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1 EINLEITUNG

Eine gute Organkonservierung ist sowohl fir die klinische Transplantationsmedizin als auch
fur die Forschung am Modell der isolierten Organperfusion von groflter Bedeutung. Eine ent-
scheidende Rolle spielt hierbei die Organkonservierungslésung. Diese soll durch Zu- und
Abfuhr wichtiger Stoffwechselprodukte die morphologische und funktionelle Integritat des
Organs schitzen.

In den Anfangen der Transplantationsmedizin gab es keine erprobten Konservierungsmog-
lichkeiten fir zu transplantierende Organe, sodass die Ischamiezeiten sehr kurz gehalten
werden mussten (EIGLER 2002). Durch die Entwicklung verschiedener Konservierungs-
I6sungen, zunachst der Euro-Collins-LOsung, war es spater mdglich, langere Lagerungs-
zeiten und dadurch einen verbesserten Organaustausch uUber grélere Entfernungen hinweg
gemal den HLA (human leucocyte antigen)-Kriterien der EUROTRANSPLANT FOUNDA-
TION zu realisieren (DREIKORN et al. 1980).

Im Bereich der experimentellen Forschung spielt das Modell der isoliert perfundierten Or-
gane eine zunehmende Rolle. Wahrend initial vorwiegend Organe kleiner Labortiere zum
Einsatz kamen (DE MELLO und MAACK 1976, BREZIS et al. 1984), werden mittlerweile
zunehmend Organe vom Schwein verwendet (MODERSOHN et al. 1997, FEHRENBERG et
al. 2004, NAGEL et al. 2005), da diese denen des Menschen morphologisch und funktionell
ahnlicher sind. Am Modell der isoliert perfundierten Schweineniere werden beispielsweise
Organkonservierungslésungen vergleichend hinsichtlich ihrer Konservierungsleistung unter-
sucht (FEHRENBERG et al. 2004). Jedoch auch in anderen Gebieten der Arzneimittelfor-
schung koénnen isoliert perfundierte Organmodelle fir pharmakologische Studien zum Ein-
satz kommen, wie beispielsweise das ,Bovine Udder System® von KIETZMANN (1993), wel-
ches als Untersuchungsmodell fir die perkutane Resorption von Arzneimitteln dient. Ver-
gleichbaren Zwecken dient das isoliert perfundierte Schweineohrmodell (VANROOILJ et al.
1995). Es ist naheliegend, dass mithilfe dieser Organmodelle standardisierte Ersatzmetho-
den fir Tierversuche etabliert werden konnen, wodurch sich der Verbrauch an Versuchs-
tieren drastisch senken lieRe. Um auch das Toten von Tieren fur die Organgewinnung ver-
meiden zu kénnen, entwickelte Grosse-Siestrup (2002a) ein System, mit dem Organe zur
isolierten Organperfusion aus einem konventionellen Schlachtprozess von Schweinen ge-
wonnen werden konnen. Da auch bei dieser Methode Organgewinnung und Organperfusion
raumlich nicht zu vereinbaren sind, ist eine moglichst optimale Konservierung der Organe,

um ischamiebedingte Schadigungen zu verringern, notwendig.
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Seit der Etablierung der Euro-Collins-Lésung zur Organkonservierung wurde der Weiterent-
wicklung von Konservierungslosungen zur Minimierung von ischamie- und reperfusionsbe-
dingten Schaden im Transplantat viel Aufmerksamkeit gewidmet. Aufgrund offensichtlicher
Defizite im Bereich der osmotisch wirksamen Substanzen wird die Euro-Collins-Lésung heut-
zutage kaum noch angewendet. In der klinischen Transplantationsmedizin sind die Histidin-
Tryptophan-Ketoglutarat (HTK)-, University of Wisconsin (UW)- und die Celsior-Lésung mit
jeweils verschiedenen Vor- und Nachteilen etabliert (MUHLBACHER et al. 1999). Im experi-
mentellen Bereich kommt auRerdem die Baeyer-2-L6sung zum Einsatz (VON BAEYER et al.
1997). Zur weiteren Verbesserung der Organkonservierung wurden auRerdem Studien zum
Einsatz von lloprost, eines Prostazyklinanalogons mit potenten vasodilatatorischen, thrombo-
zytenaggregationshemmenden und zytoprotektiven Eigenschaften, durchgefiihrt. Sowohl an
Kaninchen- (FORTH et al. 1990) als auch an Schweinenieren wurde lloprost vor der Organ-
entnahme als Spenderkonditionierung gegeben (LANGKOPF et al. 1986, REBMANN et al.
1987) bzw. der Konservierungsldésung (Euro-Collins-Losung) zugesetzt (REBMANN et al.
1986). In allen Studien konnte eine deutliche Reduktion der ischamiebedingten Organ-

schaden durch den Einsatz von lloprost nachgewiesen werden.
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2 AUFGABENSTELLUNG

In der vorliegenden Arbeit soll die Wirkung des Prostazyklinanalogons lloprost als Zusatz zu
einer herkdbmmlichen Organkonservierungslosung auf die Nierenfunktionalitdt nach zwei-
stiindiger kalter Ischamiezeit ermittelt werden. Hierzu wird die Wirksamkeit von drei ver-

schiedenen Konservierungsldésungen vergleichend untersucht.

Folgende Konservierungsldosungen sollen eingesetzt werden:

Gruppe I: HTK- Lésung (Custodiol®)
Gruppe I Baeyer-2- Losung
Gruppe Ill:  HTK- Lésung mit lloprost (25 pg/2 Liter Custodiol®)

Es sollen mindestens 18 Nieren operativ gewonnen werden. Nach zweistliindiger Konservie-
rung mit der jeweiligen Konservierungslosung sollen die Nieren flir die Dauer von 180 Minu-
ten normotherm hamoperfundiert werden. In allen drei Gruppen werden in regelmaRigen
Abstanden hamodynamische Parameter und Nierenfunktionsparameter ermittelt. Dies ge-
schieht am Modell der isoliert hamoperfundierten Schweineniere. Die Organfunktionalitat
nach Reperfusion dient als Beurteilungskriterium fur die Gute der Organkonservierungs-

I6sungen.
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3.1 Konservierung isolierter Organe

3.1.1 Konservierungsmoglichkeiten

Ziel einer Organkonservierung ist es, morphologische Strukturen, Funktionen und Energie-
reserven des Organs zu erhalten. Die Erhaltung eines moglichst physiologischen pH-Wertes
ist dabei von gréflter Bedeutung. Auf dem Gebiet der Organkonservierung, vor allem in der
Transplantationsmedizin, haben sich zwei Konservierungsmethoden etabliert. Es sind dies
die hypotherme Lagerung nach initialer Spilung mit einer Konservierungslosung, sowie die

hypotherme Perfusion mit einer Konservierungslésung (MUHLBACHER et al. 1999).

3.1.1.1 Hypotherme Lagerung

Die weniger aufwendige und kostenglinstige Methode, die hypotherme Lagerung, beinhaltet
eine initiale Spulung der Niere via Nierenarterie mit einer gekihlten Konservierungslésung
und eine sofort eingeleitete Oberflachenkihlung. Im Anschluss kann das Organ bis zu 24
Stunden bei ca. 4° C gelagert werden (Lagerung auf Eis). Die Qualitdt der Konservierung
dieser Methode wird beeinflusst von der Konservierungsdauer und der verwendeten Konser-
vierungslosung. Ein Nachteil dieser Methode besteht darin, dass Flussraten und Perf-
usionsdriicke, wie bei der hypothermen Perfusion durchflihrbar, nicht gemessen werden
kénnen und so keine Beurteilung der Organvitalitdt moglich ist (TOLEDO-PEREYRA 1988).

3.1.1.2 Hypotherme maschinelle Perfusion

Mit der hypothermen extrakorporalen Perfusion kénnen langere Konservierungszeiten er-
reicht werden. Hierbei werden die Nieren von einem 4-7°C kihlem Perfusat durchstréomt,
welches fur die Versorgung der Zellen und den Abtransport toxischer Stoffwechselprodukte
verantwortlich ist. Die Art des Pumpsystems hat bei dieser Form der Konservierung Einfluss
auf die Konservierungsqualitat. In einer Studie (DEL CANIZO et al. 1998) wurde die hypo-
therme (4°C) Perfusion dahingehend untersucht, welchen Einfluss der Einsatz von Rollen-
pumpen im Gegensatz zu pulsatilen Pumpen hatte. Dokumentiert wurden Perfusionsdruck
und Fluss. Mittels eines in den Kreislauf injizierten Farbstoffs konnte die Qualitat der Per-
fusion im Organ dargestellt werden. Es stellte sich heraus, dass es von Vorteil ist, den Fluss
anstelle des Perfusionsdrucks konstant zu halten, unabhangig vom Pumpsystem. Die Ge-
webeperfusion durch pulsatiie Pumpen erwies sich als einheitlicher als die durch Rollen-
pumpen. Bei diesen gab es ein Perfusionsdefizit im Bereich der Nierenrinde. Dies liegt darin

begrindet, dass bei Rollenpumpen der maximale und durchschnittliche Druck relativ ahnlich



3 LITERATURUBERSICHT 5

(40 mmHg) ist. Bei der pulsatilen Perfusion werden jedoch deutlich hdhere Maximaldriicke
von 100-120 mmHg erreicht, was eine bessere Durchblutung aller Gefalde verursacht. Auch
in einer weiteren Studie (LLEDO et al. 2002) wurde festgestellt, dass pulsatile Pumpen, ver-
glichen mit Rollenpumpen, einen héheren renalen Fluss und eine Senkung des Organwider-
standes bewirken.

Diese Methode der pulsatilen Perfusion ist teuer und aufwendig (TOLEDO-PEREYRA 1988).
Bei ischamisch vorgeschadigten Nieren kann sie jedoch eine bessere Transplantatvitalitat
gewahrleisten (BOOSTER et al. 1993).

Aktuell gewinnt die Methode der hypothermen maschinellen Perfusion als Konservierungs-
moglichkeit wieder an Bedeutung, da aufgrund des groRen Organbedarfs in zunehmendem
Male auch Organe von suboptimalen Spendern verwendet werden. Die Methodik hat sich
insofern vereinfacht, als dass mittlerweile ein sog. LifePort Kidney Transporter der Firma
Organ Recovery Systems erhaltlich ist. Hierbei handelt es sich um eine Transportbox, in der
die zu transplantierende Niere hypotherm pulsatil mit der UW-Lésung perfundiert wird, wah-
rend kontinuierlich Organfunktionsparameter bestimmt werden kénnen. In einer internatio-
nalen prospektiven randomisierten Studie aus dem Bereich der klinischen Transplantations-
medizin wurde jeweils eine Niere eines verstorbenen Spenders auf herkdmmliche Weise
nach den Eurotransplant-Richtlinien konserviert, die andere mit dem LifePort Kidney Trans-
porter. Der klinische Verlauf der Empfanger wurde post OP Uber ein Jahr verfolgt. Hierbei
konnte gezeigt werden, dass die Maschinenperfusion das Risiko und die Dauer einer verzo-
gerten Transplantatfunktion signifikant reduzieren kann und das Transplantatiberleben nach
einem Jahr signifikant héher ist (MOERS et al. 2009). Zu ahnlichen Ergebnissen kam eine
nachfolgende Studie mit gleichem Vorgehen, bei der jedoch ausschliel3lich DCD-Nieren (do-
nated after cardiac death) verwendet wurden (JOCHMANS et al. 2010). Auch eine tierexperi-
mentelle Studie konnte zeigen, dass Nieren nach hypothermer maschineller Perfusion einen
geringeren konservierungsbedingten Schaden, eine bessere glomerulare und tubulare Funk-
tion und eine geringere Proteinurie aufwiesen (HOSGOOD et al. 2010).

Ein noch etwas weiter entwickeltes Konservierungsmodell stellt das Organ Care System der
Firma Transmedics dar. Ahnlich wie bei dem LifePort Kidney Transporter handelt es sich
hierbei um eine Transportbox, wobei in diesem Fall das Organ Uber ein integriertes pulsatiles
Pumpsystem mit kérperwarmem Blut des Spenders, welches kontinuierlich oxygeniert und
mit Nahrstoffen angereichert wird, perfundiert wird. Uber einen Monitor ist die stéandige Uber-
wachung der Funktionsparameter des Organs moglich. Die Firma beschreibt erste erfolg-
reiche Einsatze bei Herztransplantationen (TRANSMEDICS 2009).

BAGUL et al. (2008) konnten mit einem eigenen System in einer tierexperimentellen Studie

an Schweinenieren zeigen, dass eine zweistiindige normotherme Perfusion mit autologem
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Blut nach 16-stlindiger kalter Ischamie die Konservierung der Nieren verbesserte. Die so
konservierten Nieren wiesen eine vergleichbare Reperfusionshamodynamik wie Nieren nach

nur 2-stiindiger kalter Ischamiezeit auf.

3.1.2 Konservierungslésungen

Ziel einer erfolgreichen Organkonservierung ist es, die ischamische Toleranz eines Organs
wahrend anaerober Verhaltnisse zu verlangern, sowie Zellschadigungen wahrend der Re-
perfusion zu limitieren (DE BOER et al. 1999). In erster Linie geht es um die Vermeidung
eines intra- und extrazellularen Odems, einer intrazelluldren Azidose und einer Schadigung
des Organs durch Entstehung freier Radikale (HAUET et al. 1998). In der Transplantations-
medizin vorrangig verwendete Konservierungslésungen sind die HTK-Ldsung, die UW-L6-
sung, die Euro-Collins-Lésung und die Celsior-Losung. Die genannten Konservierungs-
I6sungen unterscheiden sich in ihrer Zusammensetzung und zeigen somit auch Unter-

schiede in ihrer Wirkung.

3.1.2.1 Euro-Collins-Losung

Eine der ersten Losungen zur Nierenkonservierung wurde von G.M. Collins entwickelt und
spater von Eurotransplant modifiziert. Bei dieser Euro-Collins-Lésung entspricht die Elektro-
lytkonzentration nahezu der des Intrazellularraumes. Sie enthalt einen Phosphatpuffer, sowie
Glukose als osmotisch wirksame Substanz. Selbst unter hypothermen Bedingungen wird
Glukose jedoch enzymatisch gespalten und verursacht dadurch Zellschwellungen. Diese
nachteilige Beeinflussung der Konservierung ist der Grund daflir, dass der Einsatz der Euro-
Collins-Lésung nahezu eingestellt ist (MUHLBACHER et al. 1999). In einer Studie von HE-
LOU und Mitarbeitern (1993) trat bei bis zu 35-50% der Patienten nach Nierentransplantation

eine akute tubuldre Nekrose auf.

3.1.2.2 UW-L6sung

Belzer entwickelte eine neue Konservierungsldsung, die University of Wisconsin (UW)-L6-
sung. Diese enthalt als osmotisch wirksame Stoffe metabolisch inerte Substanzen, wie
Lactobionat und Raffinose. Weiterhin enthalt die Losung Hydroxyethylstarke (HES) als
kolloidosmotische Substanz. Radikalfanger wie Glutathion, Allopurinol und Adenosin wurden
zugesetzt. Als Puffer wird ebenso wie in der Euro-Collins-Losung Phosphat verwendet.
Diese Losung ermoglicht eine ischamische Toleranz von bis zu 72 Stunden bei der
Konservierung von Nieren (MUHLBACHER et al. 1999).

3.1.2.3 HTK-L6sung

Das Prinzip der HTK (Histidin-Tryptophan-Ketoglutarat)-Konservierungslésung, entwickelt
von Bretschneider und erstmals wahrend einer Operation am offenen Herzen zur Kardio-
plegie verwendet (BRETSCHNEIDER 1980), basiert auf der Verwendung eines Puffer-
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systems, dessen Hauptkomponente die Aminosaure Histidin bildet. Dieser sehr potente
Puffer kann den typischen ischamiebedingten pH-Wertabfall im Gewebe stark verlangsamen.
Die Zusammensetzung der Inhaltsstoffe stabilisiert das Zellmembranpotential so, dass es
nahe am Ruhepotential liegt. Dies verhindert einen Natrium- und Kalziumeinstrom in die
Zelle, die Zelle wird somit nicht aktiviert. Enthaltenes Mannitol dient als Antioxidans. Es ver-
hindert auRerdem die Entstehung von zelluldren Odemen. Tryptophan wirkt membranstabili-
sierend, Kalium-hydrogen-2-ketoglutarat dient als Substrat fur die aerobe Energiegewinnung
(HRABALOVA et al. 2003). Die ursprunglich zur Konservierung von Herzen entwickelte Lo-
sung zeichnet sich durch eine niedrige Viskositat aus, was eine hohe Flussgeschwindigkeit
bei der Perfusion und damit eine schnellstmdgliche Kiihlung des Organs ermdglicht
(MUHLBACHER et al. 1999). Im Gegensatz zu den zwei erstgenannten Losungen weist die
HTK-Ldsung auRerdem einen niedrigen Kaliumgehalt auf (DE BOER et al. 1999).

3.1.2.4 Celsior-Lésung

Als vierte Konservierungslosung ist noch die Celsior-L6sung zu nennen. Diese stellt eine
Mischung der Funktionsprinzipien der UW-L6sung und der HTK-Ldsung dar, indem sie so-
wohl Lactobionat und Mannitol als auch Histidin enthalt. Zusatzlich verflgt sie Uber einen
Sauerstoff-Radikalfanger. Aufgrund der Elektrolytkonzentrationen (hohes Natrium, niedriges
Kalium) weist sie einen extrazellularen Charakter auf (MUHLBACHER et al. 1999).

3.1.2.5 Baeyer-2-Lésung

Die von v. Baeyer entwickelte Konservierungsldsung funktioniert nach dem Prinzip einer
sofortigen Beendigung energieverbrauchender bzw. sauerstoffverbrauchender Stoffwechsel-
prozesse im tubuldren System der Niere durch komplette Hemmung des Stofftransportes.
Freie Sauerstoffradikale und toxische Stoffwechselprodukte werden somit gar nicht erst pro-
duziert. Realisiert wird dies zum Teil durch Blockierung der lonenkanale des tubularen Sys-
tems. Eine hohe Kaliumkonzentration verhindert ein Ausstromen von Kalium. Magnesium
behindert den Zustrom von Kalzium Uber Kalziumkanale. Sulfat hemmt den Transport von
Chlorid und Bikarbonat. Polyethylenglycol (PEG, Molekulargewicht: 4000) verbessert den
Transport der Konservierungslosung bis in kleine Kapillaren. Das onkotisch wirkende PEG
und die osmotisch wirksame Sucrose verhindern ein Ein- und Austreten von Wasser des
Intrazellularraumes. Nur geringe Phosphatmengen in der Konservierungslosung als Puffer-
substanz verhindern die Ausfallung groRer Mengen von Kalziumphosphat, welches wie-
derum die Kapillaren verstopfen wirde (GROSSE-SIESTRUP et al. 2002c, FEHRENBERG
et al. 2004).
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3.1.2.6 Konservierungsldsungen im Vergleich

Es gibt diverse Studien, in denen vergleichende Untersuchungen dieser Lésungen durchge-
fuhrt wurden. Eine gute Organfunktion nach erfolgter Transplantation ist ein Indikator fir eine
gute Konservierung wahrend der kalten Ischamiezeit. Verglichen mit der Euro-Collins-
Ldsung zeigen mit HTK-Losung konservierte Nieren bessere Ergebnisse bei der initialen
Organfunktion sowie héhere Uberlebensraten der Nieren nach einem Jahr. Das Auftreten
einer verzogert einsetzenden Organfunktion nach der Transplantation liegt bei Nieren nach
Konservierung mit HTK-Losung bei 0%, bei Nieren, die mit Euro-Collins konserviert wurden,
bei 33,3 %. Eine hohere Urinproduktion sowie eine schnellere Normalisierung der Serum-
kreatininkonzentration kénnen bei HTK-konservierten Nieren, im Gegensatz zu Euro-Collins-
konservierten Nieren, nach der Transplantation beobachtet werden (TRUSHKOV et al.
2003). Euro-Collins-Lésung ist mit einem signifikant hoheren Risiko fur DGF (delayed graft
function) assoziiert als die HTK- und die UW-Ldsung (O'CALLAGHAN et al. 2012).

