSNEVLP-Gruppe (Btsp = 0.03, Brs
p =0.03, Brep = 0.03, Abb. 7 A)

6.3.2. Leberschaden und Histopathologie des Lebergewebes
Die Konzentrationen von die ALT im Perfusat waren in der dNEVLP""- Gruppe nach

drei Stunden signifikant niedriger und nach sechs Stunden immer noch deutlich,
wenn auch nicht mehr signifikant, niedriger als in der sSNEVLP- Gruppe (ALTr3p =
0.03; ALTts p = 0.11; Abb. 6 E). Auch die Konzentrationen der AST im Perfusat
waren in der dNEVLPMP- Gruppe nach drei Stunden niedriger und nach sechs
Stunden signifikant niedriger als in der sNEVLP-Gruppe (ASTt3p = 0.06, AST1sp =
0.03, Abb. 6 D). Die Histopathologie des Lebergewebes zeigte signifikant weniger
sinusoidale Dilatation und Nekrose in der dNEVLP"P- Gruppe (Nekrose: p = 0.02,
sinusoidale Dilatation: p = <0.001, Abb. 7 D-E, Abb. 5 C-D).
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Abbildung 8: Vergleich von dNEVLP"" und sNEVLP (Teil 2)

A Galleproduktion. B Gammaglutamyltransferase in der Galle. C Laktatdehydrogenase in der Galle. D Nekrose im
Leberparenchym. E Sinusoidale Dilatation im Leberparenchym. F TUNEL-positive Areale im Gallengangsgewebe. Quelle:
Modifiziert nach Claussen et al. (1)

6.3.3. Gallengangsanalytik

Die Aktivitat der LDH in der Galle entwickelte sich in den ersten vier Stunden der
Perfusion ahnlich. Nach funf und sechs Stunden Perfusion zeichnete sich ein Trend

zu niedrigeren Aktivitatswerten in der dNEVLPYP- Gruppe ab (Abb. 7 C). Auch bei
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den GGT-Konzentrationen in der Galle zeigte sich wahrend der gesamten Perfusion
ein deutlicher Trend zu niedrigeren Aktivititswerten in der dINEVLP""- Gruppe (Abb.
7 B). Insgesamt konnte aber keine statistische Signifikanz gezeigt werden. HE- und
TUNEL-Farbung des  Gallengangsgewebes  zeigte  signifikant  weniger
untergegangene Zellen in der dNEVLPMP- Gruppe (p = 0,03, Abb. 7 F, Abb. 5 G-H,
K-L)

7. Diskussion

Der Mangel an Spenderorganen stellt die Transplantationsmedizin in Deutschland
und weltweit vor groRe Herausforderungen. Die normotherme ex vivo Leberperfusion
(NEVLP) gilt seit einiger Zeit als vielversprechende Strategie, den Pool an
verfugbaren Organen zu erweitern und so die angespannte Situation zu entscharfen.
Mittels normothermer Maschinenperfusion kann die Praservation der Transplantate
deutlich verbessert werden. Daruber hinaus bietet dieses Verfahren die Mdglichkeit
zur metabolischen Evaluation und Rekonditionierung der Organe. Bereits Mitte des
letzten Jahrhunderts wurde begonnen, systematisch zur extrakorporalen Perfusion
von Lebern zu forschen. In den Neunzigerjahren wurde die Forschung intensieviert
und es erschienen erste Arbeiten zu humanen Lebern. Es dauerte weitere 20 Jahre
bis die Maschinenperfusion von Transplantatlebern klinisch erprobt werden konnte.
2010 veroffentlichten Guarrera et al. eine erste randomisierte Studie, in der sie die
hypotherme Maschinenperfusion mit statischer Kaltlagerung verglichen und die
Sicherheit des Verfahrens zeigen konnten (36). Nach weiteren sechs Jahren kam
erstmals die normotherme ex vivo Leberperfusion zur klinischen Anwendung.
Ravikumar et al. berichteten 2016 Uber eine erfolgreiche klinische Studie, dicht
gefolgt von Selzner et al. im selben Jahr (22, 29). Beide Studien belegten die
Sicherheit und den Nutzen von NEVLP im Kklinischen Kontext. Wegweisende
Ergebnisse brachte im Jahr 2018 die erste Multicenter-Studie zur NEVLP. Nasralla et
al. berichteten uber den Vergleich von NEVLP und SCS in einer Kohorte von n = 334
Transplantaten in sieben verschiedenen europaischen Transplantationszentren. Sie
verzeichneten eine Reduktion von fruhen Organdysfunktionen, Transaminasen- und
Bilirubinkonzentrationen nach Transplantation der perfundierten Organe gegenuber
den SCS-Organen. Empfanger- und Transplantatiuberleben nach einem Jahr zeigten
hingegen keine Unterschiede (37). Es folgten weitere randomisierte klinische
Studien. Heute steht die normotherme ex vivo Leberperfusion mehr denn je im Fokus
chirurgischer Forschung.

Um die Entwicklung und Erprobung von NEVLP-Konzepten weiter voranzutreiben, ist
es notwendig, funktionierende Kleintiermodelle zu etablieren. 1951 wurde von Miller
et al. das erste geschlossene System flur die Perfusion der isolierten Rattenleber
vorgestellt (38). Seitdem wurde dieses Modell vielfach abgewandelt und
weiterentwickelt. Die Uberwiegende Mehrzahl der in den folgenden Jahrzehnten
vorgestellten Kleintiermodelle zur normothermen ex vivo Leberperfusion beschrankt
sich auf die singulare portalvenose Perfusion des Organs (single vessel
normothermic ex vivo liver perfusion, SNEVLP). Die allgemeine Rationale hierfur ist,
dass die Leber Uberwiegend portalvends versorgt wird. Darlber hinaus ist die rein

24



portalvendose Leberperfusion mit vergleichsweise wenig technischem Aufwand
verbunden. Tatsachlich hat sich die rein portalvendse normotherme ex vivo Perfusion
der Rattenleber als ein gutes Verfahren erwiesen. Tolboom et al. konnten zeigen,
dass sie in Bezug auf die Organpraservation eine sinnvolle Alternative zur statischen
Kaltlagerung darstellt. Sie erreichten ein 28-Tage-Uberleben von (iber 90% nach
sechs Stunden Perfusion und Transplantation (30).

Trotzdem gibt es viele Argumente, die, insbesondere in Hinblick auf die
Rekonditionierung marginaler Organe mittels NEVLP, einen dualen Ansatz, also die
Perfusion der Leber durch Pfortader und Leberarterie (dual vessel normothermic ex
vivo liver perfusion, dNEVLP), sinnvoll erscheinen lassen. Zum einen entspricht sie
der physiologischen Leberdurchblutung im lebenden Organismus: 9-12% des
Lebergewebes der Ratte werden exklusiv von der Leberarterie versorgt (39). Der
extrahepatische Gallengang bezieht mindestens 49% seiner Blutversorgung aus der
Leberarterie und es wurde gezeigt, dass das Gallengangsepithel besonders
vulnerabel fur Ischamie ist (40, 41). Mora et al. untersuchten die extrakorporale
Perfusion von Schweinelebern als Methode zur temporaren Unterstutzung der
Leberfunktion bei Patienten mit schweren Leberfunktionsstorungen. Sie konnten
zeigen, dass dual perfundierte Lebern in diesem Zusammenhang besser
funktionierten als rein portalvends perfundierte (42). Zum anderen setzen klinische
NEVLP-Systeme fur humane Lebern fast ausschlieRlich auf die duale Perfusion (22,
33). Ein Kleintiermodell zur dualen normothermen ex vivo Leberperfusion wurde also
auch die klinische Anwendung deutlich besser abbilden.

Trotz dieser Uberlegungen und Argumente finden sich in der Literatur nur wenige
Arbeiten, die die duale normotherme ex vivo Perfusion von Kleintierlebern
beschreiben. Op den Dries et al. und Schlegel et al. stellten kurzlich zwei Modelle
zur dNEVLP von Rattenlebern vor. Op den Dries et al. verglichen drei Stunden
druckgesteuerter dNEVLP mit statischer Kaltlagerung und zeigten die Uberlegenheit
von dNEVLP (43). Schlegel et  al verglichen unterschiedliche
Perfusionstemperaturen und konnten vier Stunden flussgesteuerter dNEVLP
realisieren (26). Klinische Studien zur NEVLP zeigen allerdings, dass die
Perfusionsdauer im klinischen Kontext regelmalig die Marke von drei oder vier
Stunden Uberschreitet (22, 29). Um die Anwendung von dNEVLP im klinischen
Bereich besser abzubilden, sollten auch Kleintiermodelle eine Perfusionsdauer von
mehr als vier Stunden realisieren konnen. DarUberhinaus scheinen langere
Perfusionsperioden auch in Hinblick auf die metabolische Rekonditionierung von
Transplantatlebern sinnvoll.

