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Abstrakt

Einleitung: Die Lebertransplantation stellt bis heute das einzige Verfahren zur
kurativen Therapie von Patientinnen mit terminalem Leberversagen dar.
Demographischer Wandel und eine wachsende Pravalenz des metabolischen
Syndroms fuhren zunehmend zu einer minderen Organqualitat der zur Verfigung
stehenden Transplantate. Die Transplantation von Lebern mit makrovesikularer
Steatose ist mit einem deutlich erhdhten Risiko fur ein Transplantatversagen
assoziiert. Ziel dieser Arbeit war es, im Tiermodell ein pharmakologisches Verfahren
zur Konditionierung steatotischer Lebertransplantate mittels normothermer
Maschinenperfusion zu entwickeln.

Material und Methoden: Eine nicht-alkoholinduzierte Fettleber wurde im
Kleintiermodell durch Futterung von Sprague Dawley-Ratten mit einer dreiwdchigen
Hochfettdiat induziert. Die Lebern wurden anschlieffend explantiert und in einer
miniaturisierten Perfusionsmaschine uber drei Stunden perfundiert. Fur eine
pharmakologische Konditionierung wurde der mTOR-Inhibitor Everolimus (5-50
ng/ml) eingesetzt. Die Perfusionsleistung des Organs wurde mittels Blutgasanalyse
und Untersuchung diverser Laborparameter evaluiert. Im Anschluss an die Versuche
wurde eine histologische und elektronenmikroskopische Auswertung sowie eine
photometrische Triglyceridanalyse des Gewebes durchgefuhrt.

Ergebnisse: Das Modell einer nicht-alkoholinduzierten Fettleber im Kleintier mit
einer gemischt- bis makrovesikularen Steatosis von uber 30 % konnte erfolgreich
etabliert werden. Die Perfusionsdriucke und Blutgasanalysen wahrend ex vivo
Maschinenperfusion zeigten annahernd physiologische Werte. Die Gruppe mit der
hochsten Everolimus-Konzentration von 50 ng/ml erreichte im Vergleich zur Kontroll-
Gruppe signifikant niedrigere Werte des Schadigungsparameters Aspartat-
Aminotransferase und verbesserte Werte des Syntheseparameters Harnstoff. Eine
Reduktion des Fettgehalts konnte in keiner der Gruppen, weder in den histologischen
noch in den photometrischen Auswertungen, festgestellt werden.

Schlussfolgerung: Das Ergebnis der Perfusion steatotischer Rattenlebern kann
durch die Gabe von 50 ng/ml Everolimus signifikant verbessert werden. Eine
Fettreduktion nach drei Stunden Perfusion war nicht zu beobachten, jedoch geben
die Ergebnisse Anlass zu weiteren experimentellen Arbeiten mit beispielsweise einer

langeren Versuchsdauer.



Abstract

Introduction: Liver transplantation is currently the only curative treatment option for
patients with end-stage liver failure. Demographic changes and a growing prevalence
of the metabolic syndrome increasingly lead to a lower organ quality. The
transplantation of liver grafts with macrovesicular steatosis is associated with a
significantly increased risk of graft failure. The aim of this work was to establish a
pharmacological procedure for conditioning of steatotic liver grafts during
normothermic ex-vivo liver machine perfusion in rats.

Material and methods: A non-alcohol-induced fatty liver was induced in a small
animal model by feeding Sprague Dawley rats a three-week high-fat diet. The livers
were then retrieved and perfused in a miniaturized ex-vivo liver perfusion machine for
three hours. For pharmacological conditioning, the influence of the mTOR inhibitor
everolimus was investigated. The perfusion performance of the organ was evaluated
by blood gas analysis and laboratory tests. Following the experiments, histological
and electron microscopic evaluation and photometric triglyceride analysis of the
tissue was performed.

Results: The model of a non-alcohol-induced fatty liver in small animals with a mixed
to macrovesicular steatosis of more than 30% was successfully established.
Perfusion pressures and blood gas parameters were almost in a physiological range
during ex vivo machine perfusion. The group with the highest Everolimus
concentration of 50 ng/ml showed significantly lower values of the damage parameter
aspartate aminotransferase while the synthesis parameter urea had improved
compared to the control group. A reduction in fat content could not be detected in any
of the groups, neither by histological nor photometric evaluation.

Conclusion: The perfusion outcome of steatotic rat livers was significantly improved
by the administration of 50 ng/ml Everolimus. Although no reduction of the fat content
could be achieved after three hours of perfusion these results give rise to further

experimental work with, for example, a longer test duration.



1 Einleitung
1.1 Die Lebertransplantation

Die Lebertransplantation stellt bis heute die einzige kurative Behandlungsoption fur
das terminale Leberversagen dar. Ein Pionier auf diesem Gebiet war der US-
amerikanische Chirurg Thomas E. Starzl. Inm gelang 1967 in Denver, Colorado die
weltweit erste erfolgreiche humane Lebertransplantation (1, 2). Auch in Deutschland,
an der Universitatsklinik Bonn, konnte bald darauf im Jahr 1969 durch die beiden
Chirurgen Jong-Soo Lee und Alfred Gutgemann an diesen Erfolg angeknupft werden
(3). Was zunachst als eine ultima ratio Behandlung fur ausschlie3lich padiatrische
Patientlnnen mit kongenitalen Lebererkrankungen wie biliarer Atresie oder juveniles
hepatozellulares Karzinom gedacht war (2), setzte sich bald auch zu einer allgemein
anerkannten Behandlungsmethode bei erwachsenen Patientinnen durch.

Haufigste Indikation fur die Listung zur Lebertransplantation war im Jahr 2018 der
alkoholtoxische Leberschaden (4). An zweiter und dritter Stelle stehen die
Leberfibrose bzw. —zirrhose und hepatische Malignitaten (4). Hierbei konnen
zahlreiche Atiologien wie Virushepatitiden aber auch Primar Bilidre Cholangitis und
Primare Sklerosierende Cholangitis ursachlich sein. Jedoch lassen sich in den
letzten Jahren aufgrund verbesserter Behandlungsmoglichkeiten im Bereich der
virusbedingten Hepatitiden weniger notwendige Transplantationen in einigen dieser
Atiologien beobachten (5). Problematischer ist allerdings eine Zunahme der
kardiovaskularen Risikofaktoren vor allem in der westlichen Gesellschaft, welche
unter dem Begriff des metabolischen Syndroms zusammengefasst werden (6).
Schlechte Erndhrung und ein Mangel an Bewegung fiihren haufig zu Ubergewicht
und konnen ursachlich fur die nicht-alkoholinduzierte Fettleber (NAFLD) oder auch
die nicht-alkoholische Steatohepatitis (NASH) sein. Die terminale Leberzirrhose als
Folge von NAFLD und NASH nimmt daher einen zunehmend grof3eren Stellenwert
als Ursache fur eine Lebertransplantation ein (5, 7).

Im Rahmen einer ortothopen Lebertransplantation wird das Spenderorgan im
Austausch zum erkrankten Organ des Empfangers an selber Stelle implantiert. Das
erkrankte Organ des Empfangers muss zuvor explantiert werden. In Deutschland
stammen die meisten Organe von Patientinnen, die an einem irreversiblen Ausfall
aller Hirnfunktionen leiden und deshalb fur hirntot erklart werden, ein geringer Anteil
stammt von Lebendspendern. In anderen Landern wie GroRbritannien besteht



zudem die Moglichkeit einer Transplantation nach Herztod. Dies ist in Deutschland
jedoch gesetzlich verboten (8). Um moglichst vielen Patientlnnen durch eine
Lebertransplantation helfen zu konnen, wurden im Laufe der letzten Jahrzehnte
weitere Techniken entwickelt. Das Verfahren der Split-Lebertransplantation stellt
beispielsweise eine Option dar. (9). Auch die Teilleber-Lebendspende stellt eine
weitere Therapiemoglichkeit dar und machte im Jahr 2018 einen Anteil von 5,9% der
Lebertransplantationen in Deutschland aus (10). Bei passender Ubereinstimmung
von Spenderin und Empfangerin, meist Eltern, die fur ihr Kind spenden, kann
aufgrund der Regenerationsfahigkeit der Leber ein Teilsegment gespendet werden.
Diese innovativen Verfahren machen zwar nur einen kleinen Teil aller
Transplantationen aus, tragen jedoch dazu bei, dass immer mehr Patientinnen
kurativ geheilt werden konnen.

Passende Ubereinstimmung zwischen Spenderin und Empfangerin sind ebenfalls
bei Vergabe der Organe nach dem Hirntod entscheidend, um das Risiko einer
AbstoRungsreaktion zu minimieren. Hierbei wird getestet, ob immunologische
Voraussetzungen wie Histokompatibilitdt der Major Histocompatibility Complex
(MHC) Molekule, Cross-Match-Untersuchung oder ABO-Kompatibilitat gegeben sind
(11). Mit Hilfe des Model of Endstage Liver Disease (MELD) Scores kann auRerdem
die Dringlichkeit fur eine Lebertransplantation bestimmt werden. Unter Einbeziehen
der Parameter Serum-Kreatinin, Gesamt-Bilirubin und INR wird ein Wert zwischen 1
und maximal 40 ermittelt, der den Schwergrad der Leberschadigung abbilden soll
(12). Obwohl die Aussagekraft des MELD-Scores durchaus kritisch gesehen wird
(13), erfolgt eine Einstufung der Patientlnnen in die Wartelisten anhand dieses
Wertes. Um eine dringende Transplantation oder eine seltene immunologische
Kompatibilitat auch in kleineren Landern mit wenigen Spenderlnnen zu ermoglichen,
wurde die Organisation Eurotransplant gegrundet. Die Eurotransplant-Region
umfasst die europaischen Lander Deutschland, Osterreich, Slowenien, Ungarn,
Kroatien und die Benelux-Staaten. Nachdem der Hirntod des Patienten von zwei
unabhangigen Arzten festgestellt wurde, meldet das Krankenhaus, mit
Einverstandnis der Angehdorigen, den potenziellen Organspender bei der Deutschen
Stiftung Organtransplantation (DSO), welche fur die Koordination der Organspende
im deutschen Raum zustandig ist. Diese wiederum leitet die Informationen an
Eurotransplant weiter, wo der/die passende Empfangerin ermittelt wird. Hierbei
spielen Blutgruppenkompatibilitat, Dringlichkeit der Transplantation und aufgrund der



moglichst geringen Konservierungszeit die Entfernung zum/zur Empfangerin eine
Rolle (10).

Sowohl Innovationen im Bereich der Operationstechniken als auch Kooperationen
deutschland- und europaweit fuhren zu einem grofReren Organangebot und sollen so
die kurative Therapie von immer mehr Patientinnen ermdglichen. Die Realitat spricht

jedoch andere Zahlen.

1.2 Entwicklung der Transplantationszahlen/Spendenbereitschaft und
Spenderinnen in Deutschland

Ein stetiger Ruckgang der Lebertransplantationszahlen im Eurotransplantraum
konnte bis zum Jahr 2017 registriert werden. Auch in Deutschland erreichte die Zahl
der Lebertransplantationen im Jahr 2017 einen Tiefpunkt. Hier zeigte sich eine
dramatische Abnahme von rund 30 % zwischen den Jahren 2011 (n=1200) und 2016
(n=857)(14). Erst im Jahr 2018 konnte seit 2010 wieder ein leichter Aufwartstrend
vermerkt werden (15). Sinkende Zahlen werden ebenfalls auf den Wartelisten
registriert. Dieser Trend lasst sich jedoch durch die Anwendung von strikteren
Aufnahmekriterien erklaren, was wiederum in den letzten Jahren zu einem konstant
steigenden Anteil an schwer erkrankten Patientinnen auf den Wartelisten gefuhrt hat
(14, 16). Dennoch stand bis zum Jahr 2017 die Zahl der Organspenden einer
deutlich hoheren Zahl an wartenden Patientinnen gegenuber. Erstmalig seit 2001
konnte 2018 die Zahl an Lebertransplantationen im Eurotransplantraum die Zahl der
Wartelistenplatze uUberschreiten (17). Moglich war dies jedoch nur durch einen
weiteren drastischen Abfall an Registrierungen auf der Warteliste. Auch ist unklar wie
hoch die Rate an Retransplantationen nach Transplantatversagen war. In
Deutschland hingegen ist die Situation 2018 unverandert, den 1301
Neuanmeldungen und insgesamt 1872 wartenden Patientinnen konnten nur 877
vollzogene Transplantationen gegeniibergestellt werden. Uber 15% der wartenden
Patientlnnen verstarben in dieser Zeit aufgrund von Mangel an Spenderorganen (4).
Auch in anderen Teilen der Welt, wie zum Beispiel den USA, lasst sich ein solcher
Trend feststellen, was vermuten lasst, dass sich der Mangel an Organen in den
nachsten Jahren noch drastisch verstarken wird (18). Doch wie lasst sich dieser

Wandel trotz innovativer Techniken und Kooperationen erklaren?



1.3 Ursachen fur den Organmangel

Deutschland steht mit einer Zahl von knapp 10 realisierten Organspenden pro eine
Million Einwohner an unterster Stelle in Europa. Im Vergleich dazu werden in
Spanien mit einer Zahl von 46,9 Uber das Vierfache an Transplantationen pro einer
Million Einwohner realisiert (4). Die seit Anfang 2019 politisch viel diskutierte
rechtliche Grundlage der Organspende wird im Zusammenhang mit der geringen
Zahl an Organspenden haufig genannt. Es handelt sich dabei in Deutschland um
eine sogenannte Entscheidungslosung, bei der sich jeder potenzielle Spender aktiv
z.B. in Form eines Organspendeausweises oder durch seine Angehorigen fur eine
Organspende aussprechen kann. Im Gegensatz dazu wird in vielen anderen
europaischen Landern die Widerspruchslosung angewandt, bei welcher der
potenzielle Spender sich zu Lebzeiten aktiv gegen eine Organspende aussprechen
muss, um nicht zum Spender zu werden. Diese verschiedenen rechtlichen
Rahmenbedingungen konnen fur Angehorige im Falle eines fehlenden
Organspendeausweises und auf der Suche nach dem mutmaRlichen Willen des
Verstorbenen einen wesentlichen Unterschied machen (19).

Als weitere Ursache fur die in letzter Zeit sinkenden Zahlen wird der im Jahr 2012
aufgedeckte sogenannte ,Organspendeskandal” gesehen. Hierbei kam es in den
Jahren 2010 und 2011 zu systematischen Manipulationen an 4 der 24
Transplantationszentren in Deutschland (20). Dabei wurden vor allem Informationen
uber die Dialysepflichtigkeit von Patientinnen verandert, um so den MELD-Score und
die Transplantationsdringlichkeit zu erhohen. Der dadurch entstandene
Vertrauensverlust der Bevolkerung in die Transplantationsmedizin wird ebenfalls als
Ursache fur die ab diesem Zeitpunkt sinkenden Organspenden gesehen.

Diese Punkte sind jedoch auf Deutschland beschrankt und kénnen nicht den europa-
und weltweiten Ruckgang an qualitativ hochwertigen Leberspenden erklaren. Der
demographische Wandel, also die immer alter werdende Bevolkerung, und die
zunehmende Inzidenz des metabolischen Syndroms als Risikofaktor fur die
Manifestation einer Fettleber (Steatosis hepatis) haben sich in den letzten Jahren als
wesentliche Ursachen fur die sinkenden Zahlen in der Lebertransplantation
herauskristallisiert (21, 22). An der Charité — Universitatsmedizin Berlin wurden in
den Jahren 2010 bis 2016 48,9 % (n=500) der aufgrund von Spendereigenschaften
abgelehnten Organe wegen des zu hohen Spenderalters nicht akzeptiert (23), da der

verstarkte Ischamie-Reperfusionsschaden alterer Spenderorgane mit einem hoheren
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Risiko postoperativer Komplikationen assoziiert ist (24). Altere Menschen werden im
Jahr 2030 jedoch voraussichtlich einen deutlich gro3eren Anteil der Gesellschaft (28
%) als im Jahr 2018 (22 %) ausmachen (23). Bereits in einem kurzen Zeitraum von
2010 bis 2016 hat sich das mittlere Spenderalter im Eurotransplant-Raum von 53 auf
55 Jahre erhoht (23). Auch das metabolische Syndrom und das damit verbundene
Ubergewicht erfahren derzeit in der Bevolkerung einen dramatischen Zuwachs (6).
Die dadurch bedingte Steatosis hepatis, auch Nicht-alkohol-induzierte Fettleber,
zeigte sich bereits in 3 % bis 24 % der Bevolkerung und bei Patientlnnen der
bariatrischen Chirurgie sogar in 84 % bis 96 % der Falle (7). Die Assoziation von
Ubergewicht und Fettleber Iasst eine zunehmende Pravalenz der Steatosis hepatis in
den nachsten Jahren vermuten. Die makrovesikulare Steatotis hepatis stellt durch
den verstarkten Ischamie-Reperfusionsschaden und die damit einhergehende
eingeschrankte Funktion des Organs ebenso einen wichtigen Risikofaktor flr den
postoperativen Verlauf nach Lebertransplantation dar (25). Um dem konstant
zunehmenden Mangel an qualitativ hochwertigen Organen entgegenzuwirken, wird
die Transplantationsmedizin vor der Aufgabe stehen, zunehmend Spenderorgane

von nicht optimalen Organspendern zu nutzen.

1.4 Nutzung marginaler Organe

Unter dem Begriff der marginalen Organe oder ,Extended Criteria Donor Organs®
(ECD) verstent man Transplantate, welche suboptimale Bedingungen oder
Qualitaten erfullen. Hierzu gehdren sowohl Organe von alteren Spendern als auch
Organe nach Tod durch Herzstillstand (Donation after Circulatory Death, DCD), mit
moglicher infektioser Ubertragung oder einem erhéhten Fettgehalt. Um  der
weltweiten Diskrepanz zwischen zur Verfugung stehenden Spenderorganen und
wartenden Patientinnen entgegenzuwirken, wurde in den letzten Jahren die
Akzeptanzrate dieser marginalen Organe deutlich angehoben (14, 26). Ein groeres
Risiko fur fruhes Transplantatversagen und erhohte Patientenmorbiditat wird hierbei
haufig in Kauf genommen. Obwohl die Angaben in der Literatur hinsichtlich des
Risikos der Nutzung von alteren Organen divergieren, zeigen neuste Daten, dass die
Ergebnisse vergleichbar sind mit jangeren Organen und daher eine Ausweitung des
Spenderpools auf diesen Bereich durchaus sinnvoll ist (23, 27).

Mit der Einfuhrung der Organspende nach Tod durch Herzstillstand (DCD) in den
neunziger Jahren konnte in vielen praktizierenden Landern der Spenderpool deutlich
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erweitert werden (28). In Deutschland wird jedoch bis heute diese Art der
Organspende von vielen Fachgesellschaften abgelehnt (29). Grund daflr ist vor
allem der willkirlich gesetzte Zeitpunkt von 10 Minuten nach Herzstillstand bzw.
Beendigung der Reanimation, welcher zwar einen irreversiblen Hirntod vermuten
lasst, ihn aber nicht eindeutig beweist (30). Da der Hirntod jedoch eine gesetzliche
Voraussetzung fur die Organspende darstellt, treten hierdurch ethische und
rechtliche Probleme auf, weshalb die Organspende nach Tod durch Herzstillstand in
Deutschland gesetzlich verboten ist.

In den Fokus der aktuellen Forschung riackt nun immer weiter der Gebrauch von
steatotischen Lebern. An der Charité Universitatsmedizin Berlin stieg zwischen 2010
und 2016 der Anteil der aufgrund von Steatosis hepatits abgebrochenen
Lebertransplantationen von 14,7 % auf 63,6 %. Ebenso stieg in diesem Zeitraum der
Nachweis von Steatosis hepatis in transplantierten Organen von 22,3 % auf 51,5 %
(14). Eine weitere Verschlechterung der Organqualitat in nachster Zeit konnte die
tatsachliche Verwendung angebotener Spenderlebern von aktuell 78 % auf 44 % im
Jahr 2030 sinken lassen (18).

