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Il. Abstrakt

lloprost kann zur Verbesserung des Leberoutcomes von Marginalorganen im
Rahmen der Transplantation beitragen. Marginale Organe zeigen eine hohere Rate
an Nicht- bzw. Malfunktion. Marginale Organe sind empfindlicher gegeniiber dem
Ischamie-/Reperfusionsschaden. Existierende Untersuchungen zeigen einen
positiven Effekt von lloprost auf das Leberoutcome. In den bisher durchgefihrten
Untersuchungen zu lloprost und Leberoutcome fehlt bisher der Vergleich zwischen
zeitlich verschieden lloprost behandelten Lebern unter denselben Versuchs-
bedingungen.

In der vorliegenden Arbeit wurden Schweinelebern explantiert, 20 Stunden in HTK
(4°) kalt konserviert, geflushed und in einem etablierten extrakorporalen
Perfusionsmodell mit Schweinevollblut acht Stunden (re-) perfundiert. Das lloprost
wurde immer in der gleichen Konzentration, jedoch zu unterschiedlichen Zeitpunkten,
verabreicht. Es wurden vier Gruppen a sieben Lebern untersucht. Die
lloprostbehandlung erfolgte durch die Applikation in die Spenderaorta kurz vor der
Konservierung (Spendergruppe), durch Zugabe in die Konservierungs (HTK-)- l6sung
(HTK- Gruppe) oder durch die Behandlung des Reperfusats (Reperfusatgruppe)
nach 20 Stunden kalter Ischdmie wahrend der extrakorporalen (Re-)perfusion. Die
Kontrollgruppe stellt die Nichtbehandlung dar.

Im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigte die Spendergruppe signifikant bessere
makroskopische Ergebnisse nach vier und acht Stunden Reperfusion und eine
signifikant geringere prozentuale Gewichtszunahme zum Ausgangsgewicht. Des
Weiteren ergaben sich signifikant niedrigere ASAT- und LDH- Werte in der
Spendergruppe nach vier, sechs und acht Stunden im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Die HTK- Gruppe zeigte ebenso signifikant niedrigere ASAT- und LDH- werte im
Vergleich zur Kontrollgruppe nach vier, sechs und acht Stunden. Vergleicht man die
vor der kalten Ischdmie behandelten Gruppen (Spender- und HTK- Gruppe) zur
Reperfusatgruppe, so zeigt sich, dass die Spendergruppe signifikant niedrigere
ASAT- Werte nach vier Stunden Reperfusion hat und die Spender- und HTK- Gruppe
signifikant niedrigere LDH- Werte im Vergleich zur Reperfusatgruppe nach einer
halben, vier, acht Stunden Reperfusion haben.

Schlussfolgernd ist die lloprostgabe vor der kalten Ischamie effektiver. Die hohen
Transaminasewerte in der Reperfusatgruppe sind Ausdruck eines ausgedehnten
Leberschadens. Betrachtet man die Gesamtheit aller Ergebnisse, sind die



lloprostwirkungen in der Spendergruppe am effektivsten. Die Konservierungs-
l6sungsbehandlung ist ebenso effektiv und kann bei Kontraindikationen zur
Spenderbehandlung durchgefuhrt werden. Mit lloprost ist eine Substanz gefunden,
durch die sich mit der Gabe zum richtigen Zeitpunkt marginale Organe effektiv
behandeln lassen und sich ein deutlich besseres Outcome gegenuber nicht

behandelten marginalen Organen erzielen lasst.

lloprost may contribute to the improvement of liver Outcomes of marginal organs in
the context of transplantation. Marginal organs show a higher rate of non- or
dysfunction. Marginal organs are more sensitive to the ischemic and reperfusion
injury. Existing studies show a positive effect of iloprost on liver outcome, but no
comparison exist between in time differently treated iloprost- treated livers under the
same conditions.

In the present study pig livers were explanted, preserved 20 hours in HTK ( 4 °), cold
flushed and perfused in an established extracorporeal perfusion system with porcine
blood for eight hours. The iloprost was always given in the same concentration but at
different points in time. We examined four groups with seven livers each. The iloprost
was applied in the donor aorta shortly before preservation (Donor group), by adding it
to the preservatives (HTK) - solution ( HTK group) or by given it to the reperfusion
solution (Reperfusion group) after 20 hours of cold ischemia during extracorporeal
(re)-perfusion. The control group represents the non-treatment group.

As compared to the control group, the donor group showed significantly better
macroscopic results after four and eight hours of reperfusion and a significantly lower
percentage weight gain in relation to the initial weight. Furthermore, significantly
lower ASAT and LDH values were achieved in the donor group after four, six and
eight hours compared to the control group. The HTK group also showed significantly
lower ASAT and LDH values compared to the control group after four, six and eight
hours. Comparing the groups, treated prior to cold ischemia (donors and HTK group),
to the reperfusion group, the donor group has significantly lower ASAT levels after
four hours of reperfusion and the donor and HTK group showed significantly lower
LDH values compared to the reperfusion group after a half, four, eight hours of

reperfusion.



Concluding, the iloprost treatment is more effective when given prior to the cold
ischemia. The high transaminase levels in the Reperfusion group are an expression
of a widespread liver damage. Considering the totality of all results the effects of
iloprost for the donor group are most effective. The preservative solution treatment is
also effective and can be used in case of contraindications with the donor treatment.
lloprost offers a substance by which marginal organs can be effectively treated, when
applied at the right moment in time. It achieves a clearly better outcome as compared

to the non-treated marginal organs.



1. Einleitung

1.1. Einfuhrung

Daten zur Lebertransplantation

Die Transplantation ist die wichtigste Therapie zur Behandlung von Patienten mit
chronischem oder akutem fulminanten Leberversagen[l]. Geregelt ist sie nach den
Richtlinien der Bundesarztekammer gemal 816 TPG (Transplantationsgesetz).

Nach Eurotransplant (www.eurotransplant.org) wurden im Jahr 2011 1039
Lebertransplantationen in Deutschland durchgefihrt.

Die aktive Warteliste ergab bei Eurotransplant im Jahr 2011 eine Anzahl von 2064
Wartenden in Deutschland.

Es ist ersichtlich, dass das Transplantatangebot dem Bedarf nicht gerecht wird.

Die Transplantation von sogenannten marginalen Organen als eine Moglichkeit die
Zahl der auf eine Leber Wartenden zu verringern, wird immer wichtiger[2].

Die Transplantation von Marginalorganen ist eine Mdglichkeit, die Zahl der
Wartenden und Kranken zu minimieren. Eine eindeutige Definition flr
Marginalorgane ist nicht vollstdndig etabliert. Marginalorgane sind keine optimalen
Spenderorgane [2]. Wie bei Busuttil 2003 beschrieben, wird das Optimum einer
Spenderleber durch ein erhéhtes Spenderalter, eine verlangerte Ischamie, Non-
heart- beating- donors, eine Hypotension des Spenders und eine Steatosis hepatis
eingeschrankt.

Marginalorgane weisen als suboptimale Spenderorgane ein hoheres Risiko fur ein
primares Organversagen auf.

Im Wortlaut der Bundesarztekammer wird von erweiterten Spenderkriterien®
gesprochen, die der Definition der Marginalorgane gleichkommt. Die spezifizierten
erweiterten Spenderkriterien sind in Tabelle C zusammengefasst (siehe Anhang) [3].
,Marginale Organe' zeigen eine hohere Rate an initialer Nicht- bzw. Malfunktion,
sowie ein insgesamt schlechteres Outcome [4].

Die Ischamiezeit ist ein limitierender Faktor fir den Erfolg einer Lebertransplantation.
Durch die Verwendung von Konservierungslosungen konnte die Ischamiezeit der
Leber auf 10 -12 Stunden und mehr verlangert werden. [5-8]

In einem Review Article von Kukan 2001 wird beschrieben, dass bei Uber 25 % der
Lebertransplantatempfanger posttransplantdre Komplikationen wie Gallenstrikturen,

sog. ITBL (ischemic type biliary lesions), eine initial schlechte Funktion (initial poor


http://www.eurotransplant/

function) oder sogar eine Nichtfunktion (initial nonfunction) auftreten, wenn die
Konservierungszeit mehr als 10-12 Stunden betrdgt. Die Retransplantationsrate
innerhalb der ersten 3 Monate wird in diesem Artikel von Kukan 2001 mit 30 %
angegeben. [9]

In den Richtlinien zur Transplantation (Punkt 5.3.) ist eine kurze Konservierungszeit
(kurze kalte Ischamiezeit) fur den Erfolg einer Transplantation von funktionsein-
geschrankten postmortalen Organen von Bedeutung. [10]

Konservierungzeiten von 10-12 Stunden stellen keine Seltenheit dar. So sind in der
analytischen Auswertung von klinischen Lebertransplantationen kalte Ischamiezeiten
von durchschnittlich 9 Stunden [11] und 11 Stunden (minimal 3,2 und

maximal 26,8 Stunden) [12] beschrieben.

Folglich ist der Ischamie/ Reperfusionsschaden, der zum Verlust der Spenderleber
fuhren kann, ein entscheidendes Problem in der Lebertransplantationschirurgie.

Die Suche nach Verbesserungen, um den Ischamie/ Reperfusionsschaden
einzuschranken und auch die Funktion marginaler Organe zu erhalten, beschéttigt
sich mit ischamischer Prekonditionierung [13], weiterer Verbesserung der
Konservierungslésungen, medikamentéser Therapie des Spenders mittels Antioxi-
dantien,  Apoptoseinhibitioren und der Frage nach der optimalen

Perfusionstemperatur im Rahmen der extrakorporalen Leberperfusion [14].

Da lloprost (Prostaglandin 12- Praparat) eine vasodilatatorische, Thrombozyten
aggregationshemmende [15] und zytoprotektive [16] Wirkung hat, scheint es eine
geeignete Substanz zu sein, um den Ischamie/ Reperfusionsschaden einer
Spenderleber bzw. eines Marginalorgans zu lindern bzw. einzuschranken. Durch
einen optimalen lloprost - Einsatz konnte der Ischdmie/ Reperfusionsschaden

abgemildert werden.

1.2. Die Leber

Anatomie: Die Leber ist ein intraabdominal, dem Zwerchfell dicht anliegendes
Organ. Sie ist das zentrale Stoffwechselorgan und gilt als grof3te Driise des Korpers.
Leberfunktion: Die Leber hat vielfaltige Aufgaben. Wahrend der Embryonal-/ Fetalzeit
ist sie beteiligt an der Hamatopoese. Sie ist ein Stoffwechselorgan.

Oxidationsvorgange, Konjugationsvorgange, Immunmodulatorische Vorgange finden
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in der Leber statt. Sie hat neben der Bildung und Abgabe bestimmter Proteine (z. B.
Blutgerinnungsfaktoren, Albumin) ins Blut auch Speicherfunktionen (z.B. Vit B12,
Eisen, Glykogen).

Als exokrine Drise produziert die Leber Galle. ,Die pro Tag Uber den Dct.
Choledochus in den Dinndarm gelangende Galle betragt bei Mensch und Schwein
0,5- 1 I/Tag® [17]. Der Harnstoffzyklus findet in der Leber statt.

Eine Leberschadigung ist makroskopisch, mikroskopisch, funktionell und/oder

laborchemisch feststellbar.

1.3. PGI2 und die extrakorporale Leberperfusion

In einem extrakorporalen System untersuchte schon Wolf die Effekte wvon
Epoprostenol und Norepinephrine auf die Himodynamik der Leber[18].

Da die extrakorporale Perfusion ein Modell zur Untersuchung pharmakologischer
Fragen ist[19-22], lasst sich im extrakorporalen Perfusionskreislauf der Einfluss von
PGI2 auf die Leber unabhdngig von anderen Organsystemen kontrolliert

untersuchen.

1.4. Ableitung der Aufgabenstellung, Hypothese und Studienendpunkte

Es fehlte bisher der Vergleich des Leberoutcomes zwischen zeitlich verschieden
PGI2- behandelten Lebern unter denselben Versuchsbedingungen. Die vorliegende
Arbeit beschéftigt sich mit der Frage, ob lloprost den Ischamie/ Reperfusionsschaden
minimieren kann und zu welchem Zeitpunkt die PGI2 - Gabe erfolgen sollte, um den
Ischamie/ Reperfusionsschaden der explantierten, reperfundierten Schweineleber

einzuschranken.

Bewusst wurde ein Modell mit als marginal anzusehenden Spenderlebern (20
Stunden kalte Ischamiezeit) gewahlt, um die potentiell protektive Wirkung des PGI2
auf den Initialschaden der Leber in der extrakorporalen Perfusion zu untersuchen. Es
wurde folgende Hypothese aufgestellt:
e Die Behandlung mit PGI2 im Rahmen der Explantation und extrakorporalen
Reperfusion der Schweineleber reduziert den Ischamie-

Reperfusionsschaden.
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Zur Uberpriifung dieser Hypothese und Beurteilung des optimalen Behandlungs-
zeitpunktes wurden folgende Endpunkte untersucht:

1. Makroskopische Ergebnisse und Gewichtszunahme

2. Laborchemische Bestimmungen (Transaminasen, GLDH, LDH, Glukose,
Laktat, Elektrolyte)

3. Bestimmung von Mediatoren (cGMP, MPO)

4. Mikrodialyse-Daten (Glukose, Glycerin, Laktat, Pyruvat)

2. Material und Methoden

Die Versuche wurden in Einklang mit den regionalen Tierversuchsbestimmungen als
,2Organentnahme in tiefer Narkose“ durchgefuhrt.

In dieser Untersuchung wurden Schweinelebern unter sterilen Bedingungen in
Narkose explantiert, 20 Stunden kalt konserviert und anschlieRend extrakorporal mit
autologem Schweineblut acht Stunden reperfundiert. Die Konservierung erfolgte mit
HTK- Losung.

Das Prostaglandin 12 (lloprost) wurde stets in derselben Konzentration zu

unterschiedlichen Zeitpunkten verabreicht.

2.1. Material

2.1.1. Tiere und Tierhaltung

Fur diese Arbeit wurden 10 -16 Wochen alte Schweine der deutschen Landrasse mit
einem durchschnittlichen Gewicht von 23,52 (+/- 1,6) kg verwendet.

Vom Bauernhof kommend erfolgte die Unterbringung in der Tierhaltung der
tierexperimentellen Einrichtung im Forschungshaus des Virchow - Klinikums (Charité
Berlin). Wahrend des gesamten Aufenthalts erfuhren die Schweine eine intensive
Betreuung durch Tierarzte und Tierpfleger. 12 Stunden vor der Explantation blieben

die Tiere niichtern.
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2.1.2. Die Konservierungslosung — HTK — Losung

Die HTK (Histidin, Tryptophan, Ketoglutarat) - Konservierungslésung, eingefuhrt
durch H.J. Brettschneider besitzt eine geringe Viskositat und wird zur Konservierung
abdomineller Organe vewendet. In diesem Experiment wurde Custodiol® (HTK-
I6sung) vom Hersteller Dr. F. Kohler Chemie GmbH (Alsbach-Hé&hnlein, Deutschland)

verwendet. Die Bestandteile sind im Anhang in Tabelle D aufgefihrt.

2.1.3. Das Perfusat

Das Perfusat bestand aus 2000 ml Vollblut von Schweinen der Lehr- und
Versuchsanstalt fur Tierzucht und Tierhaltung in Ruhlsdorf/Grof3 Kreutz in 14513
Teltow, 500ml 6% HAES (siehe Tabelle F) und 1500 ml Dialysat-Losung (siehe
Tabelle G). Vor Anschluss der Leber ans Perfusionssystem wurden 4000 ml Perfusat
ins Sammelgefall gegeben, 10.000 IE Heparin, 40 mg Tobramycin hinzugefiigt und
die Zirkulation, Oxygenierung sowie Erwarmung gestartet.

Nach vierstindiger Leberreperfusion wurden dem Perfusat weitere 10.000 IE
Heparin und 40 mg Tobramycin hinzugefugt.

Die 2000 ml Schweineblut fur die extrakorporale Leberperfusion stammen von
Schweinen, deren A. carotis und V. jugularis direkt nach der Toétung (durch
Elektroschock) im Schlachthof Teltow ertffnet wurde und je 2000 ml Blut in einer
sterilen Plastikflasche aufgefangen wurden. Dem gewonnenen Blut wurden 5.000 IE
Heparin sowie 10 mg Tobramycin hinzugefugt.

Angesichts der vier Perfusionen pro Woche wurden acht Liter Schweineblut von
Teltow ins Virchow - Klinikum (Charité Berlin) transportiert. Der Transport des
allogenen Schweineblutes zum Virchow - Klinikum erfolgte in sterilen Plastikflaschen
auf Eis in einer Kuhlbox. AnschlieRend wurde es bei 4°C gelagert und fur die
wochentlichen Perfusionen (pro Perfusion jeweils 2 |) verwendet.

Um die Veradnderungen des Blutes unter extrakorporalen Perfusionsbedingungen zu
analysieren, wurden drei Blutperfusionen ohne Leber mit den gleichen Druck- und
Flussverhaltnissen wie fur die Leberperfusion durchgefihrt. Die Analysen
beschrankten sich auf die Parameter, die wahrend der Leberperfusion untersucht

wurden (siehe unten).
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Tobramycin in Form des TOBRA-cell™ 40 mg/ml ( L6sung ) ist ein Antibiotikum vom
pharmazeutischen Unternehmer cell pharm GmbH, Feodor-Lynen-Strasse 23, 30625
Hannover, Deutschland.

Heparin als Antikoagulanz wurde in Form des Liquemin™ von dem
pharmazeutischen Unternehmer Hoffmann-La-Roche AG, Emil — Barell — Stral3e 1,
79693 Grenzach —Wyhlen, Deutschland hinzugefugt.

2.1.4. lloprost

lloprost in Form des llomedin™ Firma Schering (Bayer), Berlin, Deutschland ist ein
Prostaglandin 12 (PGI2) — Praparat. Der Name ,Prostaglandin® wurde durch von
Euler 1933 in Schweden gepréagt, der annahm, dass Prostaglandine nur von der
Prostata (engl.: prostate gland) gebildet werden. Da sehr viele Prostaglandine
unterschieden werden [23], hat das PGI2 nach Moncada und Vane[24] den Namen
Prostacyclin, in stabiler Form Epoprostenol, erhalten. Es ist der endogen wirksamste
Thrombozytenaggregationshemmer [23]. Weiterhin hat es eine vasodilatatorische
Wirkung.

Die Strukturformel von lloprost, dem PGI2- Praparat ist in Abb.1 dargestellt.

Abbildung 1 Strukturformel lloprost [25]

Pharmakodynamik, Pharmakokinetik

PGI2 (Prostacyclin) ist ein Abkémmling der Arachidonsdure. Beim Menschen
katalysiert die Cyclooxygenase die Bildung von PGH2 aus der Arachidonsaure. Aus

dem PGH2 wird unter Einfluss einer Prostaglandin- Synthetase das PGI2 gebildet
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(Die Cyclooxygenase ist gleichzeitig das Enzym, das die Bildung von Thromboxan
A2 und Leukotrienen aus der Arachidonsaure katalysiert).

Das PGI2 ist ein instabiles Molekil mit einer sehr kurzen Halbwertszeit. Prostacyclin
wird rasch biotransformiert. Es ist 30 - fach potenter als PGE1 [24]. lloprost, als
PGI2-Derivat, zerfallt spontan zu 6-Keto-PGfla [26, 27].

lloprost hat einen vasodilatatorischen Effekt, hemmt signifikant die
Plattchenaggregation [15, 28] und senkt die Chemotaxis. [15, 23] Es besitzt eine
fibrinolytische Aktivitat [15, 23]. Dem lloprost wird eine cytoprotektive Eigenschaft
[15, 16] zugeschrieben. Der genaue Wirkmechanismus ist unbekannt (Fachinfo
Schering Austria). Weitere Ausfuhrungen zu lloprost sind in der Dissertationsschrift
von Edda Klotz, 2011 beschrieben [25].

Pharmakokinetische Eigenschaften

10 - 20 Minuten nach Beginn der intravendsen lloprost - Infusion wird ein steady
state erreicht. Die Hohe des Wirkstoffspiegels im steady state hangt linear von der
Infusionsrate ab. Es folgt eine schnelle Metabolisierung. Die Halbwertszeit der
terminalen Dispositionsphase aus dem Plasma betragt 0,5 h.

Oral gegeben erreichen nur 20 % PGI2 den systemischen Kreislauf. Es wird Uber
die R-Oxidation metabolisiert.

70 % werden renal ausgeschieden, fakal nur 12-17 %. Die totale Clearance betragt
20 ml/min/kg (Fachinformation Schering Austria).

2.2. Methoden

2.2.1. Sedation, Narkose und intraoperative Uberwachung

Die Narkosedurchfuhrung erfolgte durch einen Tierarzt der tierexperimentellen
Einrichtung der Charité, Campus Virchow Klinikum.

Die Sedation der Versuchstiere erfolgte mit 4 - 6 mg Azaperon (Stresnil®, Fa.
Janssen) per kg Korpergewicht, 10 mg Ketamin (Ursotamin®, Fa. Serumwerk
Bernburg AG) per kg Korpergewicht und 0,05 mg Atropin per kg Korpergewicht (KG)
intramuskular.

Anschliel3end wurde die Narkose der Tiere mit Etomidat (Etomidat - Lipuro®, Fa. B.

Braun, Melsungen) (0,25 - 0,5 mg/kg Korpergewicht) eingeleitet.
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Bei Bedarf wurde vor Intubation Thiopental (Trapanal®) 5 -10 mg /kg Korpergewicht
intravenos gegeben.

Es erfolgte die Intubation. Zur Muskelrelaxation wurden 4mg Pancuroniumbromid
intravenos injeziert.

Die Inhalationsnarkose setzte sich aus 40% O2, 60% N20O und ca. 1,5 % — 1,8 %
Isofluran zusammen. Als Geréate dienten der Ventilog Capnolog Sulla 800 V,
Dragerwerk Lubeck, Deutschland sowie ein Schlauchsystem von Drager® (Lubeck,
Deutschland).

Nach Bedarf wurden Repetitionsgaben zur Muskelrelaxation mit 2 - 4 mg Pancuro-
niumbromid verabreicht.

Die Tiere erhielten intraoperativ eine Beatmung mit einem Atemzugvolumen von 10-
15 ml/kg Korpergewicht, einem Beatmungsdruck von < 20 - 25 cm H20 und einem
ange-strebten EtCO2 zwischen 32 - 36 mmHg. Zur Uberwachung des
exspiratorischen Volumens, des Beatmungsdruckes, der O2 - Konzentration dienten
der Siemens Ventilator 711 und der Siemens Flowmeter (O2 / Air/ N20O) Unit 770,

Deutschland.

2.2.2. Die Operation

Nachdem die Schweine dem Standard entsprechend narkotisiert worden waren,
begann die Operation unter sterilen Bedingungen. Alle Organexplantationen
erfolgten durch das gleiche Operationsteam. Es setzte sich zusammen aus einem
mit der Organex- und transplantation erfahrenen Chirurgen, unterstitzt durch
Doktoranden.

Es erfolgte eine Laparotomie per Medianschnitt beim Schwein in Ruckenlage mit
anschlieBendem Einsetzen eines Bauchsperrers. Nach Aufsuchen des Dct. Cysticus
wurde dieser ligiert und die Cholezystektomie durchgefthrt.

Zur Messung der intraoperativ und spater extrakorporal im Perfusionskreislauf
produzierten Galle kanulierte der Operateur den Ductus choledochus mit einer
,Heidelberger Verlangerung’. Diese Verlangerung fuhrte intraoperativ in ein
Auffanggefal zur Sammlung der Galleflissigkeit.