Bei der Transplantation abdominaler Organe werden am haufigsten die HTK- und die UW-
Lésung verwendet. Die UW-L6ésung galt seit 1987 als der Gold-Standard fir die Konservie-
rung abdominaler Organe. Aufgrund geringerer Kosten, dem geringeren Risiko einer
Reperfusionshyperkaliamie, einer besseren Mikrozirkulation aufgrund geringerer Viskositat
und besserer Zellkonservierung Uber einen groleren Temperaturbereich, hat die Verwen-
dung der HTK-L6sung seit 2004 stark zugenommen (STEWART et al. 2009).

In einer klinischen Studie von DE BOER und Mitarbeitern (1999) zum Vergleich ver-
schiedener Konservierungslosungen bei Nierentransplantationen wurde festgestellt, dass
nach Einsatz von HTK- und UW-L&sungen gleichwertige Ergebnisse zu erzielen sind. Auch
LYNCH et al. (2008) kamen in ihrer retrospektiven Untersuchung zu dem Schluss, dass sich
eine Konservierung mit der HTK-Ldsung nicht negativ auf das Uberleben von Patienten und
Transplantat auswirkt. In der Studie von STEWART et al. (2009), in der die Datenbank Uni-
ted Network for Organ Sharing analysiert wurde, wurde diese Aussage jedoch in Frage ge-
stellt. Hier waren Uber 12 Monate nach Transplantation einer HTK-konservierten Spender-
niere signifikant mehr Patienten von einem Transplantatversagen betroffen als nach Trans-
plantation einer UW-konservierten Niere. Die Autoren empfehlen deshalb, den haufigen Ein-
satz der HTK-Lésung nochmals zu Uberdenken. In einer aktuellen Meta-Analyse der vor-
handenen Literatur konnten O’Callaghan und Mitarbeiter (2012) allerdings keinen Unter-
schied im Auftreten von DGF nach dem Einsatz von HTK und UW finden.

In einer experimentellen Studie zum Einsatz der Celsior-Lésung erwies sich diese als
gleichwertig zur UW-Lésung (BALDAN et al. 1997). Hinsichtlich des Auftretens von DGF
nach Nierentransplantationen scheint es keinen Unterschied zur HTK- und zur UW-L6sung
zu geben (O'CALLAGHAN et al. 2012).
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Im Modell der hamoperfundierten Schweineniere wird haufig die Baeyer-2-Konservierungs-
I6sung (B2) eingesetzt. Verglichen mit anhand von HTK-Ldsung konservierten Nieren, zei-
gen mit B2-Losung konservierte Nieren einen geringeren Organwiderstand und eine signifi-
kant hohere Kreatinin-Clearance. Signifikant hohere Werte der Natrium Ruckresorptions-
fraktion und der Filtrationsfraktion sind ebenfalls bei mit B2- Losung konservierten Nieren
festzustellen. Histologische Untersuchungen der Nieren nach Perfusionsende scheinen eine
erfolgreichere Konservierung durch B2- Konservierungslésung zu bestatigen. Gewebe-
schaden scheinen haufiger bei mit HTK- Lésung konservierten Nieren aufzutreten. Fur die
experimentelle Nierenperfusion stellt die Baeyer-2- Konservierungslésung somit eine gute
Wahl dar (FEHRENBERG et al. 2004).

3.2 lloprost

lloprost, der Wirkstoff llomedins®, ist ein chemisch stabiles Analogon des endogenen
Prostazyklins. Endogenes Prostazyklin (PGl,) zahlt zusammen mit den anderen Prostaglan-
dinen, den Thromboxanen, Leukotrienen und den Hydroperoxy- und Hydroxyfettsduren zu
den Eicosanoiden. Eicosanoide sind korpereigene Signalstoffe, welche in die Familie der
Mediatoren gehoren. Sie leiten sich von mehrfach ungesattigten C,—Fettsauren ab. Prosta-
zyklin (PGI,) sowie Thromboxan und die anderen Prostaglandine werden lber den Cyclooxy-
genase-Weg aus Arachidonsaure (20:4) synthetisiert (KARLSON et al. 1994). Endogenes
Prostazyklin wird hauptsachlich von Gefallendothelzellen synthetisiert. Es wurde 1975 von
Sir John Vane, London/England erstmals isoliert und dessen Struktur aufgeklart. Es handelt
sich hierbei um einen sehr potenten Vasodilatator, der aullerdem zytoprotektive und
thrombozytenaggregationshemmende Eigenschaften aufweist. Forschern der Schering AG
gelang 1978 die Synthese von lloprost, eines Prostazyklin-Analogons. lloprost besitzt einige
strukturelle Unterschiede zum endogenen Prostazyklin, hat aber eine ahnliche Wirkungs-
weise. Am C16 tragt es eine Methyl-Gruppe, in der 18-, 19-Stellung weist es eine Dreifach-
bindung auf und der Enol-Sauerstoff ist durch eine Methen-Gruppe ersetzt (GRANT und
GOA 1992).

3.2.1 Physikalische und chemische Eigenschaften

lloprost ist chemisch stabiler als endogenes PGl,. Es besitzt eine deutlich langere Plasma-
halbwertszeit, ist lichtunempfindlich und kann bei Raumtemperatur gelagert werden.

Eine wassrige Lésung mit lloprost ist pH-neutral. Untersuchungen beztiglich der chemischen
Stabilitdt gebrauchsfertiger verdinnter Lésungen, unter sterilen Bedingungen hergestellt,
wurden durchgeflhrt. Die lloprost- Lésung blieb bei Lagerung im Kiihlschrank (4°C) 30 Tage
(Konzentration 4 ug/ml) bzw. 39 Tage (Konzentration 1ug/ml) chemisch stabil sowie bei 37°C
Uber 10 Tage und bei 45°C Uber 8 Tage (PIBIRI et al. 1997).
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3.2.2 Pharmakokinetik

Bereits 10-20 Minuten nach Beginn einer intravendsen Infusion stellt sich ein Gleichgewicht
von Zufuhr und metabolischer Inaktivierung von lloprost ein. Die Hohe des konstanten
Plasmaspiegels hangt linear von der pro Zeiteinheit zugeflihrten Dosis ab. Bei der Infusion
von 3 ng/kg/min sind Plasmaspiegel von etwa 150 pg/ml zu erwarten. Die Plasmaprotein-
bindung, vornehmlich an Albumin, betragt 60%. Das Verteilungsvolumen liegt in der
terminalen Phase bei 0,7 I/lkg (KRAUSE und KRAIS 1986).

lloprost wird vornehmlich tber die B-Oxidation der Carboxylseitenkette metabolisiert. Unver-
anderter Wirkstoff wird nicht wieder ausgeschieden. Der Hauptmetabolit ist das Tetra-
noriloprost, das in vier Diastereoisomeren in freier und konjugierter Form im Harn gefunden
wird. Tetranoriloprost ist pharmakologisch inaktiv. Die metabolische Clearance des Wirk-
stoffs im Plasma betragt etwa 20 ml/kg/min. Die terminale Halbwertszeit im Plasma betragt
0,5 Stunden, wodurch bereits zwei Stunden nach Infusionsende der Wirkstoffspiegel auf we-
niger als 10% der Gleichgewichtskonzentration abgesunken ist (KRAUSE und KRAIS 1986).
Die Ausscheidung der lloprostmetabolite erfolgt zu 80% renal und zu 20% biliar. Die Elimina-
tion der Metabolite aus Plasma und mit dem Urin erfolgt jeweils in zwei Phasen, fir die
Halbwertszeiten von etwa 2 und 5 Stunden (Plasma) bzw. 2 und 18 Stunden (Harn) be-
rechnet wurden. Die Pharmakokinetik von lloprost ist weder vom Alter noch vom Geschlecht
der Patienten abhangig, jedoch ist die Elimination des Wirkstoffs bei Patienten mit einge-
schrankter Leber- oder Nierenfunktion vermindert. Die Gesamtkorperclearance betragt 17-35
ml/kg/min, bei Patienten mit Leber- oder Nierenerkrankungen ist sie 2-4mal geringer
(KRAUSE und KRAIS 1986).

3.2.3 Pharmakodynamik

lloprost sowie das physiologisch vorkommende Prostazyklin binden mit hoher Affinitat an
Prostazyklin (IP)-Rezeptoren und mit geringer Affinitat an PGE-Rezeptoren. Es kommt zu
einer G-Protein-vermittelten Aktivierung der Adenylatzyklase und somit zum Anstieg des
intrazellularen Botenstoffs cAMP (KRAUSE und KRAIS 1986). Die pharmakologischen
Eigenschaften von lloprost entsprechen weitgehend denen des natirlichen Prostazyklins.
Die folgenden pharmakologischen Effekte wurden beobachtet: Hemmung der Aggregation,
Adhasion und Freisetzungsreaktion der Thrombozyten, Dilatation von Arteriolen und Veno-
len, Erhéhung der Kapillardichte und Verminderung der Gefasspermeabilitat in der Mikrozir-
kulation, Aktivierung der Fibrinolyse, Hemmung der Adhadsion und Einwanderung mono-
nukledrer Blutzellen nach Endothelldsion sowie Verminderung der Freisetzung freier Sauer-
stoffradikale (KRAUSE und KRAIS 1986, KRAUSE und KRAIS 1987).
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3.2.3.1 Vasodilatation

lloprost wirkt den vasospastischen Effekten der Leukotriene, des Thromboxan A, und des
sendothelium derived constricting factor (EDCF) an den glatten Muskelzellen der Arterien
entgegen. Des Weiteren fiihrt es zu einer vollstandigen Antagonisierung der vasokonstrikto-
rischen Wirkung von Endothelin-1 (ET-1) auf arterielle und vendse Gefalte, darliber hinaus
gibt es Hinweise auf eine verminderte Freisetzung von ET-1 unter dem Einfluss von lloprost.
Zur Vasodilatation tragt weiterhin die Membranhyperpolarisation der Gefalimuskelzellen in-
folge einer selektiven Offnung von K*-Kanélen durch lloprost bei (ARNER und HOGESTATT
1991, BATTISTELLI et al. 1995).

3.2.3.2 Hemmung von Thrombozytenaggregation und Leukozytenadhasion

lloprost besitzt eine 100 mal groRere plattchenhemmende Wirkung als PGE, und PGl,. Die
Plattchenaktivierung wird bereits bei Konzentrationen gehemmt, welche unterhalb der fir die
Hemmung der Plattchenadhasion notwendigen Konzentrationen liegen. Das bedeutet, das
Plattchen sich zwar bei der Reparatur von geschadigtem Endothel durch Anlagerung beteili-
gen konnen, eine Thrombusbildung jedoch verhindert wird. Durch die Bindung an spezifische
PGl,-Thrombozyten-Rezeptoren unter Aktivierung der Adenylatcyclase erfolgt die Hemmung
der Aktivierung der Thrombozyten. Es kommt zum cAMP-Anstieg und infolge zu einer
Hemmung der Phospholipase A2-Aktivitat, zur Reduzierung des zytosolischen Kalziums und
zur Verminderung der Exposition fibrinogenbindender Rezeptoren. Die Hemmung der Leuko-
zytenaktivierung und -adhasion unterstitzt diesen endothelprotektiven Effekt (BELCH 1986,
FISHER et al. 1987).

Die aggregationshemmenden Eigenschaften lloprosts konnten bei der Nierenkonditionierung
von Hausschweinen bestatigt werden. Eine lloprostinfusion von 1,0 ug/kg/min Gber einen
Zeitraum von 15 Minuten bewirkt eine deutliche Hemmung der Thrombozytenaggregation im
Blut von Nierenspendertieren. Als aggregationsausléosende Substanz wurde ADP (Adenosin-
diphosphat) eingesetzt. Mit lloprost versetztes Blut bendtigte 160 % mehr ADP als Kontroll-
blut zur Erzeugung einer halbmaximalen Thrombozytenaggregation (REBMANN et al. 1986).

3.2.3.3 Wirkung auf den peripheren Gefal3widerstand

Nach Behandlung mit PGE, zeigen 35% der Patienten ein Ansprechen im Sinne eines ver-
minderten Gefalwiderstandes, wahrend dies nach lloprost bei 70% der Patienten der Fall
war. Daruber hinaus bewirkt lloprost eine starkere Senkung des peripheren Widerstandes als
PGE+ (KRUEGER et al. 2000).

3.2.3.4 Profibrinolytische Wirkung
lloprost ist in der Lage, die endogene fibrinolytische Aktivitdt zu erhéhen. Als Ursache wird

eine Verminderung von t-PA-Inhibitoren vermutet. Dies kann zu einer Reduzierung von
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Thrombuswachstum und zur Verkleinerung bestehender Thromben beitragen (BELCH 1986,
DIBBLE et al. 1988).

3.2.4 Bisheriger Einsatz

Fir die Humanmedizin ist lloprost in Deutschland zur Behandlung einer fortgeschrittenen
Thrombangiitis obliterans (Buerger-Syndrom) als i.v. Praparat zugelassen. Weiterhin besteht
eine Zulassung flr eine Inhalationslésung zur Behandlung der idiopathischen pulmonalen
arteriellen Hypertonie (ROTE LISTE SERVICE GMBH 2012).

Des Weiteren wurde lloprost bei einigen tierexperimentellen Studien auf dem Gebiet der
Nierentransplantationen eingesetzt. Eine erfolgreiche Nierentransplantation hangt wesentlich
von der Vitalitdt der Spenderniere ab. Bei der Nierenentnahme ist es wichtig, die operativ
bedingten Gefallschaden sowie den ischamischen Schaden so gering wie moglich zu halten.
Durch die haufig vorhandene hypovolamische Hypotension und Hyperkapnie des Spenders
kommt es zu intrarenalen Gefallspasmen, v.a. im Bereich der Aa. interlobares und Arteriolae
rectae. Damit verbunden ist eine thromboxaninduzierte Thrombozytenaggregation, die ihrer-
seits zu weiteren Gefallverschlissen fuhrt und zusatzlich die Vasokonstriktion verstarkt. Da-
durch kann es zu einer nicht ausreichenden extrakorporalen Perfusion des Gewebes kom-
men, wodurch bei der Konservierung und nach der Transplantation destruktive und degene-
rative Veranderungen auftreten kénnen (REBMANN et al. 1987). Die Arbeitsgruppe um REB-
MANN (1987) untersuchte im Tierexperiment an Schweinen die Wirkung von lloprost auf den
renalen Blutfluss und Widerstand. Dazu wurde jeweils die rechte Niere in situ mit lloprost in
einer Dosierung von 1 ug/kg/min tber 15 Minuten perfundiert. Es zeigte sich eine Senkung
des mittleren arteriellen Blutdruckes um 14,7%, wahrend der elektromagnetisch gemessene
Blutfluss durch die A. renalis dextra um 73,2% anstieg. Fir den errechneten renalen
Stromungswiderstand ergab sich eine Senkung um 49,7%. Es konnte somit gezeigt werden,
dass sich durch lloprost die hamodynamischen Verhaltnisse einer Spenderniere in situ deut-
lich verbessern lassen.

In einer weiteren Studie an Schweinen wurde der Effekt von lloprost auf die Vitalitat der
Spenderniere nach Transplantation nach vorangegangener warmer Ischamiezeit von 45 Mi-
nuten und hypothermer 24-stindiger Perfusion untersucht. Die Nieren, die vor Beginn der
warmen Ischamiezeit und nachfolgender Entnahme nicht mit lloprost behandelt worden
waren, zeigten wahrend der anschlielenden Fallstromperfusion mit Konservierungslésung
eine mangelhafte oder nicht vorhandene Entfarbung. Eine komplette Organperfusion konnte
in diesen Fallen nicht erreicht werden, sodass die Nieren nicht weiter verwendet werden
konnten. Im Vergleich dazu verhielten sich die mit lloprost behandelten Nieren wahrend der

Perfusion mit Konservierungslésung normal und zeigten eine vollstandige Entfarbung inner-
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halb von 1-2 Minuten. Nach Transplantation der Nieren zeigten diese eine sofortige vollstan-
dige Durchblutung und produzierten eine adaquate Menge Urin (LANGKOPF et al. 1986).
FORTH und Mitarbeiter (1990) untersuchten an Kaninchen den Effekt von lloprost auf das
akute Nierenversagen, ausgeldst durch 60 bzw. 120 Minuten warme Ischamiezeit. Hier lag
die Uberlebensrate nach pra- und postischamischer lloprostgabe mit 91% signifikant hoher
als ohne lloprostbehandlung (50%). Nach erfolgter Transplantation entwickelte sich zunachst
bei allen Kaninchen ein akutes Nierenversagen (ANV). Durch den Einsatz von lloprost
konnte jedoch der Anteil des irreversiblen ANV von 83 auf 36% gesenkt werden, die Uber-
lebenschance wurde damit von 17 auf 64% gesteigert. Es wurde geschlussfolgert, dass die
Stabilisierung der Hamodynamik, die Thrombozytenaggregationshemmung und der zytopro-
tektive Effekt des lloprosts Ursachen fiir die Steigerung der Ischamietoleranz der Nieren dar-
stellen. Des Weiteren wurde im Schweinemodell der Einfluss von lloprost auf das Trans-
plantatverhalten nach unterschiedlich langer kalter Ischamiezeit (KIZ) (72 und 96 Stunden)
untersucht (REBMANN et al. 1989). In der Gruppe nach 72-stiindiger KIZ zeigten die mit
lloprost behandelten Nieren nach Transplantation eine gleichmafige Durchblutung und be-
gannen sofort mit der Urinproduktion. Der Blutfluss durch die A. renalis zeigte nach 15
Minuten den Ausgangswert vor Nephrektomie. Die Mikrozirkulation in den Rindengefalien
wurde durch Dopplersonographie bestatigt. Demgegeniiber zeigten die Kontrollnieren (ohne
lloprostbehandlung) nach Freigabe des Blutstromes keine Durchblutung. In der Gruppe nach
96-stindiger KIZ war der Blutfluss in den mit lloprost behandelten Nieren im Vergleich zum
Ausgangswert um 20% reduziert. Eine Urinproduktion trat nach 1-2 Stunden auf. Auch hier
wiesen die Kontrollnieren keine Durchblutung auf. Hiermit scheint mit 96 Stunden die Grenze
der durch lloprost verlangerten Konservierungszeit erreicht (REBMANN et al. 1989).

Barun und Mitarbeiter (2011) konnten mit ihrer Studie an Rattenuteri zeigen, dass der Zu-
satz von lloprost zur HTK-L&sung eine deutliche Verringerung der histologischen Schaden

nach 24-stindiger kalter Ischamiezeit bewirkt.

3.3 Alternativmethoden zum Tierversuch

Unser heutiges medizinisches Wissen basiert auf Erkenntnissen aus Tierversuchen. Eine
Verbesserung, Reduktion und der Ersatz von Tierversuchen, entsprechend des 3R-Konzepts
(Refine, Reduce, Replace) nach RUSSEL und BURCH (1959) ist dennoch ein unum-
ganglicher und fortlaufender Entwicklungsprozess (KOLAR 2006). Finanzieller Zwang, ver-
besserte Technologien sowie ein verandertes ethisches Bewusstsein treiben diese Entwick-
lung voran (BRUNE 2004). In der medizinischen Forschung haben sich bereits verschiedene
Ersatzmethoden etabliert. Dazu zdhlen Computersysteme, Zellkulturen, Bakterienkolonien,

Gewebekulturen/ Organkulturen, bioelektronische Sensorchips sowie isoliert perfundierte
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Organe und Organsysteme (AMES et al. 1975, RESCH 1988, TRITTHART 1989, VEDANI
1991, GROSSE-SIESTRUP et al. 2001).