1.5 Steatosis hepatis

1.5.1 Definition

Der Begriff Steatosis hepatis beschreibt einen erhdhten Anteil an Hepatozyten, die
Fettvesikel enthalten. Ab einem Anteil von 5 % verfetteter Leberzellen spricht man
von einer Fettleber (31). Dabei kénnen verschiedene Atiologien einen erhohten
Fettgehalt bewirken. Hierbei lasst sich die Steatosis hepatis in eine primare, mit
Insulinresistenz und metabolischem Syndrom assoziierte, und eine sekundare Form
einteilen. Ursache der sekundaren Form koénnen unter anderem die Einnahme
verschiedener Medikamente (z.B. Amiodaron, Tamoxifen, Methotrexat), parenterale
Ernahrung, Mangelernahrung, abdominelle Chirurgie (z.B. Magen-Bypass) oder
diverse Stoffwechselstorungen sein (31). Ein weiteres Unterscheidungsmerkmal |asst
sich anhand der Assoziation mit Alkoholkonsum feststellen. Grenzwerte fur einen
leberschadigenden Alkoholkonsum werden in der Literatur nicht einheitlich definiert
(31, 32). Die American Association for the study of the Liver geht jedoch von einem
alkoholtoxischen Leberschaden bzw. einer alkoholinduzierten Fettleber ab einem

12



Alkoholkonsum von 21 Standardglasern pro Woche (1 Standardglas entspricht 14 g
Ethanol) beim Mann und von 14 Standardglasern pro Woche bei der Frau aus (32).
Davon abzugrenzen ist die nicht-alkoholinduzierte Fettleber (non-alcoholic fatty liver
disease = NAFLD). Hierbei handelt es sich um die primare Form der Fettleber,
welche vor allem mit Insulinresistenz und metabolischem Syndrom assoziiert ist.
Sind zusatzlich Inflammation und Hepatozytenschadigungen in Form von Ballooning,
Apoptose/Nekrose, Mallory-Korper oder Riesenmitochondrien  histologisch
nachweisbar spricht man weitergehend von einer nicht-alkoholinduzierten
Steatohepatitis (NASH) (31). Diese stellt einen starken Risikofaktor fur die
Entwicklung einer Leberfibrose bzw. —zirrhose dar.

1.5.2 Pathogenese

Die Pathogenese der Steatosis hepatis beruht im Wesentlichen auf dem
Uberangebot und der Speicherung von Triglyceriden in der Leber. Hierbei spielen
Adipositas und Insulinresistenz eine entscheidende Rolle. Der Pathomechanismus
wird haufig auch durch das sogenannte ,Two-Hit-Modell® erklart(31). Im ersten
Schritt kommt es zu einem vermehrte Nahrungsangebot bei adipdsen Personen und
einer verstarkten Aufnahme energiereiche Produkte im Gastrointestinaltrakt (Gl-
Trakt), welche dann wiederum fur eine gesteigerte Lipidsynthese zur Verfigung
stehen. Die mit dem metabolischen Syndrom haufig einhergehende Insulinresistenz
des adiposen Gewebes senkt die inhibitorische Wirkung des Hormons und verstarkt
wiederum die Entstehung einer Fettleber durch Steigerung von Aufnahme, Synthese
und Speicherung von Lipiden(31). Die Akkumulation von Triglyceriden in der Leber
ist zunachst einmal nicht toxisch, jedoch entstehen im Zuge des ,Second Hit" durch
Abbauprozesse zellschadigende Stoffe (Fettsduren, reaktive Sauerstoffspezies), die
zur sogenannten hepatozytaren Lipotoxozitat fuhren(31, 33). Ein weiterer Punkt, der
jedoch bislang eine schwache Datenlage aufweist, ist der Einfluss einer genetischen
Pradisposition. Eindeutige Studienerkenntnisse zeigen jedoch, dass die Ethnie eine
entscheidende Rolle in der Entwicklung einer NAFLD tragt. So wird die Pravalenz der
NAFLD in den USA bei schwarzen Personen auf 24 % und bei wei3en Personen auf
33 % geschatzt. US-Amerikaner lateinamerikanischer Herkunft zeigen jedoch eine
Rate von bis zu 45 % (31).
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1.5.3 Kilinik und Diagnostik

Die NAFLD ist in den meisten Fallen asymptomatisch. Eine Diagnose wird haufig
aufgrund von erhohten Leberwerten, auffalligem Sonographiebefund bei einer
Routineuntersuchung oder im Zuge einer Operation im abdominellen Bereich
gestellt. Aullerdem konnen leichte Symptome wie Schmerzen im rechten Oberbauch,
chronische Mudigkeit oder eine vergrofRert tastbare Leber hinweisend sein. Im Falle
einer fortschreitenden NASH oder Zirrhose sind typische Leberhautzeichen wie
Spider-Naevi und Palmarerythem oder Splenomegalie zu erwarten (33). Das Risiko
mit einer NAFLD eine Leberzirrhose zu entwickeln wird mit einer Rate von 1,5 % als
relativ gering eingeschatzt. Das Risiko aus einer NASH eine Fibrose zu entwickeln
betragt jedoch 30-50 %. Aullerdem entwickeln 15 % der NASH Patientlnnen eine
Zirrhose und 3 % sogar ein hepatozellulares Karzinom. Daher haben 13 % der
hepatozellularen Karzinome ihren Ursprung in einer Steatohepatitis. Des Weiteren
haben NAFLD Patientinnen durch die direkte Assoziation mit dem metabolischen
Syndrom und Diabetes mellitus Typ 2 ein hohes Risiko fur kardiovaskulare
Ereignisse (31).

Die Diagnostik der NAFLD stellt sich als uneinheitlich dar. Zunachst konnen die
erhohten Transaminase-Werte Alanin-Aminotransferase (ALT) und Aspartat-
Aminotransferase (AST) einen Hinweis auf das Vorliegen einer Fettleber geben. Vor
allem ALT-Werte sind hierbei erhoht, wobei eine Umkehr des ALT/AST-Quotienten
fur eine fortschreitende Fibrose sprechen kann (31). Eine weitere wichtige
diagnostische Methode stellt die Sonographie dar. Hierbei zeigt sich die Fettleber im
Vergleich zum angrenzenden Nierengewebe mit einem homogen aufgehellten
Echomuster. Aullerdem lasst sich haufig eine vergroRerte Leber mit distalem
Schallschatten und abgerundeten Unterrandern feststellen. Es kann sich jedoch auch
ein inhomogenes Bild mit fokal verfetteten oder nicht-verfetteten Herden zeigen (34).
Eine Unterscheidung zwischen NAFLD und NASH beziehungsweise eine
Einschatzung des Grades der Verfettung und der Leberzellschadigung lasst sich
hierdurch jedoch nicht treffen. Weitere bildgebende Verfahren wie CT und MRT sind
ebenfalls sichere Methoden, um ein NAFLD festzustellen.

Goldstandard in der Diagnostik der Fettleber stellt die Leberbiopsie mit anschliefl3end
histologischer Evaluation des Gewebes dar. Dieses ist ein invasives, aber
vergleichsweise risikoarmes Verfahren und bietet eindeutige Erkenntnisse Uber den

Grad der Verfettung und Leberzellschadigung. Neuentwicklungen wie der auf
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Ultraschall basierende FibroScan® oder die Bestimmung von Keratin18 sind
vielversprechende Methoden auch nicht-invasiv ausreichende Informationen zu
erhalten (33).

1.5.4 Histologische Einteilung

Als entscheidend fir die Auswahl und Verwendung von Organen fir die
Lebertransplantation haben sich einige histologische Eigenschaften zur Einteilung
des Schweregrads der Verfettung etabliert. So wird zunachst anhand der Grof3e der
Fetttropfen in eine mikrovesikulare (kleine Tropfen) oder eine gemischt bis
makrovesikulare (gro3e Tropfen) Steatosis unterteilt. Weiterhin kann der prozentuale
Anteil an verfetteten Hepatozyten auf einem histologischen Leberschnitt in vier
Schweregrade eingeteilt: keine Steatose (<5%), milde Steatose (<30%), moderate
Steatose (30-60%) und schwere Steatose (>60%) (35). Obwohl sich die Steatose
meist im gesamten Lebergewebe ausbreitet, konnen durchaus lokale Unterschiede in
Art und Schweregrad der Verfettung entstehen (32). In Abgrenzung zur NAFLD
lassen sich bei der NASH histologisch Leberzellschadigungen in Form von
Ballonierung, Nekrose und entzindlichen Zellinfiltraten feststellen.

Abbildung 1 Einteilung des Steatosegrades der Lebern
(A) Normale Leber, (B) milde Steatose, (C) moderarte Steatose, (D) schwere Steatose
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1.6 Transplantation steatotischer Lebern

Die NAFLD stellt ein zunehmendes Problem in der Transplantationsmedizin dar.
NASH als Grund fur eine Lebertransplantation erfuhr im Eurotransplantraum in den
Jahren 2002 bis 2016 einen Zuwachs von 1,2 % auf 8,4 % (36). In den USA liegt der
Anteil bereits bei 18 % (36). Obwohl die Transplantation aufgrund von NASH beim
Empfanger vergleichbare Ergebnisse wie die Transplantation aufgrund anderer
Pathologien liefert, ergeben sich bei dem Nachweis von Steatosis beim Spender
deutliche Einschrankungen (36). Laut einem Review von Chu et al. konnten diverse
Studien signifikant schlechtere Ergebnisse der Outcome-Parameter Primares
Organversagen (Primary non function, PNF), beeintrachtigte primare Funktion
(Impaired primary function, IPF), Transplantat- und Patientenuberleben von
verfetteten im Vergleich zu nicht-verfetteten Spenderorganen zeigen (25). Hierbei ist
jedoch wesentlich das Ausmald der Verfettung entscheidend. Eine milde Steatose
von <30% zeigte kaum Einfluss auf die Parameter, wohingegen eine moderate bis
schwere Steatose mit signifikant haufigerem PNF und IPF sowie einem geringeren
Transplantat- und Patientenuberleben einherging (25). Kulik et al. zeigten in ihrer
Studie, dass 70% der PNFs im Zusammenhang mit verfetteten Lebertransplantaten
auftraten (37). Zusatzlich konnte in der Gruppe mit steatotischen Lebertransplantaten
im Falle einer Retransplantation ein Patiententberleben von nur 0,5 Jahren im
Vergleich zu 5,1 Jahren in der Gruppe der Transplantation nicht-verfetteter Organe
gezeigt werden (37). Wichtig ist jedoch eine weitere histologische Unterteilung in
mikrovesikulare und makrovesikulare Steatose. Eine mikrovesikulare Verfettung
zeigte namlich unabhangig von dem Ausmal} der Verfettung keinen Einfluss auf die
oben genannten Ergebnisparameter nach Lebertransplantation (22). Aufgrund des
erhohten Risikos der Transplantation werden steatotische Lebertransplantate von
vielen Transplantationszentren ab einem Fettgehalt von 30% abgelehnt.
Entscheidend fur die Ablehnung eines Organes ist jedoch nur das Ausmal} der
gemischt bis makrovesikularen Verfettung. Ob die aktuelle histologische Einteilung
des Steatosegrades eine ausreichende Einschatzung der Funktionalitat des Organs
und des Risikos der Transplantation darstellt, ist jedoch fraglich, da beispielsweise in
der Studie von Kulik et al. 50% der verfetteten Lebern mit Transplantatversagen eine
Steatose von <30% aufwiesen (37). Dies mag unter anderem durch die limitierte
Aussagekraft von den praoperativ erhobenen feingeweblichen Untersuchungen

bedingt sein, welche haufig als sogenannte Schnellschnittuntersuchungen
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durchgefuhrt werden und nicht den Ansprichen einer umfassenden Analytik
entsprechen (38).

1.7 Lagerung und Transport der Organe/ Ischamie-
Reperfusionsschaden

Derzeitiger Goldstandard zu Lagerung und Transport des zu transplantierenden
Organs stellt die statische Kaltelagerung (static cold storage) dar. Das Organ
befindet sich dabei in einer Konservierungslosung wie University of Wisconsin
Loésung oder Histidin-Tryptophan-Ketoglutarat-Losung (HTK) und wird unter
hypoxischen und hypothermen Bedingungen bei 4°C gelagert.

Eine befurchtete Komplikation bei der Lebertransplantation und wesentlicher
Pathomechanismus des akuten Transplantatversagens ergibt sich hieraus: der
Ischamie-Reperfusionsschaden (Ischemia-Reperfusion-Injury, IRI). Aufgrund des
Mangels an ATP und Sauerstoff kommt es in der ischamischen Phase zunachst zu
einer erhohten Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies. Zellulare Bestandteile
wie zum Beispiel Lipidmembranen konnen dabei stark beschadigt werden (39). Die
akkumulierenden  toxischen  Metabolite und der damit einhergehende
Gewebeschaden fuhren im Falle einer Reperfusion zu einer starken
Inflammationsreaktion (40). Paradoxerweise kommt es daher wahrend der
Reperfusionsphase unter einem erneuten Angebot an Sauerstoff zu einer deutlich
starkeren Schadigung als wahrend der ischamischen Phase (40).

Steatotische Lebern sind aufgrund von zellularen Veranderungen hierfur deutlich
anfalliger als nicht-steatotische Lebern. Eine erhohte Kupfferzellaktivitat und die
ubermafige Produktion von Reaktiven Sauerstoffspezies (Reactive oxygen species,
ROS) in den Mitochondrien fuhren nach der ischamischen Phase der Kaltelagerung
zu einer starken Schadigung der Hepatozyten bei Reperfusion des Transplantates.
Ein Zelluntergang findet hier vor allem in Form von Nekrose statt im Gegensatz zu
einer kontrollierten Apoptose bei nicht-steatotischen Lebern (41). Eine weitere
Beeintrachtigung stellt die schlechte Mikrozirkulation in steatotischen Lebern dar.
Sowohl makrovesikulare Fetttropfen als auch eine erhdohte Aktivitat der Stellatzellen
bewirken eine sinusoidale Vasokonstriktion und beeintrachtigen so die Perfusion und

Versorgung des Gewebes (39).
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Obwohl die Verwendung marginaler Organe, insbesondere steatotischer Lebern, in
den letzten Jahren deutlich zugenommen hat, Iasst sich ebenfalls eine zunehmende
Rate an Ablehnungen feststellen (14). Im Jahr 2016 war an der Charité
Universitatsmedizin Berlin die Diagnose Steatosis hepatis in 42 Fallen Grund fur die
Ablehnung einer Leber. Eine Verwendung dieser abgelehnten Organe hatte in
besagtem Jahr insgesamt 63,6% mehr Lebertransplantationen ermdglichen kénnen
und besitzt daher ein hohes Potenzial den Spenderpool zu erweitern (14). Da die
statische Kaltelagerung besagte Probleme besonders bei steatotischen Lebern
erzeugt, wird aktuell nach Losungen gesucht die Zeit zwischen Explantation und
Implantation moglichst schonend fur das Organ zu uberbricken. Einen Ansatz
marginale Lebern zu transportieren und gleichzeitig eine Einschatzung und
Verbesserung der Organqualitat durchzufuhren stellt die Maschinenperfusion dar.
Die Leber wird bei diesem Verfahren an ein System angeschlossen, bei dem durch
die Verwendung von Pumpen eine dynamische Versorgung des Organs mit
Sauerstoff und Nahrstoffen gewahrleistet wird. Aullerdem sind der Abtransport von
entstehenden Abbauprodukten und die Regulation des physiologischen Milieus
beispielsweise mithilfe eines Dialysekreislaufes moglich.

1.8 Maschinenperfusion

Die Maschinenperfusion stellt ein vielversprechendes Verfahren fur einen
schonenderen Transport und eine optimierte Behandlung von Organtransplantaten
dar. Dieses Verfahren, welches schon seit langerem in der Nierentransplantation
etabliert ist, kommt zunehmend auch in der Lebertransplantation zur Anwendung
(42). Kommerziell verfugbare und fur die klinische Anwendung zugelassene
Perfusionssysteme wie Organ Assist® oder metra® von OrganOx wurden bereits
erfolgreich in klinischen Studien getestet (43). Fur die Lebermaschinenperfusion
stehen verschiedene Perfusionssysteme und -konzepte zur Verfugung, welche sich
im Hinblick auf Perfusionstemperatur und Behandlungsdauer sowie das erforderliche
Perfusat unterscheiden. Hierbei lassen sich im Wesentlichen die hypotherme,
subnormotherme und normotherme Maschinenperfusion unterscheiden. Als
wesentliche weitere Anwendungsmaoglichkeit der MP neben der optimierten
Konservierung muss die Konditionierung marginaler Organe in Betracht gezogen

werden. Es handelt sich dabei um die Idee, die Organqualitat von suboptimalen
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Spenderorganen wie beispielsweise steatotischen oder sehr alten Lebern im

Zeitraum von Organentnahme bis -transplantation zu verbessern.

1.8.1 Hypotherme Maschinenperfusion (HMP)

Ausgehend von der statischen Kaltelagerung der Organe ist eine sogenannte
hypotherme Maschinenperfusion bei Temperaturen zwischen 0 und 12°C
naheliegend. Dieses Verfahren basiert auf der Uberlegung, die konservierende
Wirkung der Kalte zu nutzen und gleichzeitig anfallende schadliche Produkte
abzutransportieren. Auch hierbei haben sich in den letzten Jahren verschiedene
Techniken entwickelt. So kann grundsatzlich zwischen einer portovendsen Perfusion,
ausschlieRlich Uber die Pfortader, und einer dualen Perfusion, zusatzlich Uber die
Leberarterie, unterschieden werden. Einen wesentlichen Unterschied stellt auch die
Oxygenierung der Perfusionslosung dar. Nach ersten Versuchen durch Guarrera et
al. 2010 ohne zusatzliche Sauerstoffzufuhr wurde von der Gruppe um Dutkowski et
al. in Zurich die Hypotherme Oxygenierte Maschinenperfusion (HOPE) entwickelt
(44, 45). Bei dem HOPE-Verfahren findet eine ein- bis zweistindige Perfusion
ausschlieRlich Uber die Pfortader am Ende der ischamischen Phase kurz vor
Transplantation statt (46). Dabei wird das Organ in einer Perfusionsmaschine von
Organ Assist® bei 10°C mit University-of-Wisconsin-Glukonat-Losung (KPS®)
perfundiert (46). Eine Weiterentwicklung dieser Technik stellt das D-HOPE Verfahren
aus Groningen dar, bei dem eine duale Perfusion Uber Pfortader und Arteria hepatica
stattfindet. Die Versorgung vor allem des biliaren Systems Uber die Arteria hepatica
soll so weiterhin gewahrleistet werden (47). Bislang wurde die HMP hauptsachlich im
Bereich der Konservierung von DCD Organen verwendet, wobei erste vorklinische
Untersuchungen an steatotischen Rattenlebern vielversprechende Ergebnisse
zeigten (48).

Die HMP stellt ein relativ sicheres Verfahren dar, da im Falle eines Ausfalls der
Maschine die Kaltelagerung weiterhin stattfinden kann. Auferdem ist sie
vergleichsweise kostengunstig, da ein Transport der Maschinen zum Entnahmeort
nicht notig ist und sich die Maschinen stationar im Transplantationszentrum befinden.
Zusatzlich werden keine Sauerstoff-Trager wie Erythrozyten bendtigt (49). Nachteil
dieser Methode ist jedoch die geringe metabolische Aktivitat des Organs. Hierdurch
kann weder eine metabolische Rekonditionierung in Form einer Reduktion des
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Fettgehalts noch eine Uberprifung der Funktionalitdt der Leber stattfinden (48, 49).
Vor allem in Hinblick auf eine Konditionierung von verfetteten oder anderweitig
vorgeschadigten Organen stellen diese Punkte einen entscheidenden Aspekt der
Maschinenperfusion dar.

1.8.2 Subnormotherme Maschinenperfusion (SMP)/Kontrolliert Oxygenierte
Erwarmung

Eine Alternative zur hypothermen stellt die subnormotherme Maschinenperfusion
dar. Urspranglich wurde hiermit ein Temperaturbereich von 12-35°C beschrieben.
Hiervon wird jedoch zunehmend abgewichen und stattdessen eine weitere
Unterteilung zwischen midtherm (13-24°C) und subnormotherm (25-34°C)
angewendet. Grund dafur ist der deutliche Unterschied in der metabolischen Aktivitat
der Leber zwischen diesen beiden Bereichen. Durch die warmeren Temperaturen
kann sowohl eine geringere vaskulare Resistenz als auch eine niedrigere Viskositat
des Perfusats erreicht werden und somit zu einer verbesserten Mikrozirkulation des
Organs fuhren. Auch die Funktionalitat der Leber lasst sich in geringem Malle
aufgrund von verbesserter Stoffwechselleistung der Zellen bei hoheren
Temperaturen des subnormothermen Bereichs anhand von Galleproduktion und
Sauerstoffaufnahme testen (49).

Vielversprechende Ergebnisse im Hinblick auf Organpraservation und -funktion
konnten bislang nur im Tierversuch gezeigt werden. Hierbei ist zwar eine
Konservierung von steatotischen Lebern und Erhalt der histologischen Strukturen
sehr gut moglich (50), eine Reduktion des Fettgehalts konnte jedoch nicht erreicht
werden (51). Daten zur Transplantation dieser Organe liegen bislang nicht vor, daher
ist fraglich, ob hierbei eine ausreichende metabolische Rekonditionierung stattfand.
Eine Verbindung von HMP, SMP und normothermer Maschinenperfusion (NMP)
konnte die kontrolliert oxygenierte Erwarmung (Controlled oxygenated rewarming,
COR) sein. Hierbei findet nach kurzzeitiger Kaltelagerung ein gradueller Anstieg von
hypothermen Uber subnormotherme bis hin zu normothermen Temperaturen statt.
Dabei soll der schadliche Effekt des plotzlichen Temperaturanstieges verhindert und
zuséatzlich die Mdglichkeit einer funktionellen Uberpriifung des Organs gegeben
werden (52). Erste positive Ergebnisse konnten bereits sowohl am Tiermodell als
auch in einer ersten klinischen Studie gezeigt werden (53, 54). Effekte auf marginale
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humane Organe wie steatotische Lebern sind bislang jedoch noch nicht untersucht

worden.