Anschliel3end erfolgte die Freilegung/Praparation der distalen (infrarenalen) Aorta
abdominalis und der V. cava inferior kurz vor Abgang der lliacal-gefal3e (unter

Weghalten/ Hochklappen des Darmes).
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Die proximale Aorta abdominalis wurde dorsal der Leber und des Magens in H6he
des Hiatus aorticus aufgesucht. Mit Perforation des Zwerchfells und Freilegung des
Gefalles konnte eine Ligatur zum spéateren Verschluss der proximalen Aorta vor-
gelegt werden.

Nach Préaparation der groRen Gefal3e erfolgte die Vollheparinisierung des Tieres.
Nach Ligatur der distalen, infrarenalen Aorta mit simultaner Ankopplung/Konnektion
derselben (cranial der Ligatur) ans luftleere, HTK geflillte Infusionssystem wurde die
proximale Aorta verschlossen und die Kaltperfusion Uber die distale Aorta retrograd

gestartet. Unmittelbar danach wurde die distale V.cava inferior ligiert und eroffnet.

2.2.3. Die Konservierung

Als Perfusionslosung dienten 1000 ml kalte (4°C) HTK - Losung. Diese flossen
hydrostatisch passiv mit einem Druck von ca. 150 cm Wassersaule intraarteriell
retrograd ein und perfundierten somit alle Abdominalorgane zwischen der distalen
und proximalen Ligatur der Aorta abdominalis (zwischen Diaphragma und vor

Abgang der lliacalgefal3e, caudal der renalen Gefalie).

Intraoperative Kiihlung: Mit Einleitung der Konservierungslosung wurden zusatzlich

zwei Liter 4°Celsius kalte isotone Natriumchloridldsung ins Abdomen gegeben, um
die intraabdominal liegenden Organe zu kihlen und die warme Ischamie auf ein
Minimales zu reduzieren.

Nach Beendigung des Einlaufs der HTK - Losung wurde die V. cava von distal bis zu
den Abgéangen der Nierenvenen prapariert.

Die V. portae, A. gastroduodenalis, V. lienalis wurden in Orientierung zum Pankreas
dargestellt. AnschlieBend erfolgte die Praparation der Aorta vom Abgang der
lliacalgefalie bis zu den Nierenarterien.

Vom Hiatus aorticus durch das perforierte Zwerchfell wurde die Aorta nach distal bis
einschliellich des Truncus coeliacus dargestellt. In Orientierung zum Zwerchfell und
zum Pankreas wurde die kalt perfundierte Leber prapariert und mit der dargestellten
Aorta, V. portae, V. cava sowie dem Dct. choledochus explantiert, anschlie3end
gewogen und in einem sterilen Gefald mit kalter HTK - Lésung konserviert, auf Eis

gelagert.
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Es folgten Leberbiopsien, die Implantation einer Gewebesonde zur Mikrodialyse-
Messung (CMA Microdialysis, Sweden) (s. Punkt 3.4.) und das Einknoten von
Konnektoren in die A. hepatica & V. portae fir die spatere extrakorporale Perfusion.
Die Operationsdauer, einschlieRlich der Biopsien, Kanulierung/Konnektierung der
Gefal3e und Sondenimplantation betrug im Mittel 52+/-5 min.

Die Aufbewahrung der in kalter HTK konservierten Leber erfolgte in einem sterilen,
geschlossenen GefaR bei 4°C fir 20 Stunden. Uber die implantierte Gewebesonde
wurden per Mikrodialyse in den ersten 6 Stunden der kalten Ischamie Proben

entnommen (siehe Mikrodialyse Punkt 3.4.).

2.2.4. Das Perfusionsmodell

Die Perfusionsapparatur bestand aus zwei Rollerpumpen (Fa. Stockert, Minchen,
Deutschland), wie sie in Herz-/Lungenmaschinen eingesetzt werden. Die
Sauerstoffversorgung des Perfusats aus einer Sauerstoffflasche erfolgte tber einen
Membranoxygenator (Firma Jostra®, Polystan Safe Mini pediatric perfusion, priming
volume 90 ml, Blutfluss zwischen 300-2300 ml/min), der sich aus dem eigentlichen
Membranoxygenator und einem Reservoir mit Warmeaustauscheinrichtung
zusammensetzte.

Weitere Bestandteile waren ein Sammelgefal3, in der die Leber frei in der
Perfusionslosung schwamm, ein Silikon - Schlauchsystem mit Konnektoren zur
Verbindung der Elemente sowie ein Warmetauscher (Fa. Stdckert, Munchen,
Deutschland) zur Erwarmung des Systems.

Die permanente/exakte Druck-, Fluss- und Widerstandskontrolle der A. hepatica
erfolgte Uber eine Druckmesseinheit, wie sie bei Heise 1999 und 2003 beschrieben
wurde [29, 30].

Die perfundierte Leber schwamm frei in einem Sammelgefal3, umgeben von
Perfusat. Eine Rollerpumpe (Pumpe 1) transportierte Perfusat vom Sammelgefaf}
zum Reservoirbehélter.

Aus dem mit Perfusat gefulitem Reservoirbehalter erfolgte die Perfusion der V.
portae hydrostatisch passiv.

Die Hohendifferenz des Flussigkeitsspiegels im Reservoirbehélter zum Leberhilus
ergab einen Perfusionsdruck von 20 cm Wassersaule. Uber die Pumpe 1 konnte der

Perfusatspiegel im Reservoir bei 20 cm Wassersaule konstant gehalten werden.
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Eine zweite Rollerpumpe (Pumpe 2) wurde zwischen den Reservoirbehalter und den
Membranoxygenator geschaltet. Der Oxygenator wurde mit 95 % Sauerstoff und 5 %
Kohlendioxid persuffliert.

Der Blutfluss konnte zwischen dem Reservoir und dem Oxygenator durch die Pumpe
2 Uberwacht und konstant gehalten werden.

Das oxygenierte Blut floss weiter durch das Schlauchsystem zur A. hepatica. Die
permanente/exakte Druck-, Fluss- und Widerstands- kontrolle der A. hepatica
erfolgte Uber eine Druckmesseinheit, die zwischen Membranoxygenator und A.
hepatica geschaltet wurde (Konstante Sauerstoffzufuhr von 0,8 I/min, Kohlendioxid:
0,15 I/min zum System). Damit wurden die Oxygenierung und eine druckkontrollierte
Perfusion der A.hepatica mit einem Mitteldruck von 60 - 80 mmHg gewahrleistet.

Die Flussrate durch Pumpe 1 lieferte unabhéngig der portalvenésen und arteriellen
Perfusion den Wert des Gesamtdurchflusses durch die Leber. Der Abfluss aus den
Vv. hepaticae erfolgte passiv ins Sammelgefal3.

Fur die Konstanthaltung der Perfusattemperatur bei 40°C wurden der Reservoir-
behalter sowie der Membranoxygenator an den Warmetauscher angeschlossen
(siehe Abbildung 2).
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Abbildung 2 Perfusionsmodell

2.2.5. Die Organperfusion

Nach genau 20 h kalter Ischamie wurde die in HTK konservierte Leber gewogen und
mit 1 ml Dialysat/g Lebergewicht Gber die V. portae gesplilt.

Anschlie3end erfolgte eine Gewebeprobeentnahme und der Anschluss der Leber
Uber die V. portae, dann A. hepatica an den Perfusionskreislauf. Mit Anschluss der
Leber an den Perfusionskreislauf begann die druckkontrollierte, extrakorporale
Perfusion. Sie dauerte acht Stunden an.

Verbliebene GefalRaste, GefaRwandschaden am Truncus coeliacus/A. hepatica, Uber
die nach Anschluss ans Perfusionssystem eine Entliftung stattfinden konnte, wurden
in der ersten halben Stunde ligiert, um den optimalen Blutfluss und eine optimale

Leberversorgung zu garantieren.
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Die Galle wurde Uber die intraoperativ gelegte Heidelberger Verlangerung aus dem
Dct. choledochus in ein Auffanggefald abgeleitet. Die Galleproduktion konnte mit dem

Beginn der Leberperfusion gemessen werden.

2.3. Die Versuchsgruppen

Untersucht wurden vier Gruppen (sieben Lebern pro Gruppe), die alle den gleichen
Operations-, Konservierungs- und Perfusionsbedingungen unterlagen. Die

Besonderheiten der einzelnen Gruppen sind:

Gruppe 1 (Kontrollgruppe) n=7 keine lloprostbehandlung

Die sieben Lebern unterlagen keiner Behandlung mit lloprost.

Gruppe 2 (Spendervorbehandlung = Spendergruppe) n=7
1,25 ml lloprost (20ug) wurden intraoperativ vor dem Kaltperfusionsstart direkt in die

Aorta abdominalis (in Hohe des Hiatus aorticus) injeziert.

Gruppe 3 (Behandlung der Konservierungslésung = HTK- Gruppe) n=7
1,25 ml lloprost (20pug) wurden der HTK (Histidin-Tryptophan- Ketoglutarate) —
Losung (Kaltperfusionslésung) vor der intraoperativen, intraaortalen Einleitung

zugefugt.

Gruppe 4 (Behandlung des Reperfusats/ Reperfusatgruppe ) n=7
Die 1,25 ml lloprost (20ug) wurden in der achtstindigen Reperfusionsphase

kontinuierlich Gber einen Perfusor ins Perfusionssystem eingeleitet.

In der Kontrollgruppe betrug die Gesamtzahl n= 11, in der Spendergruppe n= 11 und
in der HTK-gruppe n= 9. Da in diesen Gruppen bei einzelnen Versuchen
maschinelle, technische Zwischenfélle wahrend der Reperfusion auftraten, bei denen
viel Blut verloren ging bzw. die Sauerstoffversorgung nicht gewahrleistet war, wurden
hier die Standardbedingungen nicht erfullt und diese Organe wurden aus dem
Gruppenvergleich und jeglicher Auswertung ausgeschlossen.

Somit wurden in jeder Gruppe jeweils 7 Lebern untersucht.
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3. Auswertung

3.1. Makroskopie und Gewichtszunahme

Es erfolgte eine makroskopische Beurteilung der Leber mit einem semiquantitativen
Score. Die makroskopische Beurteilung erfolgte durch das o0.g. Untersucherteam.
Der Score setzt sich aus Farbe, Konsistenz und Perfusion der Schweineleber

zusammen. Die Punkteverteilung ist hier tabellarisch dargestellt:

1 Punkt 2 Punkte 3 Punkte 4 Punkte
Farbe rosig 25 % fleckig <50 % fleckig | >50 % fleckig
Konsistenz | weich partiell induriert | induriert hart
Perfusion homogen <25 % <50 % >50 %
inhomogen inhomogen inhomogen

Tab.1 semiquantitativer Score zur Beurteilung der Schweineleber

Die Summe der drei Kriterien ergibt die makroskopische Leberbeurteilung, z. B. hat
eine makroskopisch weiche, rosige, homogen perfundierte Leber die beste
makroskopische Beurteilung mit der niedrigsten Summe 3.

Die hochste Summe 12 steht fur eine > 50 % inhomogen perfundierte, > 50 %

fleckige, harte Leber.

Gewichtszunahme

Um eine Aussage zum Gesamtorgan zu treffen, wurde jede Leber nach Explantation,

nach 20 h kalter Isch&mie und nach erfolgter Reperfusion (8h) gewogen.

3.2. Laborchemische Bestimmungen

Die Bestimmungen von ASAT (Aspartat - Aminotransferase), ALAT (Alanin - Amino -
Transferase), GLDH (Glutamatdehydrogenase), LDH (Laktatdehydrogenase),
Glukose und Laktat erfolgten eine halbe Stunde nach Anschluss der Leber ans
Perfusionssystem sowie nach zwei, vier, sechs, acht Stunden der extrakorporalen

Reperfusion.
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Das Perfusat wurde in ein Heparin - Plasma - Rohrchen uber einen im Schlauch-
system eingesetzten 3-Wege- Hahn abgenommen.

ASAT, ALAT, GLDH, Glukose, Laktat wurden vom Zentrallabor des Virchow -
Klinikums (Charité Berlin) auf dem Roche Modular™ (Firma Roche, Hauptsitz
Schweiz bestimmt).

Die Angaben der Enzyme (ASAT, ALAT, LDH, GLDH) erfolgte in U/l. Die Glukose
und das Laktat wurden in mg/dl angegeben.

RegelmaRige (Effluat, Praperfusion, 2, 4, 6, 8 Stunden) Blutgasanalysen (pH, pCO2,
pO2 in mmHg) mit gleichzeitiger Elektrolytbestimmung (Natrium, Kalium, Calcium in
mmol/l) erfolgten auf dem Radiometer ABL 505 A/S (Kopenhagen, Danemark).

Das prozentuale HbO2 wurde auf dem Hemoximeter OSM 3 Radiometer A/S

(Kopenhagen, Danemark), das mit dem ABL 505 verbunden ist, bestimmt.

Das Effluat entstand durch das Spiilen der Leber nach 20 Stunden kalter Ischamie.
Die Praperfusionswerte sind die Natrium-, Kalium-, Calciumwerte des Perfusats vor

Anschluss der Leber ans Perfusionssystem.

3.3. Bestimmung von Mediatoren

3.3.1. cGMP (cyklisches Guanosinmonophosphat)

Die cGMP-bestimmung erfolgte mit einem Immunassay, dem (low pH) immunoassay
catalog N° DEO0550, der R&D Systems GmbH, Wiesbaden-Nordenstadt,
Deutschland, der einem ELISA gleicht.

Voraussetzung fir den Test ist EDTA — Plasma (EDTA bindet doppelt- ionisiertes
Calcium (Ca 2+) und stoppt die Phosphodiesterase-aktivitat).

Die Einfrierung der EDTA - Plasmaproben bis zur Testdurchfiihrung erfolgte bei -80
°C. In der Arbeit von Finter 2004 erfolgt die cGMP-bestimmung mit dem gleichen
Test nur anhand von Gewebsproben [144].

Ablauf des Tests: Alle Reagenzien und Proben wurden auf Raumtemperatur

gebracht, anschlielend die Standards vorbereitet (total Activity (TA), non-specific
binding (NSB), Maximum Binding (B0), Substrate blank (= Qualitatskontrolle)).

Es folgte das Acetylierungsverfahren: 15ul Acetylierungsreagenz wurden zu 300pl
des Standards, der Proben oder 0,1 N HCI gebracht und fir 2 Sekunden gevortext
(geschiittelt). Voraussetzung des Tests ist der Verbrauch der acetylierten Standards

und der Proben in 30 Minuten der Préparation.
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Zur Testdurchfiihrung sind folgende Reagenzien notwendig:

Mikroplatte: 96 Vertiefungen, die mit einem polyklonalen Antikérper tberzogen sind
cGMP Konjugat - 5ml cGMP konjugated an alkalischer Phosphatase, mit blauem
Farbstoff und Konservierungsmittel

cGMP Standard - 0,5ml cGMP (5000 pmol/ml) im Puffer, mit Konservierungsmittel
cGMP Antikorper Losung - 5ml polyklonale Kaninchen Antikérper cGMP, mit gelbem
Farbstoff und Konservierungsmittel

HCL - 30 ml 0,1N HCI ( Salzséaure)

Neutralisationsreagenz- 6ml Puffer mit rotem Farbstoff und Konservierungsmittel
Waschpufferkonzentrat- 30 ml einer 10-fach konzentrierten Lésung eines gepufferten
Tensids mit Konservierungsmittel

pPNPP Substrate - 20ml p-Nitrophenylphosphat in einer gepufferten Losung,

Stop lI6sung - 6ml Trinatriumphosphat,

Triethylamine, Essigsaureanhydrid

Prozedere: Man nehme die Mikroplatte und gebe 50ul Neutralisationsreagenz in jede
Vertiefung (auBer TA und Substrate Blankos),150ul 0,1N HCI zum NSB well, 100l
0,IN HCl zum Zero Standard (BO), 100ul vom Standard oder der Probe zu den
einzelnen Vertiefungen, 50ul cGMP Konjugat zu jeder Vertieung (auf3er TA und
Substrate Blankos),

50ul cGMP Antikérper Losung in jede Vertiefung auBer TA, NSB und Substrat
Blankos , dann 2h Inkubieren bei Raumtemperatur auf einem Schittler.

Waschen der Proben mit dem Waschpufferkonzentrat fur dreimal. AnschlieRend 5pl
cGMP Konjugat zum TA geben, es tritt eine Farbreaktion auf.

200ul pNPP Substrate zu jeder Vertiefung hinzufigen und fur eine Stunde bei
Raumtemperatur (nicht schitteln) inkubieren. Zum Ende 50ul Stopp l6sung zu jeder
Vertiefung hinzugeben.

Es erfolgt die Messung der optischen Dichte bei 405 nm auf dem Mikroplattenleser.
Die Standardkurve und Messwerte sind umgekehrt proportional, je geringer die
optische Dichte, desto hoher ist die Konzentration. Die cGMP Konzentration wurde in
pmol/ml angegeben.

cGMP- Daten wurden fir die erste halbe; vierte und achte Stunde nach Reperfusion

erhoben.
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3.3.2.  MPO (Myeloperoxidase)

Die MPO- bestimmung erfolgte mit einem Myeloperoxidase-Assay uber eine
photometrische Aktivitatsmessung.

Aus den -80° C gekuhlten Gewebeproben wurde MPO bestimmt. Es erfolgte die
Gewebevorbereitung, MPO-messung Uber die Spektralphotometrie und die
Proteinmessung. Die MPO- bestimmung erfolgte nach Laborstandards der Abteilung
fur Transplantationschirurgie und ist ebenso in den Arbeiten von Vachenauer und
Coym beschrieben[31, 32].

Gewebevorbereitung

Fir jede Probe benttigt man 2ml 0,05 M KPE (Kaliumdihydrogenphosphat)-Puffer
pH 6,0 versetzt mit 0,5% HTAB (Hexadecyltrimethylammoniumbromid).

Von dem kryokonserviertem Gewebe werden 100-150mg eingewogen, in einem
Rohrchen mit obigem Mix unter Verwendung eines Ultra-Turrax dismembriert, die
Einwaagen notiert (Zwischenspilen mit aqua dest.), die Proben weiter verarbeitet.
Die Proben werden 15 min bei 3500 g und Raumtemperatur zentrifugiert.

1 ml des Uberstandes wird in Eppendorfgefale pipettiert und zwei Stunden bei 60° C
inkubiert.

AnschlieBend lasst man die Proben abkihlen und zentrifugiert erneut fur zwei
Minuten bei 15000 g in einer Eppendorfzentrifuge. Die Uberstande werden fir die
MPO-bestimmung verwendet.

Die Messung erfolgt in einer Mikrotiterplatte in Abgleichung zum Standard und
Leerwert. Zur Probe werden 25ul TMB (3,3,5,5-Tetramethylbenzidine) —Lésung und
190ul H202-L6sung hinzugefugt, gemischt (es entsteht eine Blauverfarbung) sowie
bei 3°C 5min inkubiert. Es erfolgt die Zugabe von 50ul H2SO4 (2M). Die Proben
verfarben sich gelb.

Die Extinktions&nderung wird bei 450nm im Photometer gemessen.

Vorbereitung fur die Proteinmessung :

Der Rest der Probe wird zur Proteinbestimmung verwendet. Hierzu wird das Protein
mit 300ul HCIO4 ausgefallt, gevortext und erneut zentrifugiert. Der verbleibende

Uberstand wird verworfen bzw. notfalls abpipettiert und das Pellet zur weiteren
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Bestimmung gewaschen. Fur die Proteinbestimmung werden 20ul Probe, Standard
und Leerwert in eine Mikrotiterplatte pipettiert.

Zu den Proben werden 300 pl BCA- CuSO4- Mischung (Bichinonic Acid Reagenz-
Kupfersulfat) hinzugegeben. Die Mikrotiterplatte wird abgedeckt und bei
Raumtemperatur 2 Stunden inkubiert. Die photometrische Messung erfolgt nun bei
562 nm.

Die Ergebnisse sind in mU (MPO)/mg (Protein) angegeben. Die MPO- daten wurden

fur zwei Zeitpunkte erhoben; direkt postoperativ und nach acht Stunden Reperfusion.

3.4. Mikrodialyse (MD)

Methode:

Mit der Implantation eines Mikrodialysekatheters (CMA 61 Liver MD Catheter, CMA
Microdialysis AB, Stockholm, Schweden) ins Lebergewebe direkt nach der
Explantation wurde Uuber ein Mikrodialyseverfahren Interzellularflissigkeit des
Lebergewebes in einem Probengefal? (sog. ,Vial“) gesammelt.

Die Mikrodialysesonde besteht aus einem konzentrischen Doppelkatheter und einer
Mikrodialysekammer, die von einer semipermeablen Membran umgeben ist. Die
Sonde wird mit Hilfe einer Hohlnadel in das Gewebe eingebracht. Angetrieben von
einer Mikrodialysepumpe stromt das isotonische Perfusat (Fluss 3pul/min) (Ringer-
Laktatldsung) Uber den Einstromkatheter in die Mikrodialysekammer und den
interstitiellen Raum. Gleichzeitig diffundieren die Substrate nach dem Fick’schen
Prinzip aus dem Interstitium entlang dem Konzentrationsgefélle durch die Membran
in das Perfusat. Das so mit Substraten angereicherte, gewonnene Perfusat flief3t
Uber den Ausstromkatheter zuriick in ein Probensammelgefal} (,Vial®).

[33-35](siehe Abbildung 3).
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1 Mikrodialysekatheter 9 ProbensammelgefaR

2 Perfusat 10 Membran des Mikrodialysekatheters
3 Mikrodialysat 11 Mikrodialysepumpe
4 Dialyseprozess an der Membran 12 CMA Analyzer

5 Extrazelluldre Flissigkeiten
6 Zu untersuchende Substanz
7 Zellen

8 Blutkapillare
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Abb. 3 Aufbau des Mikrodialysesystems (modifiziert nach CMA Microdialysis)
Dialyseprozess an der Membran (nach Zeitlinger et al. 2005)[132]

Messunq:

Das Vial wurde alle 30 min gewechselt. Die Bestimmung der Glukose-, Laktat-,
Glycerin- und Pyruvatkonzentrationen in der Lebergewebsflissigkeit erfolgte tber
den CMA 600 Microdialysis Analyser fir die ersten sechs Stunden der kalten
Isch&mie und die acht Stunden Reperfusion.

Die Konzentrationsangaben erfolgten in mM. Mikrodialyseuntersuchungen erfolgten
nur in der Kontroll-, Spender- und HTK- Gruppe flr jeweils funf Schweine (n=5).

Die Daten  wurden wahrend der kalten Ischamiezeit  fur  die
0,5./1./1,5./12./13./14./5./6./120. Stunde erhoben, wahrend der Reperfusionszeit: 0,5 h
nach Reperfusionsbeginn/ zur 2./4./6./8. Stunde.
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Die Proben wurden entsprechend der Herstellerangaben bis zur Messung bei -20°C
gelagert.

Die Analyse der gewonnenen Mikrodialysate (10ul) erfolgt mit Hilfe des CMA 600
Microdialysis Analyser (CMA/Microdialysis).

Der CMA Analyser 600 ermittelt durch ein enzymatisch- photometrisches Verfahren
den Gehalt von Glukose, Laktat, Pyruvat und Glycerin aus geringen
Mikrodialysatvolumina (ab 10pl).