Das heutzutage weltweit verknupfte Computernetz erméglicht den internationalen Zugang zu
Literaturdatenbanken und fuhrt so zur Vermeidung von Wiederholungen gleicher Experi-
mente. In Deutschland gibt es die Zentralstelle zur Erfassung und Bewertung von Ersatz-
und Erganzungsmethoden zum Tierversuch (ZEBET), die Wissenschaftler aus Industrie,
Universitaten und Behoérden dber Alternativmethoden informiert. Im Gegensatz zu anderen
nationalen und internationalen Datenbanken stellt sie nicht nur eine Zusammenstellung von
Abstracts und Literaturzitaten dar, sondern die vorhandene Literatur erfahrt eine Bewertung
nach den Kriterien der 3R, dem Stand der Entwicklung und der experimentellen Giiltigkeit
(GRUNE et al. 2000).

3.3.1 Computermodelle

Eine Alternative zu Tierversuchen im pharmakologischen Screening bieten u.a. Computer-
simulationsprogramme. Das Computer-Aided Drug Design (CADD) stellt so eine Methode
dar. Mit Hilfe grafischer und numerischer Simulation werden Pharmaka an biologische
Rezeptoren nach dem Schllssel-Schloss-Prinzip gebunden. Somit kénnen schlecht wirk-
same oder unwirksame Arzneistoffe aus dem Evaluierungsverfahren friihzeitig ausgeschie-
den werden und mussen nicht weiter in Tierversuchen getestet werden. Die Computersimu-
lation ermdglicht aber auch Pharmaka zu finden, welche optimal an einen Rezeptor binden.
Bei diesen potentiellen Pharmaka ist so eine Indikation flr anschliefiende ,in-vivo®* Versuche
gegeben (VEDANI 1991).

3.3.2 Bakterienkolonien

Mit Hilfe von Bakterienkolonien kénnen mutagene Eigenschaften chemischer Substanzen
ermittelt werden. Hierzu wurde der sog. Ames-Test entwickelt (AMES et al. 1975). Bakterien,
die aufgrund einer Mutation nicht mehr in der Lage sind, eine bestimmte essentielle Amino-
saure zu synthetisieren, werden auf einen diese Aminosaure nicht enthaltenden Nahrboden
aufgebracht. Auf diesem kdnnen sie sich folglich nicht vermehren. Gibt man eine zu testende
chemische Substanz als potentielles Mutagen dazu, kann nach Bebriten unter Umstanden
bakterielles Wachstum beobachtet werden. Es ist also anzunehmen, dass es sich hierbei um
eine Ruckmutation handelt, die durch Zugabe der zu untersuchenden chemischen Substanz
aufgetreten ist und die Bakterien ihre Fahigkeit zur Synthese der Aminosaure zurlickerlangt
haben. Diese hat somit mutagenes Potential. In der Pharmaindustrie wird dieser Test
routinemalig zur Untersuchung potentieller Medikamente auf Mutagenitat eingesetzt, da es
sich um ein schnelles, kostenglnstiges und einfach durchzufihrendes Verfahren handelt. Er

ist jedoch auch mit gewissen Limitationen verbunden, da man die Reaktionen von Bakterien
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nicht einfach auf den menschlichen Organismus Ubertragen kann, bei dem die Metabolisie-
rung eines Stoffes in der Leber eine gro3e Rolle spielt. Des Weiteren kann ein fehlender
Effekt nicht immer den Ausschluss mutagener Eigenschaften garantieren (TRITTHART
1989).

3.3.3 Zell-, Gewebe- und Organkulturen

Schon zu Beginn des letzten Jahrhunderts wurde die Zell- oder Gewebekultur als eine Me-
thode entwickelt, die die direkte Untersuchung von Zellen unabhangig von den systemischen
Einflissen im Organismus moglich machte. Seitdem hat die wissenschaftliche Forschung in
diesem Gebiet grol3e Fortschritte gemacht, wobei v.a. intrazellulare Aktivitdten wie z.B. die
Replikation und Transkription der DNA, intrazelluldre Stofftransporte, Arzneimittelwirkungen
und Zell-Zell-Wechselwirkungen Gegenstand der Untersuchungen waren (FRESHNEY
1990). Die Problematik der Toxizitat von Substanzen auf Zellen hat in den letzten Jahren
zunehmend an Gewicht gewonnen und es konnte gezeigt werden, dass in-vitro-Methoden
geeignet sind, Tierversuche zu ersetzen. Ein gut untersuchtes Modell einer Gewebekultur ist
der Huahnereitest, auch bekannt als HET (Hens Egg-Test) oder CAM (Chorionallantois-
membran)-Test. Dieser dient als Ersatz fur den Schleimhaut- bzw. Augenreiztest am Kanin-
chen (Draize-Test). Hierbei wird die zu testende Substanz auf die Chorionallantoismembran
eines wenige Tage vorbebriteten Hihnereis gegeben und die auftretenden Schaden anhand
eines Scores beurteilt. Vorbehalte bestehen u.a. aufgrund der Tatsache, dass der Test im
Graubereich von Tierversuchen anzusiedeln ist (LINDL 2002). Andere Autoren beschreiben
die Kultivierung einzelner Zellarten von Nierenglomerula. Anhand dieser Modelle kénnen
Nebenwirkungen bestimmter Medikamente untersucht werden, wie z.B. die von Cyclosporin
in einer Kultur von Mesangiumzellen (PEREZ DE LEMA et al. 1998, L'AZOU et al. 1999).
Des Weiteren ist es auch mdglich, Epithel- und Mesangiumzellen unter den Bedingungen
einer chronischen Nierenerkrankung zu kultivieren. Anhand dieser Modelle kénnen dann
Medikamente fur die jeweilige Erkrankung getestet werden (RESCH 1988).

Bei Organkulturen werden Teile oder ganze Organe getdteter Tiere verwendet und kénnen
Uber einen kurzen Zeitraum in-vitro am Leben erhalten werden. Hierbei werden die zelluldren
Wechselwirkungen des Ursprungsgewebes bewahrt, ohne die es schwierig ware,
Charakteristika des Gewebes zu reproduzieren. Andererseits zeigen Organkulturen kein
intensives Wachstum, sodass sie nicht vermehrbar sind, was aufgrund des Bedarfs an im-
mer frischem Material einen erhéhten Arbeitsaufwand und geringere Reproduzierbarkeit be-
deutet (FRESHNEY 1990). Nichtsdestotrotz kdnnen sie dazu beitragen, Tierversuche zu
reduzieren. Beispielhaft sind hier Vitalfeinschnitte zu nennen, mit Hilfe derer z.B. frisches
Lebermaterial (auch von Humanlebern) bis zu 48 Stunden in Kultur gehalten werden kann,

ohne dass die Stoffwechselaktivitdt der Leberzellen beeintrachtigt wird. Anhand dieser
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Modelle kénnen dann Medikamente z.B. auf toxische Eigenschaften oder metabolische
Stabilitat untersucht werden (MAAS und GROSS 1996, LINDL 2002).

Der Einsatz von Zell- oder Organkulturenkulturen kann den Verbrauch von Versuchstieren
mindern. Zudem sind die genannten Methoden auch weniger kostenintensiv, leichter re-
produzierbar und schneller durchfuhrbar als Tierversuche. Die Mdglichkeit der Verwendung
von humanem Zellmaterial ist auRerdem von Vorteil, da es die Ubertragbarkeit der Er-
gebnisse erhoht. Limitation der genannten Methoden liegen u.a. in der fehlenden Be-
urteilungsméglichkeit systemischer Einflisse und der Beobachtung moglicher Langzeit-
effekte (SPIELMANN 1996). Eine Verbesserung der ,traditionellen® Zell- und Gewebekultur
stellt der Einsatz von bioelektronischen Sensorchips dar. Untersuchungen an Tumorzellkul-
turen demonstrierten, wie mit Hilfe von multiparametrischen Sensorchips der Verlauf meta-
bolischer und morphologischer Prozesse bei Einwirkung von verschiedenen Testsubstanzen
kontinuierlich analysiert werden konnte. Dabei wurden Zellen einer Kolonkarzinom-Zellinie
auf Siliziumchips gegeben, in ein Messgerat eingesetzt und kontinuierlich mit Nahrmedien
und Wirkstofflosungen computergesteuert perfundiert. Das Anwachsen und die Vermehrung
der Zellen konnte mit der Impedanzmessung verfolgt werden. Eine Messung des Sauerstoff-
verbrauchs und Veranderungen des pH-Wertes gab Aufschluss Uber Stoffwechselvorgange.
Bei diesen Versuchen konnten Wirkungen des toxischen Agens Cytochalasin B und Chlor-
acetaldehyd (Metabolit onkologischer Chemotherapeutika) nachgewiesen und Uber langere
Zeit verfolgt werden (OTTO et al. 2004).

3.3.4 Isolierte Organperfusion

Noch besser als Zell- oder Gewebekulturen ist die Methode der isolierten Organperfusion
dazu geeignet, Tierversuche zu ersetzen, da hier ein komplexes Organ in seiner funktionel-
len Integritat untersucht werden kann. Eine Reihe verschiedener Modelle hat sich bereits in
der Wissenschaft etabliert. Es werden vor allem Leber, Herz, Niere und Extremitaten auf
verschiedene Art und Weise perfundiert. Untersuchungen am isoliert perfundierten Rinder-
uterus konnten beweisen, dass dieses Modell in der pharmakologischen Forschung die An-
zahl von Tierversuchen reduzieren kann. Es wurden erfolgreich Untersuchungen durchge-
fuhrt, bei denen antiphlogistische Wirkungen von Medikamenten getestet wurden. Es stellte
sich heraus, dass dieses Modell zur Prufung von antiinflammatorischen Substanzen geeignet
ist und darlber hinaus Aussagen bezlglich der COX- Selektivitat treffen kann (BRAUN und
KIETZMANN 2004). CZYMEK et al. (2011) untersuchten an der isoliert perfundierten
Schweineleber die Auswirkungen einer elektrochemischen Behandlung. Sie konnten hiermit
das Verhaltnis zwischen applizierter elektrischer Ladung und GroéRe der Nekrosezone de-
finieren. Isoliert hamoperfundierte Lebern von geschlachteten Schweinen kénnen auferdem

als Modell zur Untersuchung von hepatotoxischen Nebenwirkungen von Medikamenten die-
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nen (GROSSE-SIESTRUP et al. 2002b). Isoliert normotherm hamoperfundierte Haut, in
Form von Schweineextremitaten, kann als Modell zur Untersuchung der dermalen Re-
sorption von Medikamenten oder aber auch von Umweltgiften dienen. Eine Studie zur der-
malen Resorption von Fentanyl konnte Uber 7 Stunden durchgefihrt werden (GROSSE-
SIESTRUP et al. 2002d). Neben den beiden letztgenannten wurden auch in weiteren Studien
Schlachthoforgane zur isolierten Organperfusion verwendet. Wahrend eines modifizierten
Schlachtprozesses wurden dabei Herz, Lunge, Leber und Nieren enthommen, schnellstmdg-
lich gekuhlt und konserviert. Nach der Verbringung ins Labor konnten diese Organe an den
Perfusionskreislauf angeschlossen werden. Nachteile bei der Verwendung von Schlachthof-
organen gegenuiber der experimentellen Organentnahme sind die nicht durchfiihrbare ,in
situ“ Kihlung und Konservierung, sowie eine nicht durchfihrbare ,in situ® Medikamenten-
testung. Als weiteres Problem stellt sich die schlecht definierbare warme Ischamiezeit dar.
Trotz dieser Defizite sind diese Organe lebensfahig genug, um bei pharmazeutischen Stu-
dien eingesetzt werden zu kénnen (GROSSE-SIESTRUP et al. 2002a). Auch bei der Aus-
bildung von Chirurgen zur Erlernung der minimal invasiven Operationstechnik stellt die pul-
sierende Organperfusion eine Mdéglichkeit zur Reduzierung von Tierversuchen dar. Mit Hilfe
von Schlachthoforganen konnen laparoskopische und thorakoskopische Standard-
operationen wirklichkeitsnah trainiert werden. Das jeweilig mit rot gefarbtem Leitungswasser
perfundierte Organ bzw. Organsystem befindet sich dabei in einem Gehause. Eine mit dem
Gehausedeckel luftdicht fixierte Neoprenmatte ersetzt die Bauchdecke und ermdglicht so die
Simulation des Pneumoperitoneums. Mit dieser Anordnung sind Operationen an Leber-
/Gallenblasenkomplex, Herz-/Lungenpraparat, Niere und Darm realitdtsnah imitierbar. Vor
allem die Beherrschung von ,Komplikationen“ wie Blutungen kdnnen beliebig oft simuliert
und gelbt werden (SZINICZ et al. 1993).

3.4 Isolierte Nierenperfusion

3.4.1 Entwicklung eines Modells einer isoliert perfundierten Niere

Nierenperfusionen wurden in der Vergangenheit meist mit Hilfe kleiner Labortiere, v.a. Rat-
ten durchgefuhrt. Die Ergebnisse dieser Perfusionen lieferten oft unzureichende Ergebnisse,
da sich die Nieren kleiner Labortiere in anatomischer und funktionaler Hinsicht von denen
des menschlichen Organismus unterscheiden (MAACK 1980). Isoliert perfundierte Nieren
des Kaninchens dienten ebenfalls als Untersuchungsmodell um z.B. die Folgen von Ischa-
mie und den Einfluss von Renin auf die Niere zu untersuchen (ROSENFELD et al. 1965).
Aber auch isolierte Perfusionen mit Hunde- und Affennieren wurden durchgefuhrt
(VANHERWEGHEM et al. 1976, STORCK et al. 1996, HOECHEL et al. 2003). Meist wurden

bei der Perfusion dieser Modelle zellfreie Perfusionsmedien verwendet. Hoechel und Mitar-
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beiter (2003) postulierten, dass synthetische Perfusionsmedien den Vorteil bdten, standardi-
sierbar zu sein, bzw. dass sie nicht individuellen Schwankungen unterlagen, wie es beim
autologen Blut der Fall ist. Zudem koénnten durch Blut vermittelte Reperfusionsreaktionen
durch den Einsatz zellfreier synthetischer Perfusionsmedien verhindert werden. Sie kamen in
ihrer Studie an isoliert perfundierten Hundenieren jedoch zu dem Ergebnis, dass die Nieren-
funktionalitdt nach Verwendung eines synthetischen Perfusats schlechter ist als nach Ver-
wendung von autologem Blut.

Die Funktionsparameter der mit zellfreien Medien perfundierten Nieren liegen z.T. nicht in-
nerhalb der physiologischen Norm, des Weiteren flihrt ein mangelnder onkotischer Druck zu
zunehmender Odematisierung der Organe und somit zu FunktionseinbuRen, was auch durch
die Zugabe von Albumin nicht zu verhindern ist (GROSSE-SIESTRUP et al. 2002¢c, GROS-
SE-SIESTRUP et al. 2003).

Aufgrund der oben genannten Nachteile bei der Verwendung von Organen kleiner Labortiere
(Ratten, Kaninchen), richtete sich die Aufmerksamkeit in der medizinischen Forschung in
den letzten Jahrzehnten zunehmend auf den Einsatz porciner Organe. Aufgrund ana-
tomischer und physiologischer Ahnlichkeiten zum menschlichen Organismus kénnen mit
Hilfe des Schweins Versuche an Hunden und Affen ersetzt werden (SWINDLE et al. 1994).
Die Arbeitsgruppe um Breimer (1996) stellte ein Modell der isoliert perfundierten Schweine-
niere vor, mit dessen Hilfe immunologische und physiologische Untersuchungen in der Xeno-
transplantationsforschung angestrebt wurden. Sie verwendeten autologes Vollblut, welches
mit Hilfe von Oxygenatoren arterialisiert wurde, korrigierten jedoch das Blut nicht in Bezug
auf niedermolekulare Solute (Metabolite, Elektrolyte). PETERS et al (2006) etablierten ein
relativ einfaches Modell der isoliert perfundierten Schweineniere, bei dem sie Nieren von
Schlachtschweinen verwendeten und diese je nach Fragestellung mit physiologischer Koch-
salzlésung bzw. gerinnungsgehemmten Schweineblut perfundierten. Uber einen Zeitraum
von sechs Stunden konnte die morphologische Integritdt der Nieren erhalten werden.
HACKER et al. (2005, 2006) verwendeten diese Modelle fir die Untersuchung minimal in-
vasiver Tumortherapien wie z.B. die Radiofrequenzablation oder die Laser induzierte
Thermotherapie.

Eine zusatzliche Verbesserung der Nierenperfusion konnte erstmalig durch den Einsatz so-
genannter Hohlfasermodule, welche in der Dialyse Verwendung finden, ermdglicht werden.
Nach dem Prinzip ,kinstlicher Kiemen* werden niedermolekulare Stoffe zwischen Dialysat-
und Blutkreislauf mit einem ,low flux“ Polysulfon-Dialysemodul ausgetauscht. Eine Entgiftung
des Perfusates, sowie eine Anreicherung des Perfusates mit energieliefernden Substanzen
und Sauerstoff ist somit durch die Benutzung dieser Hohlfasermodule mdglich. Oxy-

genatoren sorgen dabei fir die Sauerstoffversorgung. Dieses Modell der isoliert hamo-
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perfundierten Schweineniere kann an nahezu physiologische Verhaltnisse anknupfen und
gewahrleistet eine vierstindige Vitalitat der Niere (VON BAEYER et al. 1997). Dieses Modell
wurde in weiteren Studien eingesetzt, wobei Grosse-Siestrup und Mitarbeiter (2002c) den
Gebrauch von Nieren kommerziell geschlachteter Schweine untersuchten, um so eine
Reduktion von Tierversuchen zu ermdglichen. Die auf diesem Wege gewonnenen Nieren
erlaubten eine Hamoperfusion unter nahezu physiologischen Bedingungen Uber einen Zeit-
raum von 2 Stunden. In einer weiteren Studie dieser Arbeitsgruppe wurde das beschriebene
Perfusionsmodell unter Verwendung von Schlachthofnieren als Modell fir pharmakologische
Studien validiert. Anhand einer Kontrollgruppe bestehend aus Schweinenieren von Ver-
suchstieren konnte gezeigt werden, dass bei Anwendung des Medikaments Furosemid,
dessen Wirkmechanismen gut dokumentiert sind, im Modell der Schlachthofnieren die zu
erwartenden Reaktionen reproduziert werden konnten (GROSSE-SIESTRUP et al. 2003).

3.4.2 Der Perfusionskreislauf

Ein gut etabliertes Perfusionsmodell stellt das oben genannte Modell nhach VON BAEYER
(1997) dar, welches auch der vorliegenden Arbeit, in leicht modifizierter Form, zugrunde
liegt. Dieses Perfusionsmodell besteht aus einem Blut- und einem Dialysatkreislauf. Als Per-
fusionsmedium wird autologes, antikoaguliertes Schweineblut verwendet. Uber eine Rollen-
pumpe wird das Blut einem Low-Flux-Polysulfon-Dialysemodul zugefihrt, dort arterialisiert
und mit Hilfe einer weiteren Rollenpumpe Uber einen arteriell gelegten Katheter der Niere
zugefuhrt. Auch die Nierenvene ist katheterisiert, von hier fliel3t das Blut wieder in den Blut-
beutel. Neben dem Gasaustausch gewabhrleistet das Dialysemodul weiterhin den Soluten-,

Wasser- und Temperaturaustausch.

3.4.3 Einschrankungen und Probleme der isolierten Nierenperfusion

Die Limitationen der isolierten Nierenperfusion stehen einerseits in Zusammenhang mit der
Entnahmetechnik der Organe, wodurch es zum Auftreten unterschiedlicher Phasen der
Ischamie kommt, andererseits mit den im Perfusionskreislauf verwendeten Geraten und
Biomaterialien, die daflir verantwortlich sind, mdglichst physiologische Bedingungen nachzu-

ahmen.