Vieles spricht in Bezug auf die NEVLP fur eine duale Perfusionsstrategie. Die
meisten Modelle fur Kleintier- bzw. Rattenlebern verlassen sich aber weiterhin auf die
rein portalvendse Perfusion. Adaquate Vergleiche der beiden Methoden sind in der
Literatur nicht zu finden. Arbeiten, die die Gleichwertigkeit beider, oder sogar die
Uberlegenheit einer der beiden Methoden belegen, fehlen. t’Hart et al. verglichen
2007 die duale mit der singularen portalvendsen NEVLP, waren aber nicht in der
Lage, Perfusionszeiten von mehr als 90 Minuten zu realisieren, ohne einen
dramatischen Anstieg der Transaminasen und des Perfusionsdrucks zu verzeichnen
(44). Grunde fur diese deutlich unphysiologischen Perfusionsbedingungen nach einer
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relativ kurzen Perfusionsperiode konnten unter anderem das Fehlen eines
Dialysekreislaufs und die Nutzung eines zellfreien Perfusats sein, wie Ergebnisse
vorhergehender Arbeiten unserer Forschungsgruppe nahelegen (31, 32). Auch der
Verzicht auf eine Vasodilatation, eine, wie wir in dieser Arbeit zeigen, notwendige
Voraussetzung fur eine erfolgreiche prolongierte dNEVLP, konnte ein Grund fur die
von t'Hart et al. gemachten Beobachtungen sein. Briiggenwdirth et al. publizierten
2018 eine vergleichende Arbeit zu einstundiger dualer und portalvenodser
normothermer endischamischer Reperfusion von Rattenlebern nach sechsstiundiger
statischer Kaltlagerung und einstindiger subnormothermer Reperfusion (45). Sie
konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Perfusionsstrategien
zeigen. Die sequentielle zunachst hypo- und dann normotherme endischamische
Reperfusion, gleichsam als Methode zur schonenden Aufwarmung der Leber nach
langer statischer Kaltlagerung, mag eine vielversprechende Strategie fur eine
optimierte Organpraservation sein. Sie unterscheidet sich aber grundlegend von der
prolongierten normothermen ex vivo Perfusion, die in dieser Arbeit durchgefuhrt
wurde, und ist keine Option fur die metabolische Rekonditionierung von Organen
wahrend der Perfusion.

Das erste Ziel dieser Arbeit war es, ein Modell zur dualen normothermen ex vivo
Perfusion von Rattenlebern zu entwickeln und eine Organperfusion unter nahezu
physiologische Bedingungen fur sechs Stunden zu realisieren. Die Grundlage hierfur
bildete die Entwicklung eines zunachst rudimentaren und im Verlauf optimierten und
miniaturisierten sSNEVLP-Systems, wie sie detailliert bei Nésser et al. und Gassner et
al. beschrieben wurde (31, 32). Die Konzeptualisierung und Etablierung eines
solchen Modells ist ein langwieriger und aul3erst aufwendiger Prozess. Basierend auf
einem detaillierten Studium der verfugbaren Literatur galt es zunachst grundlegende
Entscheidungen, wie die Wahl der Perfusionstemperatur, der passenden
Versuchstiere und des zu modellierenden Transplantationssettings (Spender/-in nach
Hirntod vs. Spender/-in nach Kreislaufstillstand), zu fallen. Nach der Festlegung auf
die normotherme Perfusion bei 37°C, die Ratte als Modellorganismus und die
Entnahme der Leber nach Hirntod als zu simulierenden Transplantationsmodus,
konnte begonnen werden, Prozesse und Methoden zu entwickeln und zu etablieren:
In Anlehnung an Techniken aus anderen Organentnahmeprojekten und in enger
Absprache mit dem Mikrochirurgen unserer Arbeitsgruppe etablierten wir
Operationstechniken fur die optimale Kanulierung, Spulung und Entnahme der
Rattenleber sowie fur die Gewinnung und Konservierung von Rattenerythrozyten und
-plasma. Basierend auf Zellkulturmedien suchten und fanden wir die richtige
Zusammensetzung unseres Perfusionsmediums. Den grundlegenden Aufbau des
sNEVLP-Kreislaufs konzipierten wir in Anlehnung an die Arbeiten von Tolboom et al.
(30). Wir entwickelten eine Perfusionskammer, testeten verschiedene Pumpen,
Oxygenatoren, Blasenfallen, Verbindungsschlauche und Dialysekartuschen und
etablierten eine kontinuierliche Druckmessung. Wir verkleinerten sukzessive alle
Bestandteile des Kreislaufs, um mdoglichst ressourcensparend arbeiten zu konnen.
Die Prozesse eines Perfusionsversuchs von der koordinierten Bestellung und
Haltung der Versuchstiere uber die Organentnahme, den sterilen Aufbau des
Perfusionskreislaufes, die Herstellung des Perfusats und die anschlieRende luftfreie
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Befullung des Kreislaufs mit demselben, den Einbau der Leber in den Kreislauf, die
Perfusion selbst, die Probenentnahmen und schliellich das Ende des Versuchs
wurden unzahlige Male erprobt, um einen zeiteffizienten und reibungslosen Ablauf zu
gewahrleisten. Zur Auswertung der Perfusionsversuche etablierten wir zahlreiche
analytische Methoden, wie histologische Farbungen (z.B. TUNEL) und Verfahren zur
Messung von Enzymkonzentrationen und —aktivitaten.

Um unseren so etablierten SNEVLP-Kreislauf zu einem dNEVLP-Kreislauf weiter zu
entwickeln, mussten erneut einige der beschriebenen Entwicklungsschritte
durchlaufen werden. Die Organentnahmetechnik musste um die Praparation und
Kanulierung der Leberarterie erganzt werden. Der Perfusionskreislauf musste um
einen Schenkel fur die arterielle Perfusion erweitert werden, ohne das Fullvolumen
zu vergrolern. Viele kleinere und groRere Aufgaben mussten bewaltigt werden, um
die duale Perfusion zu ermdglichen. Das grof3te Problem, das wir beobachteten, war
der deutliche Anstieg des arteriellen GefalRwiderstandes und folglich des arteriellen
Perfusionsdrucks, der mit grolRer Regelmaligkeit zwischen Stunde drei und vier der
Perfusion auftrat. Wir erklarten dieses Phanomen mit progredienten Vasospasmen
der kleinen arteriellen GefalRe der Rattenleber. Wir nahmen an, dass sich die daraus
resultierenden  deutlich  erhohten  Perfusionsdricke  negativ.  auf das
Perfusionsoutcome auswirken wurden, und, dass eine konsequente Vasodilatation
notwendig sein wuirde, um Perfusionszeiten von mindestens sechs Stunden zu
realisieren. Als ,proof of concept® inkludierten wir eine dNEVLP-Gruppe ohne
Kontrolle des arteriellen Perfusionsdrucks in unsere Versuchsreihe. Um eine
suffiziente Vasodilatation zu erreichen, erprobten wir verschiedene Agentien.
Papaverin erwies sich als potenter Vasodilatator, wirkte in den fur eine ausreichende
Vasodilatation notwendigen Konzentrationen allerdings hepatotoxisch mit deutlich
erhohten Transaminasen nach sechs Stunden Perfusion. Nifedipin bewirkte keine
suffiziente Vasodilatation und war insgesamt, nicht zuletzt aufgrund seiner hohen
Lichtempfindlichkeit, schwierig zu handhaben. Neben den genannten identifizierten
wir fruh Metamizol als vielversprechendes Agens. In vielen Landern, insbesondere in
Deutschland, ist Metamizol ein weit verbreitetes und viel genutztes Analgetikum in
Human- und Veterinarmedizin. Es ist gunstig und leicht zu beschaffen. Seine
Verwendung birgt ein niedriges Risiko fur akute Leberschaden und es wurde gezeigt,
dass es keinen toxischen Effekt auf Hepatozyten hat (46, 47). Vor allem aber zeigt
Metamizol neben seinen analgetischen auch potente vasodilatatorische
Eigenschaften (35). Wir untersuchten, ob die direkte Applikation von Metamizol in die
Leberarterie eine suffiziente Vasodilatation und Kontrolle des arteriellen
Perfusionsdrucks erreichen wurde. Als wirksamste Applikationsform stellte sich
hierzu die Gabe als Bolus im Gegensatz zur dauerhaften Gabe heraus. Um
herauszufinden, ob die Gabe bei Bedarf ab einem bestimmten Druck oder die
regelmafige stundliche Gabe die besseren Ergebnisse erreichen wirde, verglichen
wir die beiden Methoden miteinander.

Unsere Ergebnisse bestatigen unsere vorherigen Beobachtungen steigender
arterieller Perfusionsdrucke nach drei bis vier Stunden dNEVLP ohne Vasodilatation.
Obwohl nur wenige Ergebnisse aus dem Vergleich der drei dualen Gruppen
statistische Signifikanz erreichten, zeigte sich doch ein starker Trend hin zu deutlich
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schlechteren Perfusionsergebnissen durch die resultierenden unphysiologisch hohen
arteriellen Perfusionsdrucke. Wir konnten zeigen, dass die Gabe von Metamizol in
die Leberarterie zu einer direkten und starken Vasodilatation fuhrte und den
arteriellen Perfusionsdruck effektiv senkte. Dies fuhrte zu weniger Schaden in
Leberparenchym und Gallengangsgewebe und somit zu einer verbesserten
Organpraservation im  Vergleich zur dNEVLP ohne  Vasodilatation.
Interessanterweise erhohte die Applikation von Metamizol die Galleproduktion
deutlich. Der Vergleich der beiden Applikationsstrategien zeigte, dass die Applikation
bei Bedarf der stundlichen Applikation insgesamt Uberlegen war. Dies legt nahe,
dass Metamizol selbst keinen absoluten positiven Effekt auf die Leber hat, sondern
diesen vielmehr Uber die Vasodilatation entwickelt und eingesetzt werden sollte,
wenn diese notwendig ist.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass eine suffiziente Vasodilatation die Voraussetzung
fur eine erfolgreiche dNEVLP ist. Wir schlagen hierfur Metamizol als sehr wirksames
und sicheres Agens vor. Es ist jedoch wahrscheinlich, dass auch der Einsatz anderer
Vasodilatatoren, wie zum Beispiel Verapamil oder Epoprostenol, zu &ahnlichen
Ergebnisse fuhren warde.