Die Formeln der Reaktionskette sind hier aufgefuhrt:

D- Glukose + O2 — Gluconolactone + H202
2H202 + Phenol + 4-Amino-Antipyrine — Chinonimin + 4H20

Pyruvat + Pi + O2 — Acetylphosphate + CO2 +H202
2H202 + TOOS + 4-Amino-Antipyrine —Chinonimin + 4H20

Glycerol + ATP — Glycerol-3-phosphate + ADP
Glycerol-3-phosphate + O2 — Dihydroxyacetone phospate + H202
H202 + DCHBS + 4-Amino-antipyrine — Chinonimin+ 2H20 + HCL

L- Lactat + O2 — Pyruvate + H202
H202 + 4-Chloro-phenol + 4-Amino-Antipyrine —Chinonimin + 2H20+ HCL

Formeln der Reaktionskette fur Glukose, Laktat, Pyruvat und Glycerol

im CMA 600 Analyser.

Die Farbintensitéat (rot-violett), die die Bildungsrate vom Chinonimin aus der
chemischen Reaktion im CMA Analyser widerspiegelt,

wird vom CMA Analyser bei 546 nm photometrisch gemessen und ist proportional
zur jeweiligen Konzentration.

aus Abrahamsson 2010[33]

3.5. Datenauswertung/ Statistik

Die Datensammlung und Datenaufarbeitung erfolgte in Microsoft Excel. Mittelwerte
und Standardabweichungen wurden in Excel erstellt.

Die statistische Auswertung (Normalverteilung, Signifikanzen) und eine Erarbeitung
von Mittelwerten und Standardabweichungen erfolgte mit dem Programm sigma stat
Version 3.5 (2006) (www.systat.de, San José, Kalifornien, USA).

Die grafische Darstellung erfolgte mit sigma plot Version 10.0 (2006)
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( www.systat.de, San José, Kalifornien, USA).

Um die Normalverteilung der metrischen Daten zu prufen und signifikante
Unterschiede zu erfassen, erfolgte eine One Way Analysis of Variance (ANOVA) -
Analyse. Die Daten wurden in sigma stat automatisch mit dem Kolmogorov - Smirnov
-Test auf Normalverteilung gepruift.

Um nach der Berechnung der Normalverteilung und Streuung/Standardabweichung
(equal variance test) signifikante Unterschiede zu erfassen, wurde die Holm - Sidak -
Methode angewendet. Signifikante Unterschiede definieren sich als ein p < 0,05 im

Gruppenvergleich.

Fur nicht parametrische Daten (z.B. Makroskopie-Score) erfolgte die Ermittlung des
Medians sowie der 25% und 75% Quatrtilen.

Hier erfolgte die Testung auf statistische Signifikanz mittels Anova on Ranks und
dem Kruskal-Wallis one way Analysis of Variance on Ranks — Test.

Im Rahmen der Auswertung der Mikrodialysergebnisse erfolgte die Auswertung zum
Teil mit dem Tukey-Test oder der Dunn’s Methode. Dies ist im Text der Mikrodialyse-

Auswertung angegeben.
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4. Ergebnisse

In jeder Gruppe wurden jeweils 7 Lebern untersucht.

4.1. Makroskopische Ergebnisse

Die makroskopische Beurteilung dient der erganzenden Darstellung der
Leberschadigung. Die erhobenen Zahlen sind Summen, wie unter 3.1. beschrieben.
Tab.5: Score der Leber in der Praperfusionsphase und Reperfusionsphase aller vier

Gruppen, die Zahlen geben an: Median (25% /75%).

Kontrolle Spendergruppe | HTK- Reperfusatgr.
gruppe
Praperfusion | 3 (3/3) 3 (3/3) 3(31/3) 3(3/3)
2h Reperf. 55(1/75) | 3 (3/4) 3(3/4,75) |5(3/7,75)
4h Reperf. 6 (5/7) *3 (3/3) 3(3/4,75) |5(3/6,5)
6h Reperf. 7 (6/7) 3,5(3/4) 3(3/4,75) |6(3,25/7,5)
7h Reperf. 7 3,5(3/4) 3(3/4) 6 (4/7,5)
(5,75 /7,25)
8h Reperf. 9 *3 (3/4) 4 (3/4,75) |5 (3,25/8,75)
(7,25 /9,25)

Tab.5 semiquantitativer Makroskopie-Score in den einzelnen Gruppen zu bestimmten

Zeiten des Versuchs, * p< 0,05 vs. Kontrolle

Die mit lloprost behandelten Gruppen zeigen in der Reperfusionsphase niedrigere
Scoreparameter als die Kontrollgruppe. Die Spendergruppe besitzt die niedrigsten
Score - Werte wahrend der Reperfusion.

In der vierten und achten Stunde zeigt die Spendergruppe signifikant niedrigere

Scorewerte gegenuber der Kontrollgruppe.
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4.2. Gewichtszunahme der Leber

Die Werte sind normal verteilt. In der Kontrollgruppe kommt es zur gréf3ten
absoluten Gewichtszunahme im Vergleich aller Gruppen wahrend der Reperfusion.
Die mit lloprost behandelten Gruppen zeigen eine geringere Gewichtszunahme vom
Beginn der Reperfusion bis zur 8. Stunde.

Die geringste Gewichtszunahme findet sich in der Spendergruppe gefolgt von
Reperfusat-, HTK- und Kontrollgruppe.

In der prozentualen Abweichung zur Baseline (Ausgangsgewicht) zeigte sich ein
signifikanter Unterschied in der Gewichtszunahme zwischen der Spender- und
Kontrollgruppe.

50

I Kontrollgruppe
I Spendergruppe
Il HTK - Gruppe
I Reperfusatgruppe

40 A

30 H

20 ~

10 -

Gewichtszunahme in % zur Baseline

nach 8 h Reperfusion

Abb.4 Gewichtszunahme in % zum Ausgangswert;
* p<0,05 vs. Kontrolle

4.3. Laborchemische Ergebnisse

Die Ergebnisse beziehen sich auf 100g Lebergewebe. Es wurde die
Praperfusionskonzentration des jeweiligen Parameters im Perfusat vom ermittelten
Wert abgezogen.

Endwert = (ermittelter Wert minus Préperfusion) /100g Lebergewicht
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4.3.1. ASAT (Aspartat-Aminotransferase)

Alle Gruppen zeigten einen Anstieg der ASAT wahrend der acht-stindigen
Reperfusion. Die Ergebnisse sind alle normal verteilt.

Mit der Reperfusion der Leber (nach 20 Stunden kalter Ischamie) zeigten sich im
Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant niedrigere ASAT - Werte in der
Spendergruppe und in der HTK- Gruppe nach vier, sechs und acht Stunden
Reperfusion. Die niedrigsten ASAT - Werte wies die Spendergruppe auf (nach der
ersten halben Stunde 26,15 +13,00 U/I, nach vier Stunden 82,13 £32,15 U/l und nach
acht Stunden 108,66 +44,05 U/l). Die hochsten ASAT - Werte fanden sich zu allen
Zeitpunkten in der Kontrollgruppe. Sie lagen nach der ersten halben Stunde
Reperfusion bei 50,64 £33,31 U/l, nach vier Stunden bei 177,35 84,39 U/l und nach
acht Stunden bei 258,90 125,15 U/l

Hohe ASAT - Werte fanden sich ebenso in der Reperfusatgruppe (nach der ersten
halben Stunde lag die ASAT bei 49,09 +23,85 U/l, nach vier Stunden 151,91 +66,26
U/l, nach acht Stunden 183,48 +67,20 U/l). Signifikant niedriger im Vergleich zur
Reperfusatgruppe waren die ASAT - Werte der Spendergruppe in der vierten

Reperfusionsstunde.

ASAT pro 100 g Lebergewicht

500
I Kontrollgruppe
I Spendergruppe
I HTK - Gruppe

400 | @ Reperfusatgruppe

300 -

u/i
200 -
100 +
0

0,5 2 4 6 8

Zeit in Stunden

Abb. 5 ASAT pro 100g Lebergewicht zu den einzelnen Reperfusionszeiten

* p<0,05 versus Kontrollgruppe; ° p<0,05 versus Reperfusatgruppe
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4.3.2. ALAT (Alanin- Aminotransferase)

Die Werte sind normal verteilt. Die héchsten ALAT - Werte wahrend der Reperfusion
finden sich in der Kontrollgruppe mit 1,69+ 0,64U/l zur ersten halben Stunde
Reperfusion, mit 4,58 +2,51 U/l nach vier Stunden und 6,26 + 3,19 U/l nach acht
Stunden.

Die Gruppe mit den niedrigsten ALAT - Werten (nach der ersten halben Stunde 1,05
10,52 U/l, nach vier Stunden 2,27 +0,82 U/l und nach acht Stunden 2,89 +1,19 U/
Reperfusion) ist die Spendergruppe. In allen Gruppen zeigt sich ein Anstieg der
ALAT - Werte. Die ALAT - Werte der HTK - Gruppe liegen zwischen denen der
Spendergruppe und der Reperfusatgruppe. Die Reperfusatgruppe hat nach
zweistundiger Reperfusion ALAT - Werte von 3,96 +2,30 U/l, nach vier Stunden
Werte von 4,12 2,32 U/l. Von den behandelten Gruppen weist sie zu allen
Zeitpunkten die hochsten ALAT - Konzentrationen auf.

Die Ergebnisse der ALAT - Messung zeigten im Gruppenvergleich keine signifikanten

Unterschiede.

ALAT pro 100g Lebergewicht

10
I Kontroligruppe
[ Spendergruppe
8 4 | I HTK - Gruppe
I Reperfusatgruppe
6 . -
U/l
4 -
2
0

0,5 2 4 6 8
Zeit in Stunden

Abb. 6 ALAT pro 100g Lebergewicht zu den einzelnen Reperfusionszeiten
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4.3.3. GLDH (Glutamatdehydrogenase)

Nur nach zwei Stunden Reperfusion waren die GLDH - Werte in allen Gruppen
normal verteilt. Die hochsten GLDH - Werte verzeichnete die HTK - Gruppe mit 6,15
+2,84 U/l nach zwei Stunden Reperfusion, gefolgt von der Kontrollgruppe mit einer
Konzentration von 5,71 + 6,52 U/I.

Die Spenderbehandlung wies die niedrigsten GLDH - Werte auf. Es zeigten sich im

Gruppenvergleich keine signifikanten Unterschiede.

GLDH pro 100 g Lebergewicht

25
H Kontrollgruppe
[ Spendergruppe T
E HTK - Gruppe

20 | Reperfusatgruppe T T

15 A

U/l

10 A

5 .

0 .

0,5 2 4 6 8

Zeit in Stunden

Abb. 7 GLDH pro 100g Lebergewicht zu den einzelnen Reperfusionszeiten

4.3.4. LDH (Laktatdehydrogenase)

In allen Gruppen stieg die LDH nach Reperfusionsbeginn an. Die Ergebnisse waren

alle normal verteilt. Die Kontrollgruppe wies nach vier, sechs und acht Stunden mit
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181,51 +81,04 U/l, 229,14 +85,35 U/l und 269,11 96,83 U/l die hochsten LDH -
Werte aller Gruppen auf.

Nach der ersten halben Stunde war die LDH - Konzentration in der Reperfusatgruppe
mit 60,42 £23,10U/I am hdchsten. Signifikant niedriger zur Reperfusatgruppe waren
die Werte der Spendergruppe (34,6 +£13,28U/l) und HTK - Gruppe (35,20 £18,98U/1)
zur ersten halben Stunde.

Die Spendergruppe wies sehr geringe LDH - Werte wahrend der Reperfusion auf.
Sie lag mit ihren Werten signifikant unter den Werten der Reperfusat- und
Kontrollgruppe nach der 4., 6., 8. Stunde Reperfusion.

Nach der ersten halben Stunde waren die Werte der HTK - Gruppe signifikant
niedriger gegeniber der Reperfusatgruppe und nach der sechsten Stunde signifikant
niedriger gegentber der Kontrollgruppe.

Die HTK - Gruppe und Spendergruppe zeigten signifikant niedrigere LDH - Werte
gegenuber der Reperfusatgruppe und Kontrollgruppe nach der achten Stunde

Reperfusion.

LDH pro 100 g Lebergewicht

400

I Kontroligruppe
I Spendergruppe
I HTK - Gruppe
300 - I Reperfusatgruppe

U;P'I200 |

100 -

0,5 2 4 6 8

Zeit in Stunden

Abb. 8 LDH pro 100g Lebergewicht zu den einzelnen Reperfusionszeiten
* p<0,05 versus Kontrollgruppe; ° p<0,05 versus Reperfusatgruppe
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4.3.5. Glukosein % zur Praperfusion

Im Gruppenvergleich konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden.
Alle Messwerte waren normalverteilt. Alle Gruppen zeigten einen kontinuierlichen
Abfall der Glukose von der ersten halben Stunde der Reperfusion bis zur achten
Stunde der Reperfusion.

In der Reperfusionsphase wiesen die Spendergruppe und die Kontrollgruppe den
prozentual hochsten Anteil der Glukose zur Préaperfusion auf, wobei die HTK- Gruppe
den geringsten Glukoseanteil aufwies.

Die Kontrollgruppe hat bis zur zweiten Stunde einen minimal héheren Glukoseanteil

im Vergleich zur Spendergruppe.

Glukose in % zur Praperfusion

250
_ I Kontroligruppe
I Spendergruppe
2 i - Il HTK - Gruppe
00 I Reperfusatgruppe

150 -
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50

0,5 2 4 6 8

Zeit in Stunden

Abb. 9 Glukose in % zur Préperfusion zu den einzelnen Reperfusionszeiten

4.3.6. Laktat in mg/dl

Die Ergebnisse zeigten alle eine Normalverteilung.
Die niedrigsten Laktatwerte nach der ersten halben Stunde Reperfusion wies die

Spendergruppe auf (5,53 +2,33 mg/dl).
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Die Spendergruppe hatte signifikant niedrigere Werte im Vergleich zur
Reperfusatgruppe (8,51+2,45 mg/dl) und zur HTK — Gruppe (8,37+1,2 mg/dl) nach
der ersten halben Stunde. Mit Beginn der Reperfusion sank das Laktat in allen
Gruppen. In der Kontrollgruppe lagen die Anfangskonzentrationen bei 8,26 +1,28
mg/dl und fielen auf 4,48 £2,57 mg/dl. Dies waren nach acht Stunden die hochsten
Werte im Vergleich zu den mit lloprost behandelten Gruppen. In der Reperfusat- und
HTK- Gruppe konnte bis zur achten Stunde ein deutlicher Laktatabfall verzeichnet
werden. Die Laktat- Werte lagen zur 8. Stunde in der HTK- Gruppe (3,27+1,96 mg/dl)
und Reperfusatgruppe (2,84 +£2,18 mg/dl) unter denen der Spendergruppe (3,86+
2,88 mg/dl).

Laktat pro 100 g Lebergewicht

14

I Kontrollgruppe
12 I Spendergruppe
Il HTK - Gruppe
I Reperfusatgruppe

8
mg/ dl

0,5 2 4 6 8
Zeit in Stunden

Abb. 8 Laktat pro 100g Lebergewicht zu den einzelnen Reperfusionszeiten

A p<0,05 versus HTK- Gruppe; ° p<0,05 versus Reperfusatgruppe

4.3.7. Elektrolyte

Calcium (Ca2+) in mmol/l

Die Ausgangskonzentration des Calciums im Perfusat vor der Reperfusion lag immer

Uber 1mmol/l. Die Effluatwerte liegen alle Gber 1 mmol/l. Normalverteilt sind die
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Calciumwerte aller Gruppen zur halben, zweiten und sechsten Stunde. Es sind die
hdchsten Werte in jeder einzelnen Gruppe. Die Ca2+ - Konzentration nimmt in allen
Gruppen im Vergleich zu den Praperfusionswerten ab. Im Gruppenvergleich traten
keine Signifikanzen auf. Die Kontrollgruppe wies zur halben, zweiten, sechsten und
achten Stunde die niedrigsten Ca2+ - Werte auf.

Die Calciumwerte der Spendergruppe sind tber acht Stunden annahernd gleich. Die
Calciumwerte der HTK- Gruppe zeigen eine minimal schwankende Tendenz in den
acht Stunden Reperfusion. Sie differieren nicht stark voneinander.

In der Reperfusatgruppe ist der minimale Abfall des Calciums etwas deutlicher
erkennbar. Im Gesamtbild ordnet er sich in den Gruppen ein und zeigt keine grol3en

Differenzen.

Calcium in Effluat, Praperfusion und Reperfusion
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0,8
mmol/l
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Zeit in Stunden

HEE Kontrollgruppe
I Spendergruppe
I HTK - Gruppe
I Reperfusatgruppe

Abb. 9 Calcium pro 100g Lebergewicht zu den einzelnen Reperfusionszeiten

Kalium in mmol/l

Normalverteilt waren die Kaliumwerte aller Gruppen zur 4., 6., 8. Stunde. Sehr hohe
Kalium-Werte fanden sich bei allen Gruppen im Effluat (Ausspilen des Kaliums

durch das Flushen). Die hochsten Kaliumwerte lagen hier in der HTK - Gruppe (9,5
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+1,3 mmol/l) und Kontroligruppe (9,0 £1,69 mmol/l). Die Spendergruppe hatte im
Mittel ein Kaliumwert von 8,4 £1,51 mmol/l; die Reperfusatgruppe von 8,63 +0,81
mmol/l. Die Kontrollgruppe zeigte zu jeder Stunde der Reperfusion die hdchsten
Kaliumwerte.

In allen Gruppen waren wahrend der Reperfusionszeit minimale Schwankungen der
Kaliumwerte zu beobachten. Es traten im Vergleich der Gruppen keine signifikanten

Unterschiede auf.

Kalium im Effluat, Prdperfusion und Reperfusion

I Kontrollgruppe
[ Spendergruppe
10 4 EE HTK - Gruppe
[ Reperfusatgruppe

effluat praper 0,5 2 4 6 8
Zeit in Stunden

Abb. 10 Kalium pro 100g Lebergewicht zu den einzelnen Reperfusionszeiten

Natrium

Insgesamt liegen die Absolutwerte in allen Gruppen zu allen Zeitpunkten zwischen
120 mmol/l und 140 mmol/l (Norm beim Schwein: 140- 160 mmol/l, Kraft 2000).

In allen Gruppen findet sich ein leichter geringer Anstieg des Natriums (mmol/l)
innerhalb dieser Werte.

Die Absolutwerte zeigen in allen Gruppen kaum Unterschiede zueinander. Es treten

keine signifikanten Unterschiede auf.
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Natrium im Effluat, Praperfusion und Reperfusion

160

140 -

120

100

mmol/ | 30 -
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I Kontroligruppe
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Il HTK - Gruppe
I Reperfusatgruppe

Abb. 11 Natrium pro 100g Lebergewicht zu den einzelnen Reperfusionszeiten

4.3.8. Mediatoren

4.3.8.1. cGMP (cyclisches Guanosinmonophosphat)

Die Werte sind zur ersten halben und vierten Stunde normalverteilt.

In der Kontrollgruppe ist ein leichter Anstieg der cGMP- Werte in den ersten vier
Stunden erkennbar.

Die lloprost behandelten Gruppen zeigen nach der ersten halben Stunde hohere
cGMP- Konzentrationen als die Kontrollgruppe. Die hdchsten und annéhernd gleich
bleibenden Konzentrationen erkennt man in der HTK - Gruppe.

Fast gleich bleibt die cGMP- Konzentration ebenso in der Spendergruppe. Die
Reperfusatgruppe zeigt bei hohen Anfangswerten einen Abfall der cGMP- Werte bis

zur vierten Stunde.
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Insgesamt traten zwischen den Gruppen zu allen Zeitpunkten keine signifikanten
Unterschiede auf.

¢Gmp in der Reperfusion

100

I Kontroligruppe
I Spendergruppe
80 I HTK - Gruppe
I Reperfusatgruppe
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Abb. 12 cGMP zu den einzelnen Reperfusionszeiten

4.3.8.2. MPO ( Myeloperoxidase )

Die postoperativen und acht Stundenwerte sind normal verteilt. Die MPO-
Konzentration steigt in allen Gruppen an. Die héchste MPO- Konzentration zeigt sich
nach acht- stiindiger Reperfusion in der Kontrollgruppe. Es traten zwischen den
Gruppen keine signifikanten Unterschiede auf. Die geringste MPO- Konzentration
findet sich postoperativ in der HTK — Gruppe. In der Reperfusatgruppe zeigt sich

nach acht Stunde Reperfusion die geringste MPO — Konzentration.
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MPO postoperativ und in Reperfusion

25
I Kontrollgruppe
[ Spendergruppe
| | R HTK - Gruppe
20 [ Reperfusatgruppe
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mU/ mg Protein

10 1

postoperativ 8 h Reperfusion

Abb. 13 MPO postoperativ und nach acht Stunden Reperfusion

4.4. Mikrodialyseergebnisse der Kontroll-, Spender- und HTK- Gruppe
n (je Gruppe)=>5

Im Text werden die Werte, bei denen statistisch signifikante Unterschiede gefunden
wurden als Mittelwert und +/- Standardabweichung beschrieben.

Der Ubersicht halber wurde auf eine ausfiihrliche Auflistung aller gemessenen Werte
verzichtet, diese kdonnen den jeweiligen Grafen bzw. einer dazugehdrigen Tabelle

entnommen werden.

4.4.1. Glukosekonzentration im Mikrodialysat wahrend der kalten Ischamie

und Reperfusion in den drei untersuchten Gruppen

Die Glukosekonzentration in den ersten sechs Stunden der kalten Ischdmie

Normalverteilt sind die Werte zu allen Stunden. In allen Gruppen tritt mit der kalten
Ischamie bis zur dritten Stunde ein kontinuierlicher Anstieg der Glukosekonzentration

im Gewebe auf.
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Innerhalb der Kontrollgruppe liegen die Ergebnisse der ersten halben Stunde (9,86 +
9,79mM) signifikant unter den Werten der zweiten bis sechsten Stunde.

(2. Stunde: 29,58+ 6,15 mM; 3. Stunde: 34,85+8,64mM, 4. Stunde: 32,08+8,87mM,
5. Stunde: 31,25+£9,35mM; 29,97+9,18mM; 6. Stunde: 29,96 +9,18mM) .

Die Werte der dritten Stunde (3. Stunde: 34,85 +£8,64mM) sind signifikant hoher im
Vergleich zur ersten Stunde (15,54 +6,87mM) innerhalb der Kontrollgruppe.

In der HTK- Gruppe liegen die Ergebnisse der ersten halben Stunde (10,75% 7,81
mM) signifikant unter den Werten der dritten bis sechsten Stunde (3.Stunde: 31,30
+7,34mM; 4.Stunde 27,84 £3,81mM; 5. Stunde 28,96 +2,99mM; 6. Stunde: 27,11
+2,99mM). Im Gruppenvergleich ergaben sich keine signifikanten Unterschiede.

In der vierten Stunde steigt die Glukosekonzentration nur in der Spendergruppe, die
zu allen Zeiten die geringsten Glukosewerte aufweist, minimal an.

Alle anderen Gruppen zeigen einen leichten Glukoseabfall. Die Spendergruppe zeigt

weiterhin einen minimalen Abfall bis zur sechsten Stunde.

Glukose in kalter Ischamiezeit

60

I Kontrollgrupe
50 1 | I Spendergruppe
Il HTK - Gruppe X

0,5 1 1,5 2 3 4 5 6 20
Zeit in Stunden

Abb. 14 Mikrodialyse Glukose wahrend der kalten Ischamie

¢ p<0,05 zur 3., 4., 5., 6. Stunde in der HTK- Gruppe

X p<0,05 zur 1. Stunde in der Kontrollguppe wéahrend der kalten Ischamie
und zur 8. Stunde Reperfusion

X p<0,05 zur 2.,3.,4.,5.,6. Stunde in der Kontrollgruppe
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Die Glukosekonzentration wéhrend der acht Stunden Reperfusion

Die Werte sind fur die 0,5.; 2.; 4.; 6. und 8. Stunde dargestellt. Die per Mikrodialyse
erhobenen Glukose - Werte sind zu allen Zeitpunkten normal verteilt. In den acht
Stunden Reperfusion zeigt sich ab der zweiten Stunde in allen Gruppen ein
Glukoseabfall. Die Uber die Mikrodialyse erhobenen Glukosewerte zeigen einen
ahnlichen Abfall wie die im Perfusat gemessenen Glukosewerte.