3.4.3.1 Ischamie

Eines der groten Probleme bei der Perfusion isolierter Organe aber auch in der
Transplantationsmedzin stellt die durch die Organentnahme entstandene Ischamie dar
(GROSSE-SIESTRUP et al. 2002c). Ischamiebedingte Organschaden sind ein funktionelles
Defizit des Modells der isolierten Organperfusion. Besonders die Niere besitzt eine hohe
Ischamieempfindlichkeit und stellt so besonders hohe Anforderungen an ein Perfusions-
modell (VON BAEYER et al. 1997). Prinzipiell lassen sich zwei Phasen der Ischamie, die



20 LITERATURUBERSICHT

warme und die kalte Ischamie, unterscheiden. Die warme Ischamie ist definiert als der Zeit-
raum vom Unterbinden der arteriellen Blutversorgung der Niere bis zum Beginn der Kihlung
durch Perfusion mit gekuhltem Konservierungsmedium. Die kalte Ischamie ist die Zeit vom
Beginn der Kuhlung bis zum Einbau des Organs in den Perfusionskreislauf. Durch Ischamie
und Reperfusion bedingte Storungen der Mikrozirkulation entstehen durch zwei Vorgange.
Es kommt zum einen zu einer Leukozytenadhasion an Endothelzellen und einer Leuko-
zytenakkumulation im Gewebe, die GUber membranstandige Rezeptoren (Adhasionsproteine)
vermittelt wird. Dabei werden proteolytische Enzyme und toxische Sauerstoffradikale frei-
gesetzt, die zellschadigend wirken und eine Zunahme der mikrovaskularen Permeabilitat mit
Odembildung und weiterer Verschlechterung der Mikrozirkulation bewirken (,reflow para-
dox®). Zum anderen kommt es durch die Deformierung der Blutzellen und die Zunahme der
mikrovaskularen Viskositat infolge der Ischamie zu einer Zunahme des kapillaren Wider-
standes und zum Verschluss der Kapillaren (,no reflow*) (MENGER et al. 1992). Bei der
Reperfusion des ischamischen Gewebes kommt es zu einer erheblichen Bildung von Sauer-
stoffradikalen, die eine hohe zelluldre Toxizitat besitzen. Sauerstoffradikale entstehen durch
die nichtenzymatische Reduktion von Sauerstoff. Sie kdnnen Uber Lipidperoxydation Zell-
und Membranproteine denaturieren und dadurch Zellen irreversibel schadigen. Typische
Reperfusionsschaden gehen mit Endothelléasionen und intrazelluldrer Odembildung einher.
Freigesetzte Entzindungsmediatoren verstarken das Geschehen. Folglich kommt es zu
Mikrozirkulationsstorungen, die wiederum fokale Gewebsischdmien erzeugen. Somit fuhrt
nicht der Sauerstoffmangel allein, sondern vor allem Reperfusion und Reoxygenation
ischdmischen Gewebes zu irreversiblen Gewebeschaden (MESSMER 1994). Ziel ist es, die
Phasen der Ischamie so kurz wie moglich zu halten. Im Falle der Verwendung von Schlacht-
hofnieren stellt v.a. die warme Ischamiephase ein Problem dar, da sie aufgrund des
Schlachtprozesses und der Gewahrleistung von zum Verzehr tauglichem Fleisch knapp 14
Minuten betragt und damit deutlich Uber der warmen Ischamiezeit unter experimentellen Be-
dingungen liegt (GROSSE-SIESTRUP et al. 2002a). Nach einer warmen Ischamiezeit von 15
Minuten wiesen Nieren schlechtere Funktionsparameter auf als nach der Ischamiezeit unter
experimentellen Bedingungen. Beeinflusst wird v.a. der tubuladre lonentransport. Hierbei ist
der Natriumtransport der hauptsachliche sauerstoffverbrauchende Prozess, sodass sich die
Ischamieempfindlichkeit dieses Modells speziell an diesem Parameter dokumentiert (VON
BAEYER et al. 1997). Nichtsdestotrotz wurden die unter Schlachthofbedingungen ge-
wonnenen Nieren als tauglich fir die Verwendung in isolierten Perfusionsmodellen ein-
geschatzt (GROSSE-SIESTRUP et al. 2002a).

Aber auch die Lange der kalten Ischamiezeit ist von Bedeutung fir die Funktionsfahigkeit der

zu transplantierenden Niere. DITTRICH et al. (2004) verglichen Funktion und Histologie von
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nicht gelagerten Nieren mit der von Nieren nach sieben- bis achtstindiger kalter

Konservierung, wobei letztere signifikant schlechter abschnitten.

3.4.3.2 Bio- und Hamokompatibilitat

Méglichst physiologische Bedingungen wahrend der Perfusion zu schaffen und konstant zu
halten, stellt eine weitere Herausforderung dar. Dazu zahlen die Versorgung mit Sauerstoff
und Nahrstoffen, aber auch die Konstanthaltung der Temperatur und ein moéglichst steriles
Arbeiten (ISSELHARD 1986, VON BAEYER et al. 1993). Des Weiteren muss auf eine mog-
lichst hohe Biokompatibilitat geachtet werden. Hierbei handelt es sich um die Wechsel-
wirkungen zwischen Organismus und Fremdmaterial. Im Falle von Wechselwirkungen
zwischen Blut und Fremdmaterial spricht man von der sog. Himokompatibilitdt (BJORNSON
1978). In Abhéangigkeit von der Hamokompatibilitdt der verwendeten Materialien kann es

zum Auftreten folgender Probleme kommen:
3.4.3.2.1 Blutgerinnung und Komplementaktivierung

Wahrend der Perfusion steht das Blut mit Fremdmaterial in Kontakt, was zu einer Blut-
schadigung und so zu einer verstarkten Gewebsschadigung fuhren kann. Der Blutkontakt mit
der Dialysemembran fuhrt zu einer Aktivierung des alternativen Komplementweges. Eine
hierdurch hervorgerufene Entziindungsreaktion kann letztendlich zu einer Vasokonstriktion
fuhren, die wiederum eine mangelnde Sauerstoffversorgung im Gewebe nach sich zieht
(VANHOLDER 1997). Durch Adhasion von Gerinnungsproteinen an Fremdoberflachen und
deren Konformationsanderung kommt es zur Aktivierung der Gerinnungskaskade v.a. Uber
den intrinsischen Weg, was Uber den Zustand einer Hyperkoagulabilitat schliel3lich zu einer
Verbrauchskoagulopathie fuhrt (ITO et al. 1992). Um der Blutgerinnung entgegenzuwirken
werden bei der Vollblutperfusion Antikoagulantien eingesetzt. In der Regel wird nieder-
molekulares Heparin verwendet. Mikroblutungen aus unvermeidbaren Verletzungen, die bei
der Organentnahme entstehen, konnen Ursache fiir eine zunehmende Widerstands-
minderung im Blutkreislauf sein von (VON BAEYER et al. 1997).

3.4.3.2.2 Hamolyse

Die bei der Perfusion verwendeten Dialysatoren kdnnen verschiedene Probleme hervorrufen.
In den Kapillaren des Dialysemoduls kdnnen Scherkrafte entstehen, die eine Funktions-
beeintrachtigung oder Zerstérung der Erythrozyten bewirken, was eine Hamolyse zur Folge
hat (RINGOIR und VANHOLDER 1986). Des Weiteren wird die Hamolyse durch den Einsatz
von kontinuierlich pumpenden Rollenpumpen geférdert. Hier wird die Blutférderung durch
einen Verschluss und nachfolgendes Auswalken des Blutschlauches realisiert, wobei v.a. bei

unvollstandigem Verschluss Turbulenzen im Blutstrom und dadurch eine Hamolyse auftreten
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kann (PHILP et al. 1993). Der Einsatz pulsatiler Pumpen ist mit einer geringeren
Hamolyserate verbunden (WALDENBERGER et al. 1997). Im Falle einer Hamolyse kann
das Perfusat unter Umstanden nicht mehr ausreichend mit Sauerstoff gesattigt werden,

sodass es zu einer oxidativen Unterversorgung des Organs kommt (BUCHHOLZ 1990).
3.4.3.2.3 Leaching

Substanzen, die bei der Herstellung und Sterilisation von Dialysemodulfiltern verwendet
werden, kénnen sich unter Umstanden wahrend der Perfusion I6sen und ins Blut abgegeben
werden. Je nach Substanz sind dadurch Ablagerungen in Organen oder toxische Reaktionen
mdglich. Zu einem solchen Ablésen von Stoffen kommt es jedoch in der Regel erst nach
langen Perfusionszeiten (deutlich >2 Stunden) (RINGOIR und VANHOLDER 1986).

Die beschriebenen Schwierigkeiten zeigen, dass die Perfusion isolierter Organe als Tierver-
suchsersatzmethode einschrankende Mangel aufweist und erklart die begrenzt moégliche
Dauer einer Perfusion. Es gibt organspezifische Unterschiede bei der Erhaltung der Vitalitat
wahrend der Perfusion. So kdnnen Schweinenieren bis zu 4 Stunden und Schweinelebern
ca. 3,5 Stunden erfolgreich perfundiert werden (VON BAEYER et al. 1997, GROSSE-
SIESTRUP et al. 2001).

3.5 Nierenphysiologie

Die Niere ist neben der Leber das wichtigste Stoffwechselorgan. Ihre Funktion erstreckt sich
von der Ausscheidung von Stoffwechselendprodukten Uber die Regulation des Wasser-,
Saure-Basen- und Elektrolythaushalts bis zur Produktion verschiedener Hormone.

Die funktionelle Einheit der Nieren ist das Nephron. Hier werden im Glomerulum alle Plasma-
bestandteile ultrafiltriert, es entsteht der Primarharn. Die Bildung ist vom effektiven
Filtrationsdruck abhangig, welcher sich aus der Differenz aus Blutdruck und kolloid-
osmotischem Druck einerseits und dem Druck der Bowmanschen Kapsel andererseits ergibt.
Im proximalen Tubulus kommt es zur aktiven ATP-abhangigen Reabsorption von Natrium,
Glukose und Aminosauren. Dies fuhrt zur Bildung eines osmotischen Gradienten zwischen
Tubuluslumen und peritubularer Flissigkeit, so dass Wasser, Harnstoff und Chlorid in
grolkem Umfang passiv resorbiert werden. Im dinnen absteigenden Schenkel der
Henleschen Schleife wird v.a. Wasser infolge des hohen osmotischen Drucks in der peri-
tubularen Flissigkeit reabsorbiert. Im dicken aufsteigenden Schenkel der Henleschen
Schleife ist eine hohe Aktivitat von Transport-ATPasen vorhanden, und Natrium gelangt aus

den Zellen in die peritubulare Gewebeflissigkeit. Im distalen Tubulus kommt es dann zu
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weiterer Reabsorption bzw. Sekretion von lonen (KOLB 1989, HIERHOLZER und FROMM
1997).

Aufgrund ihrer Funktion als Ausscheidungs- und Regulationsorgan werden die Nieren
intensiv durchblutet. Der effektive renale Blutfluss liegt beim Schwein bei ca. 500 ml/min/m?
KOF, somit flieRen innerhalb von 24 Stunden ca. 1000 Liter Blut durch die Nieren. Der Ver-
brauch an Sauerstoff und ATP ist entsprechend hoch (KOLB 1989).

Beim Schwein wird das endogene Kreatinin durch glomerulare Filtration ausgeschieden,
ohne dass es im weiteren Verlauf zu nennenswerter tubularer Resorption oder Sekretion
kommt. Die Kreatinin-Clearance kann daher als Mal fir die glomerulare Filtrationsrate

herangezogen werden (KOLB 1989).

3.6 Pathophysiologie des akuten Nierenversagens

Unter einem akuten Nierenversagen versteht man den pl6tzlichen, potentiell reversiblen Aus-
fall der exkretorischen Nierenfunktion. Es ist im wesentlichen durch eine akute Tubulo-
nekrose gekennzeichnet, deren Pathogenese sich aus vaskularen, tubularen und zellularen
Storungen zusammensetzt (MYERS et al. 1980, BREZIS et al. 1991, NEUMAYER 1997).
Das akute Nierenversagen unterteilt sich in drei Phasen: Die Initialphase, die Erhaltungs-
phase und die Heilungsphase (BOCK 1998). Wahrend der Initialphase ist die Niere dem
schadigenden Insult ausgesetzt. Es kommt zur Schadigung der Tubuluszellen und aufgrund
des tubuloglomerularen Feedback zur Absenkung der glomerularen Filtrationsrate (GFR). Es
kommt zu einer renalen Minderperfusion, deren Mechanismen neben dem
sympathikoadrenergen System auch die vasokonstriktive Wirkung des Renin-Angiotensin-
Systems beinhalten (NEUMAYER 1997). Weiterhin kommt es zu einer Druckerhdhung im
proximalen Tubulussystem durch Obstruktion mit Detritus, abgeschilferten Mikrovilli und
Proteinzylindern, die bei einer gleichzeitigen Erhéhung der Membranpermeabilitat zu einem
passiven Ruckfluss von Filtrat aus dem Tubulussystem ins Interstitiums fuhrt (,back leak®).
Aufgrund der Ischamie kommt es in den Tubuluszellen zum Abfall des ATP und somit zur
Verminderung der Aktivitat der Natrium-Kalium-ATPase und der Kalzium-ATPase. Daraufhin
kommt es zur Erhdhung der intrazellularen Natriumkonzentration. Das Natrium bewirkt Gber
die Erhdhung der intrazellularen Osmolaritat einen Wassereinstrom in die Zelle und somit ein
Zellddem. Zugleich ist die Kalziumpermeabilitat der Zellmembran erhdht. Kalzium spielt bei
vielen Transportmechanismen als ,second messenger® eine wichtige Rolle. Durch den
massiven Kalziumeinstrom wird die Aktivitat dieser Transporter vermindert, was zur weiteren
Desintegration der Membranstrukturen fihrt. Wahrend der Reperfusion werden freie
Radikale gebildet und freigesetzt. Diese fllhren zur Oxidation der zellularen

Phospholipidmembran und zur weiteren Membranzerstérung (NEUMAYER 1997).
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Die Erhaltungsphase kann Tage bis Wochen umfassen, in deren Verlauf es aufgrund einer
verminderten Nierendurchblutung und GFR, und einer gestorten Tubulusfunktion zur
klinischen Auspragung der Uramiesymptome kommt. Wird die Heilungsphase erreicht, findet
eine Wiederherstellung der Nierenfunktion durch Reepithelisierung, Zellteilung und Ent-
fernung von Obstruktionen statt (COWGILL und FRANCEY 2005).
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4 MATERIAL UND METHODEN

4.1 Tiere

In der Studie werden 18 Nieren von 18 weiblichen Schweinen der deutschen Landrasse ver-
wendet (Studie genehmigt durch das Landesamt fur Gesundheit und Soziales, Berlin; Pro-
jektnummer: O 0140/03). Das Gewicht der Tiere liegt zwischen 24-40 kg. Die Tiere werden in
kleinen Gruppen in Boxen auf Stroh gehalten. Die Lufttemperatur betragt 18 -21°C. Die
Fitterung erfolgt ad libitum mit dem Standardfutter ,Schweinemast Universal G*'. Mittels
Selbsttranke besteht jederzeit die Méglichkeit zur Wasseraufnahme. Durch cage enrichment
(Spielmaterial in der Box) erhalten die Schweine Beschaftigung und kénnen ihrem natir-
lichen Spieltrieb nachgehen. Die Tiere sind klinisch gesund. Vor der Organentnahme werden
die Nierenwerte (Harnstoff, Kreatinin) und die Elektrolyte (Natrium, Kalium, Kalzium,

Phosphat) Gberprift.

4.2 Perfusionssystem (Versuchsaufbau)

Das Perfusionssystem setzt sich aus zwei funktionell verschiedenen Kreislaufen zusammen.
Zum einen aus dem Blutkreislauf, welcher direkt mit der Niere in Kontakt steht, und zum an-
deren aus dem parallelgeschalteten Dialysatkreislauf. Diese bilden als Einheit die Per-
fusionsapparatur (Abbildung 1 und Abbildung 2). Beide Kreisldufe sind im Dialysemodul mit-

einander verbunden, welches einen Gas- und Solutenaustausch ermdglicht.

4.2.1 Blutkreislauf

Der Blutkreislauf besteht aus einem mit 0,5 Litern Blut des Organspenders und 10 ml
20%igem Humanalbumin? (zur Stabilisierung des kolloidosmotischen Drucks) gefiillten
PlastikgefaR versetzt mit 0,6 g des Antibiotikums Amoxicillin/Clavulanséure® und 10000 IE
des Blutgerinnungshemmers Heparin®, zwei pulsatilen Pumpen®, die durch einen Kom-
pressor® angetrieben werden, einer Luftfalle’, zwei Blutentnahmestellen, zwei Druck-

aufnehmern mit angeschlossenem Druckmesser®, einer Temperatursonde®, einem nicht in-

! Schweinemast Universal G, thiikkra GmbH, Gotha

% Humanalbumin Kabi 20%®, Octapharm GmbH, Langenfeld

® Augmentan®, GlaxoSmithKline GmbH &Co. KG, Miinchen

4 Liquemin® N 25000, Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-Wyhlen

® Pulsatile Kunstherzpumpen ,Berlin Heart: P10P-001 (10 ml) und MXA-6 (30 ml), Berlin

6 Elektropneumatisches Antriebssystem flr Herzunterstitzungspumpen ,HDgeen”, Dr. Heimes Medizin
technik GmbH, Aachen

’ Luftfalle, Firma Braun, Melsungen

8 Druckuberwachungssystem, Hewlett Packard, Béblingen

® Temperatursensor, Firma Stockert, Miinchen
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vasiven Flussmesser'® mit angeschlossenem Flussmessgerét'’, den Verbindungsschlduchen
mit Konnektoren und einem Dialysator'?. Das Blut gelangt aus dem Blutreservoir in die
~vendse“ pulsatile Pumpe. Diese beférdert das Blut zum Dialysator. Die semipermeable
Membran der Kapillarwande des Dialysators ermdglicht einen Austausch kleinmolekularer
Substanzen entlang des Konzentrationsgradienten Uber die Mechanismen der Diffusion und
Konvektion. Diese mit Blut gefillten Kapillaren werden im Gegenstrom von Dialysatfliissig-
keit umsplult. Dabei finden Oxygenierung und Decarboxylierung des Blutes sowie Glukose-
anreicherung und Elektrolytaustausch durch die Polysulfonmembran statt. Nach Verlassen
des Moduls hat das Blut eine Sauerstoffsattigung von 99-100 %. Es gelangt via ,arterieller”
pulsatiler Pumpe in die Luftfalle. Der nicht zur Organperfusion bendétigte Teil des Blutes flief3t
Uber einen Bypass zurlick ins Reservoir. Noch vorhandene Luftblaschen werden in der Luft-
falle aus dem Kreislauf entfernt. Zwischen Luftfalle und Nierenarterie befinden sich der
arterielle Druckmesser, die Blutabnahmestelle, eine Temperatursonde und die Sonde des
Paratrends', fiir die kontinuierliche Messung des pH-Wertes sowie des arteriellen pO, und
pCO.. Ein Flussmessgerat gibt Auskunft Gber den arteriellen Blutfluss. Nachfolgend gelangt
das Blut Uber die A. renalis in die Niere. Diese selbst liegt geschutzt in einer Plastiktite in
einem Wasserbad, welches mittels eines Einhémgethermostats14 konstant bei 38+0,5° C ge-
halten wird. Uber die V. renalis verlasst das Blut die Niere und gelangt zuriick ins Blut-
reservoir. Die vendse Druckmessung und die Abnahmestelle der vendsen Blutproben erfolgt

zwischen Nierenvene und Blutreservoir.