1.8.3 Normotherme Maschinenperfusion (NMP)

Bei der normothermen Maschinenperfusion wird das Organ bei 35-37°C perfundiert.
Es soll so ein annahernd physiologisches Milieu fortbestehen, um die Lagerung und
Transport der Leber moglichst schonend zu gestalten. Ravikumar et al. konnte
bereits zeigen, dass NMP ahnliche Ergebnisse bei Transplantation von nicht-
marginalen Organen wie die statische Kaltelagerung liefert (55). Ziel ist es jedoch mit
Hilfe von NMP den Spenderpool durch die optimierte Lagerung und gegebenenfalls
Konditionierung marginaler Organe wie z.B. steatotischer Lebern zu erweitern. Die
schnelle Wiederaufnahme der Oxygenierung und eine verkurzte Phase der
statischen Kaltelagerung sollen die anfalligen marginalen Organe vor dem IRI
schitzen. Ein weiterer wesentlicher Vorteil der NMP gegentiber HMP und SMP ist
die metabolische Aktivitdt des Organs. Hierdurch koénnte zum einen eine
metabolische Rekonditionierung stattfinden, bei der durch pharmakologische
Einwirkung und Aktivierung des Fettstoffwechsels der Leber, eine Reduktion des
Fettgehalts erreicht werden konnte. Auf der anderen Seite lasst sich hieran die
Funktionalitat und Beschaffenheit steatotischer oder alter Organe bestimmen und
das Risiko einer nicht-erfolgreichen Transplantation abschatzen (56).

Nachteil dieses Verfahrens ist jedoch ein deutlich hoherer logistischer und
finanzieller Aufwand. Auch die Durchfuhrung und Technik der Perfusion ist deutlich
komplizierter als beispielsweise eine hypotherme Perfusion. Um eine zeitnahe
Perfusion des Organs am Ort der Explantation durchzufihren und somit einen
maximalen Nutzen der Behandlung zu gewahrleisten, braucht es aullerdem flr

dieses Verfahren transportable und benutzerfreundliche Gerate.

1.8.4 Experimentelle Maschinenperfusion

Trotz der weit fortgeschrittenen Technik der Maschinenperfusion ist eine
experimentelle Forschung in diesem Themengebiet, insbesondere im Kleintiermodell
notig. Eine Optimierung der Perfusion und erste Ansatze zur pharmakologischen
Behandlung und Verbesserung der Organqualitdt lassen sich hierbei in
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standardisierten Verfahren mit hohen Fallzahlen untersuchen. Jedoch stellt sich die
Entwicklung einer passenden Perfusionsmaschine zur normothermen Perfusion und
anschlieenden Transplantation als kompliziertes Verfahren dar. Bislang konnte dies
nur mit gesunden Rattenlebern von wenigen Arbeitsgruppen durchgefuhrt werden
(57, 58). Durch Forschungen in unserer Arbeitsgruppe konnte ein System entwickelt
werden, welches die Organintegritat Uber einen Zeitraum von 6 Stunden
aufrechterhalt (59). Es kristallisierten sich dabei in einem mehrstufigen
Etablierungsprozess die wesentlichen Faktoren zur erfolgreichen normothermen
Perfusion heraus. Entscheidend fiir das Uberleben des Organs erwies sich die
Zufuhr von Erythrozyten als Sauerstofftrager. Um eine ausreichende Konzentration
der Erythrozyten zu gewahrleisten musste ebenfalls das Volumen des Kreislaufes
auf ein Minimum reduziert werden. Letztlich zeigte die Verwendung eines
Dialysekreislaufes zum Erhalt des physiologischen Milieus eine zusatzliche
Verbesserung der Perfusionsleistung (60).

1.9 Metabolische Rekonditionierung

Unter einer metabolischen Rekonditionierung wird eine durch pharmakologische oder
nicht-pharmakologische Behandlung verbesserte metabolische Aktivitat des Organs
verstanden. Im Falle der steatotischen Lebern wird vermutet, dass durch eine
Reduktion des Fettgehalts das Organ in einen besseren Zustand versetzt wird und
so zum einen metabolisch aktiver ist und zum anderen Folgen der Transplantation
wie den Ischamie-Reperfusionsschaden eher verkraften kann. Bisherige Versuche
der Entfettung fanden hauptsachlich in der Zellkultur oder im Tierversuch statt.
Zufriedenstellende Ergebnisse, welche als sicheres Verfahren in den klinischen
Alltag Ubertragen werden konnten, wurden bislang noch nicht gezeigt.

Erste Versuche zur Entfettung ausschlie3lich durch NMP wurden von Jamieson et al.
am Schweinemodell untersucht (61). Hierbei wurden Lebern mit milder Steatose von
<30 % normotherm perfundiert. Es konnte eine Reduktion des Fettgehalts nach 24
bzw. 48 Stunden gezeigt werden. Interessanterweise wurde gleichzeitig eine
Zunahme des Fettgehalts in der nicht-steatotischen Kontrollgruppe festgestellt. Auch
Nagrath et al. konnten bei Rattenlebern nach nur 3 Stunden NMP eine 30-prozentige
Verringerung des Triglyceridgehalts registrieren (62). Die Gruppe um Boteon aus
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Birmingham  postuliert daher, dass eine 3-stindige Perfusion einen
zufriedenstellenden Entfettungseffekt erreichen kann (63). Im humanen Modell
konnte dieser Effekt allerdings auch nach 24 Stunden Maschinenperfusion nicht
gezeigt werden. Bei zehn abgelehnten steatotischen Lebern wurde keine relevante
histologisch sichtbare Veranderung des Verfettungsgrades erreicht (64).

Um in dem geringen Zeitfenster der MP einen moglichen Entfettungseffekt zu
verstarken, ruckt die pharmakologische Beeinflussung des perfundierten Organs
immer weiter in den Fokus der Forschung. Hierbei werden verschieden Ansatze
verfolgt, wie beispielsweise ein ,Entfettungscocktail®, bestehend aus verschiedenen
fettreduzierenden Substanzen, L-Carnithin oder dem Glial Cell Line Derived
Neurotrophic Factor (GDNF) (62, 65, 66). Die Tatsache, dass die Wirkung sowohl
eines Entfettungscocktails als auch von GDNF auf den gesamten menschlichen
Organismus unklar ist, legt den Nutzen einer bereits klinisch pharmakologisch
anerkannten Substanz nahe. Auch die Ubertragung von Dosierungen aus dem
Tiermodell auf den Menschen stellt ein schwieriges Hindernis dar. Erkenntnisse Uber
Funktion und Wirkung von GDNF durch die Gruppe um Mwangi et al. zeigten eine
Beeinflussung der zellularen Autophagie im Sinne einer Verstarkung und eine damit
einhergehende erhohte B-Oxidation der Fettsauren (67). Autophagie, ein fur die Zelle
wichtiger Fettstoffwechselprozess, wird auch von dem klinisch angewandten
mammalien Target of Rapamycin (mTOR)-Inhibitor Rapamycin positiv beeinflusst
(68). Diese pharmakologische Stellschraube hat daher ebenfalls das Potenzial einen
Entfettungseffekt an steatotischen Lebern zu zeigen und gleichzeitig eine umfassend
getestete  Sicherheit fur den menschlichen Organismus zu bieten.
Grundvoraussetzung fur die erfolgreiche Transplantation nach metabolischer
Rekonditionierung ist ein intaktes und funktionales Organ. Ein Mangel dieser
Bedingungen konnte Ursache fur die bislang erfolglosen Transplantationen der

vergangenen Forschungsarbeiten sein.

1.10 Autophagie und mTOR-Inhibition

Autophagie wird Dbereits seit einiger Zeit als wesentlicher Prozess des
Fettmetabolismus der Zelle gesehen. Beeinflusst wird dieser Stoffwechselprozess
durch den mammalian Target of Rapamycin (mTOR) Signalweg. Durch eine
Inhibition des Signalweges findet hier eine Verstarkung der Autophagie statt (69).
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Grundsatzlich lassen sich zwei Pfade des mTOR-Signalweges unterscheiden:
MTORC1 und mTORC2. mTORC1 kann auf viele verschiedene zellulare Prozesse
Einfluss nehmen und ist fur Stoffwechselhomdostase und Zellwachstum des Korpers
verantwortlich (70). mTORC2 hingegen ist fur Zellproliferation und -Uberleben
zustandig (70). Durch Nahrungsaufnahme, Glukose und Insulin stimuliert fuhrt eine
Aktivitat des mTORC1-Signalweges zu einer anabolen Stoffwechsellage mit
gesteigerter Protein-, Nukleotid- und Lipidsynthese (70). Gleichzeitig werden
katabole Stoffwechselprozesse wie Lipolyse, B-Oxidation und Autophagie unterdrickt
(70). Fehlregulationen und verstarkte Aktivitat des mTOR-Signalweges in Leber- und
Muskelgewebe adiposer Ratten konnte bereits gezeigt werden (71). Hierin konnte ein
wesentlicher Pathomechanismus in der Entwicklung und Aufrechterhaltung von
Ubergewicht und Insulinresistenz liegen (72). Die Beeinflussung der katabolen
Stoffwechselprozesse, welche durch Inhibition des mTORC1-Signalweges verstarkt
werden, ist daher von groRem Interesse fur die Forschung. So konnten Soliman et al.
zeigen, dass eine vierstundige Behandlung von Adipozyten mit dem mTOR-Inhibitor
Sirolimus (Rapamycin) eine deutlich erhdhte Lipolyseaktivitat bewirkte (73). Die
Gruppe um Brown et al. konnte aul3erdem bei Rattenhepatozyten eine bis zu 100 %
verstarkte B-Oxidation und eine um 60 % verminderte de novo-Lipidsynthese
erreichen (74).

Autophagie spielt eine wesentliche Rolle in der Beeinflussung des katabolen
Fettstoffwechsels (75). Aus dem Griechischen Ubersetzt mit ,Selbst essen®
beschreibt dieser Prozess den durch die Zelle kontrollierten Abbau eigener Organelle
wie Mitochondrien zum Zweck der Energiegewinnung (69). Im Falle des Abbaus von
Fetttropfen wird auch von Lipophagie gesprochen (75). Umgeben von einer
Lipiddoppelschicht bildet sich um das Zellorganell ein sogenanntes Autophagosom.
Dieses verbindet sich anschliellend mit einem Lysosom und ermdglicht den Abbau
und die Bereitstellung von Energiesubstraten. Die Gruppe um He et al. konnte bei
verfetteten Mausen und humanen hepatischen L-O2 Zellen durch die Gabe des
Glucagon-like-peptides-1  (GLP-1) Liraglutid Autophagie induzieren und eine
Reduktion des Fettgehalts erreichen (76).

Neben dem positiven Einfluss auf den Fettstoffwechsel hat die mTOR-Inhibition
weitere vorteilhafte Effekte in Bezug auf die Lebertransplantation. Boteon et al.
gehen von einer Elimination geschadigter Zellorganelle und einer Unterstutzung des

Gewebes mit Nahrstoffen durch den Prozess der Autophagie aus (77). Eine
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Verbindung aus normothermer Maschinenperfusion und induzierter Autophagie soll
daher eine protektive Wirkung auf hepatische Endothelzellen haben und dadurch das
Risiko eines IRl mindern. Auch die Gruppe um Lee et al. konnte durch den mTOR-
Inhibitor Everolimus nach Ischamie und Reperfusion eine verstarkte
Autophagieaktivitat wahrnehmen und eine damit einhergehende verbesserte
Leberfunktion und —histologie erreichen (78).

Einen weiteren Punkt stellt der Einfluss des mTOR-Signalweges auf den
Alterungsprozess dar. Rapamycin scheint bisher die einzige Substanz zu sein, die
einen lebensverlangernden Effekt auf bestimmte Organismen wie Mause hat und
konnte so ebenfalls zu einer Rekonditionierung von alten Spenderorganen beitragen
(70).

1.11 Everolimus

Everolimus ist ein seit 2013 zugelassenes Derivat des mTOR-Inhibitors Rapamycin
(Sirolimus). Es besitzt im Vergleich zu Sirolimus eine leicht verbesserte orale
Bioverfugbarkeit und wird klinisch zum einen als Immunsuppressivum nach
Transplantation und zum anderen als wirkungsvolles antineoplastisches Medikament
bei diversen Tumorerkrankungen angewendet (79, 80). Die immunsuppressive
Wirkung entsteht vor allem durch Inhibition der T-Zell Proliferation. In Gegensatz zu
anderen immunsuppressiven Medikamenten wie Cyclosporin und Tacrolimus besteht
bei Everolimus eine geringere nephrotoxische Wirkung (81). Als haufige
Nebenwirkung wird eine Dyslipidamie beschrieben. Laut den Erkenntnissen der
Forschung mit mTOR-Inhibitoren ist jedoch nicht eine gesteigerte Lipidsynthese
ursachlich dafur, sondern eine vermehrte Lipolyse und ein damit einhergehende
verzogerter Lipidabbau (74). Therapeutisch wirksame Serumkonzentrationen werden
mit 3 bis 8 ng/mL angegeben (80). Die Perfusion eines isolierten Organs ermoglicht
jedoch eine pharmakologische Behandlung mit wesentlich hoheren Dosierungen,
ohne den gesamten Korper zu beeinflussen. Metabolische Prozesse konnen dadurch
moglicherweise starker aktiviert werden, ohne therapielimitierende systemische

Reaktionen zu erzeugen.
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1.12 Versuchsvorhaben und Fragestellung

Mit dem Versuchsvorhaben dieser Doktorarbeit wurde das Konzept der
pharmakologischen Beeinflussung steatotischer Rattenlebern mittels ex-vivo-
Maschinenperfusion im Kleintiermodells untersucht. Steatotische Rattenlebern
wurden uber einen Zeitraum von drei Stunden mit Hilfe des in unserer Arbeitsgruppe
etablierten miniaturisierten Perfusionskreislaufes perfundiert. Hierbei wurde die
Vitalitdt des Organs anhand von Syntheseparametern, Labordiagnostik und
histologischer Beschaffenheit gemessen. Wesentlicher Kernpunkt dieser Arbeit
stellte der Einfluss des mTOR-Inhibitors Everolimus auf den Fettgehalt des
Lebergewebes und den histologischen Steatosegrad als Zeichen einer
metabolischen Rekonditionierung dar. Auch eine mdgliche Verbesserung der
Perfusionsqualitat durch die pharmakologische Beeinflussung wurde getestet. Aus

besagtem Versuchsvorhaben ergaben sich folgende Fragestellungen:

1. Ist eine normotherme Maschinenperfusion steatotischer Rattenlebern unter Erhalt
der Vitalitat des Organs Uber 3 Stunden moglich?

2. Nimmt der mTOR-Inhibitor Everolimus positiven Einfluss auf den Verlauf und die
Ergebnisse der Perfusion?

3. Ist durch den mTOR-Inhibitor Everolimus eine Reduktion des Fettgehalts und des
histologischen Steatosegrades im Sinne einer metabolischen Rekonditionierung

maoglich?
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2 Methodik

2.1 Versuchsaufbau

Zur Perfusion einer Rattenleber wurde in unserer Arbeitsgruppe ein Kreislaufsystem
entwickelt (60). Zentraler Bestandteil des Kreislaufs war ein speziell angefertigter
Glasreaktor mit insgesamt 6 Zugangen (Flanschgefal® DN 100, Glas Gallner GmbH,
Mudnchen, Deutschland). Mithilfe von  geodffneten  Schraubkappen  und
Dichtungsringen GL14 (Glas GaRRner GmbH, Minchen, Deutschland) lief3en sich an
diesen Zugangen Silikonschlauche befestigen, welche die Verbindung von Organ
und System herstellten. Innerhalb dieses Perfusionsreaktors wurde das Organ auf
eine Silikonmatte platziert, die wiederum auf einem Silikonring lag. Unterhalb dieses
Ringes konnte sich so ein Reservoir bilden, welches Uber einen konisch zulaufenden
Ausgang im Boden ablief. Uber Heidelberger Silikonschlauche (30 cm, @ 1.2 mm, B.
Braun, Melsungen, Deutschland), Dreiwegehdhne (B. Braun, Melsungen,
Deutschland) und Pumpenschlauche wurde die Verbindung zu einer
flusskontrollierten Rollerpumpe (Spectrum Laboratories, Rancho Dominguez, CA,
USA) hergestellt. Eine Flussgeschwindigkeit von 1 ml/min/g Lebergewicht wurde
daruber erzeugt. AnschlieRend folgte die Verbindung zu einem Oxygenator (Radnoti,
Dublin, Irland), Uber welchen der Gasaustausch stattfand. Dafur verlief ein 300 cm
langer Silikonschlauch mit einem Fullvolumen von 10ml durch eine Glaskammer,
welche Uber ein Gasmischgerat (DASGIP, Dasgip Technology, Julich, Deutschland)
mit 90 % Sauerstoff angereichert wurde. Es schloss sich eine glaserne
Luftblasenfalle (Hugo Sachs Elektronik — Harvard Apparatus, March-Hugstetten,
Germany) an. In diese ebenfalls nach unten konisch zulaufende Glaskammer
gelangte das Perfusat von oben und bildete am Boden ein Reservoir. Unerwlunschte
Luftblasen stiegen in diesem Reservoir nach oben und wurden somit nicht innerhalb
des Systems weitergetragen. Hierdurch konnten fur das Organ kritische Luftembolien
verhindert werden. Nun verlief das System weiter in Richtung des portalvendsen
Zugangs der Leber. Ein vorgeschalteter Drucksensor (Harvard Apparatus, Holliston,
MA, USA) ermoglichte eine kontinuierliche Druckmessung und Aufzeichnung uUber
die BDAS 2.0 Software (Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA). Der Einfluss in die
Leber und die Versorgung mit oxygeniertem Blut wurde Uber die kanulierte Pfortader
(am Zugang 2 des Reaktors) gewahrleistet. Der Ausfluss des Perfusates erfolgte

Uber die infrahepatische Vena cava abdominalis.
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Abbildung 2 Versuchsaufbau

(A) Schematische Zeichnung, (B) Foto Versuchsaufbau, (C) Leber in Reaktor angeschlossen an Kreislauf;
es lassen sich von oben gegen den Uhrzeigersinn die fiinf Leberlappen Links-lateral, Links-medial,
Rechts-medial, Rechts-lateral und Caudatus erkennen
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Diese wurde an einen Kreislauf angeschlossen, in dem das Perfusat in Zugang 4 aus
dem Reaktor hinausgefuhrt und in Zugang 3 wieder in den Reaktor hineingefuhrt
wurde. Durch einen zwischengeschalteten Dreiwegehahn konnte an dieser Stelle die
venose Probenentnahme ermoglicht werden. Der von Zugang 3 weiterfUhrende
Silikonschlauch verlief direkt zum konisch zulaufenden Bodenausgang. Hierbei
handelte es sich um einen durchlocherten Schlauch, welcher eine Durchmischung
mit dem im Reservoir befindlichen Perfusat sicherstellte.

Ein weiterer Bestandteil des Systems stellte der Dialysekreislauf dar. Zur
Aufrechterhaltung von nahezu physiologischen Perfusionsparametern wie Kalium
und pH konnte in vorherigen Arbeiten unserer Arbeitsgruppe die Notwendigkeit der
Dialyse gezeigt werden (59, 60). Hierfur wurde ein separater Kreislauf zum
Hauptkreislauf parallelgeschaltet. Ein Teil des Perfusats wurde unterhalb des
Reaktorausgangs umgeleitet und uber eine Multi-Channel-Pumpe (Cole-Parmer,
Wertheim, Germany) von unten nach oben durch die Dialysekartusche (Spectrum
Laboratories, Rancho Dominguez, CA) gepumpt. AnschlieBend gelangte das frisch
dialysierte Blut Uber einen offenen Eingang zurtck in das Reservoir des Reaktors,
wo aufgrund des zuvor erwahnten durchlocherten Schlauchs eine Durchmischung
mit dem vendsen Blut ermoglicht wurde. CiCa Dialyseflussigkeit (Fresenius Medical
Care, Bad Homburg, Deutschland) wurde im Sinne des Gegenstromprinzips mithilfe
derselben Multi-Channel-Pump von oben nach unten durch die Dialysekartusche

geleitet.