Die fallenden Glukosewerte im Perfusat spiegeln den Glukoseabfall im Gewebe
wider. Im Gruppenvergleich zeigten sich keine signifikanten Unterschiede.

Glukose in der Reperfusion
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I Spendergruppe
E HTK - Gruppe
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40 -
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Abb. 15 Mikrodialyse: Glukose zu den einzelnen Reperfusionszeiten

X p<0,05 zur dritten Stunde der kalten Ischamie in der Kontrollgruppe

In der Ubersicht bestehen zwischen den Ischamie- und Reperfusionsergebnissen
Unterschiede. Die Werte steigen wahrend der kalten Ischdmie an und fallen wahrend
der Reperfusion wieder ab. Die Daten sind normal verteilt.

In der Kontrollgruppe sind die Ergebnisse der dritten Stunde (34,85+8,64mM) der

kalten Ischamie signifikant hoher zur achten Stunde Reperfusion (14,95+5,32mM).
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Innerhalb der Spender- und HTK- Gruppe treten zwischen den Ischamie- und
Reperfusionsergebnissen keine signifikanten Unterschiede auf.

4.4.2. Glycerinkonzentration im Mikrodialysat wahrend der kalten Ischamie

und Reperfusion in den drei untersuchten Gruppen

Die Glycerinkonzentration in den ersten sechs Stunden der kalten Ischamie

Normalverteilt sind die Werte zu den dargestellten Zeiten der kalten Isch&dmie mit
Ausnahme der Werte nach 20h kalter Ischamie in der Spender- und Kontrollgruppe.
Die Werte nach 20 Stunden kalter Ischamie liegen in allen Gruppen signifikant Uber

den Werten der ersten halben Stunde.

Angaben in pM

Kontrollgruppe

Spendergruppe

HTK - Gruppe

0,5h ischamie

483,41 +/- 456,45

317,78 +/- 72,36

365,73 +/-230,42

20 h ischamie

1966,14 +/- 787,91

1800,14 +/- 600,66

2101,63 +/-796,1

Dunn’s method

Dunn’s method

Dunn’s method

Tab. 6: Signifikante Glycerinwerte wahrend der kalten Ischamiezeit

Es ist ein deutlicher Anstieg der Glycerinkonzentration in allen Gruppen mit der Zeit
erkennbar. Die Konzentrationen der Kontrollgruppe liegen zu allen Zeitpunkten am
hochsten. Nach der dritten, vierten, finften und sechsten Stunde sind die Werte
(siehe Tabelle 7) der Spendergruppe signifikant niedriger zur Kontrollgruppe.

Wertet man die Ergebnisse innerhalb der Kontrollgruppe aus, so ergibt sich keine
Normalverteilung. Mit der Dunn’s Methode ergeben sich nach der ersten halben
Stunde signifikant niedrigere Ergebnisse zur flinften und sechsten Stunde. Innerhalb
der HTK- Gruppe sind die Daten normalverteilt, hier liegen die Ergebnisse nach 20
Stunden signifikant Gber den Werten der halben; ersten; eineinhalben; zwei Stunden.
Die Werte der sechsten Stunde sind signifikant héher zur halben, ersten und
eineinhalben Stunde. Die Ergebnisse nach vier und funf Stunden liegen signifikant
uber denen der ersten halben Stunde.

Innerhalb der Spendergruppe zeigt sich bei der vergleichenden Betrachtung keine
Normalverteilung. Nach der Dunn’s Methode liegen die Ergebnisse der funften und

20. Stunde signifikant tber den Werten der ersten halben Stunde.
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Von den behandelten Gruppen weist die HTK - Gruppe die hochsten Glycerinkon-

zentrationen auf.

Glycerin in kalter Ischamiezeit

3500

I Kontrollgruppe
I Spendergruppe A
Il HTK - Gruppe

3000 -

MM

Z p<0,05 zur 0,5.; 1.;1,5. Stunde in der HTK-Gruppe

2500 -

2000 -

1500 -

1000 -

500 -

0 - || |
0,5 1

2 3 4
Zeit in Stunden

Abb. 16 Mikrodialyse Glycerin wahrend der kalten Ischamie

* p<0,05 versus Kontrollgruppe
. p<0,05 zur 0,5. Stunde in der HTK-Gruppe

X p<0,05 zur 0,5.; 1.;1,5.;2. Stunde in der HTK-Gruppe

Kontrollgruppe

Spendergruppe

HTK - Gruppe

0,5h 483,41 +/- 456,45 317,78 +/- 72,36 365,73 +/-230,42
1h 735,44 +/-501,65 673,67 +/- 269,07 783,34 +/-319,02
1,5h 931,49 +/-579,92 748,47 +/-249,10 790,20 +/-452,55
2h 1352,12 +/-189,49 909,46 +/-201,53 873,72 +/-476,93
3h 1602,77 £197 1006,91 +172,4 1227,75 +/-328,20
4h 1790,99 + 192,59 1255,95 172,47 1427,40 +/-334,98
5h 1927,79 204,22 1396,19 +185,23 1648,58 +/-371,30
6h 1978,01 214,21 1217,22 +436,62 1777,88 +/-366,11
20h 1966,14 +/- 787,91 1800,14 +/- 600,66 2101,63 +/-796,1

Tab. 7: Glycerinwerte wahrend der kalten Ischamiezeit

Angaben in uM
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Die Glycerinkonzentration wahrend der acht Stunden Reperfusion

Normalverteilt sind die Werte zur halben, zweiten und achten Stunde.

Die Konzentrationen in der Kontrollgruppe liegen zu allen Zeitpunkten am héchsten.
Es sind keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen zu verzeichnen.

Die Werte der achten Stunde liegen in der Kontrollgruppe bei 31,49 +10,05mM; in
der Spendergruppe bei 31,31 10,4 mM und in der HTK- Gruppe bei 29,28+
12,11mM.

Nach der Dunn’s Methode liegen die nicht normal verteilten Daten innerhalb der
Kontrollgruppe der ersten halben Stunde signifikant tber den Werten der sechsten
Stunde.

Innerhalb der HTK- Gruppe liegen die Ergebnisse der ersten halben Stunde
signifikant Uber den Werten der vierten und sechsten Stunde nach der Dunn’s
Methode.

Glycerin in der Reperfusion

3500

3000 - I Kontrollgruppe
I Spendergruppe
2500 - I HTK - Gruppe

2000
1500 -
1000 - -
500
UM

0,5 2 4 6 8
Zeit in Stunden

Abb. 17 Mikrodialyse Glycerin zu den einzelnen Reperfusionszeiten
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Kontrollgruppe Spendergruppe HTK- gruppe
0,5h 1999,08 +/-661,96 1485,32 +/-812,64 2147,04 +/-810,34
2h 49,76 +/-30,89 30,08 +/-8,34 36,85 +/-9,96
4h 56,87 +/-51,35 23,07 +/-6,79 24,03 +/-8,15
6h 30,16 +/-20,18 25,27 +/-9,10 24,95 +/-7,75
8h 31,49 +/-10,05 31,31 +/-10,40 29,28 +/-12,11

Angaben in uM

Tab. 8: Glycerinwerte wahrend der Reperfusionszeit

Vergleicht man die Ergebnisse der Ischamie mit denen der Reperfusion in einer
Gruppe, so ergeben sich innerhalb der einzelnen Gruppen keine Normalverteilungen
jedoch nach der Dunn’s Methode signifikante Unterschiede.

Innerhalb der Kontrollgruppe liegen die Werte der finften und sechsten
Ischamiestunde signifikant Gber denen der sechsten und achten Reperfusionsstunde.
Die Ergebnisse nach 20 Stunden kalter Ischamie liegen signifikant Uber denen der
sechsten und achten Reperfusionsstunde.

In der Spendergruppe sind die Werte nach 20 Stunden kalter Ischamie signifikant
hoher im Vergleich zur vierten Stunde der Reperfusion.

In der HTK- Gruppe liegen die Werte der sechsten und 20.Stunde kalter Ischamie
signifikant Gber denen der vierten und sechsten Stunde Reperfusion. Die Daten nach

funf Stunden kalter Ischamie liegen tber denen nach vier Stunden Reperfusion.

4.4.3. Laktatkonzentration im Mikrodialysat wéhrend der kalten Ischdmie und

Reperfusion in den drei untersuchten Gruppen

Die Laktatkonzentration in den ersten sechs Stunden der kalten Ischamie

Normalverteilt sind die Werte zu allen Stunden. Es ist ein deutlicher Anstieg der
Laktatkonzentration in allen Gruppen mit der Zeit erkennbar sowie ein leichter
Laktatabfall bis zur 20. Stunde. Die Laktatkonzentration ist zu allen Zeiten in der
HTK- Gruppe am hochsten und erreicht in der sechsten Stunde deutlich hohere
Werte (12,35 £4,49mM) im Vergleich zur Spendergruppe (5,88 +3,33mM). Innerhalb

der HTK- Gruppe liegen die normal verteilten Ergebnisse der ersten halben Stunde
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(3,34 +/-2,47mM) signifikant unter den Werten der funften (12,12 +/-3,83 mM) und
sechsten (12,35 +/-4,49mM) Stunde nach der Holm- Sidak Methode. Die
Spendergruppe zeigt die geringsten Laktatkonzentrationen zu allen Zeiten. In der
vierten Stunde hat die Spendergruppe ihr Maximum der Laktatkonzentration (8,04
+4,31mM) erreicht. Die Auswertung der Daten innerhalb der Spendergruppe zeigt
keine Normalverteilung. Die Ergebnisse der vierten (8,04 £4,31mM) und flinften

(6,99 +/-2,27) Stunde sind signifikant hoher im Vergleich zur ersten halben Stunde
nach der Dunn’s Methode (1,59 +/-0,51mM). Die Laktatkonzentration fallt bis zur
sechsten Stunde wieder leicht ab. Die Kontrollgruppe liegt mit ihren Werten tber
denen der Spendergruppe. Insgesamt steigen die Laktatwerte nicht tber 13 mM.

Es bestehen keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen.

Laktat in kalter Ischimiezeit

18

I Kontrollgruppe
I Spendergruppe
H HTK - Gruppe

16 1

14 -

12

10 -
mM

0,5 1 1,5 2 3 4 5 6 20
Zeit in Stunden

Abb. 18 Mikrodialyse Laktat wahrend der kalten Ischamie
X p<0,05 versus funfter und sechster Stunde in der HTK- Gruppe
* signifikant niedriger versus vierter und funfter Stunde nach der

Dunn’s Methode in der Spendergruppe
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Die Laktatkonzentration wahrend der acht Stunden Reperfusion

Insgesamt fallen die Laktatwerte wahrend der Reperfusion in allen Gruppen im
Vergleich zur kalten Ischamie ab.Normalverteilt sind die Werte zu allen dargestellten
Messzeitpunkten.

Eine signifikant niedrigere Laktatkonzentration im Vergleich zur Kontrollgruppe (7,94
+2,88mM) findet sich in der Spendergruppe (3,91 +1,82mM) zur zweiten Stunde. Die
Kontrollgruppe behalt ab der zweiten Stunde die héchsten Laktatkonzentrationen.

Die Konzentrationen in der HTK- Gruppe sind im Vergleich aller Gruppen zur ersten
halben Stunde am hochsten (12,17 +7,41mM) bei hohen Laktatkonzentrationen
wahrend der kalten Ischamie. In der HTK- Gruppe fallt die Laktatkonzentration
wahrend der Reperfusion von 12,17mM auf 3,6 mM ab. In der Spendergruppe zeigen

sich bis zur achten Stunde die geringsten Laktatkonzentrationen.

Laktat in der Reperfusion

25
I Kontroligruppe
[ Spendergruppe
20 4 I HTK - Gruppe
15
mM
10 4
5 .
0 .

0,5 2 4 6 8

Zeit in Stunden

Abb. 19 Mikrodialyse Laktat zu den einzelnen Reperfusionszeiten

* p<0,05 versus Kontrollgruppe

Innerhalb der einzelnen Gruppen treten keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Ergebnissen der kalten Ischamie und den Ergebnissen der Reperfusion auf.
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4.4.4. Pyruvatkonzentration im Mikrodialysat wahrend der kalten Ischamie

und Reperfusion in den drei untersuchten Gruppen

Die Pyruvatkonzentration in den ersten sechs Stunden der kalten Ischdmie

Die Werte sind zur ersten halben Stunde normalverteilt.

Die hochsten Konzentrationen finden sich in der Spendergruppe. Alle Gruppen
zeigen einen schwankenden Verlauf der Pyruvatwerte Uber die Stunden der kalten
Ischamie. Es bestehen keine signifikanten Unterschiede im Gruppenvergleich.
Innerhalb der HTK- Gruppe liegen die Ergebnisse der halben, ersten, eineinhalben,
zweiten Stunde signifikant unter den Werten der vierten, flnften, sechsten und 20.
Stunde der kalten Ischamie; die Werte der dritten Stunde liegen signifikant Gber den

Ergebnissen der halben, ersten und zweiten Stunde nach der Holm-Sidak-Methode.

Pyruvat in kalter Ischamiezeit

Bl Kontrollgruppe
60 { | EEEE Spendergruppe -
HEll HTK - Gruppe

0,5 1 1,5 2 3 4 5 6 20
Zeit in Stunden

Abb. 20 Mikrodialyse Pyruvat wahrend der kalten Ischamie

* signifikant zur vierten, funften, sechsten, 20. Stunde innerhalb der
HTK gruppe

x signifikant versus halben, ersten und zweiten Stunde innerhalb der

HTK gruppe
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Stunde HTK- Gruppe Stunde HTK- Gruppe
0,5h 1,96 +/-1,49 4h 6,82 +/-1,17
1h 4,70 +/-0,92 5h 7,99 +/-0,85
1,5h 2,55 +/-0,51 6h 7,14 +/-0,87
2h 2,54 +/-0,46 20h 7,19 +/-2,44
3h 5,75 +/-1,43

Anagben in uM

Tab. 9: signifikante Pyruvatwerte der HTK — Gruppe wahrend der kalten Ischamiezeit

Die Pyruvatkonzentration wahrend der acht Stunden Reperfusion

Normal verteilt sind die Werte zu allen Stunden der Reperfusion.

In den ersten zwei Stunden steigt die Pyruvatkonzentration in allen Gruppen an.
Danach féllt sie wieder ab.

Zwischen den einzelnen Gruppen traten keine signifikanten Unterschiede auf. Die
Pyruvatkonzentrationen der lloprost behandelten Gruppen liegen in den ersten zwei
Stunden Uber denen der Kontrollgruppe, ohne signifikanten Unterschied. In der
Spender- und HTK- Gruppe féllt das Pyruvat nach der zweiten Stunde bis zur achten
Stunde ab. Nach acht Stunden Reperfusion hat die Spendergruppe die hdchsten
Pyruvatwerte (285,12 +88,23uM) im Vergleich zur Kontrollgruppe (229,59
+121,82puM) und HTK-Gruppe (222,26 £127,25uM).

In der HTK- Gruppe liegen statistisch nach der Dunn’s Methode die nicht normal

verteilten Ergebnisse der ersten halben Stunde und ersten Stunde der Ischamie

signifikant unter denen der zweiten Stunde der Reperfusion (365,91 +/-196,34 uM).
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Pyruvat in der Reperfusion
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Il Kontrollgruppe
I Spendergruppe
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Abb. 21 Mikrodialyse Pyruvat zu den einzelnen Reperfusionszeiten
* signifikant nach der Dunn’s Methode zur ersten halben Stunde und

ersten Stunde der Ischamie in der HTK-Gruppe

4.4.5. Darstellung der Laktat/Pyruvat Ratio in uM/uM wahrend der kalten

Ischamie und Reperfusion

Die Laktat/Pyruvat- Ratio in den ersten sechs Stunden der kalten Ischamie

Die Laktat-Pyruvat-Ratio steigt in allen Gruppen bis zur eineinhalben Stunde an.
Dann fallt Sie ab und zeigt eine schwankende Tendenz zwischen der dritten Stunde
und 20.Stunde. Die Werte zwischen der dritten und 20. Stunde liegen in der
Kontrollgruppe zwischen 736,35 +347,31 (3. Stunde) sowie 848,53 438,78 (20.
Stunde), in der Spendergruppe zwischen 466,0 +288,39 (3. Stunde) und 429,06
+415,37 (20. Stunde) und in der HTK- Gruppe zwischen 1494,02 +928,31 (3.Stunde)
und 1504,38 +641,1 (20.Stunde).

Die hochsten Werte zeigen sich in der HTK- Gruppe zur ersten Stunde (4901,51
+6117,53) in der Spendergruppe bei eineinhalb Stunden (778,01+565,70) und der
Kontrollgruppe zur ersten Stunde (1735,55 +1031,56).
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Die niedrigsten Werte sind in der Kontroll- und Spendergruppe nach der ersten
halben Stunde; in der HTK- Gruppe bei funf Stunden (1248,22 +690,78).

Im Gruppenvergleich zeigt sich die niedrigste Laktat/Pyruvat-Ratio in der
Spendergruppe zur halben Stunde (238,64 +269,96), die hdchste in der HTK-
Gruppe bei einer Stunde (4901,51 £6117,53).

Laktat/Pyruvat in kalter Ischdamiezeit
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I Spendergruppe
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Zeit in Stunden

Abb. 22 Mikrodialyse Laktat/Pyruvat wahrend der kalten Ischamie

Die Laktat/ Pyruvat- Ratio wahrend der acht Stunden Reperfusion

In der Grafik zeigt sich ein deutlicher Abfall der Laktat/Pyruvat-Ratio zwischen der
ersten halben Stunde und zweiten Stunde in allen Gruppen. Die hoéchsten Werte
finden sich in der HTK-Gruppe zur halben Stunde (907,72 +524,48).

Die niedrigsten Werte zeigen sich in der Spendergruppe in der achten Stunde (8,64
+7,83). Wahrend der Reperfusion liegen die Werte der Spendergruppe zu allen
Zeitpunkten unter denen der Kontroll- und HTK- Gruppe.

Es bestehen keine signifikanten Unterschiede.
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Laktat/Pyruvat in der Reperfusion
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Abb. 23 Mikrodialyse Laktat/Pyruvat zu den einzelnen Reperfusionszeiten

4.5. Ergebnisse der Blutperfusion ohne Leber
4.5.1. ASAT- werte der Blutperfusion

Die ASAT- werte zeigen wahrend der Blutperfusion einen leichten Anstieg, aber
keine signifikanten Unterschiede.

Sie liegen zu Beginn der Reperfusion nach einer halben Stunde bei 38,33+1,53 U/l
nach acht Stunden bei 63,33+ 3,51 UI/I.

Beim Schwein sind die Normalwerte bis 35 U/l [58].
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Blutperfusion ASAT in U/l
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Abb. 24 Blutperfusion ASAT in U/|

4.5.2. ALAT-werte der Blutperfusion

Die ALAT- werte im Blut liegen in den acht Stunden Reperfusion zwischen 22 und 23
U/l und zeigen keine signifikanten Unterschiede.

Blutperfusion ALAT in U/l
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Abb. 25 Blutperfusion ALAT in U/l
45.3. LDH-werte der Blutperfusion

Die LDH- werte zeigen einen minimalen Anstieg wahrend der acht Stunden
Perfusion. Die niedrigsten Werte sind 520,33 +43,89 U/I. Die héchsten Werte liegen
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nach acht Stunden bei 658,67+36,91 U/l. Es bestehen keine signifikanten
Unterschiede.

Blutperfusion LDH in U/l
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Abb. 26 Blutperfusion LDH in U/l
45.4. GLDH-werte der Blutperfusion

Die GLDH-werte schwanken. Sie liegen zwischen 1,73+0,67 U/l und 4,63 +0,65U/I
(nach acht Stunden). Die Normalwerte beim Schwein liegen bei bis 4 U/l (Kraft W
und Dirr UM 2005).

Blutperfusion GLDH in U/l

I Blut GLDH

Praperfusion 0,5 2 4 6 8
Zeit in Stunden

Abb. 27 Blutperfusion GLDH in U/l
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4.5.5. Laktatwerte der Blutperfusion

Die Laktatwerte der Blutperfusion zeigen einen leichten Anstieg der Werte.

Blutperfusion Laktat in mg/dl
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Abb. 28 Blutperfusion Laktat in mg/dl

4.5.6. Kaliumwerte der Blutperfusion

Die Kaliumwerte zeigen einen minimalen Anstieg wahrend der Perfusion ohne

signifikanten Unterschied.

Blutperfusion Kalium in mmol/l
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I Blut Kalium

Praperfusion 0,5 2 4 6 8
Zeit in Stunden

Abb. 29 Blutperfusion Kalium in mmol/l
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4.5.7. Natriumwerte der Blutperfusion

Die Natriumwerte zeigen einen minimalen Anstieg von 135 mmol/l auf 143 mmol/l.

Blutperfusion Natrium in mmol/l
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Abb. 30 Blutperfusion Natrium in mmol/l
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5. Diskussion

5.1. Diskussion Material

5.1.1. Schweineleber

Die fur dieses Experiment gewahlte Schweineleber ist der Leber des Menschen
bezlglich GroRe, Gewicht, Makroskopie, Mikroskopie, Physiologie und dem
Verhalten bei Schadigung &hnlich [20]. Schweinelebern wurde als Bestandteil
assistierender Verfahren (,bridgeing“) bei Patienten im Leberversagen verwendet
[36-38]. In diesem Experiment wurden junge Schweine (10 - 16 Wochen) gewahilt.

Um Einheitlichkeit bezilglich auRerer Einflisse (Futter, Tierhaltung) zu bewahren,
stammen alle Schweine vom gleichen Zichter. Es zeigten sich intraoperativ
makroskopisch bei allen Schweinen keine tumordsen oder inflammatorischen

Gewebeveranderungen.

5.1.2. HTK und Konservierung

Die HTK (Histidin, Tryptophan, Ketoglutarat) - Lésung, eingefihrt durch H.J.
Brettschneider besitzt eine im Vergleich zu z.B. University of Wisconsin-Losung
geringere Viskositat und wird regelhaft zur Konservierung abdomineller Organe beim
Menschen verwendet. [6, 39-42].

Histidinen wird eine Acidoseverminderung wahrend der Ischamiezeit zugeschrieben.
Histidin und HistidinChlorid sind potente Puffer. Im pH - Bereich von 6 - 8 hat Histidin
im Vergleich zu herkdmmlichen Puffern (Tham, Bikarbonat) die beste Pufferkapazitat
[44] und soll die Gewebsschadigung durch die Azidose wahrend der hypothermen
Isch&mie vermindern [43].

Tryptophan beschrankt die Membranverletzung und dient ebenso als Puffer.
Ketoglutarat wirkt sich positiv auf den Energiestoffwechsel aus [2, 43].

Der Viskositatskoeffizient der HTK - Ldsung (bei 1°C) ist vergleichbar mit dem von
destilliertem H20. Damit ist eine vollstindige homogene Ausspilung und
Konservierung der Leber mdglich [44].