4.2.2 Dialysatkreislauf

Der Dialysatkreislauf besteht aus einem mit 6 Litern Dialysat (Tabelle 1) geflllten Glas-
zylinder, der durch einen Gummistopfen luftdicht verschlossen ist, einer Rollenpumpe’®,
einem Oxygenator'® und einem Schlauchsystem mit Dialysatabnahmestelle. Mittels Rollen-
pumpe wird die Dialysatflissigkeit dem Oxygenator zugeflihrt. Dieser ist Uber einen
Schlauch mit der externen Sauerstoffversorgung verbunden. Das Dialysat wird hier mit
Sauerstoff angereichert. Der Oxygenator steht auRerdem mit dem Warmeaustauscher'’ in
Kontakt und sorgt fiir eine Erwarmung des Dialysats auf 38,0°C. Eine Wasserpumpe™ be-

fordert temperiertes Wasser zum Oxygenator/Warmeaustauscher, was eine Erwarmung des

"% Blutflussmesser , T206 small animal blood flow meter®, Transonic Systems Inc., New York, USA
" Flussmesser T206, Transonic Systems Inc.

'2 polysulfon-Low-Flux-Dialysator Typ F7 HPS, Fresenius Medical Care, Bad Homburg

'3 paratrend®, TrendCare TCM 7000, Diametrics Medical Care, Roseville, USA

'* Einhangethermostat MD JULABO Labortechnik GmbH, Seelbach

1 Einzelkopf- Rollenpumpe, Firma Stéckert, Minchen

'® Lilliput 1 D 901, Firma dideco

7 Warmeaustauscher, Firma Stockert, Minchen
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Dialysats im Gegenstromprinzip bewirkt. Das mit Sauerstoff angereicherte Dialysat wird zum
Dialysemodul gepumpt und umspiilt im Gegenstrom die mit Blut geflllten Kapillaren. Sauer-
stoff und Warme werden auf das Blut Ubertragen. Nach dem Solutenaustausch flief3t das
Dialysat in den Glaszylinder zuriuck.

Das Dialysat wird unmittelbar vor Versuchsbeginn frisch angesetzt: Die Zusammensetzung

des Dialysats (Menge der Inhaltsstoffe pro Liter Aqua destillata) ist in Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1: Zusammensetzung des Dialysats (nach von Baeyer)

Substanz Molekulargewicht [g] [mmol/l] [a/l]
NaCl 58,44 110,0 6,43
KCI 74,56 4,0 0,3
CaCI2H20 147,02 1,5 0,22
MgCI2x6H20 203,31 1,0 0,2
NaHCO3 84,01 20,0 1,68
NaH2PO4 137,99 0,5 0,07
D-Glukose 180,16 8,0 1,44
Harnstoff 60,06 5,0 0,3
Kreatinin 113,12 0,5 0,06
Organsefte Versorgungsseite

10ml

0
Temperening

Antrieh
E smmwm|—] I |FI

Pumpe
konstantes ﬁ} _m
Wolumen
_ EmEm D
— i —

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Perfusionskreislaufs
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Abbildung 2: Perfusionsapparatur mit pulsatilen Pumpen, Dialysator und Organbad

4.3 Versuchsablauf

Die Organperfusion wird in drei Gruppen mit jeweils 6 Nieren tber 180 Minuten durchgefihrt.
Die Gruppen unterscheiden sich in der verwendeten Konservierungsldosung (Tabelle 2).
Gruppe I: HTK-L6ésung (Custodiol®)'®

Gruppe Il Baeyer-2-Ldsung

Gruppe Ill: ~ HTK-Lésung mit lloprost' (25 pg/2 Liter Custodiol®)

Abbildung 3 gibt einen Uberblick Uber den zeitlichen Verlauf des Versuchs.

'® HTK-L6sung/Custodiol®, Dr. Franz Kéhler Chemie GmbH, Alsbach-Hahnlein
" lloprost/llomedin®, Schering Deutschland GmbH, Berlin
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Organentnahme,
Organwagung, Organwagung, Perfusionsende,
kalte Konservierung Organanschluss Organwagung

0 1 2 3 4 5 Stunden
{ S R N N R N
Systemvorbereitung Probenentnahme (arterielles/vendses Blut,

Urin, Dialysat), Volumenersatz Urinverlust,
Dokumentierung Hamodynamik

Abbildung 3: Versuchsablauf (schematische Darstellung)

4.3.1 Organentnahme und Blutgewinnung

Die Entnahme der Nieren und die Blutgewinnung erfolgt operativ unter sterilen Bedingungen.
Die Schweine werden mit Etomidat®® (0,25-0,5 mg/kg i.v.) und Thiopental*'(5-10 mg/kg i.v.)
anasthesiert. Als Muskelrelaxans wird Pancuroniumbromid® eingesetzt. Zur Analgesie wird
Ketamin?® (10mg/kg i.m) verwendet. Nach der Intubation erfolgt die Narkoseerhaltung mittels
Isofluran®*-Sauerstoff- Lachgas-Gemisch. Das Tier wird wahrend der Operation maschinell
beatmet. Nach Applikation von 10.000 |.E. Heparin wird die V. jugularis nach Praparation mit
einer ,Heidelberger Verlangerung“® kaniiliert. Wahrend der Operation befindet sich das Tier
in Riickenlage, es wird eine mediane Laparotomie entlang der Linea alba durchgefiihrt. Nach
Vorlagerung des Darmkonvoluts werden Aorta abdominalis sowie Vena cava caudalis frei-
prapariert. Die Aorta wird vor der Beckenaufzweigung kanuliert, um die Bauchorgane mit 2
Liter, auf 4°C vorgekuhlter Konservierungslosung zu spilen. Im Anschluss werden die
Bauchorgane mit 4°C kalter 0,9%-iger NaCIl-Lésung umspdult, um eine sofortige Oberflachen-
kihlung zu bewirken. Nun erfolgt die Entnahme der Nieren durch Praparation und an-

schliellender Durchtrennung von A. und V. renalis und des Urethers, sowie das Ldsen aus

20 Etomidat®—Lipuro, B.Braun, Melsungen

21 Trapanal®, ALTANA Pharma Deutschland GmbH, Konstanz

2 pancuronium/-duplex Deltaselect® Injektionslésung, Deltaselect, Dreieich

% Ursotamin®, Serumwerk Bernburg

2 |sofluran-Baxter® Inhalationsflissigkeit, Baxter Deutschland GmbH, Unterschleissheim
% Ubertragungsleitung®, 75 cm und 3 mm Innendurchmesser, Fa.CODAN, Lensahn
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der Kapsel. Uber die kandilierte V. jugularis wird das Tier entblutet. Fur die Perfusion wird ca.

|26

1 Liter Eigenblut verwendet, welches in einem Blutbeutel™ aufgefangen wird.

4.3.2 Konservierung der Organe

Nach Gewichtsbestimmung der Nieren mittels Digitalwaage?” werden diese unmittelbar in
eine Schale mit gekuhlter Konservierungslésung (Tabelle 2) Uberfihrt, welche zusatzlich auf
Eis gebettet wird, um eine schnelle Kiihlung zu gewahrleisten. Die Nierenarterie und Nieren-
vene werden mit einem Konnektor- Schlauchsystem?® kaniiliert. Der Harnleiter wird mit
einem gekirzten Absaugkatheter” versehen. Alle Kaniilierungen werden durch eine Liga-
tur®® fixiert. Um noch vorhandene Blutreste zu entfernen, werden die Nieren via A. renalis mit
ca. 150 ml der jeweiligen Konservierungslésung manuell durchspdlt, bis sie von homogen
blasser Farbe sind. Bis zum Beginn der Perfusion werden die Nieren 2 Stunden im Kuhl-
schrank bei 4° C aufbewahrt. Alle beschriebenen Vorgange werden unter sterilen Be-

dingungen durchgeflihrt, um eine Kontamination der Nieren zu vermeiden.

Tabelle 2: Zusammensetzung der Konservierungslésungen (FEHRENBERG et al. 2004)

Inhaltsstoffe Einheit Eigenschaft B2-Lésung HTK-Lésung

Na* mmol/l Kation 22 15
K mmol/l Kation 150 9
Mg** mmol/l Kation 10 4

cr mmol/| Anion 10 50
S04 mmol/| Puffer 85 -
PO4 mmol/l Puffer 6 -

Histidin mmol/| Puffer - 198

Mannitol mmol/| Kolloid - 30
Saccharose mmol/| Zucker 40 -
PEG mmol/| Kolloid 25 -

Osmolaritat | mosmol/kg 323 310

% Biopack-Compolex, Biotrans® GmbH, Dreieich

T Digitalwaage, Firma Sartorius AG, Gottingen

% Silikonschlauch, Firma Loewe, Berlin, Konnektor, Firma Jostar Medizintechnik, Hirrlingen
2 Ruschelit® Normabsaugkathter, 2mm Durchmesser, Willy Riisch GmbH, Kernen

30 Vicryl®, 1 metric, Ethicon, Norderstedt
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4.3.3 Durchfiihrung der Perfusion

Vor Anschluss des Organs an die Perfusionsapparatur wird das System zunachst mit 0,5 |
Hamofiltrationslosung, versetzt mit 10.000 I.E. Heparin, gesplilt. Die Hamofiltrationslosung
wird unmittelbar vor Anwendung aus der Basislosung zur Bicarbonat-Hamofiltration SH-BIC
35%" und der Elektrolytldsung zur Bicarbonat-Hamofiltration SH-EL 0232 nach Anwendungs-
vorschrift gemischt. Die initiale Spulung dient der Entfernung von Luft aus dem Kreislauf.
Ferner werden Einstellungen der Perfusionsgerate, wie Temperatur, Driicke und Sauerstoff-
zufuhr, vorgenommen. Sind die Vorbereitungen erfolgt, wird die Spulldsung durch Blut er-
setzt. Eine Restmenge von ca. 300 ml der Hamofiltrationslésung verbleibt im arteriellen
Schenkel. Nach erfolgter Vorbereitung des Systems wird die Niere gewogen, aulerlich mit
0,9%iger NaCI*® gespiilt, in eine Plastiktiite verbracht und mit dem Kreislauf verbunden. Zu-
nachst erfolgt nur der Anschluss des arteriellen Schenkels. Die Niere wird mit der noch im
System  befindlichen  Hamofiltrationslésung  durchspllt, um noch vorhandenes
Konservierungsmittel auszuspulen. Weist das austretende vendse Blut eine dunkelrote
Farbe auf, kann davon ausgegangen werden, dass es nicht mehr mit Hamofiltrationsldsung
verdunnt ist. Daraufhin erfolgt der Anschluss des vendsen Schenkels an die Niere. Die Niere,
geschitzt durch die Plastiktite, wird in das auf 38,5°C temperierte Wasserbecken verbracht.
Der Absaugkatheter, welcher als Verlangerung des Harnleiters fungiert, leitet den produ-
zierten Urin in einen ca. 30 cm unterhalb der Niere befindlichen Messbecher. Die durch Urin-
produktion verlorene Menge an Flissigkeit wird durch Zufuhr physiologischer Elektrolyt-
l6sung® ausgeglichen. Die Driicke werden am Kompressor korrigiert, bis ein Mitteldruck von
100£10 mmHg erreicht wird.

4.4 Messverfahren

4.4.1 Probenentnahme und Datenerfassung

Vor Organentnahme wird eine vendse Blutprobe zur Kontrolle von Harnstoff, Kreatinin und
der Elektrolyte Natrium, Kalium, Kalzium und Phosphat enthommen. Vor Perfusionsbeginn, 5
Minuten nach Organanschluss und anschliefend alle 30 Minuten erfolgen Abnahmen von
arteriellem und vendsem Blut, Dialysat und Urin inkl. Mengenerfassung.

Unmittelbar nach Entnahme der Proben werden im arteriellen und vendsen Blut, im Dialysat
sowie im Urin die Blutgase und die Natriumkonzentration analysiert. Im arteriellen Blut wird

aullerdem der Hb-Wert zur Berechnung des Sauerstoffverbrauchs und der kolloidosmotische

31 Basisl6sung zur Bicarbonat-Hamofiltration SH-BIC 35, Firma B. Braun, Melsungen

%2 Elektrolytldsung zur Bicarbonat-Hamofiltration SH-EL 02, Firma B. Braun, Melsungen
% NaCl-Ldsung, Firma B.Braun, Melsungen

3 Elektrolytinfusionsldsung 153, Firma Berlin Chemie, Berlin
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Druck zur Stabilitatskontrolle des Perfusats bestimmt. Im vendsen Blut werden die blut-
chemischen Parameter Kreatinin, Glukose, Natrium, Totalprotein und die Osmolalitat fir die
Beurteilung der Nierenfunktion gemessen. Die blutchemischen Parameter und die
Osmolalitat werden im Institut fir Laboratoriumsmedizin und Pathochemie des Universitats-
klinikums Charité (Campus Virchow-Klinikum, Leiter: Prof. Dr. E. Koéttgen) im Routine-
Analyseprogramm ermittelt. Die Blutgase werden mit dem ABL505%° gemessen. Die Be-
stimmung des Hb-Werts erfolgt mit dem OSM3*, die des kolloidosmotischen Drucks mit dem
Onkometer BMT 9217

Protokolliert werden gleichzeitig Flussraten von Blut und Dialysat sowie Dricke (systolisch
und diastolisch) und Temperatur. Eine Gewichtsbestimmung der Nieren erfolgt nach Organ-

entnahme, nach Konservierung sowie am Perfusionsende.

4.4.2 Berechnung der Parameter

Folgende funktionelle Parameter werden mit Standardformeln (siehe Anhang) berechnet:
Organwiderstand, Kreatinin-Clearance, Resorptionsfraktion Natrium, Tubularer Natrium-
transport, Sauerstoffverbrauch und Diurese. Die Ergebnisse werden auf 100g Nierengewicht
bezogen. Des Weiteren werden die Urin/ Plasma Relationen Osmolalitat, Protein, Kreatinin

und Glukose bestimmt.

4.5 Datenverarbeitung und statistische Auswertung

Folgende Computerprogramme dienen zur Erstellung der Arbeit: Microsoft Word Office 2000
zur Textverarbeitung und Microsoft Excel Office 2000 zur Datenerfassung und -bearbeitung
sowie SPSS Version 13 zur statistischen Auswertung der Ergebnisse und Darstellung der
Boxplots. Aufgrund der kleinen Stichprobengrofie wird zur Darstellung der Daten der Median
mit dazugehorigen Perzentilen gewahlt. Zur graphischen Darstellung der Ergebnisse werden
,Box-and-Whisker-Plot-Diagramme"” verwendet, wobei die Messzeitpunkte 60, 120 und 180
Minuten dargestellt und fiir die statistischen Berechnungen herangezogen werden. Gemaf
der Vorgaben fur nicht-normalverteilte Daten wird zur Errechnung der statistischen Signi-
fikanz fir den Vergleich der Werte in den Perfusionsphasen der Mann-Whitney-U-Test

herangezogen. Eine Signifikanz wird angenommen, wenn p<0,05 ist.

% Radiometer, Kopenhagen
% Radiometer, Kopenhagen
3" Onkometer BMT 921, Thomae, BMT Messtechnik GmbH, Berlin
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5 ERGEBNISSE

Nach zweistundiger hypothermer Lagerung werden 18 Nieren in drei Gruppen (je n=6) 180

Minuten lang perfundiert.

5.1 Nierengewichte

In der Gruppe | liegt der Median nach Organentnahme bei 75g, nach Konservierung bei
93,3g und nach Perfusion bei 96,8g. In der Gruppe Il liegt der Wert jeweils bei 107g, 120,59
und 136,8g. In der Gruppe lll bei 66g, 84g und 89,7g. Es kommt innerhalb aller drei Gruppen
jeweils zu einer signifikanten Gewichtszunahme zwischen Ausgangsgewicht und End-
gewicht. Die relative Gewichtszunahme im Vergleich zum Ausgangsgewicht unterscheidet
sich jedoch zwischen den drei Gruppen weder nach der Konservierung noch nach Per-

fusionsende.

70,00
B Gruppe |

E Gruppe I
O Gruppe llI

60,00 —
50,00 T

40,00 o

30,00 :

10,00 J_

rel. Gewichtszunahme im Verhiltnis zum Ausgangsgewicht
(%)

0,00

I I
nach Konservierung nach Perfusion

Zeitpunkt der Gewichtszunahme

Abbildung 4: relative Gewichtszunahme der Nieren in den Gruppen I-1ll nach Konservierung und nach
Perfusion. Gruppe | = HTK-Lésung (n=6), Gruppe Il = Baeyer-2-Lésung (n=6), Gruppe Il =
HTK-Lésung mit lloprost (n=6). Dargestellt sind Median, Quartile, Mini- und Maximalwerte

und Ausreil3er (9.
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5.2 Hamodynamische Parameter

5.2.1 Blutfluss

Der Median der Gruppe | liegt nach 60 Minuten bei 100,14 ml/min*100g, nach 120 Minuten
bei 120,05 ml/min*100g und nach 180 Minuten bei 136,26 ml/min*100g. In der Gruppe Il liegt
der Medianwert nach 60 Minuten bei 210,87 ml/min*100g, nach 120 Minuten bei 254,24
ml/min*100g und nach 180 Minuten bei 251,95 mI/min*100g. In der Gruppe Il hat der Blut-
fluss einen anfanglichen Medianwert von 150,99 miI/min*100g und nach 120 Minuten von
171,35 ml/min*100g. Nach 180 Minuten Perfusion ist der Medianwert auf 249,85
ml/min*100g angestiegen. Der renale Blutfluss ist sowohl in Gruppe Il als auch in Gruppe llI
zu allen drei Messzeitpunkten signifikant héher als in Gruppe |. Zwischen der Gruppe Il und

der Gruppe lll bestehen zu keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede.

% % * % * %
350,00 — ’
' BE Gruppe |
B Gruppe ll
O Gruppe Il
300,00 —
T

2

<, 250,00 10 —

o

=]

=

*

=

E 20000 -

E

m —

=]

150,00 —
5 = I
m

100,00~ ? - *

50,00 =

| I I
G0 120 180

Perfusionsdauer (min)

Abbildung 5: Vergleichende Darstellung des Blutflusses in den Gruppen I-1ll: Gruppe | = HTK-Lésung
(n=6), Gruppe Il = Baeyer-2-Lésung (n=6), Gruppe Ill = HTK-L6sung mit lloprost (n=6).

Dargestellt sind Median, Quartile, Mini- und Maximalwerte. *= signifikant héhere
Medianwerte der Gruppe Il und Ill gegeniiber Gruppe I.



5 ERGEBNISSE 35

5.2.2 Organwiderstand

Der Organwiderstand nimmt wahrend der Perfusion in allen drei Gruppen ab. In der Gruppe |
liegt der Medianwert nach 60,120 und 180 Minuten bei 0,91, 0,71 und 0,66
mmHg*min*100g/ml. In der Gruppe Il liegt der Medianwert nach 60, 120 und 180 Minuten bei
0,35, 0,33 und 0,30 mmHg*min*100g/ml. Der Median der Gruppe lll liegt nach 60, 120 und
180 Minuten bei 0,61, 0,5 und 0,35 mmHg*min*100g/ml. Sowohl Gruppe Il als auch Gruppe
Il weisen zu allen Messzeitpunkten einen signifikant niedrigeren Organwiderstand als
Gruppe | auf. Lediglich nach 60mindtiger Perfusion ist der Organwiderstand der Gruppe I
auch signifikant niedriger als der der Gruppe lll, dieser Unterschied ist jedoch spéater nicht

mehr nachweisbar.
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Abbildung 6: Vergleichende Darstellung des Organwiderstandes in den Gruppen I-ll: Gruppe | = HTK-
Lésung (n=6), Gruppe Il = Baeyer-2-Lésung (n=6), Gruppe Ill = HTK-Lésung mit lloprost

(n=6). Dargestellt sind Median, Quartile, Mini- und Maximalwerte, Ausrei3er () und Extrem-

werte (7). *= signifikant héherer Medianwert der Gruppe | gegeniber den Gruppen Il und Ill.