Das zweite Ziel dieser Arbeit war es, unser neu entwickeltes dNEVLP-Modell zu
evaluieren, indem wir es mit unserem bereits etablierten sSNEVLP-Modell verglichen.
Unsere Ergebnisse zeigen, dass die dNEVLP insgesamt eine bessere
Organpraservation erreicht. Das deutlich niedrigere Ausmaf® von Nekrose und
sinusoidaler Dilatation zeigt, dass der durch die Perfusion verursachte
Parenchymschaden durch die duale Perfusionsstrategie deutlich vermindert werden
konnte. Wir schreiben dies nicht nur der verbesserten Perfusion derjenigen
Leberareale, die ausschliellich arteriell versorgt werden, zu, sondern gehen davon
aus, dass die duale Perfusion die hepatische Mikrozirkulation insgesamt deutlich
verbessert. Auch das extrahepatische Gallengangsgewebe wurde durch die dNEVLP
deutlich besser praserviert, wie die Histopathologie zeigt. Da der extrahepatische
Gallengang einen Grolteil seiner Blutversorgung Uber die Leberarterie bezieht,
erscheint dieses Ergebnis folgerichtig. Die GGT und LDH in der Galle als Marker des
cholangiozellularen Untergangs zeigten unter der dNEVLP eine deutliche Tendenz
zu niedrigeren Werten als unter der sNEVLP. Obwohl das statistische
Signifikanzniveau verfehlt wurde, untermauert dieser Trend die Beobachtungen aus
der Histopathologie. Ein Grund fur die fehlende statistische Signifikanz bei den
Enzymwerten bei gleichzeitigen deutlich signifikanten Unterschieden in der
Histopathologie konnte darin liegen, dass der Untergang des Gallengangsgewebes
nicht nur im Epithel, sondern haufig auch in den tieferen Schichten der
Gallengangswand lokalisiert war. Enzyme, die hier im Rahmen des Zelluntergangs
freigesetzt wurden, wurden sich wahrscheinlich nicht oder nur in verhaltnismaRig
niedrigen Konzentrationen in der Galle nachweisen lassen. Fur zukunftige Versuche
konnte es sinnvoll sein, GGT und LDH zusatzlich im Perfusat zu bestimmen. Ein
weiterer, eher methodischer Grund konnte sein, dass die Ergebnisse der sSNEVLP-
Gruppe deutlich inkonsistenter waren, als die der dNEVLP™P-Gruppe, und eine
deutlich groRere Standardabweichung aufwiesen. Grundsatzlich ist zu vermerken,
dass mittels der dNEVLP insgesamt sehr stabile Perfusionsbedingungen erreicht
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wurden. Die Versuche der dNEVLP“P-Gruppe erbrachten die konsistentesten
Ergebnisse aller Versuchsgruppen.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die dNEVLP mit der entsprechenden Druckkontrolle
in unserem miniaturisierten Modell eine stabile Organperfusion fir mindestens sechs
Stunden ermoglicht und im Vergleich zur sNEVLP zu einer verbesserten
Organpraservation fuhrt. In der Zusammenschau der Ergebnisse unserer Analysen
von Leberfunktion und Leberschaden, der histopathologischen Untersuchungen und
der Auswertung der Sauerstoffausschopfung des Lebergewebes, waren die Lebern
wahrend der gesamten sechsstindigen Perfusion suffizient perfundiert und vital.
Jede Leber erflullte die von Mergental et al. etablierten klinischen Kriterien fur
Viabilitat und Transplantabilitat (Galleproduktion, stabile Flussraten und homogene
Parenchymperfusion) (48).

Diese Arbeit weist jedoch auch einige Limitationen auf, die nicht unerwahnt bleiben
sollten. Zunachst ist zu betonen, dass die Evaluierung der in dieser Arbeit
verglichenen Perfusionsstrategien ausschlielBlich ex vivo, also mittels rein
labortechnischer Methoden, durchgefuhrt wurde. Es bleibt abzuwarten, ob der ex
vivo erzielte und dokumentierte Perfusionserfolg auch in-vivo, also nach
Transplantation und im lebenden Organismus, validiert werden kann. Versuche
hierzu finden gegenwartig in unserer Arbeitsgruppe statt. Eine weitere Limitation
stellt die Verfugbarkeit des verwendeten Vasodilatators Metamizol dar. Obwohl
Metamizol in vielen Landern, insbesondere im deutschsprachigen Raum, sowohl in
der Human- als auch in der Veterinarmedizin viel und erfolgreich eingesetzt wird, ist
es zum Beispiel in den Landern des angloamerikanischen Raums nicht fur die
humane Anwendung zugelassen. Dies schrankt die vorbildgetreue Anwendung
unseres dualen Perfusionsmodells in diesen Landern deutlich ein. Wir betonen
jedoch, dass wir die Vasodilatation mittels Metamizol nur als eine, in Deutschland
sehr praktikable Strategie vorstellen. Wir gehen davon aus, dass andere
Vasodilatatoren ahnliche Ergebnisse erzielen werden. Zuletzt muss erwahnt werden,
dass die GruppengrofRe fur diese Arbeit mit n = 4 eher klein gewahlt war, was den
Nachweis statistischer Signifikanzen an einigen Stellen erschwert hat.

Wir prasentieren in dieser Arbeit ein Rattenmodell fur die duale normotherme ex vivo
Leberperfusion Uber sechs Stunden. Wir zeigen, dass die Druckkontrolle mittels
suffizienter Vasodilatation grundlegende Voraussetzung fur die erfolgreiche
prolongierte dNEVLP ist und schlagen Metamizol als potenten und praktikablen
Vasodilatator vor. Des Weiteren ziehen wir den Vergleich zwischen der dualen und
portalvendsen normothermen ex vivo Leberperfusion und zeigen, dass die duale der
portalvendsen normothermen ex vivo Leberperfusion im Rattenmodell Gberlegen ist.
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konzeptionellen technischen Zeichnungen des Kreislaufs sowie die Fotos der Leber
im Perfusionskreislauf, die in ,Figure 1“ der Publikation zu sehen sind, habe ich
angefertigt. Ich habe fur alle Perfusionsversuche den Uberwiegenden Arbeitsanteil
(>80%), namlich den Aufbau des Perfusionskreislaufs, die Uberwachung der
Perfusion und die Probenentnahmen selbst durchgefuhrt. Die Organentnahmen
wurden von Joseph Gassner und Lara Wegener durchgefuhrt. Die Blutgasanalysen
und die Messung der Gallenenzyme wurden von mir durchgefuhrt. Die histologischen
Schnitte in H&E- und TUNEL-Farbung habe ich mit der Unterstitzung von David
Wyrwal und Peter Tang angefertigt. Die Mikrographieaufnahmen der gefarbten
Gewebeschnitte habe ich angefertigt und randomisiert fur die Auswertung durch die
Pathologin Dr. Arsenic zusammengestellt. Fur das Manuskript zur Veroffentlichung in
Plos One habe ich reprasentative Bilder der histologischen Schnitte ausgewahlt und
zusammengestellt. Hieraus ist ,Figure 4“ der Publikation hervorgegangen. Ich habe
die von mir erhobenen Daten gemeinsam mit Simon Moosbruner statistisch
ausgewertet und grafisch dargestellt. Aus dieser Auswertung sind ,Figure 2,3,5 und
6“ und ,S17 File" (supporting information) der Publikation hervorgegangen. Insgesamt
habe ich das Konzept der Publikation in Plos One gemeinsam mit Priv.-Doz. Dr.
Nathanael Raschzok erstellt. Ich habe alle Teile der Publikation (Abstract,
Introduction, Methods, Results, Discussion) eigenstandig verfasst und gemeinsam
mit Priv.-Doz. Dr. Nathanael Raschzok und Prof. Dr. Igor M. Sauer uUberarbeitet. Die
im Rahmen des Begutachtungsprozess durch Plos One geforderten Revisionen
wurden von mir in enger Absprache mit Priv.-Doz. Dr. Nathanael Raschzok
durchgefuhrt.

Unterschrift, Datum und Stempel des erstbetreuenden Hochschullehrers (PD Dr. med. Nathanael
Raschzok)

Unterschrift des Doktoranden (Felix Claussen)
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Abstract

Background

Normothermic ex vivo liver perfusion (NEVLP) is a promising strategy to increase the donor
pool in liver transplantation. Small animal models are essential to further investigate ques-
tions regarding organ preservation and reconditioning by NEVLP. A dual vessel small ani-
mal NEVLP (dNEVLP) model was developed using metamizole as a vasodilator and
compared to conventional portovenous single vessel NEVLP (sNEVLP).

Methods

Livers of male Wistar rats were perfused with erythrocyte-supplemented culture medium for
six hours by either INEVLP via hepatic artery and portal vein or portovenous sNEVLP.
dNEVLP was performed either with or without metamizole treatment. Perfusion pressure
and flow rates were constantly monitored. Transaminase levels were determined in the per-
fusate at the start and after three and six hours of perfusion. Bile secretion was monitored
and bile LDH and GGT levels were measured hourly. Histopathological analysis was per-
formed using liver and bile duct tissue samples after perfusion.