Zusatzlich fanden Upadyha et al. Inhibitoren von Matrix-Metalloproteinasen in der
HTK - Losung. Das Histidin in der HTK inhibiert Metalloproteinasen, die eine
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gelatinolytische  Aktivitat  besitzen [45] wund innerhalb des Ischamie-
Reperfusionsschadens von Sinusendothelzellen der Leber wahrend der kalten
Konservierung eine Rolle spielen [45]. Der genaue Wirkmechanismus der HTK ist
nicht komplett verstanden [42].

Die leichtere Handhabung, niedrige Viskositat der HTK und nicht zuletzt die geringen
Kosten sind fur die klinische Anwendung optimal [41, 42].

Die HTK - Ldsung erfullt in der vorliegenden Arbeit die Anforderungen an eine
Konservierungslosung, die in der Transplantationschirurgie gangig ist. Dies ist fur
eventuelle Schlussfolgerungen auf die Anwendung von lloprost im Kklinischen Alltag
wichtig. In diesem Experiment liegt die kalte Ischamiezeit bei 20 h.

HTK ist bei 20 h Ischamie nicht die optimale Konservierungslosung im Vergleich zur
University of Wisconsin - Losung (UW) [5]. UW- LOsung zeigte bei langeren
Konservierungszeiten (>15h) bessere Ergebnisse [35]. Dass HTK effektiv ist bei
langer und kurzer Konservierung, bestatigte sich in anderen Studien [6-8].

Schwierig ist es, die Ergebnisse verschiedenster Studien zu vergleichen, da
unterschiedliche Versuchsbedingungen gewahlt wurden.

Es konnen kalte Konservierungszeiten von 20 h — 24 h durch Konservierungs-
l6sungen erreicht werden [8, 46, 47]; doch sollte die angestrebte kalte ischamische
Zeit unter 12 h liegen [48]. Die Aquilibrierung, das Angleichen der
Elektrolytkonzentrationen des Interstitiums an die Elektrolytkonzentration der
Konservierungslosung ist ein wichtiger Faktor fur die erfolgreiche Konservierung und
Protektion des Parenchyms [44].

In der Auseinandersetzung zur verbesserten statischen Kaltkonservierung stellt die
Kombination von HTK als Flushlosung und UW als Konservierungslosung eine
Mdglichkeit dar, das Outcome von Rattenlebern zu verbessern [35].

Das Outcome eines Organs ist jedoch nicht allein von der Konservierungslosung
abhangig. Leberart (Ratte/Schwein/Mensch), Art der Ischdmie (Temperatur),
IschAmiedauer, Sorgfalt der Ex- und Transplantation, Lagerung, Konservierung,
Flushen nach der Explantation und vor der Implantation sowie Sterilitat sind zu
berticksichtigende Parameter.

Zur Konservierungsverbesserung schlagen Schon et al. die ECLP [49] bzw. Tolboom

et al. die Kombination von statischer Kaltkonservierung und ECLP [50] vor.
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Es wurde gezeigt, dass das Leberoutcome, Ischamie ausgesetzter Lebern, nach
ECLP im Vergleich zur statischen Kaltkonservierung besser war [49, 51, 52]. Zur

extrakorporalen Perfusion erfolgt eine gesonderte Diskussion unter 5.2.2.1.

5.1.3. Das Perfusat

In diesem Experiment stellt Blut als Hauptbestandteil des Perfusats das
physiologischste Medium dar. Die Blutperfusion kommt generellen Transplantations-
bedingungen am néchsten. Eine Oxygenierung der Leber wird durch Erythrozyten
und den im System eingesetzten Hamoxygenator, der mit Sauerstoff persuffliert wird,
gewabhrleistet.

Erythrozyten sind gleichzeitig Puffer fir saure Valenzen [53]. Die Bestandteile des
Blutes ermoglichen eine (physiologische), den Transplantationsbedingungen
entsprechende Versorgung, Beeinflussung und Aufrechterhaltung der Leberfunktion,
sind aber auch an einer Leberschadigung (Leukozyten, Lymphozyten, Makrophagen,
Komplementsystem) beteiligt. Dies wird ausfuhrlich im Kapitel Ischamie-
Reperfusionsschaden betrachtet.

Extrakorporale Perfusionen ohne Vollblut unter Verwendung modifizierter Perfusate
(z. B. Krebs — Henseleit — Losung) setzen sich mit der Auswirkung verschiedener
Blutbestandteile (z. B. Leukozyten, Thrombozyten) in der Reperfusion auseinander
[54-57]. So fuhrt eine erhdhte Anzahl von Lymphozyten zum erhghten Leberschaden
in der Reperfusion nach Ischamie. Die als Normwerte aufgefihrten Blutparameter fir
Schweine (siehe Anhang, [58]) wurden bei Schweinen mit normalem Kreislauf
ermittelt. Sie dienen als Anhaltspunkt aber nicht als Richtwerte fur die Parameter, die
in der extrakorporalen Perfusion ermittelt wurden.

Zur Verhinderung einer postischdmisch auftretenden Zellschwellung erfolgte der
Zusatz kolloidosmotischer Substanzen zur Perfusionslosung.

Die HAES 6 % dient dem Volumenersatz und der Hamodilution. HAES 6 % bewirkt
eine Verbesserung des Kreislaufs sowie der Mikrozirkulation (Gebrauchsinfo HAES 6
%). Ziel ist es, dass nach 20 stundiger Ischamie die Leber unter Transplantations-
bedingungen (02 - Gabe, CO2, Blut) ihre Funktion aufnimmt und der Ischamie-
Reperfusionsschaden Uberwunden wird. Die Zugabe des Dialysats schafft einen
HCQO3 - Puffer.
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Die Verwendung des HCOS3 - Puffers in der Perfusionslosung hat sich bereits in
anderen Arbeiten [59] bewéahrt, weil standig tber flichtiges CO2 Saure-aquivalente
entstehen, die dann gebunden werden kénnen [60].

PH und pCO2, pO2 wurden wahrend des Experiments permanent gemessen und

zeigten sich stabil.

Das Perfusat und der Versuchsaufbau

Eine Beeinflussung der Blutparameter durch die Versuchsbedingungen und das
Aufbaumaterial wurde in der Literatur beschrieben [61, 62]. Um festzustellen, ob der
dieser Arbeit zu Grunde liegende Versuchsaufbau eine Veranderung der Parameter
verursacht, die wahrend der Leberperfusion bestimmt wurden, untersuchten wir das
Perfusat unter den gegebenen Versuchsbedingungen ohne das Organ.

Es ergaben sich durch den Versuchsaufbau beziglich der in diesem Experiment zu
untersuchenden Parameter leichte Anstiege bei den ASAT-, LDH- GLDH- und
Laktatwerten. Diese zeigten keine signifikanten Unterschiede (siehe 4.5.). ALAT-
Werte zeigten keine Veranderungen wahrend der acht Stunden Blutperfusion.

Da es sich in diesem Versuch um ein Perfusat handelt, das aus Vollblut, HAES 6 %,
Heparin, Tobramycin besteht, sind die Ausgangsbedingungen zu denen bei Pfeffer
2002 verschieden.

Die Werte der Leberperfusion sind pro 100g Leber berechnet, so dass die Werte der
Leberperfusion zu denen der Blutperfusion verschieden sind.

Schlussfolgernd ist davon auszugehen, dass die in der extrakorporalen Leberper-

fusion bestimmten Parameter Folge der Ischdmie und Reperfusion der Leber sind.

Heparin und Tobramycin

Heparin und Antibiose sind schon bei Eiseman beschrieben [38]. Um eine
Agglutination zu vermeiden, gaben wir im Schlachthof Heparin in das Vollblut, was
als Perfusat diente. Intraoperativ gegeben ist Heparin die Voraussetzung fir die
Konservierung der Leber mit HTK (Gebrauchs- und Fachinformation Custodiol®).

Das Perfusat enthalt Heparin, um eine Schéadigung der Leber durch Agglutination
des Blutes und folgenden Mikrozirkulationsstérungen auf das Minimalste einzu-

schranken.
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Innerhalb des Perfusionssystems kann es z. B. im Auffanggefald und im Reservoir-
behalter zur Blutstase kommen.

Tobramycin ist ein Aminoglykosid (Antibiotikum) und wurde praventiv in das
gewonnene Blut von Schlachthoftieren und ins Perfusat gegeben, um eine
Schadigung der reperfundierten Leber durch Mikroorganismen, Bakterien im Blut zu
minimieren.

Klinisch ist die Heparin- und Antibiotikagabe Standard. Die Zusammenstellung des
Perfusats ist klinischen Gegebenheiten angepasst. Ziel ist es, ein Leberversagen zu
vermeiden. Der Effekt von lloprost auf das Leberoutcome lasst sich durch diese

Voraussetzungen untersuchen.

5.2. Diskussion Methoden

5.2.1. Operation bis Praperfusion

5.2.1.1. Das Operationsprozedere

Die Explantation erfolgte stets durch das gleiche Operationsteam. Die
Operationszeiten waren nicht signifikant unterschiedlich.

Es lagen somit fur die zu untersuchenden Parameter optimale Bedingungen vor.

5.2.1.2. Die Einleitung der kalten Konservierungslésung und intraoperative

Kihlung

Die Einleitung der kalten Konservierungslosung erfolgte in diesem Experiment
ausschlie3lich Uber die Aorta, was einen Unterschied zum allgemeinen klinischen
Operationsprozedere darstellt. Wahrend des klinischen Operationsprozederes wird
die Konservierungslosung bei manchen explantierenden Zentren Uber die A.
hepatica und V. portae eingeleitet [1].

Die alleinige arteriell eingeleitete Konservierungslésung stellt eine Vereinfachung in
unserem Versuchsablauf dar, wird jedoch ebenfalls in der Kklinischen Routine

angewandt.
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Intraoperative Kithlung

Der warme Ischamieschaden, Infektionsschaden und die Stoffwechselprozesse
werden durch die intraoperative Kiihlung minimiert.

Allein die intraabdominale, intraoperative Kihlung mit NaCl wirkt organprotektiv [63,
64]. Mit Beginn des Verschlusses der Aorta und Einleiten der kalten
Konservierungslosung wird die kalte Ischamie in diesem Experiment gewahrleistet.
Nach Einleiten der kalten Konservierungslosung und Explantation wurde die Leber in
kalter HTK - Losung schwimmend bei 4° konserviert. Das in dieser Arbeit gewahlte
Prozedere reduziert den Anteil der warmen Ischamie auf ein Minimales.

Die Aufrechterhaltung der intraoperativ hergestellten kalten Ischamie wird durch die

Kihlung der explantierten Leber in HTK bei 4°C erreicht.

5.2.1.3. Die Kanulierung/ Konnektierung der Gefal3e

Die Kanulierung/Konnektierung der GeféalRe (A. hepatica und V. portae) nach
Explantation wurden bereits bei Drapanas et al. und Abouna beschrieben[65, 66]
und sind fir einen zigigen Anschluss der Leber ans Perfusionssystem nach kalter
Ischamie notwendig. Sie garantieren eine sichere Aufhangung der GefalRe und eine
sichere Perfusion der Leber. Weiterhin bietet die Konnektierung mit Anschluss an
das Schlauchsystem einen direkten Zugang zur arteriellen Druck- und Flusskontrolle.

5.2.1.4. 20 Stunden kalte Ischdmie/ Konservierung

Der Leberschaden ist von der Ischamieart (kalte versus warme Ischamie: lkeda
1992[67]) und der Ischamiedauer abhangig.

Im vorliegenden Experiment steht die Dauer der kalten Ischamie mit 20 Stunden fest.
Der Vorteil kalter Ischamien ist mehrfach nachgewiesen worden. Hypothermie
schitzt die Leber vor dem Ischamie- Reperfusionsschaden[64, 68], kann jedoch
einer Membranzerstoérung nicht entgegenwirken[35].

Kalte reduziert den Energieverbrauch (ATP- Verbrauch) durch die Reduktion der
Stoffwechselprozesse (Zehnfache Stoffwechsel- Aktivitats- Reduktion[2]): Die
Organkihlung fuhrt zur Abnahme des Zellmetabolismus durch Reduktion

verschiedener organischer Reaktionen um das Zweifache alle 10 Grad Celsius.
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Es resultiert eine Abnahme der O2- Nachfrage und somit der Schutz vor
hepatischem Sauerstoffunterangebot durch Ischamie [63].

In der Diskussion um die optimale Konservierung beschaftigen sich Studien mit
hypothermer Maschinenperfusion, wobei die optimale Konservierungstemperatur, die
zwischen 12° und 20 - 22°C liegen soll [69, 70], noch nicht gefunden ist.

Die niedrige Temperatur, wie in unserem Experiment 4°C, fihre nach Saad S 2008
zur Vasokonstriktion, woraus ein erniedrigter Blutfluss resultiert und damit eine
Unterversorgung des Organs mit folgender Schadigung entstehen kann [69, 70].
Warme Ischamie fuhrt zu einem ausgepragten Schaden, nachgewiesen in mehreren
Studien zu Non — Heart — Beating - Donors [22, 71]. Eine warme Ischamie von einer
Stunde kann von der noch Leber toleriert werden [71, 72].

Nach 90 min normothermer Ischamie ist die hepatische Mikrozirkulation signifikant
beeintrachtigt, aber unbeeintrachtigt nach hypothermer Ischamie bei 4-, 15-, 26-
Grad Celsius [64].

Eine Uber 14 - stindige kalte Ischamie/Konservierung soll mit einem zweifach
erhdohten Konservierungsschaden einhergehen, zu erkennen am postoperativen
Verlauf, am Uberleben der Tiere und dem Auftreten von Gallengangsstrikturen [2].
Koizumi 1989 fand bei der Schweineleberkonservierung in Euro Collins Lésung (EC)
nach 12 Stunden einen sichtbaren Schaden. Dieser Schaden konnte nach 24
Stunden kalter Konservierung signifikant nachgewiesen werden[73].

Mit der Dauer der kalten Ischamie erhoht sich der Gallengangsschaden [9].

Steigt die Konservierungszeit von 17 auf 24 Stunden, reduziert sich die Wieder-
aufnahme der Galleproduktion von 73% auf 9%, was fur eine Funktionsverlust der
Leber spricht [9].

Der Ischamieschaden — intrazellulare Vorgange/ Veranderungen

Ein akuter Sauerstoffmangel verursacht Verdnderungen der Zelle und letztendlich
der Mitochondrien, die in Ilhrer Funktion zusammenbrechen. Durch den
Sauerstoffmangel reduziert sich die oxidative Phosphorylierung. Es resultiert ein
ATP- Abfall. Infolge der ATP- Abnahme kommt es zum Anstieg der zytosolischen
Proteasenaktivitdt mit anschlieRender Proteolyse [9].

Es entsteht eine erhohte mitochondriale Permeabilitat fir Molektle <1500 Da [74].

Dies zieht weitere Zellverdnderungen nach sich.
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Um den ATP- Gehalt zu erhalten, kommt es uber die Stimulierung der
Phosphofruktokinase zu einer vermehrten Glykogenolyse mit vermehrter anaerober
Glykolyse. Die vermehrte anaerobe Glykolyse flihrt zum vorlaufigen ATP- Erhalt.
Jedoch liegt die Bildung von ATP durch die anaerobe Glykolyse deutlich unter der
physiologischen ATP- Bildung durch die Atmungskette an der Mitochondrien-
membran. Als Folge der mangelhaften ATP- Bildung steigt Uber die anaerobe
Glykolyse das intrazellulare Laktat. Der intrazellulare pH fallt. Es resultiert eine
metabolische Azidose. Die intrazellulare Azidose kann lysosomale Enzyme aktivieren
und damit zur Bildung freier Sauerstoffradikale fiihren, (die eine Kettenreaktion der
Zellzerstérung auslésen). Durch den Abfall des pHs und des ATP- Spiegels fallen die
ATP abhangigen lonenpumpen (Na+-K+-ATPase) der Zell- Plasmamembran aus.
Natrium, Calcium, Wasser strémen in die Zelle und in einzelne Zellkompartimente ein
[75].

Ultrastrukturell erkennt man eine vakuolige Degeneration des Endoplasmatischen
Retikulums, die mit einer Stérung der Proteinsynthese einhergeht. Apikale Zellédeme
mit blaschenférmigen Zytoplasmaausstilpungen [76], die durch die Calcium
abhangige Schadigung des Cytoskeletts entstehen, werden sichtbar [75].

Weiterhin treten Mitochondrienschwellungen auf [77]. Durch die Hypoxie und kalte
Konservierung wird das mitochondriale Membranpotential zerstort [78]. Letztlich folgt
eine degenerative Zellkernschwellung. Energieabhangige Transkriptionsvorgange
erldschen, DNS — u. RNS - Synthese sind vermindert oder fehlen. Das Chromatin
verklumpt. Der Ischamieschaden endet in der Pyknose und lysosomalen Auflésung
der Zelle. Die Zelle nekrotisiert [55, 76, 79, 143].

Die Entwicklung von Konservierungslésungen kombiniert mit Hypothermie fuhrt zum
Organerhalt trotz einer langer andauernden Ischamie (2 - 10 h). Die einzelnen
Zusammensetzungen der Konservierungslosungen versuchen das Energiedefizit
auszugleichen, den pH konstant zu halten, zu puffern und die Zelle in ihrer Struktur
zu erhalten.

Jedoch fuhren langere Konservierungszeiten ebenso zum ATP- Abfall in der Leber
[9].

Bei Schweinen fihrten die ersten 12 h Konservierung zum Abfall von 80 % der
Energie- Adenylate [9]. Zum Ischamie- Reperfusionsschaden erfolgt eine gesonderte
Diskussion unter 5.2.2.2.
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5.2.2. Reperfusion

5.2.2.1. Extrakorporale Leberperfusion (ECLP)

Die extrakorporale Perfusion ist ein etabliertes Modell zur Untersuchung des
Ischamie/ Reperfusionsschadens [19-22]. Der 2002 erschienene Review Artikel zum
Thema extrakorporale Leberperfusion (ECLP) in der Klinik als hepatische
Unterstiitzung bei akutem Leberversagen von Pascher et al. gibt einen Uberblick
uber die Erfahrung mit allogener und xenogener extrakorporaler Leberperfusion von
1964 - 2000. Die ECLP mit Schweine- oder Menschenlebern bis zur
Lebertransplantation scheint eine ahnliche Effizienz zu haben wie bioatrtificielle
Unterstitzungsmethoden[80].

Die explantierte Leber kann durch die extrakorporale Perfusion unter bestimmten
maschinellen Voraussetzungen funktionell aktiv erhalten werden [21, 49, 81].

Schon vor 1964 wurden erste Leberperfusionen durchgefihrt. 1942 wurden von
Trowell Rattenlebern perfundiert [82].

Schon et al. berichteten 2001 von einer 100%- Uberlebensrate von Schweinen,
denen eine Leber transplantiert wurde, die einer warmen Ischamie von 60 Minuten
unterzogen war. Der Grund fiir die 100% - ige Uberlebensrate war eine normotherme
extrakorporale Perfusion der ischamischen Lebern fir vier Stunden vor der
Transplantation. Bei Konservierung der ischamischen (60 min) Lebern in UW fir vier
Stunden, uberlebte kein Schwein nach Transplantation [49]. Fondevila C 2011
unterstreicht die Aussage von Schon 2001. Durch die normotherme extracorporale
Membranoxygenierung und vier Stunden ex vivo normotherme Maschinenperfusion
konnten Schweinelebern, die einer Herzstillstandsituation von 90 min ausgesetzt
waren, transplantiert werden und zeigten eine fiinf Tages-Uberlebensrate von 100%.
Die Transplantation der Lebern, die einer Herzstillstandsituation von 90 min
ausgesetzt waren und danach kalt konserviert wurden, zeigten eine flnf-Tages-
Uberlebensrate von 0%][83].

Durch die extrakorporale Leberperfusion kann jegliche Beeinflussung, Schadigung
oder medikamentdse Behandlung einer Leber unabhéangig von anderen
Organsystemen kontrolliert untersucht werden. [20, 22]. Die ECLP ist ein Modell, um
beispielsweise die Effektivitat von Konservierungsldsungen zu testen [20].
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In der vorliegenden Arbeit wurde die extrakorporale Leberperfusion durch den
beschriebenen Versuchsaufbau ermdéglicht und stellt einen rezirkulierenden Kreislauf
dar, in dem die Stoffaufnahme und -abgabe Uber das Perfusionsmedium erfolgt. Das
Perfusionsmedium, das im standigen Kontakt mit der Leber steht, dient der
Aufnahme und Abgabe von Materie durch die Leber. Die Bestimmung von
Schadigungs- und Funktionsparametern kann aus dem Perfusionsmedium erfolgen.
Die lebererhaltende Reperfusion wird in diesem Experiment durch die Konnektierung
und freie Aufhangung der A. hepatica und V. portae, den kontrollierten Einsatz von
Rollerpumpen in der Zirkulation, die stiindlich druck- und flusskontrollierte arterielle
Versorgung der Leber erreicht [19, 21, 66].

Eine freie Aufhangung der GefalRe (V. portae und A. hepatica) verhindert die
Kompression derselben durch die Lebermasse. Allein eine Obstruktion und inho-
mogene Perfusion der Portalvene wirde zur Funktionseinschrankung der Leber
fuhren.

Mit der arteriellen und portalvendsen Blutversorgung ist dieser Versuchsaufbau
denen mit einseitiger portaler Blutversorgung uberlegen [66]. Eine arterielle und
portalvendse Blutversorgung fuhrt zu einer vermehrten Galleproduktion [66, 84].
Durch die freie Aufhédngung der GefalRe ist eine Hyperperfusion der Leber nicht
auszuschliel3en. Die arterielle Perfusion wird in unserem Versuchsaufbau durch die
arterielle Druck- und Flusskontrolle reguliert.

Die Perfusion der V. portae erfolgt passiv aus dem mit Perfusat gefulltem
Reservoirbehélter. Die Hohendifferenz des Flissigkeitsspiegels im Reservoir zum
Leberhilus ergab einen Perfusionsdruck von 20 cm Wassersaule. Uber die Pumpe 1
konnte der Perfusatspiegel im Reservoir bei 20 cm Wassersaule konstant gehalten
werden. Dies entspricht einem Druck von ca. 27 mmHg.

Fluss- und Druckverhéltnisse sind durch die Rollerpumpen optimiert. Das vollstandig
freie Schwimmen der Leber im Perfusat ist eine Vereinfachung in unserem Modell.
Eine frei schwimmende Leber ist geschutzt vor Druck-, Kompressionsschaden sowie
Verletzungen [19, 22].

Als optimal wird die Lagerung der Leber in einem oszillierenden, geschlossenen
System angesehen, welches die intraabdominalen Zwerchfellbewegungen nachahmt
[21].

Die Temperatureinstellung und Aufrechterhaltung wie sie den physiologischen

Verhéltnissen beim Schwein entspricht, wurden durch den Warmetauscher und
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durch das Perfusat gewahrleistet. Es konnte durch das freie Schwimmen der Leber
im Perfusat des Sammelgefal3es eine Temperaturkonstanz der perfundierten Leber
erreicht werden. In unserem Experiment blieb der Aufbau tbersichtlich. Er erfillte mit
druck- und flusskontrollierter arterieller Versorgung, Uber Rollerpumpen
angetriebener portaler Versorgung, die Sauerstoffgabe, die Uberwachung des pH,
pCO2, PO2 und eine Temperaturkonstanz die Hauptkriterien der Leberperfusion.
Neuhaus et al. 1993 beschrieben die Grundvoraussetzungen fir eine
funktionserhaltende Leberperfusion. Wichtig fiur die optimale lebererhaltende
extrakorporale Reperfusion sind nach Neuhaus et. al sowie Drapanas et al. eine
druck- und flussuberwachte Perfusion; ein O2 & CO2 - Mix und die Nachahmung
intraabdomineller Verhaltnisse[21, 66].