**= signifikant héherer Medianwert der Gruppe Ill gegentiber der Gruppe 1.
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5.3 Nierenfunktionsparameter

5.3.1 Kreatinin-Clearance

Die Medianwerte der Gruppe | zeigen nur geringfiigige Anderungen. Nach 60 Minuten liegt
er bei 10,91 ml/min*100g, nach 180-minutiger Perfusion bei 11,02 ml/min*100g. In der
Gruppe |l liegt der Medianwert mit 28,09 ml/min*100g nach 60-minutiger Perfusion subjektiv
deutlich Uber denen der anderen Gruppen. Gegen Perfusionsende sinkt er auf einen Wert
von 20,43 ml/min*100g. Auch der Medianwert der Gruppe Ill nhach 60 Minuten Perfusions-
dauer mit 19,16 ml/min*100g ist nahezu doppelt so gro wie der Median der Gruppe I.
Gegen Ende der Perfusion sinkt der Median auf 10,23 ml/min*100g. Signifikante Unter-
schiede in der Kreatinin-Clearance zwischen den drei Gruppen bestehen jedoch zu keinem

Zeitpunkt.
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Abbildung 7: Vergleichende Darstellung der Kreatinin-Clearance in den Gruppen I-ll: Gruppe | = HTK-
Lésung (n=6), Gruppe Il = Baeyer-2-Lésung (n=6), Gruppe Illl = HTK-Lésung mit
lloprostzusatz (n=6). Dargestellt sind Median, Quartile, Mini- und Maximalwerte

und AusreilSer (9.
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5.3.2 Filtrationsfraktion

In der Gruppe | verringert sich der Medianwert von anfanglich 15,55 % auf 9,6 %. Der
Median der Gruppe Il liegt nach 60-minutiger Perfusion bei 16,58 % und sinkt gegen Per-
fusionsende auf 11,86 %. Die Filtrationsfraktion der Gruppe Il hat nach 60 Minuten Per-
fusionsdauer einen Medianwert von 11,88 % und sinkt auf einen Wert von 6,86 % nach 180-
minutiger Perfusion. Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen bestehen zu keinem

Perfusionszeitpunkt.
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Abbildung 8: Vergleichende Darstellung der Filtrationsfraktion in den Gruppen I-lll: Gruppe | = HTK-
Lésung (n=6), Gruppe Il = Baeyer-2-Lbsung (n=6), Gruppe lll = HTK-L&sung mit
lloprostzusatz (n=6). Dargestellt sind Median, Quartile, Mini- und Maximalwerte

und AusreilSer (9.

5.3.3 Sauerstoffverbrauch

In der Gruppe | liegt der Medianwert des Sauerstoffverbrauchs nach einer Perfusionsdauer
von 60 Minuten bei 138,66 pmol/min*100g, nach 120 Minuten bei 111,67 pmol/min*100g und
zum Perfusionsende bei 117,28 ymol/min*100g. Der Median der Gruppe Il hat nach 60-

minutiger Perfusion einen Wert von 103,21 pmol/min*100g, nach 120-minUtiger Perfusion
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von 97,58 pymol/min*100g und nach 180-minultiger Perfusion von 82,14 pymol/min*100g. Auf-
fallend ist der hdhere Sauerstoffkonsum der Gruppe 1ll. Nach 60-minGtiger Perfusion liegt der
Median mit 203,15 pmol/mim*100g deutlich Uber denen der anderen Gruppen. Nach 120
Minuten Perfusion liegt der Median bei 170,76 pmol/min*100g. Zum Perfusionsende sinkt der
Median auf einen Wert von 164,50 pmol/min*100g. Zwischen der Gruppe | und der Gruppe |l
kénnen keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich des Sauerstoffverbrauchs festgestellt
werden. Der Sauerstoffverbrauch der Gruppe Il ist jedoch zu allen Messzeitpunkten signi-
fikant héher als in Gruppe |. Auch im Vergleich zur Gruppe |l verbraucht Gruppe 11l signifikant
mehr Sauerstoff, jedoch ist dieser Unterschied nur nach 60 und 120 Minuten nachweisbar,

am Ende der Perfusion nicht mehr.
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Abbildung 9: Vergleichende Darstellung des Sauerstoffverbrauchs in den Gruppen I-1ll: Gruppe | =
HTK-Lésung (n=6), Gruppe Il = Baeyer-2-Lésung (n=6), Gruppe Ill = HTK-Lésung mit
lloprostzusatz (n=6). Dargestellt sind Median, Quartile, Mini- und Maximalwerte und Aus-

reier (9. *=signifikant héherer Medianwert der Gruppe Ill gegentiber den Gruppen I und |I.
**= signifikant héherer Medianwert der Gruppe IIl gegeniiber der Gruppe |.
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5.3.4 Tubularer Natriumtransport

Der tubulare Natriumtransport in der Gruppe | andert sich wahrend des Perfusionsverlaufs
nur geringfligig. Nach 60 Minuten liegt der Median bei 1,43 mmol/min*100g, am Per-
fusionsende bei 1,41 mmol/min*100g. In der Gruppe Il liegt der Median nach 60 Minuten
Perfusion bei 3,37 mmol/min*100g und sinkt nach 180 Perfusionsminuten auf 2,41
mmol/min*100g. Der anfangliche Medianwert der Gruppe Il liegt bei 2,54 mmol/min*100g
und sinkt am Perfusionsende auf einen Median von 1,40 mmol/min*100g. Signifikante Unter-

schiede sind zwischen den Gruppen zu keinem Zeitpunkt vorhanden.
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Abbildung 10: Vergleichende Darstellung des Tubuldren Natriumtransports in den Gruppen I-lll:
Gruppe | = HTK-Lésung (n=6), Gruppe Il = Baeyer-2-Lésung (n=6), Gruppe Ill = HTK-
Lésung mit lloprostzusatz (n=6). Dargestellt sind Median, Quartile, Mini- und Maximalwerte
und AusreilSer (9.
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5.3.5 Resorptionsfraktion Natrium

Der Median der Gruppe | liegt nach 60 Minuten Perfusion bei 89,99 % und erhdht sich gegen
Perfusionsende auf 93,54 %. In der Gruppe |l liegt der Medianwert nach 60-minitiger Per-
fusion bei 91,04 % und erhéht sich gegen Ende der Perfusion geringfiigig auf 92,53 %. Ahn-
lich verhalt sich der Median in der Gruppe Ill. Nach 60-mindtiger Perfusion liegt er bei 88,83
% und erhoht sich auf 92,17 % nach 180 Perfusionsminuten. Signifikante Unterschiede sind

zwischen den verschiedenen Gruppen wahrend der gesamten Perfusion nicht vorhanden.
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Abbildung 11: Vergleichende Darstellung der Resorptionsfraktion Natrium in den Gruppen I-lll: Gruppe
| = HTK-Lésung (n=6), Gruppe Il = Baeyer-2-Lésung (n=6), Gruppe lll = HTK-Lésung mit llo-
prostzusatz (n=6). Dargestellt sind Median, Quartile, Mini- und Maximalwerte und
Extremwerte (*).
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5.3.6 Diurese

In der Gruppe | liegt der Medianwert nach 60 Minuten Perfusion bei 1,35 ml/min*100g, nach
120 Minuten bei 1,34 ml/min*100g und verringert sich nach 180-minitiger Perfusion auf
einen Medianwert von 0,78 ml/min*100g. In der Gruppe |l liegt der 60-minitige Medianwert
bei 2,80 ml/min*100g, steigt nach 120 Perfusionsminuten kurzzeitig auf 3,30 ml/min*100g an
und sinkt am Perfusionsende auf 1,73 ml/min*100g ab. Der Medianwert der Gruppe Il hat
nach 60 Perfusionsminuten einen Wert von 1,66 ml/min*100g, nach 120 Minuten von 1,11
ml/min*100g und erniedrigt sich auf einen Wert von 0,67 ml/min*100g nach 180 Perfusions-
minuten. Nach 120 Minuten produziert die Gruppe Il signifikant mehr Harn als die Gruppe I.
Weitere Signifikanzen kdnnen zu anderen Perfusionszeitpunkten zwischen den Gruppen

nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 12: Vergleichende Darstellung der Diurese in den Gruppen I-lll: Gruppe | = HTK-Lésung
(n=6), Gruppe Il = Baeyer-2-L6ésung (n=6), Gruppe Ill = HTK-Lésung mit lloprostzusatz
(n=6). Dargestellt sind Median, Quartile, Mini- und Maximalwerte, Ausrei3er () und Extrem-

werte (7). *=signiﬁkant héherer Medianwert der Gruppe Il gegentiber der Gruppe |.
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5.3.7 Osmolalitat, Urin/Plasma-Relation

Die Mediane der einzelnen Gruppen unterscheiden sich nur geringfligig. Der Median der
Gruppe | liegt nach 60-min(tiger Perfusion bei einem Wert von 1,05, nach 180-min(tiger Per-
fusion bei 1,10. In der Gruppe Il liegt der Median nach 60 Perfusionsminuten bei 1,04 und
nach 180 Minuten bei 0,98. Auch in der Gruppe Ill unterscheiden sich die Medianwerte nur
geringfligig. Der Median liegt nach 60 Minuten bei einem Wert von 1,02 und liegt gegen Per-
fusionsende bei 1,03. Signifikante Unterschiede der Werte sind zwischen den Gruppen zu

keinem Perfusionszeitpunkt nachweisbar.
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Abbildung 13: Vergleichende Darstellung der Urin/Plasma- Relation der Osmolalitét in den Gruppen I-
Ill: Gruppe | = HTK-L6sung (n=6), Gruppe Il = Baeyer-2-Lésung (n=6), Gruppe Illl = HTK-
Lésung mit lloprostzusatz (n=6). Dargestellt sind Median, Quartile, Mini- und Maximalwerte,
Ausreil8er (9 und Extremwerte (*).
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5.3.8 Kreatinin, Urin/Plasma-Relation

Der Median der Gruppe | liegt nach 60-minutiger Perfusion bei 8,22 und erhoht sich nach
180-minutiger Perfusion auf einen Wert von 14,39. Der 60-minltige Medianwert der Gruppe
Il liegt bei 7,63, erhoht sich dagegen gegen Perfusionsende auf einen Median von 10,89.
Ahnlich verhalt sich der Median in der Gruppe Il mit einem Wert von 7,98 nach 60 Perf-
usionsminuten und 10,04 nach 180 Minuten. Eine Signifikanz der unterschiedlichen Urin-
/Plasma- Relationen zwischen den Gruppen kann zu keinem Zeitpunkt nachgewiesen

werden.
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Abbildung 14: Vergleichende Darstellung der Urin/Plasma- Relation von Kreatinin in den Gruppen I-lll:
Gruppe | = HTK-Lésung (n=6), Gruppe Il = Baeyer-2-Lésung (n=6), Gruppe Ill = HTK-
Lésung mit lloprostzusatz (n=6). Dargestellt sind Median, Quartile, Mini- und Maximalwerte,
Ausreil8er (9 und Extremwerte (*).
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5.3.9 Proteinkonzentration, Urin/Plasma-Relation

In der Gruppe | liegt der Medianwert nach 60-minutiger Perfusion bei 0,0314, nach 120-
minutiger Perfusion bei 0,142 und nach 180 Minuten bei 0,0125. Die Medianwerte der
Gruppe Il liegen nach 60 Minuten bei 0,0136, nach 120 Minuten bei 0,0061 und nach 180
Minuten bei 0,0062. In der Gruppe lll liegt der Medianwert nach 60 Minuten bei 0,0498, nach
120 Minuten bei 0,0298 und am Perfusionsende bei 0,0427. Die Gruppe Il weist nach 120
Minuten eine signifikant niedrigere Proteinausscheidung als die Gruppen | und Il auf. Nach

180 Minuten besteht dieser Unterschied zur Gruppe | nicht mehr, jedoch noch zur Gruppe llI.
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Abbildung 15: Vergleichende Darstellung der Urin/Plasma- Relation der Proteinkonzentration in den
Gruppen I-1ll: Gruppe | = HTK-Lésung (n=6), Gruppe Il = Baeyer-2-Lésung (n=6), Gruppe Il
= HTK-L&sung mit lloprostzusatz (n=6). Dargestellt sind Median, Quartile, Mini- und

Maximalwerte, Ausreier (9 und Extremwerte (*). *=signifikant niedrigerer Medianwert der

Gruppe Il gegeniiber den Gruppen | und Ill. B signifikant niedrigerer Medianwert der
Gruppe Il gegentiber der Gruppe IlI.
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5.3.10 Glukosekonzentration, Urin/Plasma-Relation

Der Median der Gruppe | liegt nach 60-minttiger Perfusion bei 0,45, nach 120 Perfusions-
minuten bei 0,29 und sinkt nach 180 Minuten auf einen Wert von 0,25. In der Gruppe Il liegt
er bei 0,31 nach 60 Perfusionsminuten, bei 0,15 nach 120 Minuten und sinkt auf einen
Medianwert von 0,13 nach 180 Perfusionsminuten ab. Der Median der Gruppe Il verhalt sich
ahnlich dem der Gruppe |. Mit Werten von 0,47 nach 60-mindtiger Perfusion und 0,26 nach
120-minutiger Perfusion sinkt er gegen Perfusionsende auf einen Medianwert von 0,35. Die
Glukoseausscheidung Uber den Harn ist nach 120 Minuten in Gruppe |l signifikant niedriger
als in Gruppe I. Weitere signifikante Unterschiede kdnnen zu anderen Zeitpunkten zwischen

den Gruppen nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 16: Vergleichende Darstellung der Urin/Plasma- Relation der Glukosekonzentration in den
Gruppen I-1ll:. Gruppe | = HTK-Lésung (n=6), Gruppe Il = Baeyer-2-Lésung (n=6), Gruppe Il
= HTK-L&sung mit lloprostzusatz (n=6). Dargestellt sind Median, Quartile, Mini- und

Maximalwerte. *= signifikant niedrigerer Medianwert der Gruppe Il gegenliber der Gruppe I.
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6 DISKUSSION

Die Funktionalitat eines zu transplantierenden Organs hangt davon ab, in welchem Ausmalf}
bei den Vorgangen der Organgewinnung, -konservierung und Reperfusion irreversible Zell-
schaden auftreten. Ein wichtiger Aspekt ist daher die stetige Verbesserung anwendbarer
Konservierungslosungen. In der vorliegenden Arbeit sollte die Wirkung einer
Konservierungslosung mit Zusatz von lloprost, eines Prostazyklinanalogons, im Vergleich mit
der Wirkung von zwei weiteren Konservierungslésungen auf die Nierenfunktion im Modell der

isoliert normotherm hamoperfundierten Schweineniere untersucht werden.

6.1 Methode

Fur die Konservierung wurde die herkdbmmliche Methode der hypothermen Lagerung in
Konservierungslosung nach initialer Spilung angewendet. In tierexperimentellen Studien
(HOSGOOD et al. 2010) und auch in klinischen Multicenterstudien (TRECKMANN et al.
2011, GALLINAT et al. 2012) erwies sich die Methode der maschinellen Perfusions-
konservierung geeigneter, eine gute Organvitalitat aufrecht zu erhalten. Im Falle von ECD
(expanded criteria donor)-Nieren wird durch die maschinelle Perfusion das Auftreten von
DGF (delayed graft function) und PNF (primary non-function) signifikant reduziert (TRECK-
MANN et al. 2011). Bei Nierenspendern alter als 65 Jahre wird die PNF reduziert und das 1-
Jahres-Transplantatiberleben nach DGF signifikant erhdht (GALLINAT et al. 2012). Jedoch
gibt es auch Studien, in denen maschinelle Perfusionskonservierung und hypotherme
Lagerung gleichwertig abschneiden. Watson und Mitarbeiter (2010) untersuchten die Ergeb-
nisse nach Transplantation von DCD (donated after cardiac death)-Nieren. Hier gab es
zwischen den beiden Konservierungsmethoden keinen Unterschied bezlglich des Auftretens
von DGF, und die Transplantat- und Patienteniiberlebenszeiten unterschieden sich nicht.

Die Methode der maschinellen Perfusion erschien fir die vorliegende Arbeit aus Kosten-
griunden ungeeignet, des Weiteren wurde die gewahlte Methode zum Vergleich ver-
schiedener Konservierungsldsungen als adaquat angesehen.

Bei dem verwendeten Perfusionsmodell handelt es sich um eine etablierte Technik, die von
VON BAEYER (1997) erstmals beschrieben wurde und als Tierversuchsersatzmodell An-
wendung finden kann (GROSSE-SIESTRUP et al. 2002c). Unter Verwendung von auto-
logem Blut als Perfusionsmedium koénnen die Wirkungen von Arzneimitteln und
Konservierungslosungen Uber die Beurteilung renaler Funktionsparameter untersucht
werden. Autologes Blut als Perfusionsmedium ist gegentber dem Einsatz synthetischer Per-

fusionslosungen von Vorteil (HOECHEL et al. 2003). Die Verwendung von Schweinenieren
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ist aufgrund ihrer morphologischen Ahnlichkeit zu menschlichen Nieren sinnvoller als die
kleiner Labortiere (SWINDLE et al. 1994). Durch die Anwendung einer isolierten Organper-
fusion lassen sich aul3erdem die negativen Auswirkungen einer Allgemeinanasthesie auf die
Nierenfunktion vermeiden, die bei der Verwendung lebender Labortiere beachtet werden
mussen (GRAUER 2006).

lloprost wurde in der tierexperimentellen Transplantationsforschung bereits mit positiven Er-
gebnissen eingesetzt. Durch eine Spenderkonditionierung mit lloprost konnten verbesserte
hamodynamische Verhaltnisse in zu transplantierenden Schweinenieren hergestellt werden
(REBMANN et al. 1985, HEYNEMANN et al. 1986). lloprost wurde auch schon als Zusatz zu
einer Konservierungslésung untersucht. SANCHEZ-URDAZPAL und Mitarbeiter (1991) ver-
besserten die protektiven Eigenschaften der Euro-Collins- und der UW-LAsung bei der Kon-
servierung von Rattenlebern, CHANGANI und Mitarbeiter (1999) verbesserten die
Konservierung von Schweinelebern indem sie der UW-Losung lloprost zusetzten. In einer
aktuellen Studie untersuchten BARUN und Mitarbeiter (2011) den Effekt von lloprost als Zu-
satz zur HTK-L6sung bei der Konservierung von Rattenuteri. Die Organe wurden 4 bzw. 24
Stunden hypotherm in HTK-L6sung und in HTK-LAsung mit lloprostzusatz gelagert. Bezlg-
lich des Gehalts an Malondialdehyd und Stickstoffmonoxid als Marker fir oxidativen Stress
gab es zwischen den Konservierungslésungen keinen Unterschied. Nach 24 Stunden waren
jedoch die histologischen Schaden in der Gruppe mit lloprost geringer ausgepragt.

Als Zusatz zu einer standardmafligen Konservierungsldsung im Modell der normotherm iso-
liert perfundierten Schweineniere wurde lloprost nach Kenntnisstand der Autorin bislang
noch nicht untersucht. Es konnten alle drei Konservierungslésungen mit der gewdahlten
Methode der isolierten Nierenperfusion erfolgreich untersucht und zur Organprotektion ver-
wendet werden. Einen Vergleich zwischen HTK-Lésung und Baeyer-2-Ldsung stellten be-
reits FEHRENBERG et al. (2004) an, wobei in ihrer Studie die Baeyer-2-Losung Uberlegen
schien. In der vorliegenden Arbeit wurde der Versuchsaufbau insofern modifiziert und opti-
miert, als dass pulsatile Pumpen anstatt von Rollenpumpen verwendet wurden. Dies senkt
nach BENNETT die Hamolyserate (2004) und knupft starker an in vivo Bedingungen an
(DEL CANIZO et al. 1998). Es wurde daher auch nochmals ein Vergleich zwischen der her-

kdmmlichen HTK-Losung und der Baeyer-2-Losung angestellt.