2.2 Tiere, Versuchsgruppen, Verfettungsprotokoll

Mannliche Sprague Dawley Ratten wurden im Alter von 4 Wochen mit einem
Gewicht von ca. 75 g von der Firma Janvier (Le Genest-Saint-Isle, Frankreich)
erworben und artgerecht bei einem 12 stindigen Tag-Nacht-Rhythmus gehalten. Die
Genehmigung zur Ausfuhrung der Versuche durch die zustandigen Behorden lag vor
(LaGeSo Berlin, G0185/17). Allen Tieren wurde eine Eingewdhnungsphase von
mindestens einer Woche ermdglicht, um ubermafige Stressreaktionen wahrend des
Versuchssettings aufgrund von Transport und ungewohnter Umgebung zu
vermeiden. Wahrend dieser Zeit fand eine Futterung mit normalem Futter und

Wasser ad libitum statt.
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Ein geeignetes Verfettungsprotokoll zur Erzeugung einer Nicht-Alkohol-induzierten-
Fettleber musste zunachst uber mehrere Schritte etabliert werden. Bei der Wahl des
Spezialfutters wurde sich fur die Hochfettdiat der Firma Altromin entschieden (DIO,
C1090, 10 mm Pellets, Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG, Lage, Deutschland).
Dieses besitzt einen Fettanteil von 70 % und soll so dem Induktionsmechanismus
des humanen Krankheitsbildes der NAFLD am nachsten kommen (82). Im Hinblick
auf die spatere Transplantation der perfundierten Organe mussten folgende Kriterien
fur die Wahl des Rattenstamms eingehalten werden: 1) Es musste eine
Hepatosteatose von >30 % vorliegen 2) Die Steatose musste vom Typ gemischt- bis
makrovesikular sein 3) Ein Tiergewicht von 350 g durfte nicht Uberschritten werden.
Die Wahl des Rattenstamms fiel zunachst auf mannliche Wistar-Ratten, da in der
Arbeitsgruppe langjahrige Erfahrung im Umgang und der operativen Behandlung
dieser Tiere bestand. Hier zeigte sich jedoch eine deutliche Gewichtlberschreitung
nach drei Wochen Futterung mit der Fettdiat. Eine weitere Option stellten mannliche
Lewis inbreed Ratten dar. Hierbei handelt es sich um einen haufig verwendeten
Rattenstamm fur die Lebertransplantation im Kleintiermodell, da eine
Immunsuppression nach Operation nicht notwendig ist. Es zeigte sich jedoch nach
drei Wochen Futterung eine mikrovesikulare Steatose mit weniger als 30 %
Fettgehalt. Mannliche Sprague Dawley (SD)-Ratten stellten in weiterer Etablierung
ein passendes Modell dar. Es konnte bereits in vorrangegangen Studien ein gutes
Ansprechen auf das ausgewahlte Fettfutter und eine geeignete Wachstumskurve
gezeigt werden (83). Nachteil dieses Rattenstamms ist jedoch, dass eine leichte
Immunsuppression nach Transplantation notwendig ist.

Die Tiere wurden nach einer einwochigen Eingewohnungsphase uber 21 Tage mit
der Fett-Diat und Wasser ad libitum gefuttert. AnschlieRend fand eine zufallige

Einteilung in die verschiedenen Versuchsgruppen statt:

Steatotische Leber, 3 Stunden Perfusion, 0 ng/ml Everolimus (n=6)
Steatotische Leber, 3 Stunden Perfusion, 5 ng/ml Everolimus (n=6)
Steatotische Leber, 3 Stunden Perfusion, 25 ng/ml Everolimus (n=6)
Steatotische Leber, 3 Stunden Perfusion, 50 ng/ml Everolimus (n=6)
Steatotische Leber, keine Perfusion (n=5)

Nicht-steatotische Leber, keine Perfusion (n=3)
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Chirurgisches Vorgehen: Leberexplantation

Das Tier wurde zunachst in einer Narkosekammer durch ein funf prozentiges
Isofluran-Sauerstoff-Gemisch bei einem Fluss von 2 I/min narkotisiert. Zusatzlich
wurden uUber eine Depotinjektion in die Nackenfalte 100 mg/kg KG Metamizol
(Winthrop Arzneimittel GmbH, Frankfurt am Main, Deutschland) und 12 mg/kg KG
Ketamin (CP-Pharma, Burgdorf, Deutschland) zur analgetischen und anasthetischen
Wirkung appliziert. Der weitere Verlauf der Narkose wurde durch Inhalation von
Isofluran Uber eine Atemmaske gesteuert.

Die Operation wurde in einem sterilen Umfeld durchgefihrt, um spatere
Keimbelastung wahrend der Maschinenperfusion zu minimieren. Zunachst wurde ein
venoser Femoraliskatheter gelegt, um hieruber eine 300 mmol Glycin-Ringergemisch
zu applizieren. Glycin als einfache Aminosaure hat eine inhibierende Wirkung auf die
Kupfferzellen der Leber, welche als wesentlicher Initiator des Ischamie-
Reperfusionsschadens gelten (60, 84). Zur Katheterisierung der Vena femoralis
wurde an der medialen Seite des Oberschenkels ein Hautschnitt durchgefuhrt und
die Femoralisgefalle stumpf freiprapariert. Nach Anschlingen der Gefalle wurde
mittels 14G Kanule (B. Braun Vasofix Safety Kanile 14G 50 mm) ein Zugang zur
Vena femoralis gelegt. AnschlieBend erfolgte eine initiale Bolusgabe von 1ml und
eine kontinuierliche Zufuhr von 1 ml/h Gber einen Perfusor® (B. Braun Melsungen,
Deutschland).

Das Abdomen wurde nun mittels U-formiger Laparotomie eroffnet. Eine Mobilisierung
der Leber fand durch Losen der ligamentaren Strukturen Ligamentum falciforme,
coronarium, hepatoduodenale und hepatogastricum statt. Nun wurde die Leber nach
kranial geklappt, um die Leberpforte sichtbar zu machen. Das Auslagern des
gesamten Gastrointestinaltrakts und das Anklemmen des Duodenums machten das
Operationsfeld besser erreichbar. Nun wurden Vena (V.) und Arteria (A.) gastrica
dextra, V. und A. suprarenalis dextra und V. oesophagealis mittels 7/0 Seidenfaden
(Resorba, 90475 Nurnberg, Deutschland) ligiert. Der Gallengang wurde Uber eine
Strecke von 0,5 cm mithilfe einer, in der Arbeitsgruppe entwickelten, 10 cm langen
Kanule kanuliert. 500 IE Heparin (Rotexmedica, Trittau, Deutschland) auf 1 ml
Ringerlosung wurden Uber die abdominelle V. cava injiziert. Nach Kanulierung der
abdominellen Aorta mittels 16G Kandule (B. Braun Vasofix Safety Kanuele 16G 1,7 x
50 mm) wurde das Blut entzogen und fur spatere Zwecke kuhl gelagert. Das

Zwerchfell wurde nun er6ffnet, die thorakale V. cava angeschnitten und die thorakale
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Aorta abgeklemmt. AnschlieBend wurde die Leber mit 20 ml 4 °C kaltem HTK,
welches mit 12 mM Glycin versetzt wurde, gespult. Mit einer zugeschnittenen 20G
Kanule (B. Braun Vasofix Safety Kanuele 20G) wurde die Pfortader kanuliert und
ebenfalls mit 20 ml HTK gespdult. Mit Kanulierung der Pfortader fand ebenfalls eine
Ligatur der A. hepatica propria statt. Des Weiteren wurde eine Kandulierung der
infrahepatischen V. cava abdominalis mittels eigenangefertigter 10F Kanule
durchgefuhrt. Um einen einseitigen Ausfluss zu gewahrleisten wurde die
suprahepatische V. cava abdominalis mit einem 3-0 Faden (Resorba, 90475
Nurnberg, Deutschland) ligiert und durchtrennt. Nach Ldsen der restlichen
bindegewebigen Strukturen konnte die Leber in einen mit 60 ml HTK und 12 mM

Glycin gefullten vorgewogenen Behalter transferiert und auf Eis gelagert werden.

2.3 Versuchsdurchfuhrung

Die Leber wurde zunachst gewogen und anschlieBend aus dem Behalter
entnommen, um auf Unversehrtheit und Sitz der Kanulen zu prufen. Auch hierbei
wurde in einem sterilen Umfeld gearbeitet. Es wurde mit 20ml Ringerlésung tber die
Pfortader gespult, um das Organ vom HTK zu befreien. Die Leber wurde nun Uber
die Kanule der Pfortader an das bereits laufende System angeschlossen. Die
homogene Reperfusion aller Leberlappen musste beobachtet werden. Bei stetigem
Ausfluss aus der V. cava Kanule konnte diese mit dem System verbunden werden.
Zuletzt musste gepruft werden, ob ein Gallefluss erkennbar war, um auch diese
Kanule mit dem Reaktorausgang zu verbinden und in ein externes vorgewogenes
Kryorohrchen (CryoPure GefaR, 1,6 ml weil3, Sarstedt AG, Numbrecht, Deutschland)
zu leiten. Der Reaktor wurde abschlieRend mit einem Deckel und einer Metallzwinge
luftdicht verschlossen.

Das Perfusionssystem wurde anschlieend in einen auf 37 °C vorgeheizten
Warmeschrank transferiet und an eine extern kontrollierbare Pumpe und
Druckmessung angeschlossen. Um eine verlassliche Druckaufzeichnung zu
gewahrleisten, musste der Druck des Systems zum auf3eren Druck kalibriert werden.
Die Flussgeschwindigkeit wurde nun langsam kontinuierlich erhoht, bis das Ziel von
1ml/min/g Lebergewicht erreicht wurde. Das Erreichen der endgultigen
Flussgeschwindigkeit stellte den Zeitpunkt TO dar. Einfluss, Ausfluss und Fluss des
Perfusats durch die Dialysekartusche wurden zunachst bei jedem Versuch auf 10
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ml/min eingestellt. Diese mussten jedoch individuell je nach Volumenverschiebung
uber die Dauer des Versuches adaptiert werden. Eine kontinuierliche Volumengabe
von 0,5 ml 1,2 M Glycin und 500 I.E. Heparin auf 0,1 ml Ringerlésung pro Stunde
erfolgte Uber eine Perfusor® (B. Braun Melsungen, Melsungen, Deutschland).

Nach Beenden des Versuchs wurde die Leber tUber die Pfortader mit 20ml 4 °C kalter
Ringerlosung gespult. Anschlie®end wurde es in einem mit 4 °C kalter Ringerldsung
geflulltem Behaltnis gelagert. Proben von jedem der funf Lappen wurden sowohl in
4%iger Formaldehydlésung (VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland) als
auch in flussigem Stickstoff fixiert. Zusatzlich erfolgte die Fixierung einer Probe des
rechten medialen Lappens mittels 2,5%iger Glutaraldehyd in 0,1M Natrium-
Cacodylatpuffer (SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland) zur
spateren elektronenmikroskopischen Auswertung. Die Kryo-fixierten Proben wurden
anschliefend bei -80 °C gelagert. Die in Formaldehyd gelagerten Proben wurden
nach einer 48 stundigen Fixierung mittels aufsteigender Alkoholreihe entwassert und

in Paraffin eingebettet.

2.4 Messung von biochemischen Markern, Blutgasanalyse und
Galleproduktion

Proben fur die Blutgasanalysen von sowohl portovendsem und vendsem Perfusat als
auch vom Dialysat wurden zu Beginn (TO) und Ende (T3) der Perfusion
abgenommen und mit dem ABL800 FLEX (Radiometer GmbH, Berlin, Deutschland)
gemessen. Es wurden dabei pH, Sauerstoff und Kohlenstoffdioxid-Partialdruck, die
Elektrolyte Natrium, Kalium, Kalzium und Chlorid, Glukose, Laktat, Hamoglobin (Hb)
und der Hamatokrit (Hct) untersucht. Vendse Labor- und Ruckstellproben wurden
ebenfalls zu den Zeitpunkten TO und T3 entnommen. Diese wurden Uber 10 Minuten
bei 4 °C und 3200 rpm zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand der Proben
zur photometrischen Messung von ALT, AST, Harnstoff, Bilirubin und
Laktatdehydrogenase (LDH) durch das Labor Berlin — Charité Vivantes GmbH
verwendet. Zusatzlich erfolgten ein stindlicher Wechsel und anschlieRendes Wiegen

der Gallerdhrchen.’

! Unterstiitzung bei Versuchsaufbau, Durchfiihrung und Probenentnahme durch Felix Claussen, Joseph GaBner,
Simon Moosburner, Maximilian Nosser, Lara Wegener
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2.4.1 Laktat-Clearance

Folgende Formel zur Berechnung der Laktat-Clearance wurde aus ,Diagnostik im
Dialog der Rocher Diagnostic Deutschland GmbH" enthommen (85):

LaktatStart — LaktatAktuell 100
X
LaktatStart Zeitdif ferenz [h]

Laktat- Clearance =

Bei LaktatStart handelte es sich hier um den zum Zeitpunkt TO gemessenen
portovendsen Laktat-Wert. Als LaktatAktuell wurde der portovenodse Laktat-Wert zum
Zeitpunkt T3 am Ende der Perfusion gewahlt. Die Zeitdifferenz entsprach
dementsprechend 3 Stunden. Um eine stlindliche Laktat-Clearance zu erreichen,
wurde der berechnete Wert wiederum durch 3 geteilt.

2.4.2 Oxygen Uptake Ratio (OUR)

Die Oxygen Uptake Ratio wurde anhand der von Nagrath et al. verwendeten Formel
berechnet (62):

V[Coz,inflow - COZ,outflow]
liver weight

OUR =

Hierbei stellte V den Perfusionsfluss in Milliliter pro Minute dar. C,, entsprach der
Sauerstoff-Konzentration in nM fiur jeweils inflow (portovends) und outflow (venos).
Diese wurde mithilfe der Formel C,, =0,0031 X PO, , bei der 0,0031 die
Sauerstoffloslichkeit in wassriger Losung bei 37 °C darstellt und PO, den
Sauerstoffpartialdruck (62). Die OUR wurde jeweils fur die Zeitpunkte TO und T3
berechnet.
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2.5 Zusammensetzung Perfusat, Erythrozytenlagerung, Everolimus

Stock-Solution

2.5.1 Modified Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Biochrom, Berlin,
Deutschland)

Als Grundlage fur das Perfusat wurde ein mit Zusatzen versehenes Zellkulturmedium

verwendet. Das verwendete DMEM enthielt mit 1 g/L nur wenig Glukose und

zusatzlich Pyruvat, jedoch kein L-Glutamin oder Phenolred. Es wurden aufierdem

folgende Stoffe auf 500 ml DMEM hinzugefugt:

L-Alanine, L-Glutamine (Biochrome GmbH, Berlin, Deutschland) 1 mmol
e Penicillin/Streptomycin (Biochrome GmbH, Berlin, Deutschland) 500 U
e Glukagon (Novo Nordisk Pharma GmbH, Mainz, Deutschland) 7 ug

e Insulin human (Lilly GmbH, GielRen, Deutschland) 6 |.E.

e Heparin 500 I.E.
e Dexamethason (Merck Serono GmbH, Darmstadt, Deutschland) 80 g

e Hepes Puffer(Biochrome GmbH, Berlin, Deutschland) 7,5 mmol

AbschlieRend wurde eine sterile Filtration mittels Thermo Scientific Rapid Flow Filter
(Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland) und VacuSafe (Integra Biosciences
AG, Zizers, Schweiz) durchgefuhrt.

2.5.2 Erythrozytenkonzentrat

Das Rattenblut wurde bei 4 °C und 3200 rpm uber 15 Minuten zentrifugiert. Hierbei
wurde sowohl das wahrend der Operation enthommene Blut als auch Blut, welches
im Zuge von Gewebeentnahmen wie Leber, Knochen und Pankreas (LaGeSo, Berlin,
T0301/17) gewonnen wurde, verwendet. Das Blut wird wahrend der Zentrifugierung
in drei Phasen aufgeteilt. Die unteren zwei Phasen stellen den korpuskularen Anteil
des Blutes dar. Die untere Phase enthalt im Wesentlichen Erythrozyten, wohingegen
die mittlere weillliche Schicht, der sogenannte Buffy-Coat, hauptsachlich aus
Leukozyten und Thrombozyten besteht. Das Plasma als oberste Schicht wurde nun
separiert und bei -20°C fur die spatere Herstellung des Perfusats gelagert.
AnschlieBend konnte der Buffy-Coat mittels VacuSafe entfernt und verworfen

werden, um so eine moglichst geringe Zahl an immunogenen Zellen im
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Perfusionssystem zu haben. Das Erythrozytenkonzentrat wurde nun 1:1 mit dem
modifizierten DMEM gemischt und bei 4 °C maximal 72 Stunden gelagert.

2.5.3 Perfusat

Das Perfusionssystem wurde mit insgesamt 50ml Perfusat gefullt. Grundlage hierfur
stellte mit 35ml das wie zuvor beschriebene modifizierte DMEM dar. Hiermit wurde
zunachst das 1:1000 verdinnte Everolimus gemischt. Je nach Gruppe wurden
unterschiedliche Mengen der Verdunnung hinzugefugt. Um eine Vergleichbarkeit
aller Gruppen zu gewahrleisten wurde das Perfusat der Kontrollgruppe mit der
maximalen Dosis 1:1000 verdinntem Dimethylsulfoxid (DMSO) versetzt. Um den
gleichen DMSO Gehalt in allen vier Gruppen zu erreichen, wurde das Perfusat der
5ng und der 25ng Gruppe mit zusatzlichem 1:1000 verdunntem DMSO
angereichert. Entscheidend war hierbei ein anschlieRendes grindliches Mischen, um
mogliche Mikrothromben durch nicht geloste Ruckstande des Everolimus zu

verhindern.

Tabelle 1 Mischverhéltnis Everolimus-DMSO

Gruppen 0 ng 5ng 25 ng 50 ng
Everolimus working solution 0l 25 ul 125 pl 250 pl
DMSO stock solution 250 pl 225 pl 125 pl 0 pl

Weitere Bestandteile des Perfusats waren 5ml Plasma und 10ml
Erythrozytenkonzentrat von mannlichen Sprague Dawley Ratten. Zusatzlich wurden
500 I.E. Heparin und 500 pl 1,2 M Glycin hinzugefugt.

2.5.4 Everolimus und DMSO stock solution

5 mg Everolimus wurden in 500 pl DMSO geldst, um so eine stock solution von
10 mg/ml zu erhalten. Diese wurde bei -80 °C gelagert. Um einem Ausfall des
Everolimus wahrend des Versuches vorzubeugen, wurde eine working solution in

1:1000 Verdunnung mittels Natriumchlorid (NaCl) hergestellt.
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Fiar die DMSO stock solution wurde ebenfalls eine 1:1000 Verdinnung mittels NaCl
angesetzt.

2.6 Analytik

2.6.1 Triglyceridbestimmung

Die Triglyceridanalyse (TGA) basierte auf einer photometrischen Messung des aus
dem Lebergewebe gewonnen Glycerols. Zur Bestimmung wurde das ab65336
Triglyceride Quantification Assaxy Kit vom Hersteller Abcam genutzt. Die
Vorbereitung der Proben wurde nach Protokoll des Herstellers durchgefuhrt. Hierbei
wurden zunachst 100 mg jeder Probe in 1ml 5% NP-40/ddH20 Ldsung
homogenisiert. AnschlieBend wurden sie auf 80 °C fur 2-5 Minuten erhitzt. Nach
zweiminutigem Zentrifugieren bei hochster Geschwindigkeit, wurden die Proben 10-
fach mit destilliertem Wasser verdunnt. Von jeder Probe wurden zwei Wells der 96-
Well Platte mit 2 pl befullt und auf 50 pl pro Well mit Triglyceride Assay Puffer
komplettiert. Zur Standard-Messung wurden 2x6 Wells mit jeweils 50 pl eines
aufsteigend-konzentrierten  Triglycerid-Standards  befullt. Nach 20 Minuten
Inkubationszeit wurden 50pl eines Triglyceride Reaction Mix bestehend aus 46 pl
Triglyceride Assay Puffer, 2 pl Triglyceride Probe und 2 pl Triglyceride Enzyme Mix
zu jedem Well hinzugefugt. Nach weiteren 60 Minuten Inkubationszeit erfolgte die
photometrische Messung mit Hilfe des Fluostar Optima von BMG Labtech bei einer
optischen Dichte (OD) von 570 nm.?

