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Zusammenfassung

Es wurde untersucht ob die normotherme extrakorporale Leberperfusion (NELP) als
Methode geeignet ist, Lebern vor Transplantation zu konservieren, und ob sie warm
ischamische Zellschaden beheben kann. Zum ersten Mal konnte experimentell gezeigt
werden, dal} eine erfolgreiche Transplantation nach 4 Stunden mit NELP mdglich ist
und sogar so zuverlassig, wie die Kaltkonservierung in der University of Wisconsin
Lésung. Die NELP erhalt die Leberfunktion und ermdglicht eine Regeneration warm
ischamischer Schaden in Nicht-herzschlagenden Spendern.

36 Schweine der Deutschen Landrasse wurden in sechs Gruppen transplantiert. In der
Gruppe 1 wurde direkt nach Organentnahme transplantiert, in Gruppe 2 nach 4 Stun-
den Kaltkonservierung in der University of Wisconsin Losung und in Gruppe 3 nach 4
Stunden NELP. In Gruppe 4 wurden die Lebern nach 60 Minuten warmer Ischamie
direkt transplantiert, in Gruppe 5 nach 60 Minuten warmer Ischamie und 4 Stunden
Kaltkonservierung und in Gruppe 6 nach 60 Minuten warmer Ischamie und 4 Stunden
NELP. Alle Tiere deren Lebern vor Transplantation normotherm extrakorporal perfun-
diert wurden (Gruppen 3 und 6) Uberlebten mit guter Organfunktion. Im Unterschied
hierzu flhrte die Abfolge von 60 Minuten warmer Ischdmie und 4 Stunden Kaltkonser-
vierung unweigerlich zur primaren Organ-Nichtfunktion innerhalb der ersten 24 Stun-
den nach Lebertransplantation. Die Methode der NELP bietet die Chance eine Leber
aulRerhalb des Korpers fur Zeitraume von mdglicherweise langer als 4 Stunden voéllig
funktionsfahig zu halten. Die NELP kann zur Organkonservierung vor Transplantation
eingesetzt werden, aber auch dazu, Lebern von Nicht-Herzschlagenden Spendern zu
nutzen.

Abstract

Normothermic extracorporeal liver perfusion (NELP) was studied as a means to
preserve livers for transplantation and to reverse warm ischemic injury. For the first
time we provide experimental evidence that successful transplantation after 4h of
normothermic extracorporeal liver perfusion is possible and as reliable as 4h of cold
preservation in University of Wisconsin solution. NELP preserves liver function
completely and is capable of reversing 60 min of warm ischemic injury in non heart
beating donors.

36 German Landrace pigs were transplanted in six groups. Group 1 animals were
transplanted directly, group 2 animals after 4h of cold preservation with University of
Wisconsin solution and group 3 animals following 4h of normothermic extracorporeal
liver perfusion. Group 4 animals sustained 1h of warm ischemia before transplantation
of the liver. In group 5 animals were transplanted following 1h of warm ischemia and
4h of cold preservation, and in group 6 after 1h of warm ischemia and 4h of
normothermic extracorporeal liver perfusion. All animals receiving livers treated by
normothermic extracorporeal liver perfusion survived without liver failure (group 3 and
6). In contrast, all animals in group 5 developed primary graft non-function within 24 h
after transplantation. The technique of NELP holds the potential to keep a mammalian
liver outside the body completely functional, possibly for longer than 4h. NELP can be



used for liver preservation prior to transplantation or to utilise organs from non-heart-
beating donors.

Schlagworter:
Lebertransplantation, Organkonservierung, Normotherme extrakorporale Leber-
perfusion, Nicht-herzschlagende Organspender
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Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1 Mangel an Spenderorganen

In den letzten vier Jahrzehnten wurde die Lebertransplantation zu einem Routinever-
fahren in der Behandlung von terminalen Lebererkrankungen entwickelt. Die Verbes-
serung der Transplantationsergebnisse hat zu einer Zunahme der Indikationsstellung
gefuhrt. Als Folge nehmen die Wartezeiten fur ein geeignetes Spenderorgan weiterhin
zu'’,