Die portale Blutzufuhr blieb bei 20 cm Uber der frei schwimmenden Leber, um den

intraabdominellen Druckverhaltnissen nahe zu kommen.

Flushen der Leber nach Konservierung

Das Flushen der Leber vor Transplantation ist wichtig fir ein erfolgreiches
Leberoutcome[19, 35, 42, 85, 86]. Unterschiedliche Flushlésungen (UW als flush bei
Adham et al.; HTK bei Puhl et al.) wurden beschrieben [19, 35]. In allen Studien
wurden durch das Flushen unabhangig von der Flushlésung verbesserte
Leberfunktionen nachgewiesen. In Anlehnung an bestehende etablierte Standards
erfolgte in unserem Experiment das Flushen.

Flushen und Kihlen bei NHBD wirkt sich positiv auf das Leberoutcome [87] aus.
Das Flushen vor der Konservierung dient dem Blutausschwemmen. Nach der
Konservierung dient es der Minimierung der Agglutinationsgefahr beim Durchfluss
von allogenem Blut und dem Ausspilen von Konservierungsldsung sowie
Metaboliten.

Das Flushen der Leber mit Hamofiltrationslésung tber die V. portae nach 20 Stunden
kalter Ischamie schwemmt Metabolite, die sich wahrend der Ischamie gebildet
haben, sowie Reste der Konservierungslésung aus [2, 85].

Anhand der in dem vorliegenden Experiment gemessenen Effluatwerte, die hohe
Kalium-, Calciumwerte aufweisen, erkennt man die Bedeutung des Flushens.

Im Transplantationsprozedere ist der Flush eine Voraussetzung, um Schadstoffe in

der Leber vor Implantation zu vermindern und damit posttransplantations-
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Komplikationen, die sich fur den Empfanger (aus z. B. zu hohen Kaliumwerten)
ergeben, zu minimieren.

Die Konservierungssituation wird mit dem Flushen beendet und im Organ wird vor
der Implantation bzw. extrakorporalen Perfusion eine bessere Ausgangssituation fur
das Leberoutcome im annéhernd physiologischen Milieu geschaffen. Flushen der
konservierten Leber nach der kalten Ischdmie reduziert den Endothelzellschaden
und die Kupfferzellaktivitat. Somit verbessert es das Uberleben des Organs[88].

Van Wagensveld et al. empfahlen, dass nach kalter Konservierung die Temperatur
der Flushlosung bei 37° liegen sollte[89].

In unserem Experiment lag Sie fir alle Gruppen gleichermalRen bei Raumtemperatur.

5.2.2.2. vom Preflush nach 20 Stunden kalter Ischéamie zur Reperfusion

Die Reperfusion unter physiologischen Bedingungen ist normotherm und beendet
den hypoxischen Zustand des Organs. Sie ermdglicht den Ausgleich der
Sauerstoffschuld nach der Ischamie.

In extrakorporalen Reperfusionskreislaufen lasst die normotherme Reperfusion nach
einer Ischamie das Studium zu morphologischen, funktionellen und biochemischen
Veranderungen der Leber, wie sie bei Transplantierten auftreten kénnen, zu [81].

Um annahernd klinischen, physiologischen Gegebenheiten zu entsprechen, wahlten

wir in dieser Arbeit die normotherme Reperfusion.

Der Reperfusionsschaden

Der Reperfusionsschaden kann nicht unabhéangig von der Ischamie betrachtet
werden. Die Ischamie geht der Reperfusion immer voraus. Sie ist aber nicht die
alleinige Ursache fur die beobachteten Leberschaden nach Transplantation.

Das Zusammenspiel von Ischamie und Reperfusion fuhren zu den viel beobachteten

Veranderungen der Leber.

Der Ischamie- Reperfusionsschaden

Der Ischamie- Reperfusionsschaden ist ein multifaktorieller Prozess [90]. Erkennbar
ist der Ischamie- Reperfusionsschaden an morphologischen, funktionellen,

einschlie3lich quantitativen, qualitativen zellularen und interzellularen Veran-
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derungen. Die Beurteilung und Auswertungen erfolgen oft lichtmikroskopisch und/
oder elektronenmikroskopisch [76].

Parenchymale Zellen (Hepatozyten) und nicht parenchymale Zellen (Sinusendo-
thelzellen, Kupffersche Sternzellen, vaskuldre Endothelzellen, ITO - Zellen) der

Leber unterliegen dem Ischamie- Reperfusionsschaden.

Stand des Wissens zum Ischdmie/ Reperfusionsschaden

Eine ausfuhrliche Darstellung zu Erkenntnissen des Ischamie- Reperfusionsscha-
dens geben der Review Article von Dogan et al. [91] und von Teoh et al. 2003 sowie
2011 wieder [74, 92].

In der Hypoxie verandern sich die Zellen der Leber beziglich der Zellmembran-
beschaffenheit und der Zellorganellen, wie bereits beschrieben. Unterschieden wird
der warm ischdmische Reperfusionsschaden zum Reperfusionsschaden nach kalter
Konservierung [92].

Wahrend der Reperfusion differenziert man den Initialschaden (eins bis sechs
Stunden) und Folge-schaden/Spatschaden (6 — 48 Stunden) [91].

Immunzellen (Kupfferzellen, Leukozyten, Lymphozyten) werden Uber die Interaktion
mit geschadigten Zellen (Hepatozyten, Endothelzellen) aktiviert. Aktivierte Kupffer-
zellen und Neutrophile bilden Sauerstoffradikale und Mediatoren. Ein Uberschuss an
proinflammatorischen Mediatoren (TNFa, 1L-18, IL-6, IL 1, PAF und Leukotriene), die
durch Kupfferzellen, Neutrophile und geschadigte Zellen (Endothelzellen,
Hepatozyten) freigesetzt werden, fihren zur weiteren Aktivierung von Neutrophilen
und zur Chemotaxis sowie einer folgenden Uberexprimierung von Adhasions-
molekilen an Sinusendothelzellen und Hepatozyten [93-96]. Die Hochregulation von
ICAM wurde in mehreren Studien nachgewiesen [96-99]. Die Expression von TNFa,
IL 12, IL 13, die zu den proinflammatorischen Molekilen z&hlen, wird durch den —
Transkriptionsfaktor- NFkappa b, und Hif 1a getriggert [92].

Die vermehrte Bildung von Cytokinen wird auf Toll-like Rezeptoren (TLR)
zurlckgefuhrt. Dies sind transmembrantse Rezeptoren, Uber die die Signal-
transduktion in den Zellkern via NFkappa b und MAP - Kinasen erfolgt. Folglich wird
im Zellkern Gber NFkB die Transkription von Cytokinen und Chemokinen induziert
[92]. Die Auf- und Abregulierung von TLR steht wiederum in Zusammenhang mit den

Immunzellen.
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Nach kalter Ischamie wird in jeder Minute der Wiedererwarmungsphase/
Reperfusionsphase die sekretorische Leberfunktion mehr geschadigt als in jeder
weiterlaufenden Stunde der kalten Konservierung [9].

Durch die erhdhte Anziehung, Aktivierung, Adhasion, Migration von Neutrophilen
Zellen (PMN - polymorphonuclear cells) in die Leber kommt es zu
Mikrozirkulationsstorungen. Die vermehrte Leukozytenadhasion in der Leber nach
der kalten Konservierung fuhrt zum Leberschaden [54] und ist zeitabhangig [5]. Den
auftretenden Imbalancen zwischen Oxidation und Antioxidation, Endothelin-1 und PG
bzw. NO, Vasokonstriktor und Vasodilatator, sowie anderen Mediatoren folgen
Mikrozirkulationsstérungen und die Bildung freier Sauerstoffradikale [74], was eine
Minderperfusion sowie den Zelltod zur Folge hat.

In der Diskussion um Apoptose und Nekrose, die in der Leber in Zusammenhang mit
dem Ischamie- Reperfusionsschaden nachgewiesen werden kénnen [73, 100, 101],
fuhrten Jaeschke and Lemasters 2003 den Begriff ,Necrapoptosis® ein [76].
Apoptose und Nekrose treten nebeneinander auf, konnen teils jedoch nicht
unabhangig voneinander betrachtet werden [76].

In Bezug auf den Ischamie- Reperfusionsschaden ist das pH paradox sicherlich eine
Ursache fur die Zellschadigung. In der Isch&mie sinkt physiologisch der pH, was vor
einer Nekrose schitzt (abhéngig von der Dauer der Ischamie).

Der durch die Reperfusion herbeigefluihrte normale pH bei ischamischen Zellen flhrt
zum Zelltod Uber die mdgliche Aktivierung von Phospholipasen [102].

Da ein physiologischer pH die Zelle nicht zerstoren sollte, spricht man von einem pH
paradox [74]. Caldwell-Kenkell et al. zeigten, dass ein leicht saurer pH innerhalb der
Zellreperfusion protektiv wirkt [103].

lloprost, ein PGI2 - Praparat, scheint mit seinen Eigenschaften eine Substanz zu
sein, die den Ischamie- Reperfusionsschaden vermindern kann.

PGI2 wird physiologisch als antiinflammatorischer Mediator vom Endothel zur Pro-
tektion freigesetzt. In der Literatur wird dem PGI2 eine TNFa - inhibierende Wirkung
zugeschrieben. TNFa, was von Monozyten produziert wird [104], gilt als
proinflammatorisches Zytokin, induziert die IL- 8 - Bildung, die wiederum zur Leuko-
zytenaktivierung fuhrt. Durch PGI2 wird dies inhibiert [96, 104-106]. Illoprost
verursacht eine Downregulierung der zytokininduzierten Uberexpression. Dabei

kommt es zu einem intrazellularen cAMP - Anstieg [107, 108].
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1997 beschreiben Braun et al. an vaskularen glatten Muskelzellen, dass die
Expression von ICAM und VCAM, die durch TNFa sowie IL1[3 induziert wird, durch
die Zellinkubation mit PGI2 signifikant inhibiert wird [109].

Jedoch scheint die Aktivierung der Zellen eine Rolle zu spielen. Wenn Endothelzellen
von HUVEC (human umbilical venol endothelial cells) unaktiviert/unstimuliert sind,
zeigten Bella et al., dass lloprost keinen Effekt auf die Adh&sionsmolekilexpression
hat [110].

5.3. Diskussion Ergebnisse

5.3.1. Diskussion Laborparameter (Schadigungsparameter)

In der Zusammenschau der Literatur zeigt sich, dass Autoren unterschiedliche
Parameter wahlen, um die Leberfunktion zu beurteilen. Anhand der Galleproduktion,
des Bilirubins, des Faktor V wurde die Leberfunktion beurteilt [19].

Die Galleproduktion gilt bei Chari et al. als sensitivster Parameter [37]. Die
Leberfunktion/ Galleproduktion ist in diesem Experiment untersucht worden, wurde
jedoch in einer anderen Dissertation (Junge [111]) beschrieben.

Ein Indikator flr einen Leberschaden ist der Transaminasenanstieg (ASAT und
ALAT), die verminderte Galleproduktion und der Hyaluronsaureanstieg, der fur einen
Sinusendothelzellschaden spricht.

,Ein definitiver Parameter, der exakt die Explantatfunktion widerspiegelt, ist nicht
etabliert® (Neuhaus, 2005) [1]. Gallefarbe und —menge sowie ein ASAT - Anstieg sind
als sensitiv fur ein Leberversagen beschrieben [20].

Eine fehlende Galleproduktion [37] in Kombination mit einer schlechten
Syntheseleistung deutet auf eine initiale Nichtfunktion der Leber hin [1,145], die eine
Retransplantation erfordert.

Die verminderte ATP- Bildungsfahigkeit geht mit einer Schadigung der Leber einher.
Hepatische Zytolyse, ansteigende Transaminasen, eine verminderte Galleproduktion,
hohe Laktatlevel sind Zeichen eines ausgedehnten Leberschadens und des

Transplantatversagens [137].

In diesem Experiment definieren die makroskopischen Befunde, die Gewichts-
zunahme, ASAT, LDH, ALAT und die per Mikrodialyse erhobenen Glycerinwerte
[137, 35] die Leberschadigung.
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Die effektive Behandlung mit lloprost wurde in dieser Arbeit anhand der gewéahlten
Parameter untersucht. Die Galleproduktion, Mikrozirkulation und Makrozirkulation
sind Teil einer anderen Dissertation [111].

Die als Normwerte aufgefiihrten Parameter (siehe Anhang) wurden bei Schweinen
mit normalem Kreislauf ermittelt. Sie dienen als Anhaltspunkt aber nicht als Richt-
werte fur die Parameter, die in der extrakorporalen Perfusion ermittelt wurden. Eine
Einschéatzung der Perfusatparameter in der Reperfusion lasst sich zu den erhobenen
Ausgangswerten (Parameter der Praperfusion) treffen.

In der Klinik dient der ASAT - Spiegel der Beurteilung der Leberschadigung [112,
113]. Im Schweinemodell sind die ASAT und LDH akzeptierte Werte zur Beurteilung

und Verlaufsbeobachtung des hepatozellularen Schadens [59].

Die ASAT (Aspartat - Aminotransferase)

Die ASAT ist ein Enzym, das die Transaminierung von Aspartat zu Oxalacetat
katalysiert. Sie gehort zu den Transaminasen und befindet sich im Cytosol. In der
Literatur sind deutliche ASAT - Anstiege nach 18 Stunden kalter Ischamie, moderate
ASAT - Anstiege nach sechs Stunden kalter Ischamie [20] beschrieben. Eine positive
Korrelation zwischen den postoperativen ASAT— Serum- Leveln und dem
Initialschaden konservierter, transplantierter Menschenlebern wurde ausserdem bei

Glanemann et al. beschrieben [114].

Die LDH (Laktatdehydrogenase)

Die LDH ist ein tetrameres Enzym zur Umwandlung von Pyruvat in Laktat wahrend
der anaeroben Glykolyse. Sie ist ein zytoplasmatisches Glykolyseenzym. Die LDH
gehdrt zu den Isoenzymen. In der Leber finden sich LDH - 4 und LDH - 5. [115]

Die ALAT (Alanin-Aminotransferase) und GLDH (Glutamatdehydrogenase)

ALAT und GLDH sind Parameter, die auf einen schweren Leberschaden hinweisen.
Sie sind mitochondriale Enzyme. Die GLDH katalysiert die oxidative Desaminierung
von Glutamat in alpha - Ketogluatarat. Das dabei entstehende Uberschissige NH4+

wird in Harnstoff fixiert. Werden ALAT und GLDH im Blut nachgewiesen, sind die
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Zellfunktion und die Mitochondrien geschéadigt. Es wurden in diesem Experiment
niedrige Konzentrationen nachgewiesen. Es traten zwischen den Gruppen keine
signifikanten Unterschiede auf.

Die hochste Aktivitat der GLDH liegt in Lebermitochondrien vor. Eine Erhdéhung
spricht fur einen Lebergewebezerfall [34].

Das Effluat, das durch das Flushen der Leber gewonnen wurde, zeigte erhohte
GLDH - Werte. Dies spricht flr eine ausgepragte Schadigung wahrend der kalten
Ischamie. In der Reperfusion sind die GLDH - Werte niedrig.

Da die GLDH - Werte in allen Gruppen wahrend der achten Reperfusionsstunde
ansteigen, ist von einer erhéhten mitochondrialen Schadigung auszugehen. Die
hohen GLDH - Werte in der HTK- Gruppe, die héchsten in den lloprost behandelten

Gruppen, sind nicht normal verteilt.

5.3.2. Vergleich aller mit lloprost behandelten Gruppen zur Kontrollgruppe
5.3.2.1. Makroskopie und Gewichtszunahme

Die prozentuale Gewichtszunahme zum Ausgangsgewicht liegt in der
Spenderbehandlung signifikant unter der Kontrollgruppe. In den anderen lloprost
behandelten Gruppen ist das Lebergewicht nach der Reperfusion niedriger als in der
Kontrollgruppe. Griinde fir eine Gewichtszunahme sind Odeme infolge einer
Zellinsuffizienz, Wassereinlagerung und Zellschwellung aufgrund des Ischamie-
Reperfusionsschadens [116]. Die Gewichtszunahme kann zusatzlich durch eine
Hyperperfusion verursacht sein.

Da alle Gruppen den gleichen Versuchsbedingungen unterliegen, ist eine etwaige
Hyperperfusion, die auf das Minimalste beschrankt wurde, immer die gleiche.
Makroskopisch zeigt sich in den Gruppen, die kurz vor (Spendergruppe) bzw. zu
Beginn (HTK-gruppe) der kalten Ischamie mit lloprost behandelt wurden, ein deutlich
besseres Outcome.

Der signifikant bessere makroskopische Score der Spendergruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe unterstitzt die Aussage, dass die Spenderbehandlung die optimale

lloprostbehandlung darstellt.
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5.3.2.2. Laborparameter ASAT, ALAT, GLDH, LDH

Spendergruppe zur Kontrollgruppe

Steininger et al. beschrieben den positiven Effekt des intraportal 15 min vor der
Ischamie bis zu 30 min nach der Reperfusion verabreichten PGI2s. Das Experiment
erfolgte mit Schweinelebern, die einer zwei-stiindigen normothermen Ischamie ohne
Konservierung ausgesetzt wurden. Die ASAT und LDH lagen in der PGI2 -
behandelten Gruppe signifikant unter den Werten der Kontrollgruppe[117].

Goto et al. beschrieben Leberlappentransplantationen bei Ratten nach 30 min
warmer Ischamie. Durch die PGI2 - Gabe (500 ng/kg/min) wéahrend der Spender -
OP wurde das Uberleben der Empfanger nach Lebertransplantation verbessert[118].
Die lloprost - Applikation wahrend der Ischamie wurde von Gedik et al. an
Rattenlebern untersucht. Nach 45 min warmer Ischamie durch Abklemmen der
Gefalle zeigte sich durch die lloprostapplikation vor Reperfusion ein signifikant
besseres Outcome der Rattenleber[119].

Die Ergebnisse unseres Experiments untermauern und bestatigen den positiven Ein-
fluss der Behandlung der Spenderleber mit lloprost anhand signifikant niedriger
ASAT — Werte, geringer makroskopischer Verdnderungen und signifikant niedriger
LDH - Werte im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Ebenso beschrieben Klein et al. eine signifikante Senkung der Transaminasen durch
die Behandlung menschlicher Spenderlebern mit lloprost vor der Konservierung (mit
UW). Die Ischamiezeit lag bei maximal 10 Stunden und ist somit geringer als in
unserem Experiment [120].

Die Ischamiezeiten der angefiihrten Literatur lagen alle deutlich unter 20 Stunden. Im
vorliegenden Experiment zeigte sich nach 20 Stunden kalter Konservierung, also bei
als marginal anzusehenden Spenderorganen ein verbessertes Leberoutcome durch

die Spenderbehandlung mit loprost.

Konservierungsldsungsbehandlung ( HTK- Gruppe) zur Kontrollgruppe

Die ASAT- Werte der HTK- Gruppe waren ab der vierten Stunde der Reperfusion
signifikant niedriger als die der Kontrollgruppe. Die LDH- Werte lagen nach sechs
und acht Stunden signifikant unter den Werten der Kontrollgruppe. Die ALAT- Werte

waren geringer als in der Kontrollgruppe. lloprost verbessert das Outcome der Leber
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in Hinblick auf die Transaminasen und die Makroskopie, wenn es zur
Konservierungslosung hinzugeflgt wird.

Die Konservierungslosungsbehandlung ist unter anderem in der Arbeit von Monden
et al. als effektiv beschrieben. Unter Prostacyclinzusatz zur Sacks Solution zeigten
die nach 24 Stunden Ischamie transplantierten Hundelebern im Verlauf deutlich
niedrigere Transaminasen als die nicht behandelten Hundelebern [121].

Sanchez- Urdazpal et al. zeigten an Rattenlebern, dass die Uberlebensrate (36h) bei
lloprost behandelten Gruppen signifikant besser war. Das lloprost wurde wie in
unserem Experiment zur Konservierungslésung hinzugefiigt und die Leber wurde bei
4°C kalt konserviert [122].

Im Unterschied zur vorliegenden Arbeit betrug die Ischamie bei Sanchez - Urdazpal
12 Stunden und es wurden andere Konservierungslosungen (EC und UW)
verwendet.

Durch Zugabe von PGI2 zur Konservierungslésung beschrieben Toledo et al. eine
erfolgreiche 24 Stunden Konservierung bei sechs von sechs Hunden. Endpunkt
stellte die Uberlebensrate dar. Die Zugabe von PGI2 zur Konservierungslosung
verbesserte signifikant die Uberlebensrate von ischamisch geschadigten Lebern
nach 24 Stunden hypothermer Konservierung [123].

Der Vergleich ist bei unterschiedlichen Versuchsbedingungen schwierig, da die
Einflussfaktoren im Experiment fur die Ergebnisse entscheidend sind
(Konservierungslosung, Art der Leber (Schwein, Ratte, Hund), Ischdmiezeit). Trotz
unterschiedlicher Versuchsbedingungen zeigt sich immer der positive Effekt des
Prostacyclins (=PGI2, lloprost).

Eine Erklarung fir den Effekt des PGI2s bieten Araki et al.: Es wird vermutet, dass
das Prostacyclin, was zur Konservierungslosung gegeben wird, die lysosomalen
Membranen stabilisiert und die cytoplasmatischen Schadigungspozesse wahrend der
Konservierung minimiert [16].

Die laborchemischen Schéadigungsparameter zeigen, dass lloprost die Leberzell-
integritat im Vergleich zur Kontrollgruppe verbessert. Es minimiert den Leberschaden
durch die Ischamie und Reperfusion.

Die GLDH - Werte stellen eine Ausnahme dar. Diese sind in der zweiten Stunde in

der HTK- Gruppe am hdchsten, zu den restlichen Stunden nicht normalverteilt.
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Reperfusatbehandlung zur Kontrollgruppe

Eine Erniedrigung der ASAT - Werte nach der Lebertransplantation bei Menschen
unter postoperativ gegebenem Prostacyclin ist bei Neumann et al. beschrieben.
Dabei erfolgte die Konservierung mit UW, die Ischdmiezeit betrug maximal 14
Stunden [112, 113].

Harada et al. zeigten bei Rattenlebern durch die Prostacyclingabe wahrend der
Reperfusion eine signifikante Reduzierung der Transaminasenausschittung, eine
Erhéhung des Blutflusses und eine Aktivitatsminderung der MPO nach 60 min
normorthermer Ischamie [105].

In unserem Experiment sind wie bei Neumann et al. die Transaminasen der
Reperfusatgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe niedriger [113]. Es bestehen keine
signifikanten Unterschiede.

Daraus lasst sich schliel3en, dass die lloprost - Gabe nach der kalten Ischdmie
effektiv fur das Leberoutcome ist, jedoch die Ischamiezeit einen ausgedehnten
Leberschaden verursacht. Das PGI2 kann den Schaden, der durch die kalte
Ischdmie entsteht, nicht rickgangig machen, aber lindern. Nach acht Stunden
Reperfusion liegen die LDH-, ASAT-, ALAT-, GLDH- Werte und das Laktat der
Reperfusatgruppe deutlich unter den Werten der Kontrollgruppe. Hier kann von
einem positiven Effekt des PGI2 in der Reperfusatgruppe ausgegangen werden.

Des Weiteren erscheint die Applikation von PGI2 vor der kalten Isch&mie deutlich
effektiver zu sein und einen etwaigen circulus vitiosus bereits vor seiner Entstehung
zu verhindern.

Die Gewichtszunahme und Makroskopie der Reperfusatgruppe sind der
Kontrollgruppe &hnlich, was flr einen ausgedehnten Ischdmie/ Reperfusionsschaden
nach 20 -stundiger kalter Isch&mie spricht.