2.6.2 Hamatoxylin-Eosin (H.E.) Farbung

Zur Entwasserung der in Formaldehyd fixierten Proben wurden diese zunachst fur
eine Stunde in PBS gewaschen. AnschlieRend wurde eine aufsteigende Alkoholreihe
mit 50 %, 70 %, 80 %, 96 % und 99 % fur jeweils zwei Stunden durchlaufen.
Abschlieliend wurden die Proben drei Stunden in Xylol und weitere drei Stunden in
warmem Paraffin belassen. Die Einbettung erfolgte mittels warmen Paraffins und
anschliefender Aushartung auf einer Kuhlplatte. Zur weiteren Farbung wurden 2 ym
dicke Paraffinschnitte hergestellt und mit H.E. gefarbt. HierfUr durchliefen die
Schnitte eine absteigende Alkoholreihe mit Xylol tber 10 Minuten, Ethanol 99 % Uber

2 Unterstiitzung bei Triglyceridmessung durch Joseph GaBner und Simon Moosburner
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4 Minuten und Ethanol 96 %, 80 %, 70 % und 50 % uber jeweils 2 min. Nach kurzem
Waschen in destilliertem Wasser erfolgte die erste Farbung mit Hamatoxylin nach
Meyer (AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland) Uber 10 Minuten. AnschlielRend
wurde eine 5 bis 10-minutige Spulung mit lauwarmem Wasser durchgefuhrt, bevor
die zweite Farbung mit Eosin (Morphisto GmbH, Frankfurt am Main, Deutschland)
uber 30 Sekunden erfolgte. Beendet wurde die Farbung mit kaltem Wasser tber 5
Sekunden, dann Ethanol 96 % fur 30 Sekunden, Ethanol 99 % fur 2 Minuten und
Xylol fur 5-10 Minuten. Das Abdeckglas wurde abschlieRend mittels Eukitt (Sigmar-
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) fixiert.

Zur Etablierung des Verfettungsmodells und Auswertung der Oil-Red-O-Schnitte
erhielten wir freundliche Unterstitzung von Frau Dr. Ruza Arsenic. Die Auswertung
der H.E. Schnitte erfolgte in freundlicher Kooperation mit dem Institut fir Pathologie
der Charité Universitatsmedizin Berlin Campus Mitte (Dr. Edward Michaelis). Der
prozentuale Anteil von steatotischen und geschadigten Hepatozyten wurde im
Verhaltnis zum gesamten histologischen Schnitt betrachtet. Vesikel, die aufgrund
ihrer Grole den Zellkern an den Rand der Zelle drickten, wurden als
makrovesikulare Fettvakuolen gewertet. Des Weiteren erfolgte eine Einteilung der
sinusoidalen Dilatation nach Rubbla-Brandt in vier Schweregrade (0-3), wobei 0

keiner Dilatation und 3 einer schweren Dilatation entsprach (86).

2.6.3 Oil-Red-O

Fur die Oil-Red-O-Faarbung wurden 8 ym dicke Kryoschnitte angefertigt und in 4 °C
kaltem Formalin fixiert. Die Schnitte wurden zunachst zwei Mal in destilliertem
Wasser von Formalin befreit und anschlielend fur 2 Minuten in 100%iges Propylen
Glykol transferiert. Nun wurden die Schnitte in die auf 60 °C erhitzte Oil-Red-O-
Losung (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) dberfuhrt und dort fir 10 Minuten
belassen. Weitere Schritte waren die Transferierung in 85 % Propylen Glykol fur 3
Minuten und 50% Propylen Glykol fur 2 Minuten. Nach viermaligem Waschen mit
destilliertem Wasser fand eine Gegenfarbung der Zellkerne mit Hamatoxylin nach Gill
(Morphisto GmbH, Frankfurt am Main, Deutschland) fur 30 Sekunden statt. Nach
erneutem Waschen der Schnitte in lauwarmem Wasser. Abschlieend wurden die
Deckglaser mit Hilfe eines wassrigen Mediums (Aquatex, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland) fixiert.
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2.6.4 Elektronenmikroskopie

Es wurde exemplarisch von jeder Versuchsgruppe eine Probe zur
elektronenmikroskopischen Auswertung verwendet. Nach Fixierung der Proben in
einer Losung aus 3%igem Glutaraldehyd und 0,1M Sodium Cacodylatpuffer wurden
diese durch das Institut fur Anatomie der Charité weiterverarbeitet. Die Auswertung
erfolgte mit Hilfe des ,Systematic Uniform Random Sampling® (SURS) (87). Hierbei
wurde ein zufallig gewahlter Punkt auf dem Schnitt als Startpunkt bestimmt. Hiervon
ausgehend wurde die Probe in gleichmaligen Abstanden von 150 um bei einer
1670-fachen VergroRerung auf Auffalligkeiten im Hinblick auf Autophagosomen oder
strukturelle Veranderungen untersucht. Insgesamt wurden jeweils 27 Ausschnitte
jeder Probe betrachtet und fotografiert. Auffallige Strukturen konnten durch weitere

VergroRerung eindeutig identifiziert werden.

2.7 Statistische Auswertung

Die statistische Berechnung und die Erstellung der Graphen wurden mit GraphPad
Prism, Version 6.04 (GraphPad Software, La Jolla, CA) durchgefihrt. Die
Normalverteilung der Daten wurde zunachst mit Hilfe des Shapiro-Wilk-Tests
uberpruft. AnschlieBend wurde eine 2-way-Anova Analyse durchgefuhrt. Je nach
Abhangigkeit der Normalverteilung wurden zusatzlich 1-way-Anova bzw. Kruskal-
Wallis-Test angewendet. Die hier gezeigten Daten werden als Median und
Interquartilsabstand aufgefuhrt. Weiterhin werden die Daten mit einem
Konfidenzintervall von 95% gezeigt. Ein p-Wert von <0,05 wurde als signifikant

gewertet. 3

3 Unterstiitzung bei statistischer Auswertung und Erstellung der Graphiken durch Anja Reutzel-Selke und Simon
Moosburner
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3 Ergebnisse
3.1 Etablierung Verfettungsmodell

Der pathologische Befund der mit Oil-Red-O und Hamatoxylin-Eosin gefarbten
Schnitten ergab bei allen mit dem Fettfutter gefutterten Tieren eine gemischt bis
makrovesikuldre Steatose von Uber 40 %, was dem Marginalitatskriterium von
Eurotransplant entspricht (88). Es wurden keine Anzeichen von Steatohepatitis wie

Entziindungszellen oder Hepatozytenbalooning festgestellt. Auf’erdem zeigte das

Gewebe keinen fibrotischen bzw. zirrhotischen Umbau.

10X

Abbildung 3 Etablierung Verfettungsmodell
(A) Oil-Red-O Caudatus-Lappen, (B) Oil-Red-O Caudatus-Lappen

Triglycerid Gehalt
13- ek
12
114
= 104
£ )
HE Auswertung S o ® Steatotische Leber | Kontrolle
£
100 = 81 B Normale Leber | Kontrolle
— 2 7]
= 80+ 8 6
£ 2
5 601 g 7
» 5 4]
'g 40 = 34
£ 20- ] =t |
7] 14
0- 0-
Behandlungsgruppe Behandlungsgruppe

Abbildung 4 Fettgehalt Verfettungsmodell
(A) HE Auswertung, (B) Triglycerid Gehalt
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Ergebnis 1: Das Verfettungsmodell konnte erfolgreich etabliert werden

3.2 Rahmenbedingungen

Nach dreiwochiger Futterung mit 70%igem Fettfutter zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen dem mittleren Tiergewicht der einzelnen Gruppen (p=0.22). Das
mittlere Gewicht der Tiere betrug 345,8 g bei einem Minimalgewicht von 308 g und
einem Maximalgewicht von 390 g. Der Grenzwert von 350 g Korpergewicht, der fur eine
Lebertransplantation im Rattenmodell maximal zul3dssig ist wurde von 5 Tieren deutlich
um mindestens 10 g Uberschritten und von 4 weiteren unwesentlich um 1-6 g.

Das Gewicht der isolierten Organe war ebenfalls vergleichbar zwischen den Gruppen
und unterschied sich nicht signifikant (p=0.5). Hierbei wurde das geringste Gewicht mit
10,5 g gemessen und das hochste mit 15,7 g. Der Mittelwert der Lebergewichte betrug
12,5 g.

Auch die Kaltischamiezeit zwischen erster intraoperativer Spulung der Leber und
Beginn der Perfusion unterschied sich nicht signifikant und bewegte sich in einem
Rahmen von 30 bis 62 Minuten (p=0.62). Ebenfalls vergleichbar war das
makroskopische Aussehen der Lebern nach erster intraoperativer Spulung (Flush).
Hierbei wurde mittels einer Skala von 1-10 das Lebergewebe auf Homogenitat,
Druckstellen und Einblutungen untersucht. Es konnte hierbei in allen Gruppen ein
Median von 10 erreicht werden.

(Siehe Tabelle 5)

Ergebnis 2.1: Die Tiere der einzelnen Gruppen waren Gewicht, Kaltischamiezeit
und Flush betreffend vergleichbar zueinander
Ergebnis 2.2: Das Maximalgewicht von 350g wurde nur von wenigen Tieren

uberschritten

3.3 Perfusionsdrucke

Die in der Pfortader gemessenen Drucke bewegten sich zu allen Zeitpunkten im
physiologischen Bereich zwischen 5-9 mmHg und unterschieden sich nicht zwischen
den Gruppen. Es zeigte sich in allen Gruppen ein Druckabfall ab dem Zeitpunkt TO,
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welcher sich in der Kontrollgruppe als signifikant darstellt (p<0,001). Auch in der 5 ng/ml
und 25 ng/ml Gruppe zeigte sich ein solcher Druckabfall, jedoch deutlich milder
(p=0,001 bzw p=0,0256). Innerhalb der Gruppe mit der hochsten Everolimus-
Konzentration konnten stabile Verhaltnisse ohne signifikanten Druckabfall zwischen den

zwei Zeitpunkten festgestellt werden (p=0,267).

Ergebnis 3: Die Gruppe mit der hochsten Everolimus-Konzentration zeigte den

stabilsten Druckverlauf

Tabelle 2 Perfusionsdriicke

Vehikel- Everolimus Everolimus Everolimus Wert
Kontrolle N=6 5 ng/ml N=6 25 ng/ml N=6 50 ng/ml N=6 P
Perfusionsdriicke
TO 8,75 (1,15) 8,85 (1,175) 9 (2,555) 8,8 (2,725) 0,9966
T 4,9 (3,625) 4,8 (1,925) 6,25 (3,225) 5,5 (1,3) 0,5961
T2 5,45 (3,375) 5,2 (2,225) 6,85 (3,825) 6,2 (1,25) 0,4719
T3 5,35 (3,35) 51(2) 6,8 (3,8) 6,1 (2,025) 0,5127
p-Wert 0,0006 0,0014 0,0256 0,267
A Perfusionsdriicke B Perfusionsdriicke
15 -8~ Vehikel-Kontrolle 157 [ Vehikel-Kontrolle
a -= Everolimus 5 ng/iml a [ Everolimus 5 ng/ml
T -+ Everolimus 25 ng/ml I [ Everolimus 25 ng/ml
£ Everolimus 50 ng/ml £ = Il Everolimus 50 ng/ml
é 10 é 10
3 3 | |
2 =
© ©
2 2
S 5 S 5
8 2
€ b=
[0} (0]
o o
0 T T T T o-
TO T T2 T3 TO ™ T2 T3
Perfusionszeit (h) Perfusionszeit (h)

Abbildung 5 Perfusionsdriicke
(A) Verlauf der Perfusionsdriicke iliber den Versuchszeitraum, (B) Vergleich der Perfusionsdriicke zwischen

den Gruppen zu den jeweiligen Zeitpunkten, ** entspricht p<0,01

3.4 Makroskopische Beschaffenheit nach Perfusion

Es zeigte sich in allen vier Gruppen nach Perfusion ein guter makroskopischer Zustand
der Lebern. Durch Spulung mit 20 ml Ringerlosung konnte das Gewebe bis auf wenige
keilformige Aussparungen von Blut und Perfusat befreit werden. Der Leberhilus mit
Pfortader und Gallengang wies keine makroskopisch sichtbaren Schadigungen auf.
Lagerungsbedingt zeigten sich in allen Gruppen Drucklasionen von ca. 0,5 cm x 0,5 cm

an der Unterseite des Organs.
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Ergebnis 4: Die Lebern befanden sich nach Perfusion makroskopisch insgesamt

in einem guten Zustand

Abbildung 6 Makroskopische Beschaffenheit nach Perfusion
(A) Verfettete Rattenleber nicht perfundiert, (B) M355 5ng Gruppe nach Perfusion, M302 Vehikel-Kontrolle
nach Perfusion

3.5 Blutgasanalyse (BGA)

3.5.1 Portovenos

Die portovendsen pH-Werte der einzelnen Versuchsgruppen bewegten sich zunachst
im basischen Bereich bei 7,47 bis 7,55. Im Verlauf der Versuche konnte ein
signifikanter Abfall bei allen Gruppen registriert werden, der sowohl die Kontroll-Gruppe
als auch die 5ng/ml-Gruppe in ein saures Milieu von 7,15 bzw. 7,26 flhrte. Die Gruppen
mit einer hoheren Everolimus-Konzentration erreichten annahernd physiologisches
Niveau bei 7,30 und 7,31 (Normwert: 7,35-7,45). Zu den einzelnen Zeitpunkten gab es
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen (p=0,71 bzw. p=0,13). Die
Kalium-Konzentrationen befanden sich zu allen Zeitpunkten im physiologischen Bereich
(Normwert 3,6-5,2 mmol/L).

Trotz eines signifikanten Abfalls des Kaliums in den Gruppen 5ng und 25ng Uber die
Zeit blieben die Parameter auch hier normwertig (p=0,043 bzw. p=0,005).

Die Elektrolyte Natrium und Chlorid zeigten vergleichbare Werte zwischen den Gruppen
und bewegten sich zu allen Zeitpunkten in annahernd physiologischem Bereich
(Normwerte  Natrium:  135-145 mmol/L; Chlorid: 98-106 mmol/L). Der
Sauerstoffpartialdruck (pO2) befand sich bei allen Versuchen deutlich oberhalb des
Normwertes (Normwert: 65-100 mmHg). In der 50 ng/miI-Gruppe zeigte sich jedoch zu
allen Zeitpunkten ein signifikant niedrigerer pO2 im Vergleich zu den anderen Gruppen
(p=0,004).
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Der CO2-Partialdruck (pCO2) wies keine wesentlichen Unterschiede zwischen den
Gruppen auf. Trotz eines leichten Anstiegs zwischen TO und T3 befanden sich die

Werte zu allen Zeitpunkten in einem hypokapnischen Bereich (Normwert: 32-45
mmHg).

A pH portovenos [ Vehikel-Kontrolle B pO2 portovends
bl 3 Everolimus 5 ng/ml o %
o 1 I Everolimus 25 ng/ml 5001 e .
7.8 I - Il Everolimus 50 ng/ml ", "
' I —
7.6 = 400{
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2 7] £
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Abbildung 7 BGA portovenos 1

(A) pH-Wert portovends, signifikanter Abfall in allen Gruppe im Versuchsverlauf (B) pO2 portovends,
signifikanter Unterschied zwischen der 50 ng/ml-Gruppe und den anderen Gruppen (C) pCO2 portovendse
(D) K+ portovends, * entspricht p<0,05, ** entspricht p<0,01, *** entspricht p<0,001
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Abbildung 8 BGA portovends 2

(A) Glukose portovends, (B) Laktat portovends, signifikanter Abfalls im Lauf des Versuchs in allen Gruppen,

(C) Hb portovenés, (D) Hamatokrit portovends, * entspricht p<0,05, *** entspricht p<0,001

Sowohl Hamoglobin-Gehalt (Hb) als auch Hamatokrit (Hct) im Perfusat zeigten in allen
Gruppen vergleichbare Werte, die einen leichten Abfall Gber die Zeit beschrieben. Der
Abfall des Hb-Wertes und des Hct in der Kontrollgruppe erwiesen sich allerdings als
statistisch signifikant (p=0,037 bzw. p=0,014).

Die portovendse Glukose befand sich in allen Gruppen deutlich oberhalb der
Normwerte, zeigte jedoch weder Unterschiede zwischen den Gruppen noch
Veranderungen uber die Zeit (Normwert: 55-100 mg/dL).

Laktat bewegte sich zunachst in allen Gruppen oberhalb des Normwertes und konnte
im Laufe der Perfusion deutlich in einen niedrigen physiologischen Bereich gesenkt
werden (Normwert: 5-15 mg/dL). Diese Entwicklung war ebenfalls anhand der positiven
Laktat-Clearance in allen vier Gruppen zu beobachten. Es zeigte sich hierbei im Median
zwar ein geringerer Wert in der 25 ng/ml-Gruppe, welcher sich jedoch nicht signifikant

von den anderen Gruppen unterschied.
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Tabelle 3 BGA portovenos

Vehikel-Kontrolle Everolimus Everolimus Everolimus Wert
N=6 5 ng/ml N=6 25 ng/ml N=6 50 ng/ml N=6 P
pH
T0 7,475 (0,156) 7,552 (0,214) 7,519 (0,192) 7,54 (0,183) 0,71
T3 7,148 (0,295) 7,262 (0,147) 7,304 (0,142) 7,314 (0,145) 0,13
pO2 [mmHg]
T0 410 (80) 431 (60,8) 334,5 (171,3) 190 (17,5) <0.0001
T3 362,5 (147,8) 380,5 (47,3) 304,5 (131) 184,5 (19,5) <0.0001
pCO2 [mmHg]
T0 17,8 (6.,08) 15,2 (7,75) 17,3 (8,5) 16 (9,57) 0,89
T3 18,05 (12,4) 22 (4,53) 20,3 (5,58) 20,25 (4,75) 0,99
K+ [mmol/L]
T0 5,15 (0,55) 5,3 (0,75) 5,65 (0,55) 4,85 (0,75) 0,04
T3 4 (0,85) 4,15 (1,05) 4,1 (1,375) 4,1 (0,6) 0,94
Glukose
[mg/dl]
T0 279,5 (99,7) 212 (57,2) 247 (78,5) 265,5 (72) 0,18
T3 239 (51,3) 252 (130,2) 238 (60,7) 239,5 (58,8) 0,99
Laktat[mg/dI]
T0 28 (8,75) 26 (3,5) 32 (13,5) 29 (8,25) 0,37
T3 5,5 (6) 4,5 (12,75) 13 (6,5) 6,5 (3,75) 0,40
Laktat-
Clearance [%] 9,001 (2,98) 9,193 (4,898) 6,655 (2,729) 8,834 (2,02) 0,56
Hamoglobin
[g/dI]
T0 5,25 (1,175) 4,9 (0,825) 4,85 (0,8) 4,65 (0,975) 0,80
T3 4,2 (2,05) 4,15 (0,675) 3,9 (0,975) 3,8 (1,125) > 0,99
Hamatokrit
[mg/dl]
T0 16,6 (3,8) 15,4 (2,53) 15,4 (2,5) 14,8 (3,03) 0,85
T3 13,2 (5,8) 13,35 (2,1) 12,5 (2,92) 12,3 (3,38) 0,97

Ergebnis 5.1:

Ergebnis 5.2:

Ergebnis 5.3:

Ergebnis 5.4:

Der pH-Wert zeigte in den mit Everolimus behandelten
Gruppen einen geringeren Abfall

Der pO2 der 50 ng/ml-Gruppe wies signifikant niedrigere Werte
im Vergleich zu den anderen Gruppen auf

Werte der

insbesondere Kalium, erreicht werden

Es konnten physiologische Elektrolyte,
Alle Gruppen zeigen eine suffiziente Laktatclearance liber den

Beobachtungszeitraum

3.5.2 Venos

In der vendsen Blutgasanalyse zeigten sich ahnliche Verhaltnisse wie in der

portovenosen. Es konnte ebenfalls ein zunachst basischer pH in allen Gruppen

festgestellt werden, der sich gegen Ende des Versuches sowohl in der Kontroll- als

auch in der 5 ng/ml-Gruppe in einem deutlich sauren Milieu befand und sich in den

anderen beiden Gruppen in annahernd physiologischen Bereichen bewegte. Auch
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Kalium bewegte sich trotz sinkender Werte in physiologischen Bereichen.
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Abbildung 9 BGA venos 1

A) pH-Wert venos, (B) K+ vends, (C) pCO2 venos, (D) pO2 vends, signifikanter Unterschied zwischen der 50
ng/ml-Gruppe und den restlichen Gruppen bei T0, * entspricht p<0,05, ** entspricht p<0,01, *** entspricht
p<0,001