Results

Hepatic artery pressure was significantly lower in dNEVLP with metamizole administration.
Compared to sSNEVLP, dNEVLP with metamizole treatment showed higher bile production,
lower levels of transaminases during and after perfusion as well as significantly lower necro-
sis in liver and bile duct tissue. Biochemical markers of bile duct injury showed the same
trend.
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Conclusion

Our miniaturized dNEVLP system enables normothermic dual vessel rat liver perfusion. The
administration of metamizole effectively ameliorates arterial vasospasm allowing for six
hours of ANEVLP, with superior outcome compared to SNEVLP.

Introduction

Liver transplantation is still the only curative treatment option for end stage liver disease.
However, there has been an increasing mismatch of organ supply and demand in recent years
[1]. The reasons for this development are manifold including progressive aging of the popula-
tion and increased prevalence of non-alcoholic fatty liver disease in many countries [2, 3]. The
severe organ shortage makes the use of marginal organs from so-called extended criteria
donors (ECD) necessary [4]. ECDs are donors that do not meet the usual criteria for liver
transplantation and are for example old or severely overweight [5, 6]. Data of the United Net-
work for Organ Sharing show an increasing number of donors that are of high age or severely
overweight [7]. Indeed, in Germany, up to 75% of liver grafts transplanted fulfil at least one
Eurotransplant criterion for extended criteria donors [8]. However, it has been shown, that
marginal organs from ECDs perform significantly worse and show higher rates of post-trans-
plantation complications than organs from donors matching the usual transplantation criteria
[9, 10]. This is commonly attributed to their increased susceptibility to ischemia-reperfusion
injury after cold storage and consecutive warm reperfusion [10, 11].

The necessity of using ECD liver grafts, resulting in poorer patient outcome after cold static
storage and transplantation, calls for new strategies for organ preservation. In recent years nor-
mothermic ex vivo liver perfusion (NEVLP) has been proven to be a useful alternative to static
cold storage of liver grafts [12]. Several studies have demonstrated that NEVLP improves pres-
ervation of both fit and marginal liver grafts compared to static cold storage [13-15]. Besides
its beneficial effects on the preservation of donor organs NEVLP, unlike subnormothermic or
hypothermic ex vivo liver perfusion, also offers the opportunity to metabolically characterize
the graft prior to transplantation and to perform pharmacological interventions that rely on a
fully functional metabolism and near-to-physiological conditions. Such interventions could
improve the quality of marginal liver grafts that are otherwise not acceptable for transplanta-
tion [12, 16, 17].

In order to develop and investigate organ recovery strategies based on NEVLP, animal
models are needed. Since porcine models are costly and require highly developed infrastruc-
tures, small animal models seem more feasible for this task. Several models for ex vivo machine
perfusion of rodent livers have been introduced in recent years. The majority of these models
propose single vessel perfusion through the portal vein (PV). However, considering the physi-
ological situation, a dual vessel approach, realizing perfusion through both the PV and the
hepatic artery (HA), seems more coherent. Also, a dual vessel small animal NEVLP model
would correspond to the clinical situation more adequately since NEVLP devices for human
liver grafts also employ dual vessel perfusion [18-20].

We developed a dual vessel normothermic ex vivo liver perfusion (ANEVLP) model for rat
livers that would sustain stable perfusion conditions for a perfusion period of six hours. We
developed a flow-controlled perfusion system using metamizole to mitigate arterial vasospasm
and control arterial perfusion pressure. Amongst other qualities, metamizole is known to have
spasmolytic effects and has been shown to effectively ameliorate arterial vasospasm of the HA
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of the rat [21, 22]. Subsequently we compared our previously established single vessel NEVLP
model (SNEVLP) to our new dNEVLP model [23].

Methods

Perfusion setup

The laboratory-scaled sNEVLP setup, as initially described by Gassner et al. [23], consisted of
a custom-made glass perfusion chamber with multiple inlets (Glass Gafiner GmbH, Munich,
Germany). A flow-controlled roller pump provided a continuous flow through the portal vein.
Flow was set to 1 mL/min/g liver weight through the portal vein. A pressure sensor ensured
continuous monitoring of the portal venous pressure. Average initial pressure was 5.65
mmHg. Portovenous pressures up to 9 mmHg were considered physiological. Pressures were
continuously recorded with BDAS 2.0 software (Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA).
Gas exchange was ensured by a silicon membrane oxygenator (Radnoti, Dublin, Ireland) with
a priming volume of 10 mL and 90% oxygen atmosphere. A glass bubble trap prevented air
embolization and worked as a Windkessel to ensure laminar flow through the portal vein. A
dialysis circuit was diverted from the main perfusion circuit directly after the perfusion cham-
ber. Another roller pump brought perfusate to the dialysis cartridge with a constant flow of 10
mL/min. 500 mL of Ci-Ca dialysate K2 (Fresesnius Kabi, Bad Homburg, Germany) substituted
with 12 mM glycin were used. Dialysate flow of 10 mL/min was generated by two roller
pumps, one up- and one downstream from the dialysis cartridge, allowing flow adjustments to
counteract volume shifts. 1000 IE/h Heparin (Rotexmedica, Trittau, Germany) and 500 uL/h
of 1.2 M glycin (45 mg/h) were continuously infused using a syringe driver (Perfusor®), B.
Braun Melsungen, Melsungen, Germany, Fig 1A).

For dual vessel NEVLP (ANEVLP) a second flow-controlled roller pump, installed down-
stream to the first one, diverted a defined volume from the main circuit, generating a pulsatile
flow through the hepatic artery. Flow was set to 1.1 mL/min/g liver weight for the first roller
pump and 0.1 mL/min/g liver weight for the second roller pump, generating a flow of 1 mL/
min/g liver weight through the portal vein and 0.1 mL/min/g liver weight through the hepatic
artery. A second pressure sensor allowed continuous monitoring of the arterial pressure. Aver-
age initial arterial pressure was 48.8 mmHg and pressures up to 110 mmHg were considered
physiological. The rest of the perfusion circuit was set up in the exact same manner as
described for sNEVLP (Fig 1B).

In metamizole treatment groups, 100 mg boluses of metamizole sodium (Winthrop Arznei-
mittel GmbH, Frankfurt am Main, Germany) were administered into the hepatic artery either
hourly or on demand at a pressure cutoff of 110 mmHg.

Animals and group protocols

Male Wistar rats were purchased from Janvier (Le Genest-Saint-Isle, France). To allow for ade-
quate acclimatisation, animals were kept on a 12-hour light-dark circle for a minimum of one
week. All procedures were conducted within a weight range of 280-350 g and with the
approval of the local authorities for animal welfare and testing (LaGeSo Berlin, 00365/11).
Rats were randomly assigned to 4 groups: ANEVLP without metamizole treatment (ANEVLP~
M. n = 4), dNEVLP with hourly administration of metamizole beginning one hour after perfu-
sion start (ANEVLPM™, n = 4), ANEVLP with administration of metamizole on demand at a
pressure cut-off of 110 mmHg (ANEVLPMP, 1 = 4) and sNEVLP (sNEVLP, n = 4) as baseline
control. In a first step the three ANEVLP groups were compared. Subsequently the best

dNEVLP group was compared to the sSNEVLP group.
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Fig 1. Perfusion setups. (A) Technical drawing of the SNEVLP setup consisting of the perfusion chamber with inlets for the portal vein (PV) and outlets for the vena
cava (VC) and bile duct (BD), an oxygenator, a bubble trap (BT), a dialysis circuit and four roller pumps (P1, P3-5). Several outlets within the perfusion circuit allowed
for sample collection of the arterial (A) and venous (V) perfusate and dialysate (d) and for measurement of the portovenous pressure (PV). (B) Technical drawing of the
dNEVLP setup with an additional inflow for the hepatic artery (HA), a fifth roller pump (P2) and another two outlets for metamizole bolus application (B) and
measurement of the arterial pressure (AP). (C) Liver in the perfusion chamber (INEVLP) with cannulated bile duct, hepatic artery, portal vein and infrahepatic vena
cava (top to bottom). (D) Close-up on cannulated hepatic artery (yellow cannula) witch patch from abdominal aorta.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0235635.9001

Surgical procedures

General anaesthesia was performed on animals using isoflurane inhalation and subcutaneous
injections of 100 mg/kg metamizole (Winthrop Arzneimittel GmbH, Frankfurt am Main, Ger-
many) and 12 mg/kg ketamine (CP-Pharma, Burgdorf, Germany). Subsequently, the abdomi-
nal cavity was opened. The liver was freed from its ligaments and the bile duct was
catheterized using a custom-built catheter. The gastroduodenal, left gastric and splenic artery
were ligated. 1 mL of Ringer solution supplemented with 500 IE Heparin (Rotexmedica, Trit-
tau, Germany) was injected into the abdominal vena cava inferior. The abdominal aorta and
the portal vein were cannulated for blood collection and later flushing. In the ANEVLP groups
the hepatic artery was cannulated through an aortic patch (Fig 1C and 1D). The thoracic cav-
ity was opened, and the thoracic aorta clamped. The liver was flushed via both, the aorta and
the portal vein with 20 mL of 4°C cold HTK-solution (Dr. Franz Kéhler Chemie GmbH, Ben-
sheim, Germany), supplemented with 12mM glycine. Time between blood collection and cold
flushing of the liver (warm ischemia time, WIT) did not exceed 15 minutes. The right
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suprarenal vein, the oesophageal veins and the suprahepatic vena cava were ligated. A custom-
made cannula was inserted into the infrahepatic vena cava. The liver was completely mobilised
and then transferred into a pre-weighed container filled with cold HTK-solution supple-
mented with 12 mM glycine.