Nach 20 Stunden kalter Konservierung mit HTK konnte bereits in friheren Arbeiten

ein schwerer Leberschaden nachgewiesen werden [35, 124].

5.3.2.3. Glukose in % zur Praperfusion, Laktat

Mit der Reperfusion und Sauerstoffzufuhr fallt das Laktat in allen Gruppen ab. Die
anaerobe Glykolyse wahrend der kalten Ischamie wird durch eine aerobe Glykolyse
fortgesetzt und die mitochondriale ATP- Bildung setzt mit der Sauerstoffzufuhr wieder

ein. Die Glukose wird zur Energiegewinnung verbraucht, was sich im prozentualen
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Abfall der Glukose zu den Praperfusionswerten widerspiegelt. Die Glukosewerte des
Gesamtorgans ahneln den Daten der Glukose, die durch die Mikrodialyse erhoben
wurden. Anhand der fallenden Glukosewerte zeigt sich, dass die Leber Ihre Funktion
wieder aufnimmt. Es zeigen sich bezuglich der Glukosewerte jedoch keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Die Beurteilung der Glukosewerte
hangt von der Glykolyse, Glykogenolyse, Glukoneogenese ab. Eine Differenzierung
anhand der vorhandenen Daten ist nicht mdglich.

Die Energiegewinnung in Form von ATP ist durch die aerobe Glykolyse
(mitochondriale ATP Bildung) und Atmungskette unter Sauerstoffverbrauch
effektiver. Somit erklart sich der Laktatabfall in allen Gruppen. Bezogen auf den
Vorteil der schnellen Laktatsenkung nach Beginn der Reperfusion ist eine
lloprostbehandlung zu empfehlen.

In der Spendergruppe zeigten sich zu Beginn der Reperfusion deutlich niedrigere
Laktatlevel. In der HTK- und Reperfusatgruppe kommt es zu einem deutlichen
Laktatabfall. In der Reperfusatgruppe kénnte das kontinuierlich zugefiuihrte PGI2 zu
einer verbesserten aeroben Glykolyse fihren. Die Laktatparameter sind im
Zusammenhang mit anderen Parametern zu sehen und dienen der Erganzung des

Gesamtbildes in der Reperfusatgruppe.

5.3.2.4. Elektrolyte (Calcium, Kalium, Natrium)

Calcium

Zwischen den Gruppen treten keine signifikanten Unterschiede auf. Die
Calciumwerte liegen alle dicht beieinander. In allen Gruppen liegt eine Hypocalcamie
vor. Der Calciumabfall kann Folge einer Calciumaufnahme durch die Zelle sein.

Ein Calciuminflux ist bei Nowak et al. [125] sowie Puhl et al. [35] beschrieben. Grund
sei eine Zellschadigung und ein daraus resultierender ATPasen Ausfall. Nach
Konservierung und Flushen findet sich in der Leber vor der Reperfusion ein niedriges
Calcium. Konservierung und Flushen konnten Ursache sein. Man erkennt in der
Reperfusion, dass das Calcium leicht fallt. In der Literatur ist fur PGI2 ein
Calciumefflux beschrieben durch den Anstieg der intrazellularen cAMP -
Konzentration. Dieser Calciumefflux soll den Schaden von Hepatozyten wahrend und

nach der Ischamie verringern [126].
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In unserem Experiment liegen die Calciumwerte der lloprost behandelten Gruppen
wahrend der Reperfusion leicht Gber den Werten der Kontrollgruppe, was durch
einen Calciumefflux aus der Zelle bedingt sein kann und somit auf eine Protektion
durch PGI2 hinweist.

Zur Wertigkeit des intrazellularen Calciums im Rahmen der Zellzerstdrung bestehen
kontroverse Meinungen. So zeigten Baumstark et al.,, dass durch HTK die
intrazellulare Calciumkonzentration abfallt. Eine niedrige Temperatur, pH- und ATP-
Abfall wahrend der Hypoxie fuhren zur Deaktivierung von Enzymen (z.B.:
Phospholipase A2 und C, Endonukleasen) [127]. Andere Autoren berichten, dass
durch das Calcium hydrolytische Enzyme aktiviert werden, die zum Zelltod fuhren
[128].

Nach Gnaigner et al. und Helling et al. besteht vermutlich keine Korrelation zwischen
Anstieg oder Abfall der intrazellularen Calciumkonzentration und des Zelliberlebens
[77, 129, 130].

Der Zusatz von Calcium zur Konservierungslosung erbringt bei Vairetti et al. jedoch

eine Verbesserung im Outcome der Leber [70].

Kalium

Die HTK - Lésung enthalt KCI 9 mmol/l. Dieses Kalium entspricht dem hohen Kalium
im Effluat. Kalium (kardioplege L6sung) setzt den Energieverbrauch der Zelle herab,
indem das physiologische Membranpotential der Zelle durch eine Hyperkalidmie
aufgehoben wird. Diese Wirkung wird bei der Konservierung ausgenutzt. Das
Flushen der Leber ist wichtig, um das Kalium der Konservierungslosung zu entfernen
und eine Zellfunktion zu erméglichen.

In der Transplantationschirurgie ist das Flushen indiziert, da sonst der Empfanger
einer Hyperkaliamie mit Folgen eines Herzstillstandes ausgesetzt werden wirde.
Zusatzlich wird Kalium, das durch einen Zelluntergang aufgrund eines
Ischdmieschadens entsteht, mit dem Flushen entfernt. Die lloprost behandelten
Gruppen zeigen einen Abfall des Kaliums im Vergleich zu den Praperfusionswerten.
Zellen nehmen Kalium aus dem Perfusat auf. Die Kontrollgruppe zeigt einen leichten
Abfall, dann jedoch eine Kaliumkonstanz zur Praperfusion. Insgesamt finden sich
keine signifikanten Unterschiede. Die leichte Hyperkaliamie in allen Gruppen besteht

bereits zu Beginn der Reperfusion im Perfusat (Praperfusionswerte). Dies kann
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Folge von destruierten Erythrozyten im Vollblut sein (Zelldetritus). Die
Hamofiltrationslosung des Perfusats enthalt 2 mmol/l Kalium, weshalb sie kein Grund
fur eine Hyperkalidmie darstellt.

Die niedrigsten Kalium - Werte finden sich in den lloprost behandelten Gruppen.

Natrium
Die Absolutwerte zeigen in allen Gruppen kaum Unterschiede zueinander,

insbesondere keine signifikanten Unterschiede.

5.3.2.5. Mediatoren (MPO, cGMP)

Der Ischamie/Reperfusionsschaden ist eine Folge von Veradnderungen der
parenchymalen (Hepatozyten) und nicht parenchymalen Zellen (Sinusendothelzellen,
vaskulare Endothelzellen, ITO-zellen). Das Zusammentreffen geschadigter Zellen mit
dem Blut fuhrt zur Freisetzung verschiedenster Mediatoren und Interaktionen mit

Leukozyten, wie bereits unter 5.2.2. erwahnt.

Die MPO (Myeloperoxidase)

Die MPO - Aktivitat ist ein MaR fur die Aktivitat neutrophiler Granulozyten, die
Merkmal einer inflammatorischen Reaktion sind [131]. In den lloprost behandelten
Gruppen zeigt sich ein Trend zu niedrigeren MPO - Werten.

Es lasst sich schlussfolgern, dass lloprost die MPO- Aktivitdt einschrankt. Dies
zeigten auch Clavien et al, Harada et al. sowie Della Bella et al. [55, 105,110]

In den Gruppen der Spender- und HTK- behandlung hat das lloprost durch seine
kurze Halbwertszeit keinen Einfluss mehr auf die MPO - Aktivitdt. Es zeigt sich
jedoch die cytoprotektive Eigenschaft des PGI2s in diesen Gruppen. Vermutlich fihrt
das lloprost durch die Protektion von Endothelzellen und Hepatozyten zur geringeren
Leukozytenadhdasion, was sich in einer geringeren MPO - Aktivitat widerspiegelt. Es
werden geringere Mikrozirkulationsstorungen verursacht und es resultiert ein
geringerer Ischamie- Reperfusionsschaden.

Die Reperfusatgruppe zeigt die geringsten MPO- Konzentrationen nach acht
Stunden Reperfusion. Die leicht niedrigeren MPO- Werte der Reperfusatgruppe nach

acht Stunden Reperfusion sind erklarbar durch die kontinuierliche Zufuhr des
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lloprosts ins Reperfusionssystem, wodurch eine kontinuierliche Hemmung der
Aktivierung von Leukozyten gewahrleistet wird. Es bestehen jedoch keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen.

In der Kontrollgruppe liegen die héchsten MPO- Werte vor, was flr eine ausgepragte
inflammatorische Reaktion spricht. Die Ergebnisse des Experimentes unterstitzen
die Aussage, dass das lloprost den MPO- Anstieg, der mit dem Ischamie/

Reperfusionsschaden auftritt, hemmt [105].

cGMP (cyclisches GuanosinMonophosphat)

cGMP wird Uber den Einfluss der Guanylatzyklase aus GTP gebildet. Stimuliert wird
die Guanylatzyklase durch z.B. NO. NO steigert intrazellulares cGMP [133]. Durch
NO gesteigerte intrazellulare cGMP Level vermindern den Ischamie/
Reperfusionsschaden [134, 135].

In der HTK- Gruppe zeigen sich die hdchsten cGMP- werte, die fur das Leber-
outcome wahrend der Reoxygenierung effektiv sind.

Im Rahmen der lloprostbehandlung zeigt sich beziglich der cGMP- ergebnisse kein
signifikanter Unterschied im Gruppenvergleich. In der vorliegenden Arbeit konnten
zwar Anderungen in der cGMP Konzentration (ber die Zeit der Reperfusion und
innerhalb der Gruppen nachgewiesen werden, diese waren jedoch nicht signifikant.
Somit kann dieser Parameter nicht fur eine Interpretation der anderen Ergebnisse
herangezogen werden.

Die Kontrollgruppe zeigt leicht steigende Werte des cGMPs, die nach vier und acht
Stunden Uber denen der Spender- und Reperfusatgruppe liegen. Somit scheint ein
endogener Mechanismus, unabhéngig von der lloprostgabe die cGMP- Bildung zu
steuern. Die Ergebnisse der Reperfusatgruppe zeigen, dass das lloprost, nach der
Isch&mie gegeben, einen Effekt auf die Bildung von cGMP hat. Welchen, liefert diese
Arbeit nicht.
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5.3.3. Vergleich zwischen den lloprost behandelten Gruppen

Der Ischamie/ Reperfusionsschaden ist ein haufiger Grund fur das primare Versagen
der Leber nach Transplantation. Hinsichtlich der hohen Anzahl Transplantat-
bedurftiger hat die Einschrankung des Ischamie/ Reperfusionsschadens in der
Lebertransplantation hohe Prioritat.

lloprost ist eine geeignete Substanz, den Ischamie/ Reperfusionsschaden zu
verringern.

Jedoch betrachteten die meisten Studien die Frage der PGI2 - Behandlung einseitig.
Es fand bisher der Vergleich einer PGI2- behandelten Gruppe zur nicht behandelten
Gruppe (Kontrolle) statt. Richtungsweisend zeigten alle Studien, dass sich die PGI2-
behandlung positiv auf das Leberoutcome auswirkt.

Ein optimales PGI2 - Behandlungskonzept wurde bisher nicht beschrieben. Eine
Abweichung zur einmaligen Gabe des PGI2 stellt die Arbeit von Goto et al. dar. In
dieser Arbeit wurden Spenderleber und Konservierungslésung mit PGI2 behandelt
und eine deutliche Verbesserung des Leberoutcomes nach Transplantation
nachgewiesen. Ein Vergleich der Spenderbehandlung zur Konservierungslosungs-
behandlung beziglich des Leberoutcomes erfolgte nicht [118].

Die Frage, die sich bei Neumann et al. stellte, ob Prostacycline in der
Konservierungslosung den gleichen vorteilhaften Effekt haben wie im Reperfusat,
(oder in der Spenderbehandlung) bleibt unbeantwortet [112]. Es fehlte bisher der
Vergleich zwischen zeitlich verschieden PGI2 behandelten Gruppen unter denselben

Versuchsbedingungen.

In dieser Arbeit ist im Gruppenvergleich zu erkennnen, dass der Zeitpunkt der
lloprost- Gabe zu unterschiedlichen Ergebnissen fuhrt. Es sei darauf hingewiesen,
dass nur der Initialschaden betrachtet wird, da nur eine acht stindige Reperfusion
vorliegt.

Die Spender- und HTK- Gruppe unterscheiden sich zur Reperfusatgruppe durch die
lloprost- Gabe kurz vor (Spendergruppe) bzw. zu Beginn (HTK-gruppe) der kalten

Ischamie.
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5.3.3.1. Makroskopie und Gewichtszunahme

Im Vergleich der behandelten Gruppen weist die Spendergruppe die geringste
Gewichtszunahme auf. Makroskopisch ist die Spendergruppe signifikant besser
gegenuber der Kontrollgruppe. Alle anderen Gruppen zeigen keine Signifikanzen
gegenuber der Kontrollgruppe. Die lloprost - Gabe in der Spendergruppe ist am

effektivsten in Bezug auf die Makroskopie und Gewichtszunahme.

5.3.3.2. Laborparameter ASAT, ALAT, GLDH, LDH

Gemessen an der Freisetzung von Enzymen ist die lloprostbehandlung kurz vor bzw.
zu Beginn der kalten Ischamie am zytoprotektivsten.

Die zellulare Integritat (Hepatozytenfunktion) gemessen an den ASAT- Werten, wird
durch die lloprost- Gabe kurz vor bzw. zu Beginn der kalten Ischamie (Spender- und
HTK- Gruppe) signifikant besser erhalten.

Im lloprost- Gruppenvergleich zeigen die Spender- und Konservierungslésungsbe-
handlung deutlich niedrigere ASAT- Werte als die Reperfusatgruppe.

Die hohen ASAT- Werte in der Kontrollgruppe und Reperfusatgruppe sprechen fir
eine ausgepragte Schadigung der Leber durch die 20 stiindige kalte Ischamie.

Das lloprost hat eine zytoprotektive Wirkung [16, 136]. In der Spendervorbehandlung
treten signifikant geringere LDH- Werte im Vergleich zur Reperfusatgruppe auf. Die
niedrigen LDH- Werte der Spenderbehandlung sprechen fur die Effektivitdt der
lloprost- Gabe kurz vor der kalten Ischamie und fur eine zytoprotektive Eigenschaft
des lloprosts. Die LDH- Werte deuten auf eine geringere anaerobe Glykolyse in der
Spendergruppe wahrend der Reperfusion hin. Dies kann durch die schnelle
Wiederaufnahme der physiologischen Energiegewinnung bedingt sein. In HTK- und
Spendergruppe  unterstltzt das  praischamisch  applizierte lloprost die
Funktionswiederaufnahme der Leber wéahrend der Reperfusion.

Aufgrund der signifikant niedrigen LDH- Werte der Spendergruppe zeigt sich, dass
lloprost hier optimaler eingesetzt ist. Die lloprostgabe vor 20 Stunden kalter Ischamie
ist effektiver als in der Reperfusion.

Die Schadigung der Zellen ist nach 20 Stunden trotz Konservierung weit
fortgeschritten, sodass davon auszugehen ist, dass das lloprost in der
Spendervorbehandlung und HTK- Behandlung mit seiner zytoprotektiven Eigenschaft
effektiver eingesetzt ist. Die signifikant hoheren ASAT-, ALAT- und LDH- Werte
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wahrend der Reperfusion innerhalb jeder einzelnen Gruppe verdeutlichen die
Schadigung durch die 20 stiindige kalte Ischamie. Es lasst sich schlussfolgern, dass
unter den gegebenen Versuchsbedingungen das lloprost, wenn es kurz vor bzw. zu
Beginn der kalten Ischamie gegeben wird, ein besseres Leberoutcome hervorruft als
wahrend der Reperfusion.

Der Unterschied bezuglich der LDH- Werte zwischen der Spenderbehandlung und
Konservierungslosungsbehandlung ist minimal. Zwischen der Spender- u. HTK-
Gruppe traten bezuglich der ASAT, ALAT, GLDH, LDH keine Signifikanzen auf. Die
Spendergruppe stellt aufgrund der niedrigsten ASAT-, ALAT-, GLDH-, LDH- Werte
die effektivste lloprostbehandlung dar.

Die hohen ASAT- Werte der Reperfusatgruppe sind Folge des Ischamie/ Reper-
fusionsschadens nach 20 Stunden kalter Ischamie. Da der Reperfusatgruppe erst
nach 20 Stunden Ischamie lloprost zugefuhrt wurde, entspricht der hepatozellulare
ischdmische Schaden dem der Kontrollgruppe.

5.3.3.3. Glukose in % zur Praperfusion, Laktat

Bezogen auf die Glukosewerte in % zur Praperfusion erfolgte eine Diskussion unter
5.3.2.3. Zwischen den mit lloprost behandelten Gruppen erkennt man, dass lloprost
unterschiedlie Einflisse auf die Glukosewerte innerhalb der Reperfusion hat, ohne
dass signifikante Unterschiede auftreten.

Laktat:

Einen deutlichen Laktatabfall wahrend der acht Stunden Reperfusion zeigen die
HTK- und die Reperfusatgruppe. Die signifikant niedrigeren Werte der Spender-
gruppe zu Beginn der Reperfusion deuten erneut auf einen zytoprotektiven Effekt
des PGI2 hin. Es ist anzunehmen, dass die Wirkung des préaischamisch appliziierten
lloprosts eine verbesserte Funktionswiederaufnahme wéahrend der Reperfusion
unterstitzt. Da das Laktat in der Reperfusatgruppe im Reperfusionsverlauf starker
fallt als in den anderen behandelten Gruppen, konnte von einem hoheren
Sauerstoffverbrauch in Verbindung mit einer besseren Durchblutung ausgegangen
werden. In der Arbeit von Tanoa Junge ist der Gesamtfluss in der Reperfusatgruppe
am besten [111].
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5.3.3.4. Mediatoren (MPO, cGMP)

Abfallende cGMP- Werte in der Reperfusatgruppe zeigen einen Effekt des lloprosts
wahrend der Reperfusion.

In den anderen behandelten Gruppen ist die Wirkung des lloprosts durch die geringe
Halbwertzeit nicht mehr vorhanden.

Zum cGMP und zur MPO erfolgte eine Diskussion unter 5.3.2.5., der hier nichts

hinzuzuftgen ist.

5.4. Mikrodialyse

Die Mikrodialyse dient der erganzenden Darstellung metabolischer Veréanderungen
des Lebergewebes nach Explantation, wahrend der Konservierung und Reperfusion.
Sie bietet die Madglichkeit, den metabolischen Prozess in der Leber wahrend
unterschiedlicher Phasen in der Transplantation zu verfolgen [35].

In unserem Experiment dient sie der Analyse von Glukose-, Laktat-, Pyruvat- und
Glycerinkonzentrationen in den ersten sechs Stunden der Ischamie sowie an deren
Ende (20h) und der ergadnzenden Darstellung des Leberoutcomes in der
Reperfusionszeit. Dabei wird nur der Initialschaden in den ersten acht Stunden
Reperfusion betrachtet. Daten zur Reperfusatgruppe liegen nicht vor, da die
Mikrodialyse als Verfahren erst zu einem spateren Zeitpunkt in das Experiment
integriert wurde. Mikrodialyseverfahren ermdglichen den unmittelbaren Zugang zur
interstitiellen Flussigkeit. Fur die Substrate Glukose, Laktat, Pyruvat, die den
Carbohydrate Stoffwechsel widerspiegeln [125, 137], und Glycerin ist eine
Bestimmung des Umsatzes leicht. Sie sind Parameter der ischamischen Schadigung.
Allein die kalte Konservierung fuhrt zum Abfall metabolischer/glykolytischer Aktivitét,
die anhand der Mikrodialyse messbar ist. Den gesamten Zustand der Leber spiegelt
die Mikrodialyse nicht wider, da nur eine Geweberegion beurteilt wird. Dennoch
zeigten Haugaa et al., dass die Mikrodialysergebnisse von rechtem und linkem
Leberlappen keine signifikanten Unterschiede zeigten [138]. Die Mikrodialyse ist eine
Moglichkeit zur kontinuierlichen Darstellung des Gewebemetabolismus und zur
frihen Detektion von Gewebeveranderungen, die oft erst post transplantationem
anhand der Transaminasen erkannt werden [125, 137].

87



Nach einer Lebertransplantation kann das intrahepatische Monitoring per
Mikrodialyse zum Schutz des Transplantats und somit des Empfangers dienen, da
frhzeitig eine Ischamie und AbstoRung durch die Mikrodialyse detektiert werden
kann[139].

Glukose

Wahrend der kalten Ischamie wird Uber die anaerobe Glykolyse Laktat gebildet. Der
abfallende pH (durch das ansteigende Laktat) fuhrt zur Hemmung der Glykolyse.
Nowak et al. beschrieben einen Glukoseanstieg wahrend der Ischamiezeit und
deuteten dies als eine leberspezifische Reaktion auf den durch Ischamie
resultierenden erhéhten Energiebedarf [125]. Glukose koénnte durch die
Glykogenolyse in der Leber enstehen. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
bestéatigen diesen Anstieg der Glukosewerte in den ersten vier Stunden der kalten
Ischamie.

Es zeigten sich signifikante Unterschiede innerhalb der Kontrollgruppe und innerhalb
der HTK- Gruppe. In der Kontrollgruppe lagen die Glukosewerte nach drei Stunden
Ischamie signifikant Uber denen nach einer Stunde Ischamie. lloprost- behandelte
Gruppen zeigen geringere Glukosekonzentrationen in der interstitiellen Flissigkeit
zur Ischamiezeit. Die Spendervorbehandlung hat die geringsten Glukosewerte. Die
Beurteilung der Glukosewerte héngt von der Glykolyse, Glykogenolyse,
Glukoneogenese ab. Eine genaue Differenzierung anhand der vorhandenen Daten
ist nicht moglich.

In allen Gruppen zeigt sich die Wiederaufnahme der Leberfunktion durch die wieder
niedrigeren Werte wahrend der Reperfusion. Zwischen den einzelnen Gruppen
bestehen keine signifikanten Unterschiede wahrend der kalten Ischamie und der
Reperfusion. Das Abfallen der Glukosewerte deckt sich mit den Daten von Nowak
[125] und verdeutlicht die Wiederaufnahme der Leberfunktion. Interessant ist, dass
die lloprostbehandlung kurz vor der Ischamie (Spendergruppe) sich scheinbar
anders auswirkt als zu Beginn der kalten Ischamie (HTK-gruppe). Die Glukosewerte
in der Spendergruppe sind wahrend der kalten Ischdmie am niedrigsten. Da jedoch
keine Signifikanzen vorliegen, kann Uber eine Protektion durch die lloprostgabe kurz

vor der kalten Isch&mie nur spekuliert werden.

88



Glycerin
Als Bestandteil von Zellmembranen fihrt eine Zellmembranzerstérung zur

Freisetzung von Glycerin. Die Glycerinwerte gelten als Marker eines Zellschadens
[125, 140, 141]. Bei erhohtem Energiebedarf werden Triacylglycerole abgebaut.
Hillered et al. und Nowak et al. fanden steigende Glycerolwerte im Zusammenhang
mit einem ischamischen Schaden. Die Glycerinergebnisse in dieser Arbeit deuten auf
eine starke ischamische Schadigung in der Kontrollgruppe hin.