In Deutschland waren zu Jahresbeginn 1997 ungefahr 8900 Patienten fiir eine Organ-
transplantation gemeldet. Im gleichen Jahr konnten jedoch nur 3839 Transplantationen
durchgefuhrt werden. Der grofdte Anteil entfiel auf Nierentransplantationen mit 60%
gefolgt von Lebertransplantationen mit 20%. Der Organmangel wird besonders deut-
lich bei den 145 Patienten, die 1997 in Deutschland verstarben, wahrend sie auf ein
geeignetes Spenderorgan warteten. Weitere 53 Patienten muf3ten von der Warteliste
bei Eurotransplant genommen werden, da sich ihr Allgemeinzustand derart verschlech-
terte, daR eine Organtransplantation ein zu groRes Risiko darstellte®.

1.2 Ansatzpunkte der Problemlésung

Die Deutsche Stiftung Organtransplantation (DSO), Eurotransplant, wie auch die euro-
paischen Pendants UK-Transplant, Etablissement Frangais des Greffes und Scandi-
atransplant haben es sich zur Aufgabe gemacht, die Organspendebereitschaft durch
eine Verbesserung der Offentlichkeitsarbeit und Ausbildung des medizinischen Perso-
nals zu erhéhen.

Daruber hinaus gewinnen Projekte an Bedeutung, die sich mit der Erweiterung der
Spenderkriterien, der Einbeziehung von Nicht-herzschlagenden Spendern oder der

Verwendung von Spenderorganen transgener Tiere beschéftigen®.

1.3 Fragestellungen und Zielsetzungen

1.4 Kalte Ischamie zur Organkonservierung

Die Funktionsaufnahme der Leber hangt, wie auch bei anderen Organen, wesentlich
vom Ausmal} der wahrend der Ischamie eingetretenen Schadigung ab. Je geringer die
Organschadigung wahrend des Konservierungsintervalls ausfallt, um so schneller kann
das Organ seine Aufgaben wieder (ibernehmen®'.

Die Leberprotektion ist demzufolge wahrend des Konservierungsintervalls von beson-
derer Bedeutung. Das Prinzip der Organkonservierung beruht auf einer Reduzierung

der Stoffwechselaktivitat durch Absenken der Temperatur. Alle transplantablen Organe
werden zur Konservierung bei 0 bis 4°C kalt gelagert. Entsprechend der van’t Hoff-
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Einleitung

Gleichung verlangsamt sich hierdurch der Metabolismus auf ca. ein 12tel. Bereits bei
den ersten klinischen Lebertransplantationen nutzte Starzl eine auf 15°C abgekihlte
Ringer-Laktat Lésung zur Organprotektion®,

Ende der 60er Jahre folgten umfangreiche Konservierungsstudien, deren Ziel es war,
den Temperaturbereich und die Zusammensetzung der Konservierungsldsungen zu
optimieren. Pienaar konnte im Schweinelebertransplantationsmodell zeigen, dal be-
reits durch Oberflachenklihlung Konservierungszeiten von 6 Stunden erreicht werden
kénnen. Wird eine Konservierungsldsung zur Durchspllung der Leber eingesetzt, lafit
sich im Schweinemodell der Konservierungszeitraum auf mehr als 12h
verdoppeln®®?>%,

Nach der Entwicklung der Euro-Collins-Losung (EC) findet heute vor allem die Univer-
sity of Wisconsin-Lésung (UW) Verwendung. Im Gegensatz zur EC-Lésung handelt es
sich bei der UW-Lésung um eine hyperosmolare FlUssigkeit mit den impermeablen
Substanzen Hydroxyethylstarke, Raffinose und Laktobionsaure. Aber auch die auf Hi-
stidin, Tryptophan und Ketoglutarat aufbauende HTK-L6sung nach Bretschneider
(HTK), wird von einigen Transplantationszentren erfolgreich eingesetzt. Wenngleich
die meisten Lebern innerhalb der ersten 14 Stunden transplantiert werden, lassen sich
auch Konservierungszeiten von iiber 24 Stunden erzielen®*?"?°