Perfusion procedure

The HTK solution was flushed out of the liver via the portal vein using 20 mL ringer solution.
The liver was placed on a silicon mat in the perfusion chamber exposing the hilum (Fig 1C).
The portal vein, vena cava and hepatic artery (only in ANEVLP groups, Fig 1D) were con-
nected to the perfusion circuit. The bile duct catheter tube was inserted into a pre-weighed col-
lection tube to allow for free bile outflow. Cold ischemia time did not exceed 60 minutes. After
connection to the perfusion circuit, the flow rates were slowly increased over a rewarming
period of 15 minutes. TO was set when full flows were reached. Subsequently the liver was per-
fused for six hours.

Composition of the perfusate

Erythrocytes and plasma were separated by centrifugation at 4°C and 3200 RPM for 15 min-
utes. The plasma phase was collected, and the buffy coat was withdrawn by suction. 10 mL of
the erythrocyte concentrate were suspended in 35 mL of Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
as used by Gassner et al. [23]. 5 mL of strain specific rat plasma were added generating a total
perfusion volume of 50 mL with a calculated haematocrit of 20%. The perfusate was addition-
ally supplemented with 1000 IE heparin and 12mM glycine.

Measurement of biochemical markers and blood gas analysis

Perfusate samples were taken at the start, after 3 and 6 hours of perfusion and centrifuged at
3200 RPM and 4°C for 10 minutes. The supernatant was collected for analysis. Alanine amino-
transferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST) and Urea were photometrically measured
by Labor Berlin-Charité Vivantes GmbH. Additionally, blood gas analysis was performed on
samples from the in- and outflowing perfusate (ABL800 FLEX, Radiometer GmbH, Berlin, Ger-
many). Oxygen uptake was calculated according to Tolboom et al. [24]

Tissue sampling and histological analysis

After perfusion livers were removed from the perfusion chamber and flushed with 20 mL of
Ringer solution. At least four tissue samples were collected from each liver lobe and preserved
in formaldehyde and at -80°C for later histological analysis. Haematoxylin and eosin (H&E)
staining (AppliChem, Darmstadt, Germany) was performed on 2 um and 5 um thick paraftin
sections. A pathologist (R.A.) examined H&E-stained slices from a minimum of four different
lobes from each perfused liver, blinded to the treatment groups. Levels of hepatocellular bal-
looning, loss of nucleus, and cellular fragmentation were assessed as markers for necrosis and
sinusoidal dilatation was determined. Additionally, the hilar part of the extrahepatic bile duct,
proximal to the catheter, was removed from the liver, frozen in liquid nitrogen and stored at
-80°C for later analysis. H&E staining was performed on 8 um cryo sections. Terminal deoxy-
nucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (TUNEL) for special tissues (F. Hoffmann-La
Roche AG, Basel, Switzerland) and 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) staining (Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA) was performed on 8 um cryo sections
according to the manufacturer’s instructions. TUNEL-positive areas were measured using
NIH Image] (Version: 2.0.0-rc-68/1.52f).
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Bile collection and analysis

The bile was continuously collected, weighed hourly, frozen in liquid nitrogen and then stored
at -80° C for later analysis. In order to assess epithelial cell death in the extrahepatic bile duct,
lactate dehydrogenase (LDH) and gamma glutamyltransferase (GGT) were determined in the
collected bile. LDH was determined by photometric measurement (LDH activity assay kit,
Sigma-Aldrich Chemie GmbH Munich, Germany) and GGT was determined by an ELISA
(Elabscience, Houston, USA) according to the manufacturer’s instructions.

Statistical analysis

Data is presented as median in the text and as median and interquartile range in the tables.
Categorical variables were analysed using the chi-squared test. After testing for normality
using the Shapiro-Wilk test, group variables were analysed with two-way ANOVA or Kruskal-
Wallis test and Bonferoni post-hoc test, accordingly. Data is presented as 95% confidence
interval (CI). Overall, a p value < 0.05 was considered significant. Calculations were carried
out using IBM SPSS Statistics Version 24.0 for macOS (IBM Corp., Armonk, NY, USA).
Graphs were generated using GraphPad Prism Version 8.11 (GraphPad Software, La Jolla, CA,
USA).

Results
Stable perfusion conditions were achieved for all groups

Animal and liver weight did not differ significantly between all four groups (p = 0.47 and

p = 0.34, respectively). Surgical procedures were performed in the same manner for all experi-
ments apart from the arterial preparation in the ANEVLP groups. Cold ischemia time and mac-
roscopic flush after explanation did not differ significantly. Initial pH was within physiological
range and decreased to slightly acidic conditions in all experiments without significant differ-
ences (pHro p = 0.22, pHrs p = 0.66, pHrg p = 0.22). Sodium, potassium and chloride stayed
within physiological ranges in all four groups. Throughout perfusion, PV pressure did not sig-
nificantly differ between all groups (PVPr p = 0.26, PVP13 p = 0.63, PVP1¢ p = 0.87) and did
not fall below or exceed the physiological range of 4-9 mmHg in all four groups throughout
perfusion. Histopathology did not show relevant edema in any of the four groups after perfu-
sion. Oxygen consumption remained high throughout perfusion in all groups without signifi-
cant differences (ANEVLPMP: VO21, = 0.03 ml/min/g, VO2r; = 0.04 ml/min/g, VO2r¢ = 0.03
ml/min/g; ANEVLPM": VO2, = 0.03 ml/min/g, VO23 = 0.04 ml/min/g, VO2 s = 0.05 ml/
min/g; dNEVLP™: VO2 = 0.04 ml/min/ g, VO2r; = 0.05 ml/min/g, VO2rs = 0.04 ml/min/g;
SNEVLP: VO2rq = 0.02 ml/min/g, VO21; = 0.04 ml/min/g, VO2r = 0.03 ml/min/g).

Administration of metamizole significantly decreased arterial pressure and
increased bile production

Initial portovenous and arterial pressures did not significantly vary between all ANEVLP
groups (PVPrq p = 0.09, aPo p = 0.67, Fig 2A and 2B). In the INEVLP™ group, the arterial
pressure exceeded the physiological cutoff of 110 mmHg after three hours of perfusion leading
to severely high pressures of up to 190 mmHg after six hours of perfusion. A significant
decrease in arterial pressure was observed after both the hourly and the pressure dependent
administration of metamizole in the metamizole treatment groups. This effectively prevented
an increase of the arterial pressure above 110 mmHg (aP5; p = 0.007, aPpy p = 0.01, aPrs

p =0.02, aP¢ p = 0.03, Fig 2B). Arterial pressures did not significantly differ between the two
metamizole treatment groups.
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https://doi.org/10.1371/journal.pone.0235635.9002

Bile production significantly increased in the ANEVLP groups with metamizole application.
In the second hour of perfusion bile production in the ANEVLP™" group was significantly
higher than in the INEVLP™? group, in which metamizole had not yet been administered, but
not significantly higher than in the ANEVLP™ group (Br, p = 0.02, Fig 3A). In the fourth
hour of perfusion, bile production in the INEVLP™" group was significantly higher than in
the ANEVLP™ group (Br4 p = 0.04, Fig 3A). In the fifth and sixth hour of perfusion bile pro-
duction in the INEVLP™? group was significantly higher than in the ANEVLP™ group (Brs
p = 0.04, By p = 0.03, Fig 3A).

PMP

Administration of metamizole on demand (AINEVL ) achieved lowest

markers of liver and bile duct damage

Between all three ANEVLP groups perfusate urea levels and pH did not differ significantly
throughout perfusion (Urg p = 0.79, Urs p = 0.1, Urg p = 0.32, pHro p = 0.23, pHrp3 p = 0.78,
pHre p = 0.14, Fig 2C and 2D). In the INEVLPM" and ANEVLP™® groups lactate levels after
six hours of perfusion were lower than in the ANEVLP™ groups. However, differences did not
reach statistical significance (Lt p = 0.14).
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https://doi.org/10.1371/journal.pone.0235635.9003

Initial ALT levels were significantly lower in the ANEVLP™® group than in the ANEVLP™
group (ALT1q p = 0.048; Fig 2E). In the INEVLPM? group, ALT and AST levels trended to be
lower than in ANEVLP™" and dNEVLP™ groups throughout perfusion (Fig 2E and 2F)

HE staining showed considerably less sinusoidal dilatation in the dNEVLP™? group than in
the dANEVLP™ group and significantly less sinusoidal dilatation than in the INEVLPM"
group after six hours of perfusion (p = 0.01, Figs 3E and 4A-4C). Tissue necrosis was also low-
est in the INEVLP™” group (Figs 3D, 4A-4C). However, no statistical significance could be
shown (p =0.9).

Measurement of bile LDH showed similar levels for all three INEVLP groups during the
first four hours of perfusion. After five and six hours of perfusion bile LDH levels were signifi-
cantly lower in both metamizole treatment groups compared to the ANEVLP™ group
(p =0.02, Fig 3C).