Mit Hilfe der Mikrodialyse fand sich bei Schweinelebern ein signifikant héherer
Glycerollevel in der HTK- konservierten Gruppe verglichen mit der UW- konservierten
Gruppe nach 12 und 18 Stunden kalter Ischamie [35]. Nach 24 Stunden kalter
Ischamie zeigte sich kein Unterschied mehr, wobei die Autoren vor einer
Interpretation der Werte ab 18 h warnen, da die oberen Grenzwerte des
Messbereichs bereits Uberschritten waren. Hier wird eine geringere Effektivitat der
HTK- Losung ab der 12. Stunde kalter Ischamie beschrieben [35].

In der vorliegenden Arbeit zeigen sich wahrend der Ischamiezeit in der
Kontrollgruppe deutlich héhere Werte zu allen behandelten Gruppen. Innerhalb der
behandelten Gruppen zeigt die HTK — Gruppe ab der dritten Isch&miestunde
permanent hohere Werte zur Spendergruppe. Der Zeitpunkt der lloprost- Gabe
bedingt eine veranderte Glycerinfreisetzung. Die signifikant niedrigeren Glycerin-
werte gegentber der Kontrollgruppe deuten auf eine ausgepragt zytoprotektive
Wirkung des lloprosts in der Spendergruppe hin. lloprost kann somit einem
Zellschaden durch die kalte Ischamie entgegenwirken. Die lloprost- Gabe kurz vor
der Konservierung (Spender-behandlung) ist effektiv und scheint in Hinsicht auf die
Glycerinwerte die effektivste Behandlung zu sein.

Die hohen Glycerinwerte in der HTK- Gruppe deuten auf eine geringere Effektivitat
der lloprostbehandlung in der Konservierungslosung hin.

Die signifikanten Unterschiede innerhalb jeder einzelnen Gruppe verdeutlichen
jedoch, dass ein Zellschaden durch die 20 Stunden kalte Ischamie nicht abzuwenden
ist.

Eine Erklarung zum allgemeinen Anstieg der Glycerinwerte wahrend der kalten
Ischamie geht von der Aktivierung der Phospholipasen aus. Aufgrund des
Energieverlustes/der Ischdmie (mit folgendem ATPasen Ausfall) kommt es zu einem
Calciumeinstrom in die Zelle [142]. Das Calcium aktiviert Phospholipasen.

Phospholipasen spalten das Glycerol der Zellmembranphospholipide ab. Das
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Glycerol kann im interstitiellen Raum gemessen werden [125, 141]. Zur Bedeutung
des Calciums erfolgte bereits eine Diskussion unter 5.3.2.4.

Wahrend der Reperfusion liegen die Glycerolwerte deutlich (30 - 100 fach) bis
signifikant unter den Glycerolwerten der kalten Ischamie. Mit der Sauerstoffzufuhr
wurde der ischdmische Zustand aufgehoben. Die Energiegewinnung erfolgt
physiologisch. Die Zellschadigung ist reduziert. Die signifikant niedrigeren Werte
innerhalb der einzelnen Gruppen wahrend der Reperfusion weisen auf eine
geringere Zellschadigung hin.

Das Flushen selbst nach kalter Ischamie und die Reperfusion allein kbnnen Ursache
des starken Glycerolabfalls in allen Gruppen sein, da durch sie ein Abtransport des

sich im Interstitiums angestauten Glycerols gewahrleistet wird.

Laktat und Pyruvat

Zur Beurteilung der Zellischamie bzw. inadaquaten Sauerstoffversorgung sind der
Anstieg des Laktats und die Laktat/Pyruvat - Ratio als aussagekraftig beschrieben
[125, 141].

Wahrend der anaeroben Glykolyse wird aus Pyruvat Laktat gebildet. Metabolische
Veranderungen durch Ischamie sind gekennzeichnet durch den Anstieg des Laktats
und Abfall des Pyruvats. Bei vermehrter anaerober Glykolyse wahrend der kalten
Ischamie féllt das Pyruvat in allen Gruppen zugunsten des gebildeten Laktats ab. Die
anaerobe Glykolyse stellt den Energielieferanten wahrend der Ischdmie dar. Der
Anstieg der Laktat/Pyruvat - Ratio, besonders in der HTK- Gruppe in den ersten zwei
Stunden der kalten Ischamie spiegelt die anaerobe Energiegewinnung wider. Kommt
es durch die niedrige Temperatur zu einer Enzymaktivitdtsminderung, in dem Falle
der LDH, wird weniger Laktat gebildet. Der Laktatanstieg stellt einen Indikator fur die
Ischamie und anaerobe Glykolyse dar [125]. In der vorliegenden Arbeit zeigen sich
ebenso ein Laktatanstieg, signifikant innerhalb der HTK- Gruppe und ein Laktatabfall
ab der vierten bzw. sechsten Stunde bis zur 20. Stunde, was fur eine
Enzymaktivitatsminderung spricht.

Die Laktat/Pyruvat- Ratio unterliegt in der Spendergruppe Uber die Ischdmiezeit
keinen starken Schwankungen. In der HTK- Gruppe deutet der Laktat/Pyruvat-
anstieg auf eine deutliche anaerobe Glykolyse bei erhdhtem Energiebedarf hin. Die

Laktat/Pyruvat- Ratio zeigt ab der eineinhalben Stunde einen deutlichen Abfall in der
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HTK- Gruppe, obwohl das Laktat weiterhin kontinuierlich bis zur sechsten Stunde
steigt, bei nicht schwankenden Pyruvatwerten.

Es ist zu beriicksichtigen, dass die Ergebnisse erhebliche Standardabweichungen
zeigen. Der deutliche Abfall der Laktat/Pyruvat- Ratio wahrend der Reperfusion
spricht fur die Wiederaufnahme der aeroben Glykolyse. Ein deutlicher Abfall der
Laktat/Pyruat- Ratio ist bei Nowak et al. wahrend der Reperfusion beschrieben[125].
Die Laktat/Pyruvat- Ratio sinkt ebenso in unserem Experiment.

In unserem Experiment ist ein deutlicher Pyruvatanstieg bis zur zweiten Stunde
Reperfusion zu erkennen mit einem folgenden Pyruvatabfall.

Mit Beginn der Sauerstoffzufuhr erfolgt die ATP- Bildung tber die Atmungskette. Das
Pyruvat wird dem Citratzyklus zugefihrt. Dies ist in allen Gruppen erkennbar, zeigt
jedoch keine signifikanten Unterschiede. Das lloprost, was praischamisch injeziert
wurde, wirkt aufgrund seiner geringen Halbwertszeit nicht wahrend der gesamten
Reperfusion. Die Spenderbehandlung grenzt sich mit den niedrigen Laktatwerten in
der Ischamie und den signifikant niedrigen Werten in der Reperfusion (zweite
Stunde) zur Kontrollgruppe ab. In der HTK- Gruppe zeigen die signifikant hoheren
Laktat- Werte der funften und sechsten Ischdmie- Stunde, dass die anaerobe
Glykolyse hier einen HOhepunkt erreicht. Puhl et al. beschrieben, dass das Laktat
nach sechs Stunden Ischamie ein steady state erreicht, was Folge der
Enzymaktivitatsminderung durch die Temperatur von 4°C ist [35]. In der vorliegenden
Arbeit konnte kein steady state gezeigt werden, jedoch ein Abfall der Laktatwerte bis
zur 20. Stunde ab der vierten/ funften Stunde in lloprostgruppen und nach der

sechsten Stunde in der Kontrollgruppe.

5.5. Ideen zur unterschiedlichen lloprostwirkung in den einzelnen Gruppen

Die Spendergruppe zeigt im Vergleich aller Gruppen die niedrigsten ASAT-, ALAT-,
LDH- Werte. In der Spendergruppe zeigt sich eine deutlich geringere Gewichts-
zunahme. Die per Mikrodialyse gemessene Glycerinkonzentration wahrend der
kalten Ischamie ist in der Spendergruppe am niedrigsten, signifikant niedriger zur
Kontrollgruppe.

lloprost hat eine zytoprotektive Wirkung in Spender- und HTK- Gruppe. Die
Reperfusatgruppe profitiert von der Wirkung des lloprosts, was sich im Vergleich zur
Kontrollgruppe an den ALAT-, ASAT-, LDH-, GLDH-, Laktat- Werten zeigt.
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Vergleicht man die Spendervorbehandlung mit der Konservierungslésungs-
behandlung, so trat ein deutlicher Unterschied bezuglich des in der Mikrodialyse
gemessenen Glycerins ab der dritten Stunde kalter Ischamie auf. In der Betrachtung
aller Parameter stellt sich die Spenderbehandlung als effektivste Behandlung dar.
Die Glycerinparameter ordnen sich hier in ein bestehendes Bild ein.

Ein Grund fur die Effektivitdt der Spenderbehandlung kann der zeitliche Vorlauf der
lloprostgabe zur Konservierung sein.

Da in der Spendergruppe die lloprost- Gabe zeitlich vor der Konservierung erfolgt,
kann der vasodilatatorische, aggregationshemmende Effekt des lloprosts zu einem
verbesserten Konservierungslosungsfluss fuhren. Der verbesserte Konservierungs-
l6sungsfluss hat eine hohere Angriffsflache und erfasst eine grél3ere Zellzahl, die
konserviert wird. Die Aquilibrierung wird verbessert.

Schlussfolgernd resultiert aus dem zeitlichen Vorlauf des lloprosts zur Konservierung
eine bessere Konservierung der Leber in der Spendergruppe.

Die erhobenen Ergebnisse zeigen den deutlichen Vorteil der Spenderbehandlung.
Der intrahepatische Konservierungslosungsfluss wurde in dieser Arbeit nicht
gemessen und die intraoperative Durchblutung der Leber nicht quantitativ erfasst.
Die annéhernd konstanten cGMP- Werte innerhalb der Spendergruppe kdonnten auf
die gute Konservierung und zytoprotektive Wirkung des lloprosts zurtickgefihrt
werden.

Die cGMP- Werte bleiben anndhernd gleich und liegen nach der achten Stunde unter
den Werten der Reperfusatgruppe, was fur die Effektivitat der Spenderbehandlung

spricht.

In der HTK- Gruppe hat das lloprost keinen Vorlauf zur Konservierungslosungs-
einleitung. Dies kénnte ein Grund fur die in der Mikrodialyse gemessenen hohen
Glycerinwerte in der HTK- Gruppe sein, die ab der dritten bis zur finften Stunde
signifikant hoher liegen. In der HTK- Gruppe wird vermutlich ein geringerer Teil der
Leberzellen durch die Konservierungslosung erreicht, da das lloprost zeitlich erst mit
der Konservierungslésung vasodilatatorisch und Thrombozyten aggregations-
hemmend wirkt.

Jedoch wirkt sich der zytoprotektive Effekt des lloprosts auch in der HTK- Gruppe
positiv aus, was an den Reperfusionsergebnissen nach 20 Stunden kalter Ischamie

erkennbar ist.
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Vermutlich wird durch die hepatozellular zytoprotektive Wirkung [16] und den
vasodilatatorischen, aggregationshemmenden Effekt des lloprosts in beiden Gruppen
die Zellprotektion und Zellkonservierung verbessert.

Die per Mikrodialyse gemessenen Laktatparameter in der Spendergruppe und HTK-
Gruppe zeigen im Vergleich zur Reperfusatgruppe, dass das lloprost die Leberscha-
digung wahrend der kalten Ischamie einschrankt und den Ischamie/ Reperfusions-
schaden vermindert.

lloprost trifft in der Reperfusatgruppe auf einen Zellzustand nach 20 Stunden kalter
Ischamie. Vergleicht man die Ergebnisse der Reperfusatgruppe mit der
Kontrollgruppe ist die lloprost- Gabe auch nach 20 Stunden kalter Ischamie als
positiv fir das Leberoutcome anzusehen.

Im Gruppenvergleich der lloprost behandelten Gruppen wurde gezeigt, dass der
Zeitpunkt der lloprost- Gabe zu unterschiedlichen Ergebnissen fiuhrt.

In der Spender- und HTK- Gruppe konnte nach 20 Stunden kalter Ischamie die Zell-
integritat aufrechterhalten werden. Die Transaminasenhdhe der Reperfusatgruppe ist
der der Kontrollgruppe ahnlich. Es ist von einem hepatozellularen und Endothelzell-
schaden durch die 20 Stunden kalte Ischamie auszugehen.

Schlussfolgernd zeigen die Ergebnisse, dass im Vergleich zur Kontrollgruppe die

generelle lloprostgabe empfehlenswert ist.
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6. Zusammenfassung

Die guten Ergebnisse haben zu einer Ausweitung der Indikationen zur
Lebertransplantation gefuhrt. Der somit steigende Bedarf an Spenderorganen, bei
derzeit abfallender Spendebereitschaft fuhrte zu einer Zunahme an
Transplantationen von sog. ,marginalen Organen‘.

Marginale Organe zeigen eine hohere Rate an Nicht- bzw. Malfunktion und ein
insgesamt schlechteres Outcome. Marginale Organe sind empfindlicher gegenuber
dem Ischa&mie-/Reperfusionsschaden. lloprost kann zur Verbesserung des
Leberoutcomes von Marginalorganen im Rahmen der Transplantation beitragen.
Existierende Untersuchungen zeigen einen positiven Effekt von lloprost auf das
Leberoutcome. Mit seiner zytoprotektiven, vasodilatatorischen, Thrombozyten-
aggregations hemmenden Wirkung flihrt es zur Verbesserung des Leberoutcomes.

In den bisher durchgefiihrten Untersuchungen zu lloprost und Leberoutcome fehlt
bisher der Vergleich zwischen zeitlich verschieden lloprost behandelten Lebern unter
denselben Versuchsbedingungen.

In der vorliegenden Arbeit wurden Schweinelebern explantiert, 20 Stunden in HTK
(4°) kalt konserviert, geflushed und in einem etablierten extrakorporalem
Perfusionsmodell mit Schweinevollblut acht Stunden (re-)perfundiert.

Das lloprost wurde immer in der gleichen Konzentration, jedoch zu unterschiedlichen
Zeitpunkten, verabreicht. Es wurden vier Gruppen a sieben Lebern untersucht.

Die Kontrollgruppe stellt die Nichtbehandlung dar.

Die lloprostbehandlung erfolgte durch die Applikation in die Spenderaorta kurz vor
der Konservierung (Spendergruppe), durch Zugabe in die Konservierungs (HTK-)-
l6sung (HTK- Gruppe) oder durch die Behandlung des Reperfusats
(Reperfusatgruppe) nach 20 Stunden kalter Ischamie wahrend der extracorporalen
(Re-)perfusion.

Im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigte die Spendergruppe signifikant bessere
makroskopische Ergebnisse nach vier und acht Stunden Reperfusion und eine
signifikant geringere prozentuale Gewichtszunahme zum Ausgangsgewicht. Des
Weiteren ergaben sich signifikant niedrigere ASAT- und LDH- Werte in der
Spendergruppe nach vier, sechs und acht Stunden im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Die Mikrodialysedaten zeigen, dass die Glycerinwerte der Spendergruppe wéahrend

der kalten Ischamie signifikant unter denen der Kontrollgruppe liegen nach drei, vier,
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funf und sechs Stunden. Die Laktatwerte liegen ebenso signifikant unter denen der
Kontrollgruppe nach zwei Stunden Reperfusion.

Die HTK- Gruppe zeigte ebenso signifikant niedrigere ASAT- und LDH- werte im
Vergleich zur Kontrollgruppe nach vier, sechs und acht Stunden.

lloprost, gegeben vor bzw. zu Beginn der kalten Konservierung, hat einen signifikant
positiven Effekt auf das Leberoutcome.

Vergleicht man die vor der kalten Ischamie behandelten Gruppen (Spender- und
HTK- Gruppe) zur Reperfusatgruppe, so zeigt sich, dass die Spendergruppe
signifikant niedrigere ASAT- Werte nach vier Stunden Reperfusion hat und die
Spender- und HTK- Gruppe signifikant niedrigere LDH- Werte im Vergleich zur
Reperfusatgruppe nach einer halben, vier, acht Stunden Reperfusion haben.
Schlussfolgernd ist die lloprostgabe vor der kalten Ischamie effektiver.

In der Reperfusatgruppe entspricht der hepatozellulare Schaden durch die Ischdmie
dem hepatozellularen Schaden der Kontrollgruppe. Die hohen Transaminasewerte in
der Reperfusatgruppe sind Ausdruck eines ausgedehnten Leberschadens.

Die Spendergruppe hat signifikant niedrigere Laktatwerte zur HTK- und
Reperfusatgruppe nach einer halben Stunde Reperfusion.

Innerhalb der HTK- Gruppe zeigen die signifikant hohen Glycerinwerte der kalten
Ischamie nach der dritten bis sechsten Stunde im Vergleich zur halben Stunde, dass
es zu einer signifikanten Schadigung gekommen ist. Innerhalb der Kontrollgruppe
zeigen sich wahrend der kalten Ischdmie ebenso signifikante Unterschiede der
Glycerinwerte, die fur eine Schadigung sprechen.

Nach 20 Stunden Kkalter Konservierung von Schweinelebern konnte in einem
extrakorporalen Perfusionskreislauf eine Verbesserung des Leberoutcomes (im
Sinne eines reduzierten Ischamie-Reperfusionsschaden) durch die Gabe von lloprost
gezeigt werden. Betrachtet man die Gesamtheit aller Ergebnisse, sind die
lloprostwirkungen in der Spendergruppe am effektivsten. Die
Konservierungslosungsbehandlung ist ebenso effektiv. und kann bei
Kontraindikationen zur Spenderbehandlung durchgefihrt werden.

Mit lloprost ist eine Substanz gefunden, durch die sich mit der Gabe zum richtigen
Zeitpunkt marginale Organe effektiv behandeln lassen und ein deutlich besseres
Outcome gegeniber nicht behandelten marginalen Organen erzielen lasst. Hierdurch
kbnnte sich eine sicherere Verwendung marginaler Organe auch klinisch erreichen

lassen und in weiterer Konsequenz eine Erweiterung des Organpools ergeben.
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Il. Anhang
Tabelle C

Bundesarztekammer: Richtlinien zur Organtransplantation
nach § 16 TPG, Anderung. Deutsches Arzteblatt, 2004. 101(A): p. 246-247.

Bisher existieren nur fir die Lebertransplantation spezifizierte erweiterte

Spenderkriterien.

Dies sind alternativ:

— Alter des Spenders > 65 Jahre,

— Intensivtherapie einschliel3lich Beatmung des Spenders > 7 Tage,

— Adipositas des Spenders mit BMI > 30,

— Fettleber (histologisch gesichert) > 40 %,

— S-Natrium > 165 mmol/l (letzter Wert vor der Spendermeldung),

— SGOT oder SGPT > 3 x normal (letzter Wert vor der Spendermeldung) oder
— S-Bilirubin > 3 mg/dl (letzter Wert vor der Spendermeldung)

Tabelle D

Die Konservierungslésung :

Custodiol /HTK : Zusammensetzung: 1000ml Lsg. enthalten:

Arzneilich wirksame Bestandteile:

0,87669g Nacl 15 mmol
0,6710g KCI 9,0
0,8132g MgCI2 Hexahydrat 4,0
3,7733g Histidinhydrochlorid-Monohydrat 18
27,9289¢ Histidin 180
0,4085¢g Tryptophan 2 mmol
5,4651g Mannitol 30
0,0022gCaCl2 mal2 H20 0,015mmol
0,1842g Kalium-hydrogen-2-oxopentandioat

( = Kaliumhydrogen-2-ketoglutarat) 1mmo

Dr. Franz Kéhler Chemie GmbH, Neue Bergstrasse 3-7, 64665 Alsbach-Hahnlein
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Tabelle F

500m| HAES 6%:

1000 ml enthalten:

Poly(O-2-hydroxyethyl)starke
Substitutionsgrad 0,4-0,55
DurchschnittsMolekulargewicht
Natriumchlorid

Na+

Cl-

Sonstige Bestandteile:
Natriumhydroxid

Salzsaure

Wasser fur Injektionszwecke
Titrationsaciditat

Arzneilich wirksame Bestandteile:

60,09

200 000
9,09

154 mmol/l
154 mmol/l

pH- wert 3,5-6,0
<1 mmol NaOH/I

theoretische Osmolaritat : 308 mosm/I

Natriumchloridlésun

HAES-steril 6%: 6% Hydroxyethylstarke (HES 200/0,5) in isotonischer

Fresenius Kabi Deutschland GmbH, D-61346 Bad Homburg

Tabelle G 1500 ml Dialysat:

Basisldsung zur Bicarbonat-Hamofiltration SH-BIC 35

Zusammensetzung 1000 mil:

arzneilich wirksame Bestandteile:

g mmol/l

NaCl 6,18 | Na+ 148,5
Natriumhydrogencarbonat 3,59 | Cl- 105,75
HCO3- 42,75

Sonstige Bestandteile:

CO2 , Wasser fur Injektionszwecke

Theoretische Osmolaritat 297 (mOsm/I)
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Elektrolytldsung zur Bicarbonat- Hamofiltration: SH-EL 02

SH-EL 02: 1000ml enthalten

g(Gramm) mmol/l
NaCl 4,21 | Na+ 72
KCI 1,34 | K+ 18
CaCl2 2 H20 1,98 | Cat++ 13,5
MgCl2 6H20 0,91 | Mg++ 4,5
Glukose- 9,9 | CI- 153
Monohydrat Theoretische
(=99 wasserfrei Glc. Osmolaritat 311 mOsm/I
Salzsaure, Wasser fir
Injektionszwecke)

Zusammensetzung der gebrauchsfertigen Hamofiltrationslésung:

Hamofiltration SH-EL02

nicht allein verwenden, mischen der Elektrolytlésung mit der Basislésung

Die erhaltene gebrauchsfahige Losung enthalt 2mmol/l Kalium (SH-BIC 35-02)

1000 ml gebrauchsfertige SH-BIC 35-02
Hamofiltrationsldsung enthalten

Elektrolyte in mmol/l
Na+ 140

K+ 2

Ca++ 1,5

Mg++ 0,5

Cl- 111
HCO3- 35
wasserfreie Glukose 55 (=19)
theoretische Osmolaritat in mOsm/I 296

pH 7,2-7,5

Pharmazeutischer Unternehmer : B.Braun Medizintechnologie GmbH D-34212

Melsungen
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Kraft W und Durr UM,

Klinische Labordiagnostik in der Tiermedizin
6. Auflage Schattauer Verlag 2005

Harnstoff 20-50 mg/dl, 3,3-8,3 mmol/I

AST bei Schwein ist nicht leberspezifisch, kommt im Cytoplasma und Mitochondrien

vor
Parameter Einheit Kommentar
Ast Bis 35 U/I Stark abhangig von
Rasse, Alter,
Reproduktionsstatus
Alt Bis 68 U/l Pietrain bis 65,(Kixmoller
2004)
GLDH Bis 4 U/L MERKk 1992, stark
altersabhangig:
Lauferschweine: bis 6U/I
(Plank 1988)
Gamma- GT Bis 45 U/l Kixmoller 2004, Dt.
Landrasse, Dt.
Edelschwein bis 30 U/l
Glukose 70- 115 mg/dl o. 3,9 bis Bei Aufregung oder Stress
6,4 mmol/l deutlich héher, bis weit
Uber 200 mg/dl 0. 11
mmol/l
Harnstoff 20-50 mg/dl o. 3,3- 8,3 Serum, Plasma
mmol/l
Kalium 4,0-5,0 mmol/l Plasma, Serum, Vollblut
Calcium 2,4- 3,5 mmol/l
GesamtCalcium
Natrium 140-160 mmmol/I
Chlorid 102- 106 mmol/l
Hkt 33-45 %
Hamoglobin 10,8- 14,8 g/dI, 6,7- 9,2
mmol/l
PH 7,42
PO2 98 mmHg
PCO2 50 mmHg
LDH nicht angegeben
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