1.5 Nicht-herzschlagende Organspender

Die Nutzung nicht-herzschlagender Spender (non-heart-beating donor, NHBD) zur
Organspende wird bereits erfolgreich von einigen Nierentransplantationskliniken be-
trieben. In dieser Hinsicht flihrend ist die Gruppe um Kootstra aus Maastricht, NL, die
mittlerweile 25% aller Spendernieren von NHBD verwenden. Rolles et al. haben erst-
mals erfolgreich den Versuch unternommen, den hypoxischen Nierenschaden durch
retrograde Sauerstoffinsufflation zu beheben. Sie konnten an vergleichenden Trans-
plantationsergebnissen von Nierenparchen zeigen, dall der auftretende Ischamiescha-
den reversibel ist und durch die kontinuierliche Sauerstoffinsufflation gunstig beeinfluf3t
wird**%,

Anders als bei der Nierentransplantation, fir die im Falle eines Organversagens die
Hamodialyse als zuverlassiges ,Backup-System‘ zur Verfligung steht, gibt es dies flr
den Leberausfall noch nicht. Die klinischen Berichte Uber Leberspenden von NHBD
beziehen sich auf weitgehend kontrollierte Situationen in denen der meist schon lapa-
rotomierte Spender einen plotzlichen Herzstillstand erlitt oder zur Kiihlung des Spen-
ders Spiilkatheter eingelegt wurden'>®.

Auch zur Nutzung von warm ischamisch geschadigten NHBD Lebern fiir eine klinische
Anwendung ist es erforderlich den Zeitraum zwischen Organentnahme beim Spender
und der Transplantation des Empfangers zu Uberbriicken. Das Organ muf} viabel er-
halten werden. Es stellt sich die Frage:

Eignet sich die konventionelle Kaltkonservierung mit UW-L&sung fir Lebern von
NHBD?

11



Einleitung

1.6 Normotherme extrakorporale Leberperfusion (NELP)

Wird eine Leber entnommen und aufierhalb des Kérpers mit einer Lésung perfundiert,
kann ihre Funktion fiir einen begrenzten Zeitraum erhalten werden. Uber diese soge-
nannte isolierte oder extrakorporale Leberperfusion wurde erstmals 1855 von Claude
Bernard berichtet. Als Perfusionsmedium diente Leitungswasser. Es gelang der Nach-
weis, dal Glykogen zu Glukose abgebaut wird. In der Folge erlangte die extrakorpora-
le Leberperfusion Bedeutung als Modell in einer grof3en Anzahl physiologischer und
biochemischer Untersuchungen. Auch zur Therapie von Patienten im fulminanten Le-
berversagen wurde dieses Modell wiederholt eingesetzt***.

Bisher wurden keine Studien durchgeflihrt, deren Ziel es war die NELP als Instrument
zur Konservierung von Lebern zu entwickeln. Als conditio sine qua non kann gelten,
dafd die NELP die Funktion der Leber wahrend des Perfusion aufrecht erhalten mufR.
Somit sind héchste Anspriiche an die Perfusion - welche sich an den natrlichen Er-
fordernissen der Leberphysiologie orientieren sollte- zu erflllen. Hieraus leitet sich die
Frage ab:

Wodurch lassen sich die bekannten Modelle der NELP weiter verbessern?

Neuhaus entwickelte Anfang der 80er Jahre eine geschlossene und druckoszillierende
Leberperfusion. Hierbei befindet sich die Leber, von einer Kunststoffhiille geschiitzt, in
einer flissigkeitsgefiillten, geschlossenen Perfusionskammer, auf die von auflen zykli-
sche Druckschwankungen, welche Atemexkursionen nachahmen, angelegt werden.
Die portalvenésen Lumina folgen den kunstlichen intraabdominellen Druckschwankun-
gen. Das Perfusionsergebnis kann durch diese neue Perfusionstechnik, insbesondere
in der Lappchenperipherie, deutlich verbessert werden. Des weiteren wird die grof3fla-
chige Ausbildung von hypoperfundierten Arealen vermieden, die bedingt durch die
Grole und das damit verbundene Gewicht von Schweinelebern bei der herkémmlichen
Lagerung auf der Unterseite auftreten***.