Throughout perfusion bile GGT levels in the metamizole treatment groups were lower than
in the non-treatment group. After two, three, four and six hours of perfusion, GGT levels in
the ANEVLP™" group were significantly lower than in the INEVLP™ group (Fig 3B). GGT
levels did not differ significantly between the two metamizole treatment groups.
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Fig 4. Histopathology. (A-D) HE staining of liver parenchyma, (E-H) HE staining of bile duct, (I-L) TUNEL & DAPI staining of bile duct, (A, E, I) dNEVLP®, (B, F,J)
dANEVLPMH (C, G, K) ANEVLPM?, (D, H, L) sSNEVLP.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0235635.9004

HE and TUNEL staining of the bile duct clearly showed lower necrosis in the ANEVLPM”
group compared to the other two groups (Figs 3F, 4E-4G and 41-4K). However, no statistical
significance could be shown (p = 0.06).

dNEVLP with administration of metamizole on demand (ANEVLPM?)
showed better liver function and lower markers of liver and bile duct
damage, compared to sNEVLP

Between the two groups, perfusate pH and PV pressure did not show significant differences
throughout perfusion (Fig 5A and 5B). Urea levels were higher in the dNEVLPM? group, but
did not reach significance (Fig 5C). Lactate levels after six hours of perfusion were lower in the
dNEVLPM" group than in the sNEVLP group even though differences did not reach statistical
significance. Bile production was significantly higher in the dNEVLP™? group from three
hours of perfusion on until the end (Bry p = 0.03, Bys p = 0.03, B p = 0.03, Fig 6A).

ALT levels were significantly lower in the INEVLP™" group after three hours and still
lower after six hours of perfusion (ALT; p = 0.03; ALT 1 p = 0.11; Fig 5E). AST levels in the
dANEVLPM® group were lower after three and significantly lower after six hours of perfusion
(AST; p =0.06, AST6 p = 0.03, Fig 5D).
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https://doi.org/10.1371/journal.pone.0235635.9005

H&E staining showed significantly lower sinusoidal dilatation and necrosis in the NEVLP™?
group after six hours of perfusion (necrosis p = 0.02, sinusoidal dilatation p = <0.001, Figs 6D-
6E, 4C and 4D).

Bile LDH levels showed similar developments in both groups in the first four hours of perfu-
sion. After five and six hours, LDH levels in the dNEVLP™* group were considerably lower than
in the SNEVLP group. However, no statistical significance could be shown (Fig 6C). As well, GGT
levels trended to be lower in the ANEVLP™” group from three hours of perfusion on (Fig 6B).

H&E and TUNEL staining of the bile duct showed significantly lower necrosis in the
dANEVLPM® group (p = 0.03, Figs 6F, 4G-4H and 4K-4L).

Discussion

Normothermic ex vivo liver perfusion (NEVLP) is regarded as a beneficial alternative to static
cold storage in liver transplantation, especially when using marginal liver grafts. Small animal
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NEVLP models are needed to foster the development of strategies for organ preservation and
reconditioning. In current literature, laboratory-scaled NEVLP models usually utilize single
vessel perfusion, which means the organ is only perfused through the PV. Tolboom et al. could
show that single vessel normothermic liver perfusion is a feasible strategy for organ preserva-
tion of rat livers with high survival rates after transplantation [24]. However, when it comes to
metabolic reconditioning, there are many arguments for a dual vessel approach: 9-12% of rat
liver parenchyma is supplied by the arterial blood flow only [25]. The extrahepatic bile duct
obtains at least 49% of its blood supply exclusively from the HA and its epithelial cells are
known to be especially vulnerable to ischemia [26, 27]. Mora et al. showed, that in porcine
extracorporeal liver perfusion as a method to provide temporary liver support for patients with
severe liver failure, dually perfused livers performed better than such solely perfused trough
the PV [28]. Generally, a dual vessel perfusion model corresponds to the physiological situa-
tion better than a single vessel perfusion model. Most importantly, it more directly reflects the
clinical situation, since NEVLP devices for human liver grafts also employ dual vessel perfu-
sion [18-20].
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Despite these considerations, there are only a few studies reporting on dual vessel small ani-
mal NEVLP. Op den Dries et al. and Schiegel et al. presented dual vessel rat NEVLP models in
their recent works, realizing perfusion periods of three and four ours, respectively [15, 29].
However, for ex vivo organ reconditioning, perfusion periods of more than four hours may be
necessary to reflect the clinical situation, where perfusion time frequently exceeds such dura-
tions. Moreover, in our opinion, longer perfusion periods could be necessary to effectively
conduct pharmacological organ reconditioning.

Although there are several arguments for dual vessel NEVLP, single vessel small animal
NEVLP models are still commonly used in basic research. However, there is no evidence in lit-
erature for the equivalence of the single vessel and the dual vessel approach or even the superi-
ority of one over the other. t 'Hart et al. compared single and dual vessel NEVLP but were
unable to accomplish perfusion periods of longer than 90 minutes without witnessing a severe
escalation of arterial perfusion pressure and transaminase levels [30]. Reasons for that could
include the lack of a dialysis circuit and the utilization of a cell free perfusate, as previous find-
ings of our work group show [31, 23]. Briiggenwirth et al. recently published a comparative
study on dual and single vessel end-ischemic normothermic reperfusion of the rat liver follow-
ing six hours of cold storage and one hour of subnormoythermic reperfusion [32]. They
showed similar outcomes for dual and single vessel perfused livers. In our opinion, short end-
ischemic reperfusion after prolonged cold storage might be a feasible strategy for organ preser-
vation but not the right option for metabolic reconditioning of rat liver grafts.

The first aim of this work was to develop a dual vessel NEVLP rat model that would main-
tain near-to-physiological conditions for a perfusion period of six hours. The development of
such a model comes with many difficulties. The most serious problem we observed was a
severe increase of vascular resistance in the arterial flow area. We attributed this phenomenon
to progressive vasospasm in the small arterial vessels of the rat liver and assumed that sufficient
vasodilatation would be necessary for successful dual vessel NEVLP. We identified metamizole
as a possible agent to accomplish that. Kaya et al. have shown that metamizole is able to effec-
tively ameliorate arterial vasospasm of the hepatic artery, when applied topical [22]. We inves-
tigated, whether the direct administration of metamizole into the HA could effectively
decrease arterial vascular resistance in the liver and ensure sufficient vasodilatation. In many
countries, including Germany, metamizole is inexpensive, widely available and therefore often
used in animal research and veterinary medicine. It has a low risk of causing acute liver failure
and has been shown to have no toxic effects on hepatocytes [33, 34]. Agranulocytosis, which is
a known severe adverse effect of metamizole treatment, has led to its ban in several countries.
Although we do not propose using metamizole for clinical NEVLP, the risk of myelotoxic
effects during leukocyte-free NEVLP should be low. Since metamizole has not been shown to
accumulate in the liver and the liver would be flushed before transplantation, the risk of
adverse effects after transplantation should also be low.

Our results confirm our previous observation of increasing vascular resistance occurring
from three to four hours of perfusion onward. As presumed, the subsequent unphysiologically
high arterial pressures resulted in poor perfusion outcome, as parameters of liver and bile duct
damage were considerably elevated. Interestingly, the high arterial pressures did not lead to
relevant development of edema. We could show, that the application of metamizole into the
HA ensured sufficient vasodilatation and kept arterial pressures in the physiological range.
This led to better organ preservation as both metamizole groups showed lower markers of
liver damage as well as better results in the histopathology of both liver and bile duct tissue.
Notably, the application metamizole significantly increased bile production and lowered levels
of bile duct damage markers.
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The comparison between the two metamizole groups indicated, that the administration of
metamizole on demand-as opposed to a static hourly administration-was altogether more
beneficial for the organs. Interestingly, the hourly administration of metamizole even led to
significantly more sinusoidal dilatation than the pressure dependent administration on
demand. This suggests, that metamizole itself does not have an intrinsic positive effect on the
liver but develops its beneficial effect through vasodilatation, when vasodilatation is needed.

Furthermore, the on-demand-protocol accomplished more stable perfusion conditions, as
results in this group were the most consistent ones between the three ANEVLP groups.

Our results show that dual vessel NEVLP is only beneficial if sufficient vasodilatation is per-
formed during perfusion. We propose Metamizole as one possible agent to accomplish that.
However, other vasodilators (e.g. Epoprostenol or Verapamil) might show similar results [35].

The second aim of this work was the evaluation of our newly developed dNEVLP system by
comparing it to our well-established SNEVLP system. Our results indicate that ANEVLP leads
to lower liver damage and better liver function. Although oxygen uptake did not show a signif-
icant difference, histological architecture was better preserved, as necrosis and sinusoidal dila-
tation in the liver parenchyma were significantly lower. We attribute this not only to the
improved perfusion of areas that are supplied only by the HA, but also to a general improve-
ment of the microcirculation of the liver. Histopathology also showed significantly better pres-
ervation of the extra hepatic bile duct by ANEVLP compared to sNEVLP. Since the extra
hepatic bile duct obtains a great part of its blood supply only from the hepatic artery, these
results seem coherent. Chemical markers of bile duct epithelial damage show the same trend,
but results did not reach statistical significance. One reason for this is the high standard devia-
tion of the results in the SNEVLP group. Another reason might be, that bile duct damage in
the SNEVLP group was more frequently located in the deeper layers of the bile duct than in the
epithelium, as histopathology showed. Again, it is important to mention that INEVLP
achieved more stable perfusion conditions, as results were more consistent than in the
sNEVLP group.

Our results suggest, that INEVLP with on demand application of metamizole for vasodila-
tation leads to superior organ preservation after six hours of perfusion compared to sSNEVLP
in our miniaturized rat liver perfusion system. Judging from our oxygen consumption analysis,
liver function tests, and histological analyses, the organs were well perfused and viable
throughout the entire perfusion period. Moreover, all livers in our experiments met the clinical
criteria for viability and transplantability as established by Mergental et al. (bile production,
stable flow rates and homogenous perfusion) [36]. However, these criteria were established for
human livers and thus have limited validity in the assessment of rat livers. It remains to be
seen, if dually perfused rat livers also perform better after transplantation. This is currently
being investigated in our work group.