6.2 Ergebnisse

6.2.1 Nierengewichte
Die Ausgangsgewichte der Nieren in der Gruppe Il sind schwerer als in den anderen beiden
Gruppen. Da die einzelnen Organ- und Funktionsparameter jedoch auf 100g Nierengewicht

berechnet werden, sollte dies keinen Einfluss auf die Ergebnisse haben. Innerhalb der
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einzelnen Gruppen werden die Nieren jeweils zwischen Ausgangs- und Endgewicht signifi-
kant schwerer. Die Ursache hierfur ist gruppentbergreifend am ehesten in einer ischamie-
bedingten mikrovaskularen Permeabilitatsstorung mit nachfolgender interstitieller
Odembildung zu sehen. Ein Unterschied in der relativen Gewichtszunahme zwischen den
einzelnen Gruppen besteht jedoch nicht. Die relative Gewichtszunahme ist subjektiv in der
Gruppe lll zwar am starksten ausgepragt, was evtl. mit den vasodilatatorischen Eigen-
schaften des lloprosts und dadurch mit einem hoheren FlUssigkeitsvolumen in den be-

troffenen Nieren erklart werden konnte. Dieser Unterschied ist jedoch nicht signifikant.

6.2.2 Renaler Blutfluss und Organwiderstand

Zwischen den drei Gruppen bestehen Unterschiede im renalen Blutfluss. Durch die Zugabe
von lloprost zur herkdmmlichen HTK-L6sung verbessert sich der Blutfluss in Gruppe 11l signi-
fikant im Vergleich zur Gruppe |. Dies lasst sich mit der durch lloprost hervorgerufenen Vaso-
dilatation erklaren. Im Zusammenhang mit der Leukozytenadhasions- und Thrombo-
zytenaggregationshemmung und der profibrinolytischen Wirkung des lloprosts kdnnen Mikro-
zirkulationsstérungen weiter reduziert werden. Auch mit Baeyer-2-Lésung konservierte
Nieren zeigen signifikant hdhere Blutflusswerte als mit HTK-Losung konservierte Nieren, wie
auch schon von FEHRENBERG und Mitarbeitern (2004) festgestellt werden konnte. Ursach-
lich kommt hierfirr die spezielle Elektrolytzusammensetzung in Frage, die zu einer sofortigen
Unterbrechung aller sauerstoffverbrauchenden Zellvorgange fiihrt und damit die Bildung von
Sauerstoffradikalen und ihre negativen Auswirkungen auf die Mikrozirkulation vermindert.
Die Zugabe von lloprost zur HTK-Lésung scheint hier keine weitere Verbesserung im Ver-
gleich zur Baeyer-2-Losung bewirken zu kénnen, da bezlglich des Blutflusses keine signi-
fikanten Unterschiede zwischen Gruppe Il und Il bestehen.

Der in vivo Mittelwert flr den renalen Blutfluss beim Schwein wird mit 153 + 81 ml/min/100g
angegeben (LOKKEGARD 1972). Vor allem zu Beginn der Perfusion ist in der Gruppe | der
Blutflusswert mit 100,14 ml/min*100g schlechter als der Mittelwert bei gesunden Schweinen
und erreicht auch bis zum Perfusionsende diesen Wert nicht. Demgegenlber weist die
Gruppe Il mit lloprostzusatz einen Blutflusswert von 151 ml/min*100g auf, der dem ge-
nannten Mittelwert nahezu entspricht. Die Blutflusswerte in der Gruppe Il liegen dauerhaft
Uber dem in vivo Wert. Ein zu niedriger Blutfluss kann sich negativ auf die Nierenfunktion
auswirken, sodass diesbeziglich sowohl die mit Baeyer-2-Lésung als auch die mit
lloprostzusatz konservierten Nieren den mit herkdbmmlicher HTK-LOsung konservierten
Nieren Uberlegen sind.

Der Organwiderstand verhalt sich entsprechend den Ergebnissen des Blutflusses: Er ist in
Gruppe Il und lll signifikant niedriger als in Gruppe |, was auf die oben genannten Mecha-

nismen zurlckzufihren ist.
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AuRerdem ist zu Beginn der Perfusion in den einzelnen Gruppen ein erhdhter Widerstand zu
verzeichnen, welcher mit zunehmender Dauer absinkt. Die durch Infusion der kalten Konser-
vierungslosung ausgeldste Vasokonstriktion hat wahrscheinlich einen wesentlichen Einfluss
auf den erhdhten Grundwiderstand zu Beginn der Reperfusion, zumal dieser ja auch im
weiteren Verlauf der Perfusion in allen drei Gruppen absinkt, wie auch bei den Schweine-
nieren in der Studie von BREIMER und Kollegen (1996).

Auch bei dem Modell der isolierten Rattenniere ist nach Ischamie der renale Widerstand er-
hoht (LIEBERTHAL et al. 1989).

Die Verminderung des Widerstandes im Verlauf der Perfusion ist auf verschiedene Ursachen
zurlckzufihren. Nach ca. 7-8 Minuten ist bei unseren Nieren mit 38°C eine konstante
Temperatur erreicht. Der Widerstand sinkt im weiteren Verlauf noch weiter ab, insgesamt
jedoch nicht bis auf ein normales Niveau. Eine rein mechanische Elastizitatserhohung der
GefalBwande bei Wiedererwarmung auf eine fiir den Kérper normale Temperatur kann einer-
seits der Grund dafir sein, andererseits lasst die Temperaturerhbhung lonenkanale und
membranstandige Transportproteine sowie die assoziierten biochemischen Reaktionen auf
ihre ideale ,Betriebstemperatur® kommen (COSSINS und KILBEY 1990). BREIMER und
Kollegen (1996) fuhren die Widerstandssenkung komplett auf die Temperaturerhéhung wah-

rend der Reperfusion zurtick.

6.2.3 Kreatinin-Clearance

In gewissen Grenzen ist die mit Hilfe von Kreatinin bestimmte Clearance proportional zur
Inulin-Clearance und somit zur glomeruldren Filtrationsrate (GFR) (HIERHOLZER und
FROMM 1997). Die Kreatinin-Clearance liegt um 7% hoéher als die Inulin-Clearance (WALD-
MANN und WENDT 1991). Der physiologische Wert fir die GFR liegt laut WALDMANN
(1991) bei wachen, fixierten Schweinen bei 2,8 + 0,1 ml/min/kg KG. Die Angaben beziehen
sich allerdings auf zwei Nieren. Nach UNGER (2006, 2007) betragt die Kreatinin-Clearance
wacher, gesunder Schweine 76,1 ml/min*100g NG. Fur die Inulin-Clearance isoliert per-
fundierter Nieren werden Werte von 41- 67 ml/min/100g NG angegeben (BREIMER et al.
1996). Es ist bekannt, dass die Kreatinin-Clearance isoliert perfundierter Nieren geringer ist
als in vivo (DE MELLO und MAACK 1976). Die Nieren der Gruppe Il liefern héhere Werte als
die der anderen Gruppen. In der Untersuchung von FEHRENBERG und Mitarbeitern (2004)
war nach einstiindiger Perfusion die Kreatinin-Clearance der mit Baeyer-2-Lésung
konservierten Nieren (13,0 £ 3,2 ml/min*100g NG) signifikant hdher als die der mit HTK-
Lésung konservierten Nieren (4,1 £ 1,3 ml/min*100g NG). Dies ist als Mal} fur eine héhere
GFR und damit eine bessere Nierenfunktion anzusehen. In unseren Versuchen liegt der
Median der Gruppe Il nach einstlindiger Perfusion bei 28,09 ml/min * 100 g NG und in der
Gruppe | bei 10,91 ml/min*100g NG. Subjektiv scheint die Gruppe Il eine bessere Kreatinin-
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Clearance aufzuweisen als die anderen beiden Gruppen, signifikante Unterschiede bestehen
in unseren Versuchen jedoch zu keinem Zeitpunkt. Dies kdonnte z.T. auch durch die kleine
StichprobengréRRe bedingt sein.

Der lloprostzusatz zur HTK-Lésung bewirkt zwar eine Erhéhung der Kreatinin-Clearance
(19,16 ml/min*100g NG nach einstindiger Perfusion), diese nahert sich aber mit zu-
nehmender Perfusion den Werten der Gruppe | an, ein signifikanter Unterschied ist nicht zu
verzeichnen.

Die Kreatinin-Clearance ist ein MaR fir die glomerulare Filtrationsrate. Voraussetzung fir die
glomerulare Filtration ist ein ausreichender renaler Blutfluss (HARTMANN 1994). Erniedrigte
Blutflusswerte haben eine erniedrigte glomerulare Filtration zur Folge. Wenn der renale Blut-
fluss bei gleichmafiger Verteilung des Blutvolumens auf ein Drittel des Normalwertes sinkt,
kommt die glomerulare Filtration zum Erliegen.

Strukturelle Schaden in den Nephronen mit Ubertritt des Filtrates ins Interstitium kénnen
ebenfalls eine verringerte GFR verursachen. Die dabei entstehenden Odeme kénnen Tubuli
und Blutgefalte komprimieren und einen Circulus vitiosus entstehen lassen. Es gibt Hin-
weise, dass tiefer gelegene Nephrone starker geschadigt werden als oberflachlich gelegene
Nephrone. Bei Ratten wurde festgestellt, dass die Gesamt-GFR bei einer isolierten Nieren-
perfusion um 50% sinkt, aber dass die Einzelnephron-GFR oberflachlich gelegener
Nephrone nur um 20-30% abnimmt (DE MELLO und MAACK 1976).

Ein verminderter Harnfluss kann durch verlegte Tubuli oder durch Ubertritte des Filtrates ins
Interstitium, dem ,Backleak®-Phanomen, eine erniedrigte GFR verursachen. Hypoxie und
toxische Zellschadigung verursachen den Verlust der Polaritdt von Tubuluszellen. Dadurch
kommt es zu einer Neuverteilung der 31-Integrine von der basolateralen auf die apikale Seite
und zu einem Abldsen der Tubuluszellen von der Basalmembran. Es kommt zur Verlegung
des Tubuluslumens und zum "Zuricklecken" des von proximal kommenden Filtrats
("Backleak") (JOANNIDIS 2008).

Infolge Ischamie und Hypoxie sind bei unseren Nieren vermutlich akut aufgetretene Tubulus-
nekrosen des proximalen Tubulus entstanden, welche weiter distal gelegene Tu-
bulusabschnitte mit Detritus verlegen und somit eine Druckerhéhung im Lumen erzeugen
konnten. Eine derartige Druckerhdhung wurde die glomerulare Filtration stark beein-
trachtigen. Weitere Ursachen fir verminderte glomerulare Filtrationsraten sind durch affe-
rente Vasokonstriktion, efferente Vasodilatation und verminderte Permeabilitat der
Glomerulumkapillaren zu vermuten. Mdéglicherweise entsteht die afferente Vasokonstriktion
durch eine erhdhte Aktivitat des Renin-Angiotensin-Systems, die auch fir Perfusionen nach-
gewiesen wurde (NEEW-GALUSCHKA et al. 1998). Die hoheren Werte, wenn auch nicht

signifikant, der Gruppe Il verglichen mit der Gruppe | sind vermutlich den positiven Eigen-
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schaften des lloprosts (Vasodilatation, Zytoprotektion, Thrombozytenaggregationshemmung,

Verminderung der GefaRpermeabilitat in der Mikrozirkulation) zuzuschreiben.

6.2.4 Sauerstoffverbrauch

Der renale Sauerstoffverbrauch gibt Auskunft Uber die in der Niere ablaufenden aktiven
lonentransportmechanismen. DEETJEN und KRAMER (1961) postulieren den proportiona-
len Zusammenhang von Natriumtransport und Sauerstoffverbrauch in der Niere. Die enge
Beziehung zwischen Sauerstoffverbrauch und Natriumtransport, vor allem in der Markzone
und dort hauptsachlich in den dicken aufsteigenden Schenkeln der Henleschen Schleife,
wird auch in einer weiteren Studie angenommen (BREZIS et al. 1984). In allen drei Gruppen
ist mit zunehmender Perfusionsdauer eine Abnahme des Sauerstoffverbrauchs zu verzeich-
nen. Dies lasst sich evtl. dadurch begriinden, dass durch Ischamie vorgeschadigte Tubulus-
zellen wahrend der Perfusion absterben und somit der Sauerstoffverbrauch sinkt. Eine
andere Erklarung daflr ware, dass die Niere mit zunehmender Perfusionsdauer zunehmend
Okonomischer arbeitet. In gewisser Weise ist jedoch die Entwicklung des Natriumtransportes
widersprichlich, bzw. deren nahezu konstant bleibende Ergebnisse wahrend der gesamten
Perfusion. Auffallend ist der signifikant hdhere Sauerstoffverbrauch der Gruppe Ill im Ver-
gleich zur Gruppe | zu allen drei Messzeitpunkten, und im Vergleich zu Gruppe Il zu den
Zeitpunkten 60 und 120 Minuten. Eine mdgliche Erklarung flir den héheren Sauerstoff-
verbrauch in der Gruppe lll kdnnte in den zytoprotektiven Eigenschaften des lloprosts be-
grundet liegen, bzw. dass weniger Zellen apoptotisch untergehen. Dann allerdings wirde
man bei anderen funktionellen Parametern, v.a. bei der Natriumriickresorption oder der
Kreatinin-Clearance, auch bessere Untersuchungsergebnisse erwarten als in den anderen
Gruppen, was nicht der Fall ist. Dass ein hoherer Sauerstoffverbrauch nicht unbedingt mit
einer besseren Funktionalitdt der Nieren assoziiert ist, zeigt die Untersuchung von FEH-
RENBERG und Mitarbeitern (2004). Hier schneiden die mit Baeyer-2—L6sung konservierten
Nieren bei den Funktionsparametern Kreatinin-Clearance, Filtrationsfraktion und Natrium-
ruckresorption besser aber, weisen aber einen deutlich niedrigeren Sauerstoffverbrauch als
die mit HTK-L6sung konservierten Nieren auf. Man kdnnte also auch annehmen, dass die

Baeyer-2-Nieren bzgl. des Sauerstoffverbrauchs ékonomischer arbeiten.

6.2.5 Resorptionsfraktion Natrium

Die Resorptionsfraktion Natrium bezeichnet den prozentualen Anteil des reabsorbierten
Natriums aus dem glomerularen Filtrat. Natrium wird in vivo zu 99 % ruckresorbiert, nur 1%
wird mit dem Harn ausgeschieden. Die Rickresorption ist ein energetisch aufwendiges Ver-
fahren und steht daher in engem Zusammenhang mit dem Sauerstoffverbrauch. Der

haufigste Antrieb dafir ist die Na-K-ATPase. Die Natriumrickresorption ist abhdngig von der
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Menge an Natriumionen im Ultrafiltrat. Die Rickresorption findet im Tubulussystem statt und
gibt somit Auskunft Uber die tubulare Funktion. Unterschiedlich grof3e Anteile des Natriums
werden in den verschiedenen Abschnitten des Tubulussystems ruckresorbiert: Im proximalen
Tubulus werden ca. 60-70 % ruckresorbiert, in der Henleschen Schleife sind es 15-20% und
10-15% werden im distalen Tubulus zurickgewonnen (HARTMANN 1994). Die Werte in un-
seren Versuchen unterscheiden sich zwischen den Gruppen in nur geringem Mal3e und be-
wegen sich zwischen Medianwerten von 89-93% in allen drei Gruppen. Diese Werte knlpfen
trotz vorangegangener Ischamie relativ nah an physiologische Werte an. Tendenziell ist ein
leichter Anstieg der Werte wahrend des Perfusionszeitraums erkennbar. Dies kann durch

eine zunehmende Rekrutierung von Tubuli bedingt sein.

6.2.6 Tubularer Natriumtransport

Laut UNGER (2007) liegt der Mittelwert des tubularen Natriumtransports lebender, gesunder
Schweine bei 10,8 mmol/min*100 g. Hochste Werte, wenn auch nicht signifikant, werden in
der Gruppe |l erreicht. Die Werte bewegen sich zwischen 3,37 mmol/min * 100 g (nach 60
Perfusionsminuten) und 2,41 (nach 180 Perfusionsminuten). Der Zusatz von lloprost zur
HTK-Lésung verbessert, wenn auch nicht signifikant, die Ergebnisse der Gruppe Il ver-
glichen mit der Gruppe |. Nach 60 Perfusionsminuten liegt der Wert der Gruppe | bei 1,43
und in der Gruppe lll bei 2,54 mmol/min * 100 g. Mit zunehmender Perfusionsdauer unter-

scheiden sich die Werte der beiden Gruppen weniger.

6.2.7 Diurese

Das Schwein produziert, abhangig von Fitterungs- und Haltungsbedingungen sowie phy-
sischen als psychischen Belastungen, ca. 0,014-0,06 ml/min/kg Kdrpergewicht Harn (KRAFT
et al. 1999). Diese Angabe bezieht sich auf die Urinproduktion von zwei Nieren. UNGER und
Mitarbeiter (2006, 2007) geben fiir lebende und gesunde Schweine eine Harnproduktion von
0,87 ml/min*100g NG an. In unseren Versuchen liegen die Werte der Gruppen Ill mit llo-
prostzusatz am nachsten an den physiologischen Werten, wenngleich der Unterschied zu
den geringfligig hdheren Werten der Gruppe | nicht signifikant ist. In der Gruppe Il (Werte
zwischen 1,73 und 3,3 ml/min * 100 g NG) ist die hochste Urinproduktion zu verzeichnen. Sie
unterscheidet sich nach 120 Perfusionsminuten signifikant von der Gruppe | (der Unterschied
zur Gruppe Il ist aufgrund eines Ausreil3ers in dieser Gruppe nicht signifikant). Die hoheren
Werte deuten auf eine Polyurie der Niere hin. In der Studie von FEHRENBERG und Mit-
arbeitern (2004) betrug nach 60 Perfusionsminuten die Urinproduktion der mit Baeyer-2-
Lésung konservierten Nieren 2,7+0,6 ml/min/100g NG und der mit HTK-LOsung konser-
vierten Nieren 1,9+0,7 ml/min/100g NG. Wir erreichten Medianwerte von 2,8 ml/min/100g NG
in der Gruppe Il und 1,35 ml/min/100g NG in der Gruppe I. Unsere Ergebnisse sind ahnlich,
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obwohl in der genannten Studie die Bedingungen der Perfusion ungunstiger waren: Die
warme Ischamie lag bei 16,7 min, welche bei uns aufgrund der unter Narkose durchgefuhr-
ten Organentnahme und der in situ Konservierung nahezu entfiel. Des Weiteren betrug die
kalte Ischamie unserer Nieren nur 2 Stunden statt 5,2 Stunden.

Eine mangelnde Harnkonzentrierung bzw. Wasserdiurese aller Nieren ist sicherlich auch auf
das Fehlen von ADH zurlickzuflihren. ADH wird im Hypothalamus produziert und in der
Hypophyse bis zur Ausschittung gespeichert. Durch den Feedbackmechanismus kommt es
zur ADH-Ausschittung. Die Ruckresorption von Wasser, durch ADH stimuliert, entfallt somit
fur die isoliert perfundierte, denervierte Niere. Laut NAVAR (1978) ist eine renale Autoregula-
tion durch einen negativen Feedbackmechanismus mit Beteiligung der Zellen der Macula
densa und des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems, bei dem im distalen Nephron die
NaCl-Konzentration im Blut gemessen wird und so eine kalziumvermittelte Regulation des
Gefaltonus in den afferenten Arteriolen in Gang gesetzt wird, méglich.

Ein weiterer zur Diurese fihrender Faktor ist die in unserem Modell fur die Perfusion durch-
gefuihrte Dilution des Blutes. Den durch Urinproduktion verursachten Flissigkeitsverlust
haben wir durch Zufuhr physiologischer Elektrolytlosung zum Blut ausgeglichen. Der
effektive Filtrationsdruck resultiert aus der Differenz zwischen Perfusionsdruck und kolloid-
osmotischem Druck in den glomerularen Kapillaren (HARTMANN 1994). Letzterer ist bei
entsprechender Wasserverdunnung des Perfusionsmediums niedriger als unter normalen
Umstanden, was den effektiven Filtrationsdruck anhebt und so zu einer vermehrten Filtration

und Diurese fiihrt.