Aber auch die physiologische Zusammensetzung des Perfusats ist fur die Leberfunkti-
on wichtig. Die Perfusion von Schweinelebern erfordert durch ihre Grof3e und die damit
verbundenen Perfusatvolumina ein rezirkulierendes Perfusionsmodell. Anders ist dies
bei isoliert perfundierten Rattenlebern, in denen meist Krebs-Henseleit-Losung aus
einem Reservoir perfundiert und nach Passage durch die Leber verworfen wird. In re-
zirkulierenden Systemen akkumuliert u.a. Kalium insbesondere dann, wenn es auf
Grund von Membranschadigung, z.B. durch warme Ischamie, vermehrt zum Zellunter-
gang kommt. Ferner tritt eine Verschiebung des pH-Wertes im Perfusat auf. Beide
Faktoren sind aus der Literatur bekannt und einer physiologischen Perfusion abtrag-
lich*.

12
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Eine bisher noch nicht untersuchte Mdglichkeit das Perfusionsergebnis zu verbessern
besteht in der Integration einer simultan durchgefiihrten Perfusatdialyse. Durch die
Dialyse des Perfusat mufite es moglich sein sowohl die Kaliumkonzentration als auch
den pH in physiologischen Bereichen zu halten. Es stellt sich somit die Frage:

Kommt es durch den Anschlul® einer Hdmodialyse an das rezirkulierende Perfusions-
system zu einer verbesserten Leberfunktion?

1.7 Normotherme extrakorporale Leberperfusion als Methode zur Organ-
konservierung

Warme Ischamie geht mit Funktionsverlust des Gewebes einher. Dieser Funktionsver-
lust ist von zahlreichen Faktoren abhangig. Hierzu zahlen u.a. das Gewebe, der Ernah-
rungszustand und die Reperfusion*®,

Falls es eine Moglichkeit gabe die NELP zur Organkonservierung zu nutzen, liee sich
eine warm ischamische Phase wahrend der Transplantation nicht vermeiden. Dieses
Intervall muRte jedoch so kurz sein, da® es nach Reperfusion nicht zu einem primaren
Organversagen kommt. Klinische Studien konnten zeigen, daf® gesunde, nicht zirrhoti-
sche Lebern, Ischamiezeiten von 90 min tolerieren, ohne dal® es zu einem Organver-
sagen kommt. Nordlinger et al. klemmten den Leberhilus in 20 kg schweren Schwei-
nen flr einen Zeitraum von bis zu drei Stunden ab. Eine zweistiindige, warme Ischa-
mie wurde gut toleriert. Hickman et al. transplantierten Schweinelebern nach einer und
nach zwei Stunden warmer Ischamie. Wahrend die erste Gruppe Uberlebte, wurden
zwei Stunden warme Ischdmie nicht toleriert. In einem Schweineleber-
Perfusionsprojekt konnte gezeigt werden, dal® der hepatozelluldre Schaden nach ei-
nem Zeitraum von 75 min warmer Ischamie bei 37°C, durch eine dreistindige NELP
reversibel ist™°.

Die Beurteilung von Leberperfusionssystemen beruht bisher auf allgemein akzeptierten
Viabilitdtsparametern wie Galleproduktion, Freisetzung von Transaminasen und histo-
logischen Untersuchungen. Der endglltige Nachweis fur die Funktionsfahigkeit der
Leber nach NELP ist jedoch das Funktionieren diese Organs im Empfanger nach
Transplantation®®'. Es schlieRt sich somit die Frage an:

Eignet sich die normotherme extrakorporale Leberperfusion als
Methode zur Organkonservierung?
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1.8 Normotherme extrakorporale Leberperfusion als Methode zur Organ-
konservierung von Lebern aus nicht-herzschlagenden Spendern

Wahrend zur Organkonservierung durch NELP nur die Phase der Lebertransplantation
als warm ischamisches Intervall anfallen wirde, ware zur Nutzung von NHBD Lebern
darUber hinaus auch das Intervall zu Uberbriicken, das zwischen Herzstillstand des
Spenders, der Leberexplantation und der Reperfusion in der NELP auftritt.

Der NELP fielen somit zwei Aufgaben zu: erstens den warm ischamischen Schaden
aus Phase 1 zu regenerieren sowie zweitens ein Monitoring der Organfunktion wah-
rend der Perfusionsphase zu erméglichen.