In conclusion, we here present a dual vessel small animal NEVLP model. We introduce
metamizole as a potent agent to mitigate arterial vasospasm, thus allowing for perfusion peri-
ods of six hours and more. Furthermore, we present a comparison between single and dual
vessel NEVLP in a small animal model. We show, that ANEVLP with sufficient vasodilatation
by metamizole application on demand seems to be superior to sSNEVLP in terms of organ
preservation.
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13. Originaldaten

Dual
Vessgl | Dual Ve.ssel | Dual Vessel | ]
Metamizole Metamizole | . Single Vessel p-Value
| On Hourly Infusion wio Metamizole
demand
Rat Weight [g] 329 (37) 335 (11.5) 329.5 (13.5) 318 (47.75) 0.47
Liver Weight [g] 15.1 (1.33) 17.35 (2.75) 15.65 (1.2) 14.8 (7.2) 0.34
fr:i':]'sche'“"’ Time 52.5 (14) 55 (3.75) 50 (10) 55 (10) 0.28
Macroscopic Flush 10 (0.75) 10 (0.75) 9.5 (1) 10 (1) 0.48
ALT [U/1]
TO 30 (14.75) 39 (17.75) 39 (15) 77 (84.25) 0.04
T3 88 (31.5) 129.5 (69) 110 (37.25) 123.5 (210.5) 0.07
193
T6 (108.25) 343.5 (343.25) 372 (382) 335.5 (485.5) 0.22
AST [UN]
TO 53 (34.5) 70.5 (42) 77.5 (27.25) 121 (121.25) 0.31
T3 196 (96.25) 274.5 (232.25) 310 (73.75) 314 (306.25) 0.16
459
T6 (176.25) 833.5 (754.25) 927 (682) 705 (1253.75) 0.07
Urea [mmol/l]
TO 9 (6.5) 11.5 (5.25) 11.5 (9.25) 12 (10.25) 0.87
T3 36 (5.25) 28.5 (9.75) 26.5 (13) 33.5(20.5) 0.26
T6 44 (5) 40 (8.75) 37.5 (45.25) 39 (24.75) 0.74
Glucose [mg/dI]
TO 320 (65.75) 319 (146.5) 351.5 (113.25) 338 (225.75) 0.81
T3 250 (98.5) 296 (86.5) 242 (101.5) 215 (141.5) 0.31
T6 256 (107.5) 326 (58.5) 230.5 (123.75) 218 (137.5) 019
Sodium [mmol/l]
TO 136 (4.25) 135.5 (3.25) 136.5 (4.75) 134 (3.75) 0.75
T3 135 (5.5) 136 (7) 132.5 (1.75) 131.5 (1.75) 0.04
T6 137 (5.75) 139.5 (10.5) 132 (2.25) 131.5 (4) 0.01
Potassium [mmol/l]
TO 4.9 (1.25) 4.95(1.4) 5.35 (2.85) 5(1.33) 0.93
T3 3.9 (0.48) 3.95 (0.33) 4 (0.8) 3.75(0.8) 0.77
T6 4.6 (0.35) 4.6 (0.3) 4.55 (0.58) 4.25(1) 0.52
Lactate [mg/dl]
TO 27 (7.25) 35 (3.75) 31.5(7) 28.5 (30) 0.67
T3 14.5(7) 10 (8.5) 15 (5) 13.5 (7.75) 0.43
T6 7.5(8.5) 8 (5) 12.5 (6.25) 14 (7) 0.07
Bile Production [mg]
T1 672.5 (272) 583.5 (152.5) 628.5 (73.75) 433.5 (281.75) 0.4
T2 (?‘;;g) 1021 (312.5) 605 (175) 498.5 (302.75) 0.02
878.5
T3 (682.75) 1084.5 (119.5) 586.5 (179.25) 458 (106.5) 0.02
T4 803 (547.5) 893.5 (219.5) 501 (135.25) 385 (130.75) 0.006
766
T5 (239.75) 763 (230.5) 400 (137) 332 (67.75) 0.008
773
T6 (194.75) 714 (277.75) 362.5 (121.75) 272 (32.75) 0.006
pH
TO 7.47 (0.13) 7.5 (0.09) 7.44 (0.12) 7.4 (0.13) 0.22
T3 7.19 (0.15) 7.2 (0.17) 7.22 (0.11) 7.3(0.23) 0.66
T6 7.1(0.1) 7.15(0.16) 7.18 (0.21) 7.23 (0.31) 0.22
Oxygen Consumption
[ml/min/g]
TO 0.03 (0.02) 0.03 (0.02) 0.04 (0.01) 0.02 (0.02) 0.68
T3 0.04 (0) 0.04 (0) 0.05 (0) 0.04 (0.04) 0.19
T6 0.03 (0.01) 0.05 (0.02) 0.04 (0) 0.03 (0.02) 0.91
Portal Venous Pressure
[mmHg]
TO 5.55 (2.25) 6.55 (2.8) 4.45 (0.85) 5.2 (3.85) 0.26
T 4.4 (2.68) 3.95(2.8) 4.45 (0.63) 4.05 (1.68) 0.83
T2 4.95 (2.65) 4.05 (3.1) 4.7 (0.75) 4.35 (1.43) 0.74
T3 4.8 (2.6) 4.3 (2.73) 5.6 (0.75) 4.6 (1.65) 0.63
T4 4.85 (2.78) 4.45 (2.73) 5.55 (0.68) 5.15 (1.65) 0.64
T5 4.3(3.18) 4.7 (2.98) 5.45 (0.83) 5.25(1.9) 0.71
T6 4.65 (2.9) 4.8 (3.3) 5.2 (1.38) 5.45 (1.68) 0.87
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Arterial Pressure

[mmHg]
TO 48.5 (9) 49.5 (18.5) 45 (18.75) - 0.67
T 43 (21.5) 49 (23) 48 (34.75) - 0.54
T2 69.5 (54.5) 554 (29.5) 73 (18.5) - 0.78
T3 90.5 (4.75) 71.5 (22.5) 140 (21.5) - 0.007
T4 96.5 (25.75) 83.5 (9.75) 152 (26.75) - 0.01
T5 91 (40.75) 87.5 (22.5) 160.5 (49.25) - 0.02
T6 87.5 (29.25) 85 (26.25) 169.5 (24.75) - 0.03
Dual Yessel | Dual Ve.ssel | Dual Vessel | wio
Metamizole | On Metamlzole. | Metamizole p-Value Post hoc Test
demand Hourly Infusion
Rat Weight [g] 329 (37) 335 (11.5) 329.5 (13.5) 0.58
Liver Weight [g] 15.1 (1.33) 17.35 (2.75) 15.65 (1.2) 0.15
Cold Ischemic
Time [min] 52.5 (14) 55 (3.75) 50 (10) 0.17
Macroscopic
Flush P 10 (0.75) 10 (0.75) 9.5 (1) 0.58
ALT [U/1]
TO 30 (14.75) 39 (17.75) 39 (15) 0.04 1vs. 3 (p=0.048)
T3 88 (31.5) 129.5 (69) 110 (37.25) 0.09
T6 193 (108.25) 343.5 (343.25) 372 (382) 0.17
AST [UN]
TO 53 (34.5) 70.5 (42) 77.5 (27.25) 0.39
T3 196 (96.25) 274.5 (232.25) 310 (73.75) 0.16
T6 459 (176.25) 833.5 (754.25) 927 (682) 0.07
Urea [mmol/l]
TO 9 (6.5) 11.5 (5.25) 11.5 (9.25) 0.79
T3 36 (5.25) 28.5 (9.75) 26.5 (13) 0.1
T6 44 (5) 40 (8.75) 37.5 (45.25) 0.32
Glucose [mg/dI]
TO 320 (65.75) 319 (146.5) 351.5 (113.25) 0.55
T3 250 (98.5) 296 (86.5) 242 (101.5) 0.31
T6 256 (107.5) 326 (58.5) 230.5 (123.75) 0.17
Sodium [mmol/l]
TO 136 (4.25) 135.5 (3.25) 136.5 (4.75) 0.79
T3 135 (5.5) 136 (7) 132.5 (1.75) 0.11
T6 137 (5.75) 139.5 (10.5) 132 (2.25) 0.02 2 vs. 3(0.04)
Potassium
[mmol/l]
TO 4.9 (1.25) 4.95 (1.4) 5.35 (2.85) 0.81
T3 3.9 (0.48) 3.95 (0.33) 4(0.8) 0.9
T6 4.6 (0.35) 4.6 (0.3) 4.55 (0.58) 0.86
Lactate [mg/dl]
TO 27 (7.25) 35 (3.75) 31.5(7) 0.25
T3 14.5(7) 10 (8.5) 15 (5) 0.3
T6 7.5(8.5) 8 (5) 12.5 (6.25) 0.14
Bile Production
[mg]
T1 672.5 (272) 583.5 (152.5) 628.5 (73.75) 0.58
T2 541.5 (179.5) 1021 (312.5) 605 (175) 0.02 1vs.2(0.02)
T3 878.5 (682.75) 1084.5 (119.5) 586.5 (179.25) 0.06
T4 803 (547.5) 893.5 (219.5) 501 (135.25) 0.02 2vs. 3(0.04)
T5 766 (239.75) 763 (230.5) 400 (137) 0.02 1vs. 3(0.04)
T6 773 (194.75) 714 (277.75) 362.5 (121.75) 0.02 1vs. 3(0.03)
pH
TO 7.47 (0.13) 7.5 (0.09) 7.44 (0.12) 0.23
T3 7.19 (0.15) 7.2(0.17) 7.22 (0.11) 0.78
T6 7.1(0.1) 7.15(0.16) 7.18 (0.21) 0.14
Portal Venous
Pressure
[mmHg]
TO 5.55 (2.25) 6.55 (2.8) 4.45 (0.85) 0.09
T 4.4 (2.68) 3.95(2.8) 4.45 (0.63) 0.78
T2 4.95 (2.65) 4.05 (3.1) 4.7 (0.75) 0.69
T3 4.8 (2.6) 4.3 (2.73) 5.6 (0.75) 0.49
T4 4.85 (2.78) 4.45 (2.73) 5.55 (0.68) 0.6
T5 4.3 (3.18) 4.7 (2.98) 5.45 (0.83) 0.51
T6 4.65 (2.9) 4.8 (3.3) 5.2 (1.38) 0.76