Der vendse Sauerstoffpartialdruck befand sich sowohl in Kontrollgruppe als auch
5 ng/ml- und 25 ng/ml-Gruppe im normwertigen Bereich und senkte sich Uber die
Versuchsdauer leicht ab (Normwert: 33 - 53 mmHg). Trotz niedrigeren
Sauerstoffpartialdrucks in der portovenosen BGA wies die 50 ng/ml-Gruppe einen
erhohten vendsen pO2 auf und unterschied sich daher signifikant von den anderen
Gruppen (p=0,032). Dieser Unterschied zeigte sich jedoch aufgrund eines Absinkens in
physiologische Bereiche nicht mehr bei T3 (p=0,065). Bei den vendsen CO2-
Partieldricken konnten hohere Ausgangswerte im Vergleich zur portovendosen BGA
registriert werden (Normwert 45 — 50 mmHg). Diese stiegen ebenfalls Uber die Dauer
des Versuchs an und zeigten signifikante Unterschiede innerhalb der 5 ng/ml und
25 ng/ml-Gruppe. Eine Vergleichbarkeit zwischen den Gruppen war jedoch zu allen
Zeitpunkten gegeben.
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Der Hb und Hct des Perfusats zeigten ebenfalls in allen Gruppen leicht abfallende
Verlaufe, wobei sich der Hct-Wert der Kontroll-Gruppe signifikant veranderte (p=0,029).
Auch der Verlauf von Glukose und Laktat zeigte ahnliche Werte wie im portovenosen
Bereich. Es konnte ebenfalls in allen Gruppen eine signifikante Senkung des Laktats
von Werten oberhalb der Normgrenze zu annahernd physiologischen Bereichen
erreicht werden(p<0,0001).
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Abbildung 10 BGA venos 2
(A) Glukose vends, (B) Laktat venos, signifikanter Abfall in allen Gruppen uber die Versuchsdauer, (C) Hb
venos, (D) Hamatokrit vends, * entspricht p<0,05, *** entspricht p<0,001

Tabelle 4 BGA venos

Vehikel-Kontrolle Everolimus Everolimus 25 ng/ml Everolimus p-Wert
N=6 5 ng/ml N=6 N=6 50 ng/ml N=6
pH
T0 7,441 (0,145) 7,514 (0,188) 7,478 (0,13) 7,489 (0,15) 0,91
T3 7,095 (0,27) 7,171 (0,125) 7,216 (0,119) 7,254 (0,136) 0,14
pO2 [mmHg]
T0 44,65 (18,73) 42,8 (11,07) 43,4 (21,23) 63,75 (22,58) 0,01
T3 31 (14,35) 29,6 (10,3) 30,6 (13,1) 44,9 (17,2) 0,06
pCO2
[mmHg]
T0 21,25 (6,25) 17,65 (7,77) 20,2 (6,68) 18,75 (9,57) 0,95
T3 24,55 (15,53) 29,4 (7,23) 26,7 (6,9) 23,85 (4,23) 0,67
K+ [mmol/L]
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TO 4,95 (0,475) 5,35 (0,675) 5,8 (0,725) 4,85 (0,775) 0,02

T3 4 (0,75) 4,15 (1,175) 4,25 (1,375) 4,2 (0,95) 0,69
Glukose
[mg/dl]
T0 320,5 (86,2) 262 (64,5) 298,5 (61,8) 301 (70,3) 0,22
T3 2475 (52,7) 257 (120) 248,5 (64,7) 256 (58,5) 0,99
Lac[mg/dl]
T0 27,5 (10,5) 24,5 (6,75) 27 (21) 26,5 (12) 0,5043
T3 4,5 (5,5) 4,5 (12,75) 10,5 (6) 6 (4) 0,7053
Hamoglobin
[g/dI]
T0 5,4 (1,125) 4,9 (0,7) 5(0,875) 4,75 (1,025) 0,85
T3 4,65 (2,075) 4,3 (0,425) 4,1 (0,8) 4,15 (1,05) 0,99
Hamatokrit
[mg/dl]
T0 17 (3,85) 15,7 (2,1) 15,85 (2,5) 15,1 (3,05) 0,90
T3 14,3 (6,4) 13,75 (1,38) 13,2 (2,35) 13,3 (3,18) 0,98

Ergebnis 6.1: Es zeigten sich signifikant hohere pO2-Werte in der 50 ng/ml-
Gruppe bei TO

Ergebnis 6.2: Es zeigte sich ein signifikant abfallender Verlauf des Hct in der
Kontrollgruppe

3.5.3 Dialyse

In der BGA des Dialysats konnten uUber die Perfusionsdauer stabile Verhaltnisse in
Bezug auf pH und pCO2 registriert werden. Ahnlich wie in der portovendsen BGA
zeigte sich ein signifikant niedrigerer pO2-Wert bei TO in der 50 ng/ml-Gruppe im
Vergleich zu den anderen Gruppen (p=0,0004). Dieser Unterschied glich sich jedoch
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Abbildung 11 BGA Dialysefliissigkeit
(A) K+ Dialyse, (B) Glukose Dialyse, *** entspricht p<0,001

aufgrund sinkender Verlaufe in allen Gruppen an und konnte bei T3 nicht mehr
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registriert werden (p=0,425). Im Gegensatz zur portovendsen und vendsen BGA zeigte
sich in der Dialyseflussigkeit ein steigender Verlauf der Laktat-, Glukose- und Kalium-
Werte. Dieser zeitliche Verlauf erwies sich innerhalb der Gruppen als signifikant fur die

Parameter Glukose und Kalium (p<0,0001).

Tabelle 5 BGA Dialysefliissigkeit

Vehikel- Everolimus Everolimus Everolimus p-Wert
Kontrolle N=6 5 ng/ml N=6 25 ng/ml N=6 50 ng/ml N=6

pH

T0 7,465 (0,229) 7,485 (0,21) 7,431 (0,22) 7,466 (0,086) 0,31

T3 7,427 (0,189) 7,43 (0,212) 7,45 (0,077) 7,481 (0,075) 0,9

pO2 [mmHg]

T0 169,5 (10,8) 174,5 (12,5) 173,5 (16) 152,5 (6,2) 0,0004

T3 149,5 (14,8) 145 (9,5) 143 (24,5) 138,5 (8,2) 0,42
pCO2 [mmHg]

T0 27,8 (11,15) 27,5 (12,1) 30,85 (12,05) 29,1 (4,65) 0,96

T3 27,9 (9,95) 28,2 (10,03) 28,35 (3,1) 26,9 (2,17) 0,99

K+ [mmol/L]

T0 2,4 (0,4) 2,4 (0,1) 2,35 (0,275) 2,45 (0,25) 0,85

T3 2,95 (0,3) 3(0,325) 3(0,15) 3(0,275) 0,97
Glukose [mg/dl]

T0 108,5 (13,7) 108 (7,8) 109 (8,5) 109 (5,3) 0,99

T3 141,5 (19,5) 137 (24) 139,5 (23) 136,5 (14,7) 0,78

Lac[mg/dl]

T0 1,5 (3,25) 1,5 (2,25) 1(1,25) 1(2) 0,79

T3 2,5(2) 2,5(1,5) 2,5 (2,5) 2 (2,25) 0,91
OUR [ml/min/g]

T0 1,133 (0,2628) 1,201 (0,177) 1,122 (0,4396) 0,4408 (0,0909) < 0,0001

T3 1,029 (0,4474) 1,081 (0,156) 1,017 (0,4764) 0,4498 (0,1742) 0,0002

Ergebnis 7.1: Eine suffiziente Dialyse konnte anhand steigender Kalium- und
Glukose-Werte im Dialysat registriert werden
Ergebnis 7.2: Laktat im Dialysat zeigte ebenfalls einen Anstieg uber die Dauer

der Perfusion

3.5.4 Oxygen Uptake Ratio (OUR)

Fur die OUR konnte eine deutliche Diskrepanz zwischen der 50ng/ml Gruppe und den
restlichen Gruppen zu beiden Zeitpunkten festgestellt werden. Eine wesentlich
geringere OUR von 0,44 ml/min/g wurde in dieser Gruppe registriert, wohingegen die
OUR der anderen Gruppen beim Zeitpunkt TO 1,12 bis 1,2 ml/min/g betrug (p<0,0001).
Allerdings zeigte die 50 ng/ml —Gruppe einen konstanten Verlauf dber drei Stunden im

Gegensatz zu einer leicht abfallenden OUR der anderen Gruppen. (Siehe Tabelle 4)
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Ergebnis 8: In der mit 50 ng/ml Everolimus behandelten Gruppe fand sich eine

signifikant niedrigere OUR uiber den gesamten Versuchszeitraum

3.6 Biochemische Marker

Die biochemischen Leberschadigungs- und -syntheseparameter ALT, AST, LDH,
Bilirubin und Harnstoff zeigten zu Beginn der Perfusion keine signifikanten
Unterschiede zwischen den vier Gruppen und somit vergleichbare Ausgangswerte.
Einen signifikanten Anstieg Uber die Dauer des Versuches konnte jedoch in den
meisten Gruppen verzeichnet werden. Gegen Ende der Perfusion bei Zeitpunkt T3
unterschieden sich die Gruppen in den Parametern ALT, LDH und Bilirubin nicht.
Allerdings lieR sich ein aufsteigender Trend von Bilirubin mit zunehmender Everolimus-

Konzentration feststellen (p=0,131).
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Abbildung 12 Laborwerte ALT, LDH, Bilirubin
Alle Parameter wurden auf das Lebergewicht normiert (A) ALT (B) LDH (C) Bilirubin (D-F) statistische
Auswertung der Parameter beim Zeitpunkt T3 mittels Kruskal-Wallis-Test
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Der biochemische Leberschadigungsparameter AST und der Syntheseparameter
Harnstoff (Urea) zeigten nach statistischer Auswertung mittels Two-Way-Anova-Test
signifikante Unterschiede zwischen der Vehikel-Kontrolle und der Gruppe mit der
hochsten Everolimus-Konzentration von 50 ng/ml (p=0,0197 bzw. p=0,0140). Auch
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Abbildung 13 Laborwerte AST und Harnstoff

(A) AST (B) AST normiert auf das Lebergewicht (C) AST normiert auf das Lebergewicht bei T3 mittels
Kruskal-Wallis-Test, signifikanter Unterschied zwischen der 50 ng/mlI-Gruppe und der Kontroll-Gruppe bei T3
(D) Harnstoff (E) Harnstoff normiert auf das Lebergewicht, signifikanter Unterschied zwischen der 50 ng/mi-
Gruppe und der Kontroll-Gruppe bei T3 (F) Harnstoff normiert auf das Lebergewicht bei T3 mittels Kruskal-
Wallis-Test, * entspricht p<0,05, ** entspricht p<0,01, *** entspricht p<0,001

normiert auf das Lebergewicht konnten bei diesen Parametern eine signifikante
Veranderung zwischen beiden Gruppen festgestellt werden (p=0,0292 bzw. p=0,0101).
In den Gruppen mit geringerer Everolimus-Konzentration konnte ebenfalls ein Trend
verzeichnet werden (p=0,094). Eine individuelle Auswertung des Zeitpunkts T3 mittels
Kruskal-Wallis-Test konnte auf3erdem den signifikanten Unterschied fur AST bestatigen
(p=0,0285) nicht jedoch fur Harnstoff (p=0,096). (siehe Tabelle1) Einen signifikanten
Anstieg der Harnstoffproduktion Uber die Zeit wurde in allen mit Everolimus
behandelten Gruppen festgestellt. Einzig in der Kontrollgruppe zeigte sich keine

signifikante Verbesserung der Syntheseleistung (p=0,112). (Siehe Tabelle 5)
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Ergebnis 9.1: Die mit 50 ng/ml Everolimus behandelte Gruppe zeigte eine
signifikant geringere AST-Sekretion in das Perfusat im Vergleich
zu der Vehikel-Gruppe

Ergebnis 9.2: Der Syntheseparameter Harnstoff zeigte sich durch 50 ng/ml
Everolimus signifikant verbessert im Vergleich zu der Vehikel-
Gruppe

Ergebnis 9.3: In den mit Everolimus behandelten Gruppen zeigte sich ein
aufsteigender Trend des Bilirubins im Perfusat

Galleproduktion
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Abbildung 14 Galleproduktion
* entspricht p<0,05

3.7 Galleproduktion

Die Galleproduktion normiert auf das Lebergewicht zeigte keine signifikanten
Unterschiede innerhalb der drei gemessen Zeitpunkte zwischen den Gruppen. Es
konnte jedoch ein stetiger Abwartstrend festgestellt werden. Einzig die nicht behandelte
Vehikel-Kontroll-Gruppe wies nach erstem Abfall einen leichten Syntheseanstieg
zwischen dem Zeitpunkt T2 und T3 auf. Eine signifikante Minderung der
Galleproduktion konnte in der mit 50 ng/ml Everolimus behandelten Gruppe gemessen
werden (p=0,0131). (Siehe Tabelle 5)
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Tabelle 6 Allgemeine Informationen, Laborwerte

Vehikel- Everolimus Everolimus Everolimus p-Wert
Kontrolle N=6 5 ng/ml N=6 25 ng/ml N=6 50 ng/ml N=6

Tiergewicht [g] 349 (22) 352 (43) 330 (23) 350 (22) 0.22
Lebergewicht[g] 13.45 (5.2) 13.1(2.3) 11.8 (3.3) 12.05 (3.8) 0.50
Kaltischamiezeit [min] 51.5 (14) 47.5 (18) 46.0 (21) 45.0 (5) 0.62
Makroskopischer Flush 10 (2) 10 (0.25) 10 (0.5) 10 (0.5) >0.99
ALT [U/]

T0 20 (11) 17 (8) 14.5 (3) 15.5 (8) 0.19

T3 63.0 (57) 63.5 (31) 56.5 (21) 48.0 (48) 0.81
AST [U/]

T0 48.5 (23) 45.5 (25) 37.5 (17) 45.0 (21) 0.39

T3 225.0 (131) 198.5 (63) 178.5 (75) 131.0 (37) 0.012
Urea [mmol/l]

8.5 (4) 8 (3) 8.5 (3) 8 (3) 0.65

T3 18.0 (5) 20.0 (12) 21.5 (11) 24.5 (15) 0.010
LDH [u/1]

T0 684.0 (421) 605.5 (397) 591 (253) 672 (357) 0.56

T3 2898.5 (2215) 2465.5 (1155) 2757.5 (918) 2253.0 (1437) 0.78
Galleproduktion [mg/g
Lebergewicht]

T1 35.22 (9.75) 29.64 (8.02) 32.84 (6.38) 37.13 (18.92) 0.43

T2 30.65 (12.26) 28.02 (6.89) 30.03 (4.89) 27.84 (13.69) 0.77

T3 30.19 (7.07) 23.15 (3.6) 25.37 (4.88) 23.23 (5.73) 0.013
Ergebnis 10.1: Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied der

Galleproduktion zwischen den Gruppen
Ergebnis 10.2:  Ein riuicklaufiger Verlauf der Galleproduktion wurde in allen

Gruppen registriert

3.8 Triglyceridanalyse

In der Triglyceridanalyse des nicht verfetteten Lebergewebes zeigte sich ein sehr
geringer Fettgehalt von ungefahr 2 mg/ml normiert auf das Lebergewicht. Im Vergleich
dazu enthielt das Lebergewebe der mit Hochfettdiat behandelten Tiere einen bis zu 8-
fach hoheren Fettgehalt und unterschied sich damit hochst signifikant p<0,0001. Eine
dreistindige Perfusion ohne pharmakologische Behandlung zeigte keine signifikante
Veranderung des Fettgehalts im Vergleich zu nicht-perfundierten steatotischen Lebern
(p=0,999). Auch in den mit Everolimus behandelten Gruppen konnte keine signifikante
Reduktion weder zu der perfundierten Kontrollgruppe noch zu der nicht-perfundierten
Ausgangsverfettung erreicht werden (p=0,824). Der Fettgehalt der Lebern innerhalb
einer Gruppe variierte stark und auch die unterschiedlichen Leberlappen zeigten ein
inhomogenes Muster.
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Abbildung 15 Triglyceridanalyse
*** entspricht p<0,001

Ergebnis 11.1: Durch die Hochfettdiat konnte ein signifikant hoherer
Fettgehalt der Lebern erreicht werden

Ergebnis 11.2: Weder die Perfusion noch Everolimus zeigten einen Einfluss
auf den Fettgehalt

3.9 H.E. Farbung

Anhand der Hamatoxylin-Eosin-Farbung wurde der histologische Zustand und
Verfettungsgrad des Gewebes bestimmt. Es zeigte sich in allen Gruppen ein vollstandig
vitales Gewebe mit 0% Nekroseraten. Fokale Inflammationen konnten in 3% der Falle
festgestellt werden, keines der Organe wies jedoch Zeichen einer Steatohepatitis auf
(Siehe Definition Steatosis hepatis).

Einen deutlich verstarkte sinusoidaler Dilatation konnte in allen Gruppen aul3er der
nicht-steatotischen Kontrollgruppe festgestellt werden. Hier zeigte sich ein signifikanter

Unterschied zwischen den normalen Lebern und allen anderen Gruppen.
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Die weitere Auswertung ergab in den verfetteten Gruppen eine gemischt bis
makrovesikulare Steatosis von bis zu 90%, wohingegen in der nicht-verfetteten
Kontrollgruppe keine Steatosis nachweisbar war. Der makrovesikulare Anteil der
Steatosis erreichte hierbei ebenfalls Werte von bis zu 60%. Es zeigte sich jedoch ein
sehr inhomogenes Muster. Sowohl zwischen den einzelnen Tieren als auch zwischen

den Lappen einer Leber konnte der prozentuale Anteil verfetteter Hepatozyten stark

variieren.
Steatosis
100 e Steatotische Leber | Kontrolle
_ m  Steatotische Leber | Vehicle
% 80+ Ao Steatotische Leber | Everolimus 5ng/ml
.'g_ 60 v Steatotische Leber | Everolimus 25ng/ml
% ° + Steatotische Leber | Everolimus 50ng/ml
'g 407 ° o0 Normale Leber | Kontrolle
E 20
»n
0

Behandlungsgruppe

Abbildung 16 HE-Auswertung
Vergleich des prozentualen Anteils der gemischt bis makrovesikular steatotischen
Hepatozyten bei histologischer Auswertung in den einzelnen Gruppen

Ergebnis 12.1: Durch die Hochfettdiat konnte histologisch ein signifikant
hoherer Fettgehalt der Lebern erreicht werden

Ergebnis 12.2: Durch die Hochfettdiat konnte eine Mindestverfettung von 30%
gemischt bis makrovesikularer Steatosis erreicht werden

Ergebnis 12.3: Nach dreistiindiger Perfusion zeigten sich in allen Gruppen 0%
Nekroseraten

Ergebnis 12.4: Durch die Behandlung mit Everolimus zeigte sich in keiner der

Gruppen eine Veranderung der Steatosis
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Abbildung 17 HE-Fotos

(A,D) Normale Leber Kontrolle nicht-perfundiert 2,5x und 10x, (B,E) Steatotische Leber nicht-perfundiert
2,5x und 10x, (C,F) Steatotische Leber perfundiert 2,5x und 10x, (G,J) Steatotische Leber mit 5 ng/ml
Everolimus perfunidert 2,5x und 10x, (H,K) Steatotische Leber mit 25 ng/ml Everolimus perfunidert 2,5x und
10x, (I,L) Steatotische Leber mit 50 ng/ml Everolimus perfunidert 2,5x und 10x




3.10 Elektronenmikroskopie (EM)

Alle Proben wiesen in der elektronenmikroskopischen Untersuchung ein intaktes
Gewebe auf. Die polygonalen Strukturen der Hepatozyten liefen sich deutlich
voneinander unterscheiden. Zellmembranen und -verbindungen waren intakt.
Zahlreiche Zellorganelle wie Zellkerne, Mitochondrien oder raues endoplasmatisches
Retikulum konnten eindeutig identifiziert werden. Ein wesentlicher Teil der Hepatozyten
wiesen Fettvesikel unterschiedlicher GroRe auf. Der ,Systematic Uniform Random
Sampling“-Methode (SURS) folgend wurden ab einem zufallig gewahlten Punkt auf dem
Schnitt in immer gleichem Abstand 27 Bilder ausgewahlt (87). Diese zufallig gewahlten
Ausschnitte wurden nach Autophagosomen untersucht. In allen drei Proben konnten
Autophagosomen festgestellt werden. Hierbei zeigte sich ein hoherer Anteil von 8 bzw.
4 Autophagosomen in der mit 5ng/ml bzw. 50ng/ml Everolimus behandelten Proben im
Vergleich zur Probe aus der Kontroligruppe mit 2. Es konnte sowohl der Prozess der
Makroautophagie, bei dem Zellorganelle wie Mitochondrien lysiert werden, sowie der

Abbildung 18 Elektronenmikroskopie
(A) 1 Zellkern, 2 Zellmembran, 3 Fettvesikel, 4 Raues ER, 5 Mitochondrium, (B) Lypophagosom, (C)
Autophagosom
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Lipophagie, bei dem Lipidvesikel von einem Autophagosom umschlossen werden
nachgewiesen werden. Identifiziert wurden diese Bereiche anhand einer weiteren
Lipiddoppelmembran, welche die bereits vorhandene Lipiddoppelmembran der
Zellorganellen umschloss und somit eine Vielschichtigkeit der umhullenden Struktur
erzeugt.