Die sofortige Funktionsaufnahme des Organs nach einer Lebertransplantation ist fir
den Patienten lebensnotwendig, da ein Ersatzverfahren, wie es zum Beispiel die Dialy-
se bei der Nierentransplantation darstellt, fehlt. Infolgedessen ware es fir eine mogli-
che Nutzung von NHBD zur Lebertransplantation sinnvoll, wenn die anschliefende
Konservierungsmethode ein Funktionsmonitoring vor Transplantation erlaubt und ein
sicheres Funktionieren des Organs nach Transplantation gewahrleistet. Die Funktions-
kontrolle in der Konservierungsphase sollte es ermdglichen, viable von nicht-viablen
Lebern zu unterscheiden. Die statische Kaltkonservierung, wie sie bisher erfolgreich
bei Transplantationen mit Organen herzschlagender Spender eingesetzt wird, erlaubt
ein solches Funktionsmonitoring vor Transplantation jedoch nicht.

Letztlich soll die Frage beantwortet werden, ob die NELP eine geeignete Methode zur
Konservierung von NHBD Lebern darstellt.
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2. MATERIAL UND METHODEN

Die vorliegende Arbeit setzt sich aus zwei aufeinander aufbauenden Projekten zu-
sammen:

1. Evaluierung eines Dialysekreislaufs wahrend NELP
2. Lebertransplantation nach vorausgegangener NELP

Im folgenden werden die unterschiedlichen Versuchsaufbauten und Ablaufe fur die
beiden Projekte separat beschrieben.

2.1 Evaluierung der Perfusatdialyse wahrend NELP

2.1.1 Spenderorgane

Die Lebern stammten von zwei Berliner Schlachthéfen, dem GroRschlachthof an der
Beusselstralle und dem Schlachthof an der Amendestral’e. Bei den Schweinen han-
delte es sich um Masttiere der Deutschen Landrasse. Die Schweine wurden durch
CO2-Narkose bzw. Elektroschock betaubt und mittels Ausbluten getétet. In einem steri-
len Behalter wurde jeweils ein Liter des Schweinevollbluts aufgefangen. Zur Antikoagu-
lation wurden 500 IE Heparin (Liquemin®, Roche, Grenzach-Wyhlen) zugegeben. Nach
Ausbluten und Reinigen des Tiers erfolgte eine mediane Thorakotomie und Laparoto-
mie. Das Herz, die Lungen und die gesamten viszeralen Organe wurden en bloc ent-
nommen und abseits des eigentlichen Schlachtvorganges prapariert.

Die suprahepatische Vena cava inferior wurde am Eintritt ins Zwerchfell durchtrennt.
Von links beginnend erfolgte die Praparation entlang der kleinen Magenkurvatur unter
Durchtrennung und Ligatur der Arteria gastrica sinistra sowie des lymphatischen Ge-
webes. AnschlieBend wurden im Leberhilus die Arteria hepatica communis und der
Ductus choledochus, die Vena portae und die infrahepatische Vena cava inferior auf-
gesucht und mit ausreichendem Abstand zum Eintritt in die Leber durchtrennt. Die Or-
ganpraparation dauerte im Mittel 10 min. Die isolierte Leber wurde in einem sterilen
Kunststoffbeutel verpackt und in einem 37°C warmen Wasserbad in das Labor trans-
portiert.

Im Labor wurden Kanulen zum Anschluf3 an die Perfusionsapparatur in die A. hepatica
communis und V. portae gelegt und ligiert. Um die Galleproduktion beurteilen zu kon-
nen und keine Verletzung des Gallenblasenbetts zu riskieren, wurde auf eine Chole-
cystektomie verzichtet und daflir der Ductus cysticus unterbunden. Zur Ableitung der
Galle wurde ein Kunststoffschlauch (Heidelberger Verlangerung, Braun/Melsungen) in
den Ductus choledochus eingelegt und ligiert.
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2.1.2 Perfusionskreislauf

Die Perfusionsapparatur bestand aus:

e zwei Rollerpumpen (Fa. Stdockert, Minchen), wie sie in Herz-Lungen-Maschinen
zum Einsatz kommen

e einem Membranoxygenator (Cobe CML Disposable Membrane Oxygenator, Cobe,
Munchen)

e einem temperierbaren Reservoir

e einem Auffanggefall sowie

e einem Silikonschlauch-System (Silicon Tubing, Aromado Medizin Technik, Dissel-
dorf), das die einzelnen Komponenten miteinander verband und eine rezirkulieren-
de Perfusion ermdglichte.