6.2.8 Kreatinin, Urin/Plasma-Relation

Kreatinin wird im Glomerulum frei filtriert, nahezu nicht sezerniert oder resorbiert. Das Volu-
men des Primarharns wird im Tubulussystem um ca. 90% verringert. Eine mangelnde Funk-
tionalitdt des Tubulussystems zieht eine reduzierte Wasserresorption nach. Folglich wird
auch das Kreatinin des Primarharns weniger konzentriert und der Quotient aus U/P wird klei-
ner. Beim akuten Nierenversagen ist der Quotient < 14 (HARTMANN 1994). Ischamisch ge-
schadigte Tubuluszellen durften auch in unseren Versuchen ursachlich fur erniedrigte Quo-
tienten eine Rolle spielen. Jedoch ist in allen drei Gruppen ein Anstieg des Quotienten mit
zunehmender Perfusionsdauer zu erkennen, was vermutlich auf Rekrutierung und Regene-

ration der Tubuluszellen zurtickzufuhren ist.

6.2.9 Proteinkonzentration, Urin/Plasma-Relation
Ist die Barrierefunktion in den Glomerula gestort, kdnnen héhermolekulare Stoffe, wie Pro-
teine, in erhéhtem Male in den Primarharn gelangen (HARTMANN 1994). Wird dann die

Ruckresorptionskapazitat des Tubulussystems flr Proteine (Pinozytose) Uberschritten,
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gehen vermehrt Proteine im Endharn verloren (HIERHOLZER und FROMM 1997). Ein
Proteingehalt von 300-500 mg/l im Endharn wird fir das Schwein als physiologisch ange-
sehen (WALDMANN und WENDT 1991). Nach 120 Minuten schneidet hier zwar die Gruppe
Il signifikant besser ab als die anderen beiden Gruppen. Jedoch wird in allen drei Gruppen
deutlich mehr Protein ausgeschieden als physiologischerweise zu erwarten ware. Ursachlich
kommen hypoxisch geschadigte Tubuluszellen, die nekrotisch werden und zu einer erhéhten
Proteinfreisetzung fuhren, in Frage. Des Weiteren kdnnten ischamiebedingte Schadigungen

des Glomerulums die Durchlassigkeit flr Proteine erhéht haben.

6.3 Schlussfolgerung

Betrachtet man die Parameter Blutfluss und Organwiderstand, so lasst sich durch die Zu-
gabe von lloprost eine signifikante Verbesserung der Konservierungsleistung der Gruppe Il
im Vergleich zur Gruppe | feststellen. Die HTK-Losung wird mit lloprostzusatz gleichwertig
zur Baeyer-2-Losung, wahrend sie ohne lloprost signifikant schlechtere Ergebnisse erbringt.
Im Bereich der funktionellen Parameter weist die Gruppe lll einen signifikant hdheren Sauer-
stoffverbrauch als die anderen beiden Gruppen auf. Im Zusammenhang mit einer gesteiger-
ten Natriumtransportleistung kénnte dies als verbesserter Funktionsparameter gewertet wer-
den. Der tubulare Natriumtransport ist zwar in Gruppe Il hoher als in Gruppe |, dieser Unter-
schied ist jedoch nicht signifikant, sodass eine verbesserte Funktionalitat nicht sicher nach-
weisbar ist. Auch im Bereich anderer funktioneller Parameter flhrt der Zusatz von lloprost
teilweise zur Verbesserung der Werte im Vergleich zur herkdmmlichen HTK-Lésung, diese
Unterschiede sind jedoch nicht signifikant. Insgesamt verbessert die Zugabe von lloprost die
Konservierungsleistung der HTK-Ldsung zumindest teilweise, so dass diese v.a. im Bereich
der Hamodynamik vergleichbar mit der Baeyer-2-Lésung wird. Jedoch kann auch die
Baeyer-2-L6sung in der vorliegenden Arbeit nicht in allen Bereichen an die signifikant bes-
sere Konservierungsleistung im Vergleich zur HTK-L&sung, wie in der Arbeit von Fehrenberg
et al. (2004) demonstriert, anknlpfen.

Im Rahmen der Verbesserung des Modells der isoliert hamoperfundierten Schweineniere,
auch in ihrer Rolle als Tierversuchsersatzmethode durch Verwendung von Schlachthof-
nieren, ware ein weiterer moglicher Untersuchungsansatz die Zugabe von lloprost zum Per-
fusionsmedium Blut.

In Hinblick auf den in Zukunft mdglicherweise routinemafligen Einsatz von Perfusions-
systemen wie dem Transmedics Organ Care System koénnte im Bereich der Trans-
plantationsmedizin und der experimentellen isolierten Organperfusion evil. eine gewisse Un-

abhangigkeit von Konservierungslésungen erreicht werden.



7 ZUSAMMENFASSUNG 55

7 ZUSAMMENFASSUNG

Die Zusammensetzung der Organkonservierungslésung hat einen wesentlichen Einfluss auf
die funktionelle Gite des zu transplantierenden Organs. In der vorliegenden Arbeit wurde
daher der Einfluss von lloprost, eines Prostazyklinanalogons mit vasodilatatorischen,
thrombozytenaggregationshemmenden und profibrinolytischen Eigenschaften, als Zusatz zu
einer herkdmmlichen Konservierungslésung auf die Nierenfunktion untersucht. Hierfur wurde
das Modell der isoliert hamoperfundierten Schweineniere nach v. Baeyer und Grolie-
Siestrup verwendet. 18 Nieren von deutschen Landschweinen wurden lber zwei Stunden
hypotherm konserviert und anschlieRend mit autologem Blut perfundiert. Fir die hypotherme
Konservierung wurden drei verschiedene Konservierungslosungen verwendet: HTK-Ldsung
(Gruppe 1), Baeyer-2-Losung (Gruppe Il) und HTK-Lésung mit Zusatz von lloprost (Gruppe
[lI). An jeweils 6 Nieren pro Gruppe wurde eine 180-minttige Perfusion durchgefiihrt, wobei
alle 30 Minuten Blut- und Urinproben fir die Bestimmung folgender Parameter zur Be-
urteilung der Nierenfunktion enthommen wurden: Natrium, Blutgase, Hb-Wert, Kreatinin,
Glukose, Totalprotein, Osmolalitat. Der Blutdruck und die Flussraten von Blut und Dialysat
wurden protokolliert. Errechnet wurden folgende Parameter: Organwiderstand, Kreatinin-
Clearance, Resorptionsfraktion Natrium, Tubuldrer Natriumtransport, Sauerstoffverbrauch,
Diurese, Urin/ Plasma Relationen von Osmolalitat, Protein, Kreatinin und Glukose. Fir die
statistische Auswertung wurden die Werte zu den Messzeitpunkten 60, 120 und 180 Minuten
herangezogen.

Bei den Parametern der Hdmodynamik schnitten die Nieren der Gruppen Il und Il signifikant
besser ab als die der Gruppe |: Der Blutfluss lag nach dreistlindiger Perfusion in der Gruppe
Il und Il bei je 250 mI/min*100g, in der Gruppe | nur bei 136 ml/min*100g. Der Organwider-
stand betrug nach diesem Zeitraum in Gruppe Il 0,30 mmHg*min*100g/ml, in Gruppe IIl 0,35
mmHg*min*100g/ml und in Gruppe | 0,66 mmHg*min*100g/ml. Durch die Zugabe von llo-
prost konnten also die Parameter der Himodynamik der Nieren in Gruppe Il signifikant ver-
bessert werden im Vergleich zur Gruppe |, und waren somit gleichwertig zu den Ergebnissen
in der Gruppe |II.

Im Bereich der funktionellen Parameter fielen beim Sauerstoffverbrauch signifikante Unter-
schiede auf. Der Sauerstoffverbrauch lag in der Gruppe lll zu den Messzeitpunkten 60, 120
und 180 Minuten signifikant héher als der in der Gruppe |, und nach 60 und 120 Minuten
auch signifikant hoher als der in der Gruppe Il (Medianwerte nach 60/120/180 Minuten:
Gruppe | 139/112/117, Gruppe Il 103/98/82, Gruppe Il 203/171/165 umol/min*100g). Dies

kdnnte fur einen geringeren Verlust an funktionstichtigen Nephronen und eine bessere
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Nierenvitalitdt in Gruppe lll sprechen. Zu erwarten ware dann jedoch auch ein gesteigerter
tubuldrer Natriumtransport. Dieser lag zwar in der Gruppe lll geringgradig uber dem in der
Gruppe |, jedoch waren keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Gruppen nach-
weisbar, sodass eine verbesserte Funktionalitat nicht sicher nachzuweisen ist.

Die Zugabe von lloprost fihrt zum Teil zu einer nachweisbaren Verbesserung der Konservie-
rungsleistung der HTK-LOsung. Durch den Zusatz von lloprost erscheint ihre Konservie-

rungsleistung mit der der Baeyer-2-Ldsung vergleichbar zu sein.
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8 SUMMARY

Influence of three organ preservation solutions (HTK solution, Baeyer-2-solution, HTK
solution with added iloprost) on the renal function in a model of isolated hemo-
perfused porcine kidney.

The composition of an organ preservation solution has a major influence on the functional
quality of transplanted organs. Therefore in this study the influence of iloprost added to a
common organ preservation solution on the renal function was examined. lloprost, being an
analogue of prostacyclin, has got vasodilatory and profibrinolytic effects and inhibits platelet
aggregation. For this purpose a model of isolated hemoperfused porcine kidney established
by v. Baeyer and Grosse-Siestrup was used. 18 kidneys of german landrace pigs were hypo-
thermically preserved over a period of 2 hours after which they were perfused with auto-
logous blood. Three different organ preservation solutions were used for the purpose of hy-
pothermical preservation: HTK solution (group |), Baeyer-2-solution (group Il) and HTK solu-
tion with added iloprost (group lllI). Each group contained 6 kidneys which were hemo-
perfused over a period of 180 minutes. Blood and urin samples were taken every 30 minutes
to evaluate renal function using the following parameters: sodium, blood gases, hemoglobin,
creatinine, glucose, total protein, osmolality. Blood pressure as well as flow rate of blood and
dialysate were measured. The following parameters were then calculated: renal resistance,
creatinine clearance, sodium reabsorption, tubular sodium transport, oxygen consumption,
diuresis, ratios of urine / plasma osmolality, protein, creatinine and glucose. The values after
60, 120 and 180 minutes were used for statistical analysis.

Regarding hemodynamic parameters kidneys of group Il and Il performed significantly better
than those of group |. Blood flow rate after 180 minutes perfusion was 250ml/min*100g in
group Il and lll whereas group | showed 136 mI/min*100g. Renal resistance after 180 min-
utes perfusion was 0,30 mmHg*min*100g/ml in group II, 0,35 mmHg*min*100g/ml in group IlI
and 0,66 mmHg*min*100g/ml in group |. Hence the addition of iloprost significantly improved
renal hemodynamics in group Il compared to group | and proved to be similar effective as
group Il.

Concerning functional parameters oxygen consumption stood out showing significant differ-
ences. Oxygen consumption in group lll was significantly higher at all measurements com-
pared to group | as well as after 60 and 120 minutes compared to group Il (medians after
60/120/180 minutes: group | 139/112/117, group Il 103/98/82, group Il 203/171/165
umol/min*100g). A possible reason could be less damage of functional nephrons and there-

fore better renal vitality in group Ill. Accordingly one would expect an increased tubular so-
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dium transport which was the case in group Ill compared to group I. However, no significant
differences were apparent among the three groups. Therefore an improved functionality
could not be proven.

Adding iloprost to HTK solution improves the preservation quality to some extent and seems

to be similar effective as Baeyer-2-solution.
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10.1 Ergebnisse hamodynamischer und funktioneller Parameter

Tabelle 3: Blutfluss in ml/min*100 g

Gruppe 60 Minuten 120 Minuten 180 Minuten
I 25% Perzentil 90,2671 103,7302 114,9277
Median 100,1406 120,0467 136,2632
75% Perzentil 105,6805 124,4917 167,0389
Il 25% Perzentil 143,2698 142,6004 159,6293
Median 210,8654 254,2414 251,9467
75% Perzentil 306,1458 324,3750 324,4688
[} 25% Perzentil 130,9028 145,1389 180,2083
Median 150,9881 171,3462 249,8547
75% Perzentil 171,7683 250,3322 291,4678
Tabelle 4: Organwiderstand in mmHg*min*100g
Gruppe 60 Minuten 120 Minuten 180 Minuten
| 25% Perzentil 0,8470 0,6969 0,5232
Median 0,9086 0,7104 0,6582
75% Perzentil 1,1117 0,8906 0,7892
| 25% Perzentil 0,3034 0,2781 0,2718
Median 0,3477 0,3326 0,3011
75% Perzentil 0,5060 0,4411 0,4324
1] 25% Perzentil 0,4981 0,3442 0,2962
Median 0,6057 0,5024 0,3499
75% Perzentil 0,7540 0,6053 0,4844
Tabelle 5; Kreatinin-Clearance in ml/min*100g
Gruppe 60 Minuten 120 Minuten 180 Minuten
| 25% Perzentil 9,3145 6,2450 4,9538
Median 10,9054 11,9839 11,0166
75% Perzentil 24,2421 22,5721 21,5489
| 25% Perzentil 16,6514 15,9672 10,0769
Median 28,0854 24,9981 20,4349
75% Perzentil 37,6691 29,7431 24,7747
] 25% Perzentil 8,4928 5,7848 3,4597
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Median 19,1581 13,8707 10,2288
75% Perzentil 33,4409 24,7153 25,8979
Tabelle 6: Sauerstoffverbrauch in umol/min*100g
Gruppe 60 Minuten 120 Minuten 180 Minuten
I 25% Perzentil 96,0922 88,2359 77,8184
Median 138,6594 111,6743 117,2756
75% Perzentil 164,2704 135,6624 132,7136
! 25% Perzentil 72,5516 74,3585 54,0239
Median 103,2137 97,5783 82,1410
75% Perzentil 117,0040 118,2703 135,5260
] 25% Perzentil 171,5238 163,6329 151,1914
Median 203,1530 170,7563 164,5007
75% Perzentil 220,1305 188,1328 171,1328
Tabelle 7: Filtrationsfraktion in %
Gruppe 60 Minuten 120 Minuten 180 Minuten
I 25% Perzentil 10,2701 5,7608 3,9054
Median 15,5540 14,8328 9,5986
75% Perzentil 28,1264 22,1155 18,5858
| 25% Perzentil 12,2914 8,9865 6,0390
Median 16,5763 12,6215 11,8595
75% Perzentil 23,5556 18,2741 13,0069
] 25% Perzentil 5,9704 2,7828 1,9677
Median 11,8790 8,1001 6,8582
75% Perzentil 32,3081 17,3677 10,8268
Tabelle 8: Tubuldrer Natriumtransport in mmol/min*100g
Gruppe 60 Minuten 120 Minuten 180 Minuten
I 25% Perzentil 1,1042 0,7457 0,6517
Median 1,4296 1,5197 1,4081
75% Perzentil 3,1582 3,0467 2,9962
| 25% Perzentil 2,0026 1,8153 1,1740
Median 3,3691 3,1021 2,4118
75% Perzentil 4,7019 3,7417 3,1880
[} 25% Perzentil 1,0967 0,7948 0,4561
Median 2,5444 1,8389 1,3960
75% Perzentil 4,4632 3,3264 3,6307
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Tabelle 9: Resorptionsfraktion Natrium in %
Gruppe 60 Minuten 120 Minuten 180 Minuten
| 25% Perzentil 84,6513 85,1380 89,2639
Median 89,9864 91,9298 93,5446
75% Perzentil 95,3012 95,3996 96,5745
| 25% Perzentil 88,9950 86,9527 82,0478
Median 91,0394 90,8370 92,5265
75% Perzentil 94,2001 91,1957 94,1014
] 25% Perzentil 81,0695 86,9043 89,9852
Median 88,8342 90,9367 92,1726
75% Perzentil 94,6535 94,7617 97,6789
Tabelle 10: Diurese in ml/min*100g
Gruppe 60 Minuten 120 Minuten 180 Minuten
| 25% Perzentil 1,0614 0,7295 0,4180
Median 1,3549 1,3423 0,7795
75% Perzentil 2,5722 1,7036 1,5908
| 25% Perzentil 1,3278 1,9233 0,9570
Median 2,8015 3,2980 1,7287
75% Perzentil 5,8423 4,0454 3,6645
1] 25% Perzentil 1,0570 0,5093 0,2401
Median 1,6613 1,1067 0,6706
75% Perzentil 3,8478 2,2007 1,6430
Tabelle 11: U/P Osmolalitét
Gruppe 60 Minuten 120 Minuten 180 Minuten
| 25% Perzentil 0,9281 1,0008 1,0416
Median 1,0468 1,0957 1,0974
75% Perzentil 1,1769 1,1955 1,1482
| 25% Perzentil 0,7630 0,7977 0,8580
Median 1,0446 0,9928 0,9849
75% Perzentil 1,1994 1,1125 1,1034
1] 25% Perzentil 0,8640 1,0235 0,9661
Median 1,0166 1,0968 1,0348
75% Perzentil 1,1509 1,2094 1,2062
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Tabelle 12: U/P Kreatinin
Gruppe 60 Minuten 120 Minuten 180 Minuten
I 25% Perzentil 5,3233 6,1389 8,0922
Median 8,2155 10,9836 14,3886
75% Perzentil 17,6534 19,6004 22,9476
| 25% Perzentil 6,0975 4,5304 4,3120
Median 7,6271 7,9336 10,8914
75% Perzentil 15,3508 8,8829 11,9458
] 25% Perzentil 4,4055 6,6925 8,0669
Median 7,9846 9,8787 10,0417
75% Perzentil 16,0848 18,8027 37,7134
Tabelle 13: U/P Protein
Gruppe 60 Minuten 120 Minuten 180 Minuten
I 25% Perzentil 0,0243 0,0112 0,0061
Median 0,0314 0,0142 0,0125
75% Perzentil 0,0495 0,0391 0,0479
| 25% Perzentil 0,0053 0,0045 0,0019
Median 0,0136 0,0061 0,0062
75% Perzentil 0,0450 0,0129 0,0135
[} 25% Perzentil 0,0216 0,0108 0,0130
Median 0,0498 0,0298 0,0427
75% Perzentil 0,0734 0,0717 0,1188
Tabelle 14: U/P Glukose
Gruppe 60 Minuten 120 Minuten 180 Minuten
I 25% Perzentil 0,2798 0,1803 0,1291
Median 0,4495 0,2878 0,2546
75% Perzentil 1,1881 0,6528 0,6034
| 25% Perzentil 0,0861 0,1157 0,0966
Median 0,3111 0,1522 0,1278
75% Perzentil 0,5078 0,1909 0,2152
1] 25% Perzentil 0,2198 0,1258 0,1753
Median 0,4723 0,2581 0,3509
75% Perzentil 0,5936 0,6846 0,6182
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10.2 Formeln

Organwiderstand in mmHg*min/ml: R=(P4-Pyen)/Qs

Kreatinin-Clearance in ml/min: Cliea=(Uxkrea/Pkrea)”VU

Filtrationsfraktion in %: Clk.ea/[(Qs*(1-HKt)]*100

Sauerstoffverbrauch in umol/min:  O,-Cons=QB*[(1,34/10000*(Hba*(SOart-
SO.en)]+0,024/760*(POar-POyen)*1000/24

Tubularer Natriumtransport in mmol/min: Tna=(Pna”Clkrea)-(Una*VU)

Resorptionsfraktion Natrium in %: RFna=1-[(Una/Pna)/(Ukrea/Pkrea)]* 100
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