Ergebnis 13.1: Autophagosomen lieBen sich in allen untersuchten Gruppen
erkennen

Ergebnis 13.2: In den mit Everolimus behandelten Gruppen zeigten sich mehr
Autophagosomen als in der Kontroligruppe

Ergebnis 13.3: Das Gewebe zeigte sich in einem unversehrten Zustand
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4 Diskussion
4.1 Zusammenfassung des Themas

Die Maschinenperfusion stellt eine moderne und vielversprechende Technik dar, um die
Diskrepanz zwischen der Zahl der gespendeten Organe und der Anzahl von Patienten
auf der Warteliste durch die Charakterisierung und gegebenenfalls Konditionierung
marginaler Organe zu verringern. In der Phase zwischen Explantation und Implantation
sind vor allem Organe minderer Qualitat anfallig fir Schaden durch die klassische
Kaltelagerung. Die Umstellung zu einer mitochondrialen Produktion von ROS wahrend
der ischamischen Phase wird wahrend der Reperfusionsphase um ein vielfaches
verstarkt und erzeugt so den IRI (39). Die normotherme Maschinenperfusion kann diese
kritische ischamische Phase wesentlich verkirzen und hat gleichzeitig das Potenzial
zur metabolischen Einschatzung und Rekonditionierung marginaler Organe. Somit
konnten  deutlich mehr Patientinnen Zugang zu dem Therapiekonzept
Lebertransplantation erhalten. Patientinnen mit nicht-alkohol induzierte Fettleber-
Erkrankung stellen im Zuge des sich in der Bevolkerung immer weiterverbreitenden
metabolischen Syndroms einen wachsenden potenziellen Spenderpool dar. Ziel dieser
Arbeit war, ein Konzept zur pharmakologischen Behandlung steatotischer Lebern
mittels normothermer ex-vivo-Maschinenperfusion im Kleintiermodell zu entwickeln.
Eine pharmakologische Behandlung fand mit drei verschiedenen Dosierungen des
MTOR-Inhibitors Everolimus statt. Die Inhibition des mTOR-Signalwegs nimmt
wesentlichen Einfluss auf katabole Fettstoffwechselprozesse insbesondere die
intrazellulare Autophagie bzw. Lipophagie. Ziel dieser Versuchsreihe war es
dementsprechend, im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe eine Minderung der
Schadigungsparameter und Steigerung der Syntheseparameter als Ausdruck einer
verbesserten Perfusion zu erreichen. AufRerdem wurde im Sinne einer metabolischen
Rekonditionierung eine Reduktion des Fettgehalts angestrebt. Im Zuge dieser
Untersuchung konnte ein geeignetes Verfettungsmodell etabliert werden, bei welchem
die Tiere durch dreiwochige Futterung mit 70%igem Fettfutter eine tber 30 % gemischt-
bis makrovesikulare Steatosis entwickelten und trotzdem ein transplantierbares Gewicht
beibehielten. Des Weiteren konnte mithilfe des entwickelten Perfusionssystems eine
Perfusion steatotischer Rattenlebern Uber drei Stunden unter annahernd
physiologischen Bedingungen ermoglicht werden. Die pharmakologische Behandlung
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des isolierten Organs mit Everolimus erzeugte eine verbesserte Perfusionsleistung im
Hinblick auf einige Synthese- und Schadigungsparameter, zeigte jedoch keinen Einfluss
auf den Fettgehalt des Parenchyms und den histologischen Verfettungsgrad der
Lebern.

4.2 Diskussion der Methodik

4.2.1 Verfettungsmodell

Mit der in dieser Arbeit verwendeten Verfettungsmethode konnte ein fir die
Anforderung geeignetes Steatosismodell etabliert werden, welches sowohl den
Gewichtsanforderung der Lebertransplantation entsprach als auch eine ausreichende
Verfettung des Gewebes sicherstellte. Die ubermaflige Aufnahme von Fettsdauren und
Kalorien stellt zudem einen Mechanismus dar, welcher der Pathogenese der humanen
Steatosis hepatis sehr ahnlich ist. Im Vergleich dazu stellen andere Ernahrungsmodelle
wie die Methionine- and Choline-deficient-diet ebenfalls effektive Methoden zur
Entwicklung einer Steatosis hepatis dar unterscheiden sich jedoch stark von der
humanen Pathogenese. Dies lasst sich besonders eindrucklich anhand der
Gewichtsreduktion der Tiere erkennen. Aufgrund der fehlenden Aminosaure Methionin
und des fehlenden Cholins kommt es trotz der Entwicklung einer Steatosis hepatis zu
einem Mangelernahrungszustand. Auch die mit der NAFLD haufig verbundene
Insulinresistenz bleibt bei dieser Diat aus (82). Vor allem auf Ebene des mTOR-
Signalweges konnen diese Stoffwechselunterschiede 2zu Veranderungen der
Signaltransduktion fuhren. Daher bietet die Methionine- and Choline-deficient-diet kein
passendes Modell fur die Untersuchung der Metabolischen Rekonditionierung mittels
mTOR-Inhibition. Weitere Modelle wie die Zucker fatty rats unterscheiden sich ebenfalls
stark von der humanen Pathogenese, da die Entwicklung einer Steatosis hepatis
aufgrund einer veranderten genetischen Expression stattfindet (82).

Als Nachteil der Hochfettdiat konnte eine teilweise inhomogene Leberverfettung
zwischen den einzelnen Tieren, aber auch innerhalb eines Tieres zwischen den
verschiedenen Leberlappen beobachtet werden. Des Weiteren lasst sich zwar in einem
Groldteil der Lappen die klinisch relevante Makrovesikulare Steatosis von >30 %
erkennen, in vielen Bereichen findet sich jedoch ausschliellich eine schwere
Mikrovesikulare Steatosis. Unterschiede im Fressverhalten und biologische Varianzen,
die sich auch anhand des abweichenden Wachstumsverhaltens einiger Tiere erkennen
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lasst, sind eine mogliche Erklarung fur diese Beobachtung. Das von Rosenstengel et al.
untersuchte Verhalten von drei verschiedenen Rattenstamme auf eine dreiwdchige
Fatterung mit der Lieber-Decarli Hochfettdiat zeigte bei Sprague Dawley Ratten die
Auspragung einer schweren Makrovesikularen Steatosis (83). Ein wesentlicher
Unterschied bestand in dem Gewicht der Ratten zu Beginn der Fltterung. Dieses
befand sich in der Studie von Rosenstengel et al. bei 250-260g, wohingegen die Tiere
in der vorliegenden Arbeit ein Gewicht von 100-120g aufwiesen. Das jungere Alter der
deutlich leichteren Ratten konnte somit aufgrund einer starkeren Toleranz gegenuber
dem Fettfutter ebenfalls eine Ursache fur das inhomogene Verfettungsmuster und das
Ausbleiben einer reinen Makrovesikularen Steatosis sein. Das geringe Gewicht zu
Beginn der Verfettung ist jedoch entscheidend, um das Gewichtslimit fur die

Transplantation nicht zu Uberschreiten.

4.2.2 Beurteilung der Steatosis hepatis mittels H.E.-Farbung

Zur histologischen Beurteilung von Steatosegrad und Zustand des Lebergewebes hat
sich die H.E.-Farbung als klinisches Standardverfahren etabliert. Auch in dieser Arbeit
wurde sie zur histologischen Auswertung des perfundierten Gewebes verwendet.
Neben der Beurteilung von Art und Ausdehnung der Steatosis bietet dieses Verfahren
weitere Vorteile, wie die Bestimmung von Nekrose, sinusoidaler Dilatation, Inflammation
und Fibrosegrad. Fettspezifische Methoden, wie die Oil-Red-O-Farbung, eigenen sich
aufgrund der verminderten Schnittqualitat der kryokonservierten Proben und einer
reinen Hamatoxylin-Gegenfarbung fiur eine Beurteilung der Steatosis, eine Beurteilung
der Integritat des Lebergewebes ist nur eingeschrankt moglich. Beide Verfahren sind
aullerdem semiquantitative Auswertungsmethoden, welche aufgrund der subjektiven
Einschatzung eines oder mehrere Pathologlnnen variieren konnen. El-Badry et al.
konnten beispielsweise in ihrer Studie zeigen, dass sich die Beurteilung von Steatosis
durch vier Pathologen und einer Computersoftware deutlich voneinander unterschieden
(89). Die Weiterentwicklungen im Bereich der automatischen Steatosisbestimmung
mithilfe von Computersoftware und kunstlicher Intelligenz konnten daher dazu beitragen
eine standardisierte quantitative Beurteilung zu ermdglichen.
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4.2.3 Die Maschinenperfusion im Kleintiermodell

Der von unserer Arbeitsgruppe etablierte Kreislauf im Kleintiermodell zur Perfusion von
Rattenlebern stellte die Voraussetzung fur die weitere Verbesserung der Perfusion und
Uberprifung von mdglichen Ansatzen zur metabolischen Rekonditionierung der Organe
dar. Hierbei war die hohe Vergleichbarkeit zwischen experimentellem Setting und
klinischer Anwendung mit humanen Organen von Vorteil. Eine pharmakologische
Behandlung und Beobachtung verschiedener Zelltypen ist zwar auch im Bereich der
Zellkultur moglich (90), durch die Maschinenperfusion wird jedoch ein dynamisches
Modell geschaffen, bei dem beispielsweise Zell-Matrix-Kontakte und dreidimensionales
Zusammenwirken des Zellverbandes ebenfalls bertcksichtigt werden. Hierbei lassen
sich auRerdem Ruckschlusse auf die Viabilitdt und Syntheseleistung des gesamten
Organs ziehen, die fur die klinische Anwendung und Entscheidung zur Transplantation
von grofder Bedeutung sind.

Sicherlich ist eine Ubertragung von Ergebnissen im Kleintiermodell auf den Menschen
nur begrenzt moglich. Unterschiede in Grolie, Gewicht und metabolischen Prozessen
relativieren die Bedeutsamkeit der Erkenntnisse, die am Modell der Ratte gewonnen
werden (91). Auch Wissen Uber Dosierung von Medikamenten, Pharmakokinetik und —
dynamik lassen sich nur teilweise vom Kleintier auf den Menschen - und andersherum -
ubertragen.

Die in dieser Arbeit verwendete Perfusion ausschliel3lich Uber die Pfortader stellt einen
weiteren Unterschied zur klinischen Anwendung dar. Da dieses Verfahren technisch
deutlich weniger anspruchsvoll ist als die duale Perfusion Uber Pfortader und
Leberarterie wird es in den meisten Tiermodellen und auch in der humanen
hypothermen oxygenierten Perfusion (HOPE) der Forschungsgruppe aus Zurich
verwendet (44, 48, 62). Nachteil dieses Verfahrens ist, dass die arterielle Durchblutung
des Organs wahrend der Perfusion nicht gewahrleistet werden kann und somit sowohl
Teile des biliaren Traktes als auch ein Teil des Leberparenchyms keine Versorgung
erhalten (92). Eine erfolgreiche Transplantation im Rattenmodell nach normothermer
Perfusion ausschlieBlich Uber die Pfortader konnte bislang nur von Tolboom et al.
berichtet werden (57). Es handelte sich dabei jedoch um gesunde Lebern ohne
Steatosis oder anderweitige Einschrankung der Organqualitat. Eine Transplantation
steatotischer Rattenlebern nach NMP konnte bislang nicht gezeigt werden. Die im
Anschluss an diese Arbeit durchgefuhrte Studie unserer Arbeitsgruppe zur Evaluierung
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der Perfusionsleistung von portovenoser und dualer Perfusion von Rattenlebern zeigte
sowohl deutlich verbesserte Organintegritat und Syntheseleistung sowie verminderte
Gallengangsnekrosen und Schadigungsparameter der Gruppen mit dualer Perfusion
(93). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die duale Perfusion uber Pfortader und
Leberarterie ein geeigneteres Modell fur die erfolgreiche Transplantation von

Rattenlebern darstellt.

4.2.4 Vor- und Nachteile der verschiedenen Perfusionstemperaturen

Die von unserer Gruppe gewahlte normotherme Maschinenperfusion birgt im
Gegensatz zur hypothermen und subnormothermen Perfusion entscheidende Vorteile.
Wesentlicher Vorteil der NMP gegenuber anderen Perfusionsmodalitaten stellt die
Moglichkeit der Funktionalitats- und Viabilitdtsprifung des Organs dar. Diese ist
aufgrund der geringeren metabolischen Aktivitat der Lebern bei niedrigeren
Temperaturen nicht maoglich. Des Weiteren eroffnet die metabolische Aktivitat des
Organs bei normothermen Temperaturen neben der Charakterisierbarkeit des
Transplantats auch die Moglichkeit der pharmakologischen Behandlung. Physiologische
Temperaturen bedeuten eine optimale enzymatische Aktivitdt und lassen somit einen
maximalen Effekt der pharmakologischen Behandlung vermuten. NMP ermoglicht es
aullerdem das Organ in einem physiologischen Milieu zu halten und hat somit das
Potenzial, auch langere Phasen zwischen Implantation und Explantation zu
uberbricken. Jamieson et al. konnte die Perfusion steatotischer Schweinelebern Gber
48 Stunden durchfuhren und sowohl histologisch als auch laborchemisch ein vitales
Organ erhalten (61). Auch bei humanen Lebern konnte eine Perfusion von 19 Stunden
erfolgen und in der klinischen Studie von Nasralla et al. zeigten sich wesentlich langere
Aufbewahrungszeiten im Vergleich zur Cold Storage Gruppe (43, 55). Inwiefern HMP
und SMP vorteilhafte Effekte auch bei langerer Aufbewahrungszeit erzeugen, ist bislang
unklar. Krohn et al. konnten zwar auch nach 12 Stunden Kaltelagerung eine
erfolgreiche Transplantation steatotischer Rattenlebern mithilfe von einer Stunde HOPE
zeigen, in der Versuchsreihe mit humanen DCD Lebern von Dutkowski et al. wiesen
die mit HOPE perfundierten Lebern jedoch eine signifikant niedrigere Kaltischamie Zeit
auf (44, 48). Das HOPE-Verfahren etabliert durch die Forschungsgruppe in Zurich
konnte sich bislang im Vergleich zu anderen Techniken sicherlich am besten bewahren,

die Verbesserung der Transplantationsergebnisse von DCD Lebern betreffend (44, 58).
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Dutkowski et al. fuhrten eine erste klinische Studie durch, bei der 25 Transplantationen
mit HOPE perfundierten humane DCD-Lebern mit 50 nicht-perfundierten DCD-Lebern
verglichen wurden. Es zeigten sich geringere Retransplantationsraten und
Schadigungsparameter nach Transplantation durch das HOPE-Verfahren (44). Auch
die Konservierung bzw. Behandlung steatotischer Lebern mittels HOPE wies
vielversprechende Ergebnisse im experimentellen Setting auf (48). Erste Ergebnisse
der klinischen Studie sollten jedoch kritisch betrachtet werden. Die retrospektive
Beobachtung einer bislang kleinen Fallzahl und die in vielen Fallen hohere
makrovesikulare Steatosis und Lab-MELD-Scores der Cold Storage Gruppe lassen
Raum flur eine weitere Betrachtung dieses Themas (48). Ein Nachteil der Perfusion
steatotischer Lebern bei subnormothermen Temperaturen konnte in der Arbeit von
Karimian et al. aus Boston verdeutlicht werden (94). Die Perfusion bei
subnormothermen Temperaturen zeigte zwar im Vergleich zur NMP eine verbesserte
Fahigkeit der Energiespeicherung in Form von ATP, jedoch wies sie ebenfalls einen
deutlich verminderten Anteil des Antioxidans Glutathion auf. Die Autoren postulieren
also aufgrund des wesentlichen Einflusses von Glutathion auf den Ischamie-
Reperfusionsschaden einen Nachteil der SMP gegenuber der NMP.

Durch die randomisiert kontrollierte Multicenterstudie von Nasralla et al. konnte mit
einer grol3en Fallzahl ein positiver Effekt von NMP auf die Inzidenz der Early Allograft
Dysfunction gezeigt werden, sowie ein Trend zu einer vermehrten Organakzeptanz
(43). Jedoch werden hier vor allem die Vorteile der Perfusion von DCD Organen
gegenuber Cold Storage adressiert. Eine Auswertung im Hinblick auf den Steatosegrad
der perfundierten Lebern nahmen die Autoren hierbei nicht vor. Das Potenzial der NMP,
marginale Organe pharmakologisch zu behandeln und metabolisch zu rekonditionieren,
wird in der Literatur vielfach postuliert, das Verfahren hat jedoch bislang noch keinen
Einzug in die klinische Praxis gefunden. Weitere experimentelle Forschung wird daher

auch in Zukunft notig sein, um eine klinische Anwendung zu ermoglichen.

4.2.5 Konzentration von Everolimus im Perfusat

Everolimus, ein klinisch zugelassenes Pharmakon, kann durch seine inhibitorische
Wirkung auf den mTOR-Signalweg groRRen Einfluss auf den katabolen Fettstoffwechsel
nehmen (95). Ausgehend von der klinisch empfohlenen Dosis von 3-8 ng/ml wurden die

drei Konzentrationen 5, 25 und 50 ng/ml untersucht (96). In ihrer Studie zur Aktivierung
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von Autophagie durch Everolimus und den Einfluss auf IRl konnten Lee et al. trotz
zunehmender Apoptoseraten eine vergleichbare Viabilitdt von Hepatozyten bei
steigenden Everolimus-Konzentrationen bis zu 100 bzw. 1000 nM (entspricht 95,8
mg/ml bzw. 958 mg/ml) zeigen (78). Auch die Dosisfindungsstudie und die Phase |
Pharmakokinetik Studie im Bereich der Therapie von soliden Tumoren mittels
Everolimus (Study C2101 Monotherapie/C2102) wiesen eine gute Vertraglichkeit selbst
bei hoheren Konzentrationen von bis zu 174 ng/ml auf (97). Unvertraglichkeiten wie
Infektionen mit opportunistischen Keimen oder Mykosen lieRen sich dabei im
Wesentlichen auf die immunsuppressive Wirkung von Everolimus zurtckfuhren. Als
Substrat von CYP3A4 und PgP (phosphoglycolate phosphatase) erfahrt Everolimus
groBtenteils eine hepatische Eliminierung, daher sollten mogliche hepatotoxische
Effekte weiterhin beobachtet werden. Da die Perfusion jedoch am isolierten Organ
durchgefuhrt wird, gehen wir von einer deutlich hoheren Toleranzgrenze als der von
uns gewahlten pharmakologischen Konzentration aus. Eine Steigerung der
Konzentration lasst aullerdem eine Zunahme der konditionierenden Effekte durch
Everolimus vermuten, und gibt Anlass zu weiterfUhrenden Projekten.

Weitere interessante Aspekte, die mit dieser Arbeit nicht adressiert wurden, sind die
immunsupprimierende Wirkung und der Einfluss auf den Alterungsprozess durch
Rapamycin. Zwei Bereiche, die aufgrund der immer alter werdenden Patientlnnen und
der damit einhergehenden gesteigerten Immunogenitat der Spenderorgane eine
wichtige Rolle spielen (24).

4.2.6 Limitationen

Einige Variablen wahrend des Prozesses der Verfettung und der Versuchsdurchfuhrung
lassen ein standardisiertes Verfahren und eine Vergleichbarkeit der Versuche nur
begrenzt zu. So fuhrt eine biologische Varianz und ein unterschiedliches Fressverhalten
der Tiere zu einer teilweise inhomogenen Ausgangssituation. Unterschiede in
Tiergewicht und Steatosegrad der Lebern sind die Folge. Des Weiteren kdnnen auch
anatomische Varianzen den operativen Ablauf storen und Perfusionsverhaltnisse im
Sinne einer Druckveranderung beeinflussen.

Auch die Entwicklung der Steatosis hepatis im Kleintier hat Limitationen. Die Ratte stellt
zwar ein haufig verwendetes experimentelles Modell dar, hat jedoch aufgrund von
unterschiedlicher Grofde, Gewicht und metabolischen Prozessen nur eine begrenzte
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Vergleichbarkeit zum Menschen (91). Zusatzlich besitzt die Steatosis hepatis eine
Pathogenese, die sich uber Jahre entwickelt, wohingegen in dieser Arbeit ein
kurzfristiger Prozess Uber 3 Wochen gewahlt wurde. Auch handelt es sich aufgrund der
Gewichtslimitation fur die Transplantation um sehr junge Tiere im Vergleich zu eher
alteren humanen Spendern (23).

Die Perfusion ausschlieBlich Uber die Pfortader stellt zwar ein technisch einfacheres
Verfahren dar, spiegelt jedoch weder die physiologischen in-vivo Verhaltnisse noch die
humanen ex-vivo-Perfusionsmaschinen wider. Dem Vergleich zur humanen Perfusion
und der Moglichkeit Ruckschlusse daraus zu ziehen sind daher gewisse Grenzen
gesetzt.