Die Temperierung erfolgte Uber einen Warmetauscher (Stockert/Minchen) und die
Druckmessung mittels eines Druckaufnehmers vor der Leberarterie. Dieser Perfusi-
onskreislauf entsprach weitgehend dem, der in einem vorhergehende Projekt® benutzt
worden war.

Nach einer Ischamiezeit von 90 min wurde die Leber in das mit 37°C warmer Perfusi-
onsldsung gefilllte Auffanggefall gelegt. Die V. portae und die A. hepatica wurden nun
an den Perfusionskreislauf angeschlossen und die Perfusion begonnen. Die A. hepati-
ca wurde Uber die noch offene A. gastroduodenalis entliiftet und anschlieRend ligiert.
Die Entliftung der V. portae erfolgte durch Fillen der Kantle vor Konnektion an das
Schlauchsystem.

Aus dem mit Perfusat gefiillten Reservoir des Membranoxygenators wurde die V. por-
tae passiv durch Schwerkraft perfundiert. Der so erzielte Druck entsprach, in Abhan-
gigkeit vom Leberwiderstand, einer Wassersaule von 10-20 cm. Die Perfusion der A.
hepatica erfolgte druckkontrolliert mittels einer Rollerpumpe aus dem Flissigkeitsre-
servoir. Der mittlere Druck lag zwischen 60-80 mmHg. Bezogen auf das Lebergewicht
wurde ein Gesamtflul von etwa 1-2 ml/g min erreicht. Der portalvendse Flu® betrug
ca. 2/3 und der arterielle FluB etwa 1/3 der GesamtfluBmenge.

Der Abflu® aus der Leber erfolgte Uiber die Venae hepaticae und die Vena cava inf. in
das Auffanggefal®. Die zweite Rollerpumpe férderte Perfusat vom Auffanggefal® durch
den Oxygenator in das Reservoir. Der Oxygenator wurde mit Carbogen (95% Sauer-
stoff, 5% Kohlendioxid) durchstromt. Fir die Regelung der Perfusattemperatur auf
37+0,25°C wurde die IST-Perfusattemperatur im Schlauchsystem vor Eintritt des Per-
fusats in die Leber gemessen.

Das Fluflschema des Kreislaufs ist in Abbildung 1 wiedergegeben.
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Abbildung 1: Schema des Perfusionssystems

Perfusat

Das verwendete Perfusat basierte auf einer in seiner Zusammensetzung dem Plasma
ahnlichen Lésung. Bezeichnet wird diese Lésung als HPF 3. Sie besteht aus einem
kristallinen Anteil und einem kolloidalen Lésungsmittel, dem Gelatine-Polypeptid (Ha-
maccel 35, Behring Werke, Marburg) ®**. 3 Liter HPF 3 wurden zu 1 Liter Vollblut ge-
geben. Daraus resultierte ein Hdmoglobinwert von etwa 5 g/dl mit einem Hamatokrit
von ca. 18%. Tabelle 1 gibt die Zusammensetzung von HPF 3 wieder. Vor Beginn der
Perfusion wurden zur Bakteriostase einmalig 20 mg Tobramycin (Lilly, Gie3en) zuge-

geben.
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Komponente Konzentration
Na* 141 mmol/l
K* 3,3 mmol/l
Ca* 1,6 mmol/l
Mg~ 0,5 mmol/l
Cr 116 mmol/l
(HCO3) 25 mmol/l
(SO, 0,5 mmol/l
(HPO,)* 0,6 mmol/l
(H2PO4) 0,4 mmol/l
Glucose 5 mmol/l
Fructose 5 mmol/l
Linolsaure 1 mmol/l
Gelatine-Polypeptid 17,5 g/l
pH-Wert 7,4
Osmolalitat 310 mosm/kg

Tabelle 1: Zusammensetzung der HPF 3-Losung

Dialysekreislauf

Der Perfusionsaufbau wurde in Gruppe 2 um einen Dialysekreislauf erweitert. Der Dia-
lysekreislauf wurde im Bypass angeschlossen (Abb.1). 1/5 des Perfusatflusses wurden
hinter dem Auffanggefall in den Dialysekreislauf und vor dem Oxygenator zuriick in
den Perfusionskreislauf gepumpt.