57



Arterial Pressure

[mmHg]

TO 48.5 (9)
T1 43 (21.5)
T2 69.5 (54.5)
T3 90.5 (4.75)
T4 96.5 (25.75)
T5 91 (40.75)
T6 87.5(29.25)

49.5 (18.5)
49 (23)
54 (29.5)
71.5 (22.5)
83.5 (9.75)
87.5 (22.5)
85 (26.25)

45 (18.75)
48 (34.75)
73 (18.5)
140 (21.5)
152 (26.75)
160.5 (49.25)
169.5 (24.75)

0.67
0.54
0.78
0.007
0.01
0.02
0.03

2 vs. 3 (p = 0.005)
2vs. 3 (p=0.01)
2vs. 3 (p=0.03)

Dual Vessel | Metamizole |

On demand Single Vessel p-Value
Rat Weight [g] 329 (37) 318 (47.75) 0.69
Liver Weight [g] 15.1 (1.33) 14.8 (7.2) 1.0
Cold Ischemic Time [min] 52.5 (14) 55 (10) 0.49
Macroscopic Flush 10 (0.75) 10 (1) 0.69
ALT [U/1]
TO 30 (14.75) 77 (84.25) 0.06
T3 88 (31.5) 123.5 (210.5) 0.03
T6 193 (108.25) 335.5 (485.5) 0.11
AST [UN]
TO 53 (34.5) 121 (121.25) 0.11
T3 196 (96.25) 314 (306.25) 0.06
T6 459 (176.25) 705 (1253.75) 0.03
Urea [mmol/l]
TO 9 (6.5) 12 (10.25) 0.49
T3 36 (5.25) 33.5 (20.5) 0.89
T6 44 (5) 39 (24.75) 0.89
Glucose [mg/dI]
TO 320 (65.75) 338 (225.75) 0.89
T3 250 (98.5) 215 (141.5) 0.49
T6 256 (107.5) 218 (137.5) 0.69
Sodium [mmol/l]
TO 136 (4.25) 134 (3.75) 0.34
T3 135 (5.5) 131.5 (1.75) 0.11
T6 137 (5.75) 131.5 (4) 0.03
Potassium [mmol/l]
TO 4.9 (1.25) 5(1.33) 0.89
T3 3.9 (0.48) 3.75(0.8) 0.69
T6 4.6 (0.35) 4.25 (1) 0.34
Lactate [mg/dl]
TO 27 (7.25) 28.5 (30) 1.0
T3 14.5 (7) 13.5(7.75) 0.69
T6 7.5 (8.5) 14 (7) 0.11
Bile Production [mg]
T1 672.5 (272) 433.5 (281.75) 0.2
T2 541.5 (179.5) 498.5 (302.75) 0.29
T3 878.5 (682.75) 458 (106.5) 0.11
T4 803 (547.5) 385 (130.75) 0.03
T5 766 (239.75) 332 (67.75) 0.03
T6 773 (194.75) 272 (32.75) 0.03
pH
TO 7.47 (0.13) 7.4 (0.13) 0.2
T3 7.19 (0.15) 7.3 (0.23) 0.49
T6 7.1(0.1) 7.23 (0.31) 0.2
Portal Venous Pressure
[mmHg]
T0 5.55 (2.25) 5.2 (3.85) 0.89
T 4.4 (2.68) 4.05 (1.68) 1.0
T2 4.95 (2.65) 4.35 (1.43) 0.69
T3 4.8 (2.6) 4.6 (1.65) 0.69
T4 4.85 (2.78) 5.15 (1.65) 0.69
T5 4.3 (3.18) 5.25(1.9) 0.49
T6 4.65 (2.9) 5.45 (1.68) 0.69
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Dual Yessel | Dual Vessel | wio ] Dual Vt.assel |
Metamizole | On Metamizole Single Vessel Metamlzole. | p-Value
demand Hourly Infusion
LDH
T 33.45 (10.53) 21.85(22.18) 45.85 (88.5) 27.5 (14.4) 0.11
T2 31.65 (18.33) 25.85 (19.3) 40.75 (68.65) 53.5 (40.08) 0.05
T3 80.6 (60.28) 63 (27.6) 63.3 (84.15) 66.35 (54.6) 0.88
T4 87.35 (122.8) 116 (43.5) 94.9 (141.5) 76.85 (72.23) 0.76
T5 127.5 (113.5) 242.65 (82.63) 203.35 (479.5) 85.8 (84.53) 0.08
T6 148.6 (93.63) 420.95 (202.55) 234.9 (76-470.3) 96.25 (96.75) 0.05
yGT
T 910.4 (492.47) 965.95 (741.4) 897.3 (477.55) 816.8 (167.6) 0.73
T2 544.05 (168.97) 724.3 (236.92) 578.45 (605.72) 151.6 (77.8) 0.03
T3 518.45 (665.15) 1286.4 (704.05) 978.4 (821.15) 321 (290.25) 0.03
T4 722.7 (975.33) 1534.5 (1498.65) 1402.6 (877.05) 518.4 (641.55) 0.06
T5 1005.25 (992.9) 1983.1 (3848.2) 2030.6 (2384.15)  10349.01 (612.6) 0.07
T6 1117.15 (2325.98) 2982 (3042.2) 2392.7 (2280.45) 887.7 (491.5) 0.04
Necrosis 0 2(3.5) 2.25 (4.63) 1 (5.75) 0.36
Sinusoidal Dilat. 10 (0) 15 (32.5) 30 (30) 20 (20) 0.05
TUNEL+ 0.03 (0.07) 0.26 (0.44) 0.22 (0.55) 0.11 (0.71) 0.07
Dual Vessel |
Metamizole | On Single Vessel p-Value
demand
LDH
T 33.45 (10.53) 45.85 (88.5) 0.11
T2 31.65(18.33) 40.75 (68.65) 0.34
T3 80.6 (60.28) 63.3 (84.15) 1
T4 87.35(122.8) 94.9 (141.5) 0.69
T5 127.5 (113.5) 203.35 (479.5) 0.34
T6 148.6 (93.63) 234.9 (76-470.3) 0.4
yGT
T 910.4 (492.47) 897.3 (477.55) 0.89
T2 544.05 (168.97) 578.45 (605.72) 1.0
T3 518.45 (665.15) 978.4 (821.15) 0.34
T4 722.7 (975.33) 1402.6 (877.05) 0.34
T5 1005.25 (992.9) 2030.6 (2384.15) 0.2
T6 1117.15 (2325.98)  2392.7 (2280.45) 0.2
Necrosis 0 2.25 (4.63) 0.02
Sinusoidal Dilat. 11 (3.75) 30 (30 < 0.001
TUNEL+ 0.03 (0.07) 0.22 (0.55) 0.03
Dual Yessel | Dual Vessel | wio Dual Vs..-ssel |
Metamizole | On Metamizole Metamlzole. | p-Value Post hoc Test
demand Hourly Infusion
LDH
T 33.45(10.53) 21.85(22.18) 27.5 (14.4) 0.33
T2 31.65 (18.33) 25.85(19.3) 53.5 (40.08) 0.02
T3 80.6 (60.28) 63 (27.6) 66.35 (54.6) 0.60
T4 87.35(122.8) 116 (43.5) 76.85 (72.23) 0.58
2vs. 3p<0.001
T5 127.5 (113.5) 242.65 (82.63) 85.8 (84.53) 0.04 1vs 2 E - 0.002
2vs. 3p<0.001
T6 148.6 (93.63) 420.95 (202.55) 96.25 (96.75) 0.02 1vs 2 E <0.001
yGT
T 910.4 (492.47) 965.95 (741.4) 816.8 (167.6) 0.5
T2 544.05 (168.97) 724.3 (236.92) 151.6 (77.8) 0.01 2vs.3p=0.01
T3 518.45 (665.15) 1286.4 (704.05) 321 (290.25) 0.04 2vs.3p=0.05
T4 722.7 (975.33) 1534.5 (1498.65) 518.4 (641.55) 0.04 2vs.3p=0.03
T5 1005.25 (992.9) 1983.1 (3848.2) 1034.90 (612.6) 0.08
T6 1117.15 (2325.98) 2982 (3042.2) 887.7 (491.5) 0.049 2vs.3p=0.04
Necrosis 0 2 (3.5) 1(5.75) 0.09 -
Sinusoidal Dilat. 10 (0) 15 (32.5) 20 (20) 0.01 1vs.3p=0.01
TUNEL+ 0.03 (0.07) 0.26 (0.44) 0.11 (0.71) 0.06
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