Die relativ kurze Perfusionsdauer Uber drei Stunden und die im Vergleich zu der bereits
erwahnten Arbeit von Lee et al. deutlich geringeren Dosierung von Everolimus kdnnen
Ursache fur die fehlende Wirkung auf den Fettgehalt der Lebern sein und sind daher
ebenfalls als Limitationen der Arbeit zu werten (78). Eine langere Perfusions- und damit
—wirkdauer von Everolimus konnte einen deutlich starkeren Effekt auf den Fettgehalt
der Leber zeigen, dies ist Gegenstand laufender Untersuchungen.

Auch die Bestatigung des Konzeptes der pharmakologischen Behandlung steatotischer
Rattenlebern mittels Everolimus in Form einer Transplantation der perfundierten Lebern
wurde nicht durchgeflhrt und stellt daher die abschliefende Limitation dieser Arbeit
dar.

4.3 Diskussion der Ergebnisse

4.3.1 Einfluss von Everolimus auf die Perfusion

Der von unserer Arbeitsgruppe entwickelte Perfusionskreislauf konnte nun auch bei
steatotischen Rattenlebern angewendet werden. Hierbei konnte eine stabile Perfusion
in annahernd physiologischem Milieu Uber 3 Stunden gewahrleistet werden. Einige
Parameter legten den positiven Einfluss von Everolimus auf die Perfusion nahe. So
konnte im portalvendsen Druckverlauf in allen vier Gruppen ein Abfall von ungefahr 9
auf 5 mmHg registriert werden. Dieser war deutlich signifikant in der Kontroll-Gruppe
und milderte sich mit steigender Everolimus-Konzentration ab, sodass in der Gruppe
mit 50 ng/ml kein signifikanter Unterschied bestand. Konstante Druckverhaltnisse
bedeuten eine stabilere und schonendere Perfusion fur das Gewebe. In der Studie von
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Tolboom et al. mit nicht steatotischen Lebern wurden Drucke von 12-15 mmHg erreicht
und Uberstiegen damit den physiologischen Bereich von 8-10 mmHg (57).
Gewebeschaden in Form von sinusoidaler Dilatation konnen Folge dieser erhdhten
Druckverhaltnisse sein, wohingegen niedrige Drucke zu einer inhomogenen Versorgung
des Organs fuhren konnen. Histologisch zeigte sich in dieser Arbeit jedoch eine
homogene Vitalitat des Lebergewebes mit wenigen Nekrosefeldern. Allerdings konnten
trotz relativ niedriger Perfusionsdricke vermehrte sinusoidale Dilatationen in allen
Gruppen festgestellt werden. In ihrer Evaluation der Entwicklung eines Steatosis
hepatis-Modells in verschiedenen Rattenstammen sprechen Rosenstengel et al. von
deutlich veranderten Druck- und Flussverhaltnissen in verfetteten Lebern von Sprague
Dawley Ratten (83). Hierdurch konnte moglicherweise die erhohte Druckanfalligkeit des
steatotischen Gewebes erklart werden. Da sich jedoch auch in nicht-perfundiertem
Gewebe teilweise sinusoidale Dilatationen zeigten, sind ebenfalls perioperative
Schadigungen - beispielsweise durch die manuelle Spulung der Leber - in Erwagung zu
ziehen. Da sich in der Arbeit von Gassner et al. bei ahnlichem Versuchsablauf wie in
dieser Arbeit , jedoch mit nicht-verfetteten Lebern kaum Druckschadigungen zeigten,
geben diese Ergebnisse Anlass dazu operative Verfahren in Bezug auf steatotische
Organe neu zu uberdenken (60).

Auch der pH-Wert fiel in allen Gruppen Uber den Versuchszeitraum ab, zeigte jedoch in
den beiden Gruppen mit hdherer Everolimus-Konzentration einen stabileren Verlauf und
bewegte sich im Bereich von 7,3 am Ende der Perfusion in physiologischem Niveau im
Gegensatz zu 7,14 bei der Kontrollgruppe. Ahnliche Verldufe konnten sowohl in den
Arbeiten von Gassner et al. bei normothermer Perfusion gesunder Rattenlebern mit
dem in unserer Arbeitsgruppe entwickelten Perfusionssystem als auch von Liu et al. bei
subnormothermer Perfusion steatotischer Lebern von Obese Zucker Rats festgestellt
werden (51, 60).

Ein wesentlicher Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen bestand im pO2 der
portovendsen BGA. Es zeigte sich ein Abwartstrend bei der Gruppe mit 25 ng/ml
Everolimus und ein signifikant geringerer Wert bei 50 ng/ml im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Trotz der geringeren Werte bewegte sich auch hier der pO2 deutlich
oberhalb des physiologischen Bereichs. Auch in vergleichbaren Studien zu
normothermer und subnormothermer Maschinenperfusion wurden unphysiologisch
hohe Werte prasentiert (51, 52, 57). Interessanterweise zeigten sich trotz niedrigerer
pO2-Werte in der portovendsen BGA signifikant erhohte Werte des pO2 in der vendsen
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BGA der 50 ng/ml-Gruppe. Es ist festzuhalten, dass in allen Gruppen ein deutlicher
Abfall des pO2 zwischen portovendser und vendser BGA registriert werden konnte.
Hieran lasst sich eine Sauerstoffaufnahme des Gewebes und somit eine Funktionalitat
des Organs erkennen. Die deutlich geringere OUR der 50 ng/ml-Gruppe spricht jedoch
fur eine wesentlich schwachere Sauerstoffaufnahme im Vergleich zu den anderen
Gruppen. Eine mdgliche Erklarung fur die sinkenden pO2-Werte bei steigender
Konzentration konnte die Bindungsaffinitat von Everolimus an Erythrozyten sein (98).
Der Einfluss von Everolimus auf die Funktionalitat der roten Blutkdrperchen ist bislang
zwar unklar, eine verminderte Oxygenierungsfahigkeit ware hierdurch jedoch denkbar.
Ursachlich fur die geringere OUR der 50 ng/ml-Gruppe konnte ein zusatzlicher Einfluss
von Everolimus auf die mitochondriale Respiration sein. Eine Reduktion der
mitochondrialen Zellatmung durch Everolimus konnte von Ariaans et al. in
Brustkrebszellen gezeigt werden (99). Eine geringere mitochondriale Respiration hat
wiederum eine verminderte Produktion von ROS durch die Mitochondrien zur Folge. Es
ist bekannt, dass die mitochondriale Produktion von ROS einen wesentlichen Teil zur
Entstehung des IRI beitragt (39). In der Studie von Suyani et al. zum IRl am Modell der
Rattenniere konnte durch Behandlung mit Everolimus eine deutliche Verringerung des
oxidativen Stress und der Ausschuttung proinflammatorischer Mediatoren erreicht
werden (100). Folglich kann von einem milderen Verlauf des IRI unter Gabe von
Everolimus gesprochen werden. Die verringerte OUR der 50 ng/ml-Gruppe unserer
Studie spricht also fur eine verminderte mitochondriale Respiration, die jedoch als
positiven Effekt einen schwacheren oxidativen Stress nach sich zog. Die geringere
Schadigung des Leberparenchyms durch ROS flhrte somit zu einer verbesserten
Perfusion, welche als Folge eine signifikant geringere Freisetzung des
Schadigungsparameters AST und eine verbesserte Syntheseleistung im Hinblick auf
Harnstoff und Bilirubin hatte.

4.3.2 Einfluss von Everolimus auf die Steatosis hepatis

Die Beeinflussung der Steatosis hepatis stellte aufgrund der klinischen Relevanz fur
eine Transplantation ein wesentliches Merkmal der metabolischen Rekonditionierung
dar. Weder eine reine normotherme Perfusion Uber drei Stunden noch eine zusatzliche

pharmakologische Behandlung mit Everolimus konnte die Steatosis der Lebern in
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unserem Modell beeinflussen. Die Triglyceridanalyse des Gewebes zeigte zwar
deutliche Unterschiede zu den nicht-verfetteten Lebern, jedoch keine Veranderungen
zwischen den perfundierten Gruppen. Auch in der histologischen Auswertung liel3 sich
weder eine Reduktion des Steatosegrades noch eine Veranderung von
makrovesikularer zu mikrovesikularer Steatose nachweisen. Insgesamt zeigte sich ein
sehr inhomogenes Bild. Sowohl zwischen den Tieren der jeweiligen Gruppen als auch
zwischen den Leberlappen eines einzelnen Tieres konnten deutliche Unterschiede des
Steatosegrades und des Anteils an makrovesikularer Steatose festgestellt werden.
Vielversprechende Ergebnisse im Bereich der pharmakologischen Entfettung konnten
erstmals durch die Gruppe um Nagrath et al. aus Massachusetts erreicht werden (62).
Hierbei wurden zunachst verschiedene potenziell entfettende Substanzen an
steatotischen Rattenhepatozyten getestet. Ein sogenannter Entfettungscocktail aus
zwei PPARaLiganden, Hypericin, Scorparone, Forskolin und Visfatin konnte eine
Entfettung in Zellkultur von bis zu 31 % nach 48 Stunden zeigen. Im weiteren Verlauf
wurde diese Stoffzusammensetzung an steatotischen Rattenlebern wahrend NMP
untersucht. Auch hier konnte eine deutliche Fettreduktion von 65 % nach 3 Stunden
Perfusion erreicht werden. Bereits ohne Entfettungscocktail war in dieser Studie eine
Reduktion des Fettgehalts von 30 % durch reine normotherme Perfusion Uber 3
Stunden mdoglich und widerspricht damit unseren Ergebnissen. Methodische
Unterschiede bestehen unter anderem im Verfettungsmodell der Ratten. Dabei handelt
es sich bei Nagrath et al. mit Obese Zucker Rats um ein genetisches Modell (62).
Dieses hat deutlich weniger Bezug zum eigentlichen Pathomechanismus der NAFLD
als das in unserer Studie verwendete diatetische Modell, bei dem eine Futterung von
Sprague Dawley Ratten mit einer High-Fat-Diet stattfand. Kritisch zu betrachten ist
aullerdem die histologische Auswertung dieser Studie. So wird keine Aussage Uber
Nekrose oder sinusoidale Dilatation des Gewebes getroffen. Allerdings waren die
Organe, gemal} unserer Einschatzung auf Basis der publizierten histologischen
Schnitte, schwer geschadigt - dies spiegelt sich in der Tatsache wider, dass eine
Transplantation dieser Organe nicht beschrieben wurde. Es ist daher unklar, ob nach
der Behandlung mit dem Entfettungscocktail von einem vitalen Gewebe ausgegangen
werden kann.

Entscheidend fur die Wirkung des Entfettungscocktails scheint die Temperatur der
Maschinenperfusion zu sein. Liu et al. untersuchten die gleichen Substanzen unter

subnormothermen Bedingungen und fanden weder auf histologischer Ebene noch im
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Triglyceridgehalt des Gewebes Veranderungen der steatotischen Rattenlebern (51). Die
Idee des Entfettungscocktails von Nagrath et al. weiterfihrend, wurde von Boteon et al.
der Entfettungseffekt und die Toxizitdt der Substanzen an primaren humanen
Hepatozyten, intrahepatischen Endothelzellen und intrahepatischen Cholangiozyten
getestet (90). Hierbei konnte der intrazellulare Triglyceridgehalt um 32% gesenkt
werden und bestatigte somit die Ergebnisse von Nagrath et al. Aullerdem nahm der
Entfettungscocktail keinen negativen Einfluss auf das Uberleben der drei hepatischen
Zelltypen, sondern zeigte im Falle der primaren humanen Hepatozyten eher eine
verbesserte Viabilitdt im Vergleich zur nicht-behandelten Gruppe. Hiervon ausgehend
wurde durch dieselbe Gruppe der Entfettungscocktail in Verbindung mit L-Carnitin an
abgelehnten humanen Lebern mit Steatose untersucht (101). Es konnte im Gegensatz
zur nicht-behandelten Kontrollgruppe sowohl eine Reduktion des Fettgehalts im
Gewebe um 38 % (vs. 7 %), als auch eine Reduktion der makrovesikularen Steatose
um 40 % (vs. 0 %) nach 6 Stunden Perfusion erreicht werden. Diese Ergebnisse legen
nahe, dass eine Entfettung steatotischer Lebern in einer kurzen Phase der
Maschinenperfusion durchaus mdglich ist. Jedoch wird auch in dieser Arbeit keine
Aussage uber den histologischen Zustand der Lebern getroffen. Fraglich ist aul3erdem,
ob ein Entfettungscocktail mit verschieden pharmakologischen Substanzen sinnvoll fur
den klinischen Gebrauch ist. Zwar konnte keine Toxizitat im experimentellen Setting an
der Zellkultur nachgewiesen werden, jedoch ist der Einfluss der Substanzen auf den
gesamten Organismus des Menschen bislang ungeklart und bedurfte einer
langwierigen pharmakologischen Zulassungsstudie.

Banan et al. zeigten ebenfalls erste Entfettungsversuche an humanen Lebern mit Hilfe
von L-Carnitin und Exendin-4 (102). Hierbei konnte zwar ein Anstieg der Triglyceride im
Perfusat festgestellt werden, jedoch blieb eine wesentliche Veranderung des
histologischen Steatosegrades aus. Eine geringe Fallzahl (N=2 Behandlungsgruppe,
N=1 Kontrolle), keine Randomisierung und ein starker Unterschied im Verfettungsgrad
der Lebern machen diese Studienergebnisse allerdings wenig reliabel.

Ein weiterer pharmakologischer Ansatz stellt der Glial cell line derived neurotrophic
factor (GDNF) dar. Da Studien einen starken Einfluss dieses Proteins auf den
Fettstoffwechsel und dadurch eine verminderte Entwicklung einer Steatosis hepatis
zeigten, wurde GDNF von Taba Taba Vakili et al. zur Entfettung von HepG2 Zellen und
Mauselebern eingesetzt (66, 103). Auch hier konnte eine 40%ige Reduktion des
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Fettgehalts im Gewebe erreicht werden. Weiterfuhrende Studien am Groftiermodell
bzw. an humanen Lebern blieben bisher aus.

In dieser Arbeit konnte zwar eine Verbesserung der Perfusionsergebnisse im Hinblick
auf Schadigungs- und Syntheseparameter jedoch keine Reduktion des Fettgehalts der
Lebern nachgewiesen werden. Kron et al. legen durch ihre Ergebnisse zur HOPE-
Perfusion nahe, dass durch Maschinenperfusion auch ohne Minderung der Steatose
verbesserte Transplantationsergebnisse erzielt werden konnen (48). Daher ist zukunftig
eine ganzheitliche Betrachtung der metabolischen Rekonditionierung sinnvoll, welche
sowohl die Reduktion des Fettgehalts als auch die Vitalitatsmerkmale des Organs mit
einbezieht. Des Weiteren stellt die Perfusion Uber drei Stunden maoglicherweise ein zu
geringes Zeitfenster dar. Eine Dauer von sechs Stunden ware daher ein weiterer
Schritt, um den Einfluss von Everolimus auf steatotische Lebern zu untersuchen. Wie
bereits erwahnt konnte eine Transplantation steatotischer Rattenlebern nach
normothermer Perfusion bislang nicht gezeigt werden. Weitere Arbeiten werden
deshalb nétig sein, um ein geeignetes Verfahren zu etablieren und die Funktionalitat
der Organe nach Perfusion zu bestatigen.

4.4 Molekulare Analyse des mTOR-Signalweges

Im Anschluss an die Perfusionsversuche fuhrten Mitarbeiter der Arbeitsgruppe von Frau
Prof. Dragun molekulare Analysen der Lebergewebe durch. Bereits im Vorfeld der
Versuchsreihe konnte mit Hilfe der Western Blot Analysen eine deutlich erhdhte
Aktivitat des mTOR-Markers p-p85S6KT421 bei steatotischen Lebern von Wistar-
Ratten im Vergleich zu normalen Lebern festgestellt werden. AuRerdem zeigte der
Autophagiemarker LC3-Il entsprechend der hohen Aktivitat des mTOR-Signalweges
niedrigere Werte in den steatotischen Lebern im Vergleich zu nicht-verfettetem
Gewebe. Die Western Blot Analyse der mit 50 ng/ml Everolimus behandelten Gruppe
steatotischer Lebern wies hingegen im Vergleich zu nicht-perfundierten steatotischen
Lebern einen signifikanten Anstieg der Autophagie-Aktivitat (LC3-II) auf. Des Weiteren
zeigte sich eine verbesserte Energiehomdostase (verminderte phosphorylierte AMPK)
und eine Reduktion von Apoptose (Cleaved Caspase-3). Lipogene Faktoren (SREPB1
und PPARY) wurden signifikant herunterreguliert, dagegen B-Oxidation-aktivierende
Gene, wie PPARa und PGC1a gesteigert und es zeigte sich auf Transkriptionsebene
ein Anstieg von HMGCR und TNFa, welche im Prozess des Ischamie-
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Reperfusionsschadens eine entscheidende Rolle spielen. Einen zusatzlichen Einfluss
der hochsten Everolimus-Konzentration im Vergleich zur perfundierten Kontroll-Gruppe
konnte im Bereich der lipogenen-/inflammations-modulierenden Gene (SIRT1, SREBP1
und FASN), der Fettsdure b-Oxidation-regulierenden Gene (CPT1a) und der
antioxidativen Funktionen (SOD1) festgestellt werden.

Diese Ergebnisse sprechen insgesamt fur eine Beeinflussung durch die Perfusion in
Richtung einer katabolen Stoffwechsellage, wobei die Gabe von Everolimus einen
zusatzlich aktivierenden Einfluss vor allem auf den katabolen Fettstoffwechsel nahm.
(Quelle: Monographie Peng Ren ,mTOR complexes in steatotic liver®)
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5 Schlussfolgerung

Mit dieser experimentellen Arbeit wurde das Konzept der pharmakologischen
Beeinflussung steatotischer Rattenlebern zur Etablierung eines fur die Transplantation
geeigneten Kleintiermodells adressiert. Die NAFLD stellt im Zuge der zunehmenden
Inzidenz des metabolischen Syndroms ein wachsendes Problem fur die
Transplantationsmedizin dar. Neuerungen wie die Maschinenperfusion machen die
Nutzung marginaler Organe zunehmend moglich. Am Kleintiermodell der Ratte wurde
mittels Hochfettdiat eine NAFLD erfolgreich induziert und der Einfluss einer
dreistindigen normothermer Maschinenperfusion am isolierten Organ untersucht. Kern
der Arbeit stellte die pharmakologische Behandlung mit dem mTOR-Inhibitor
Everolimus in drei verschiedenen Konzentrationen dar. Ziel dieser Versuchsreihe war
es, durch Everolimus geringere Schadigungsparameter und hohere Syntheseparameter
als Ausdruck einer verbesserten Perfusion zu erreichen. Auflerdem sollte im Sinne
einer metabolischen Rekonditionierung eine Reduktion des Fettgehalts erzielt werden.
Es zeigten sich durch die hochste Konzentration von 50 ng/ml Everolimus im Vergleich
zur Kontroll-Gruppe signifikant geringere Werte des Schadigungsparameters AST und
signifikant hohere Werte des Syntheseparameters Harnstoff im Perfusat. Es lasst sich
somit von einem verbesserten Perfusionsergebnis unter Einfluss von Everolimus
ausgehen. Wesentlicher Unterschied zwischen der 50 ng/ml-Gruppe und den restlichen
Gruppen war ein deutlich geringerer Sauerstoffpartialdruck und OUR, die sich mit einer
geringeren mitochondrialen Respiration und somit einem geringeren oxidativen Stress
durch weniger ROS-Produktion erklaren Iasst. Es Iasst sich ein milderer Verlauf des IRI
daraus schlieBen und erklart somit die verbesserte Perfusionsleistung durch
Everolimus. Eine Beeinflussung der Steatosis hepatis durch normotherme Perfusion
und pharmakologische Behandlung mit Everolimus konnte weder auf histologischer
Ebene noch durch photometrische Analytik gezeigt werden. Eine umfassende
Betrachtung der Perfusionsleistung des Organs sollte jedoch zukunftig stattfinden, um
die Vitalitat der Leber und die Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen Transplantation zu
beurteilen.

Ausgehend von den hier dargestellten Ergebnissen scheint eine langere Perfusion tUber
beispielsweise sechs Stunden mit der hochsten Everolimus-Konzentration sinnvoll, um

weitere Effekte der pharmakologischen Behandlung zu untersuchen. Aul3erdem werden
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zusatzliche Studien zur Lebertransplantation nach normothermer Perfusion nétig sein,
um die Vitalitat und erfolgreiche metabolische Rekonditionierung des Organs zu

evaluieren.
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