Der Dialysekreislauf bestand aus zwei Rollerpumpen (Stéckert, Miinchen), einem Dia-
lysator (Gambro ALWALL GFS 12 Fiber Dialyzer, Gambro, Hechingen) und einem
offenen 10I-Vorratsgefal, welches das Dialysat enthielt.

Eine Rollerpumpe férderte das Perfusat durch das Kapillarsystem des Dialysators und
zurick in den Perfusionskreislauf. Die zweite Rollerpumpe férderte das Dialysat im
Gegenstrom. Jeweils vor dem Dialysator wurden die Driicke auf Perfusat- und Dialy-
satseite gemessen. Die transmembrandse Druckdifferenz wurde so gewahlt, daf es zu
keinem FlussigkeitsUbertritt von einem in das andere Kompartment kam. Somit konn-
ten Volumenverschiebungen zwischen dem Perfusat und dem Dialysat vermieden
werden. Die Volumenregulation auf Perfusat- und Dialysatseite erfolgte bei Druck-
gleichheit auf beiden Seiten der Kapillaren uber die FluReinstellung.
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Dialysat

Das Gesamtvolumen des eingesetzten Dialysats betrug 10l. Es wurde wahrend der
Perfusion nicht ausgewechselt. Die Zusammensetzung des Dialysats (Gambro, He-
chingen) ist in Tabelle 2 aufgeflihrt.

Komponente Konzentration
Na* 140 mmol/l
K* 3,0 mmol/l
Ca* 0,8 mmol/l
Mg** 0,375 mmol/l
cr 113 mmol/l
(CH;COOY 2,5 mmol/l
(HCO3) 37 mmol/l
Glucose 5 mmol/l
pH-Wert 7,5
Osmolalitat 296 mosm/kg

Tabelle 2: Zusammensetzung des Dialysats

2.1.3 Einteilung der Versuchsgruppen

Insgesamt wurden 33 Lebern entnommen. In 7 Versuchen, 3 in Gruppe 1 und 4 in
Gruppe 2, multe auf eine Auswertung wegen technischer Defekte, die unabhangig
von den zu untersuchenden Parametern waren, verzichtet werden. Hierzu zahlten 1x
Luftembolie Uber die Gefalke, 2x geplatzte Schlduche, 1x Gerinnung des Perfusats im
Transportbehalter, 2x Uberschreiten der 90 min warmer Ischamie sowie 1x Stromaus-
fall.

Um einen systematischen Fehler durch Trainingseffekt auszuschlieffen, wurden die
Versuche abwechselnd durchgefiihrt. Die Modifikation der Perfusionsapparatur be-
stand im Abklemmen des Dialysekreislaufs.

Alle Lebern (n=26) wurden einer warmen Ischamiezeit von 90+2 min bei 37°C ausge-
setzt. AnschlieRend wurden die ischamisch geschadigten Lebern Uber einen Zeitraum
von 180 min isoliert extrakorporal perfundiert. Der einzige Unterschied zwischen bei-
den Gruppen war der Anschluf® des Dialysekreislaufs wahrend der Perfusion in Grup-
pe 2. Das Leberfeuchtgewicht in Gruppe 1 betrug 758+122 g in Gruppe 2 750+ 89 g.
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2.1.4 Untersuchungsprogramm

Probennahme und Bestimmungen

Dem zirkulierenden Perfusat beider Gruppen wurden flr die laborchemische Untersu-
chung Proben vor Anschluf der Leber an den Kreislauf, nach 30, 60, 90, 120, 150 und
180 min Perfusion entnommen. In Gruppe 2 wurden dartber hinaus die gleichen Mef-
gréRen auch im Dialysat bestimmt. Die erste Entnahme erfolgte vor Anschlul® der Le-
ber an den Kreislauf, nach 90 und 180 min Dialyse.

Die Analyten Natrium, Kalium, GOT, GPT, LDH und Harnstoff wurden im Zentrallabor
der Klinik auf den Multianalysengeraten Bayer Dax 72 (Bayer Diagnostik/Munchen)
sowie Hitachi 911 (Boehringer/Mannheim) nach den optimierten Standardmethoden
der Deutschen Gesellschaft fir Klinische Chemie bestimmt.

Blutgasanalysen wurden zu den Zeitpunkten der Probennahmen fir die laborchemi-
schen Untersuchung durchgefiihrt. Zur Berechnung des Sauerstoffverbrauches erfolg-
ten die Messungen nach Anschlul® der Lebern jeweils vor (arteriell) und nach (venos)
Leberpassage. In der Gruppe 2 wurden aus dem Dialysat ebenfalls Proben gewonnen.
Die untersuchten Analyten waren flr das Perfusat: pH, O,- und CO-Partialdruck,
Standard-Bikarbonat und O,-Sattigung, im Dialysat nur der pH. Die Bestimmungen
erfolgten an einem ABL 501 Blutgasanalysengerat (Radiometer, Kopenhagen, DK).

Der Sauerstoffverbrauch VO, ergibt sich nach dem Fickschen Prinzip aus der Durch-
blutungsgrofle Q und der Differenz der O,-Konzentrationen avDo, aus dem zufliel3en-
den arteriellen und abflielenden vendsen Blut entsprechend der Gleichung: VO, =
avDo, x Q. Die Differenz der O,-Konzentrationen avDg, berechnete sich hierbei als die
Differenz des Gehaltes an chemisch gebundenem Sauerstoff im arteriellen und vend-
sen Blut:

avDos = [Og]art. — [O2 Jven - Der Gehalt an chemisch gebundenem Sauerstoff berechnet
sich unter Berlcksichtigung der Hifner-Zahl (1,34 fir Blut) aus der Hamoglobinkon-
zentration [Hb] und der Sauerstoffsattigung SO, und wird als Sauerstoffkonzentration
[O,] angegeben:

[O2] = 1,34 x [Hb] x Sz x 107 .

Die Galle wurde uber einen in den Ductus choledochus eingebundenen Schlauch in
ein separates Réhrchen mit Millilitereinteilung abgeleitet und stiindlich abgelesen. So-
mit konnte kontinuierlich die Galleproduktion gemessen werden.

Nach Reperfusion wurden die Lebern makroskopisch beurteilt. Kriterien waren die
gleichmaRige rosige Farbung, das Auftreten von dunklen Arealen als Zeichen einer
inhomogenen Perfusion mit mangelperfundierten Arealen sowie die Konsistenz der
Lebern.
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Darstellung und Auswertung der Versuchsergebnisse

Die Darstellung der Versuchsergebnisse erfolgte als Mittelwert + SEM der in den jewei-
ligen Gruppen erhobenen Werte. Aus den vor Anschlu? des Perfusionskreislaufs ge-
wonnenen Proben (n=26) wurden die Ausgangswerte fir Natrium, Kalium, GOT, GPT,
LDH und Harnstoff ermittelt (Tabelle 3) und mit den in der Literatur angegebenen Refe-
renzbereichen verglichen (Tabelle 4). GOT, GPT, LDH und Harnstoff wurden zur bes-
seren Vergleichbarkeit der Versuche auf ein Lebergewicht von 100g bezogen.

Die Nettobilanzen driicken aus, ob ein Stoff von seiner Anfangskonzentration oder —
Aktivitat im Perfusat wahrend der Perfusion in seiner Konzentration oder Aktivitat zu-
nimmt, somit von den Zellen in das Perfusat freigesetzt wird, oder abnimmt, somit von
den Zellen aus dem Perfusat aufgenommen wird. Neben der Gesamtbilanz fur einen
Stoff wahrend der dreistiindigen Perfusion bezogen auf den Ausgangswert im Perfusat
wurden zudem Bilanzen fir die ersten 90 min bezogen auf den Ausgangswert und fur
die folgenden 90 min bezogen auf den 90 min Wert berechnet. Somit konnte beurteilt
werden, in welcher Phase der Perfusion der entsprechende Stoff in das Perfusat frei-
gesetzt oder aus dem Perfusat aufgenommen wird. Da das Verteilungsvolumen durch
die parallele Dialyse in der Gruppe 2 fir dialysierbare Substanzen um 10l grélier war
als in Gruppe 1, wurde in beiden Gruppen die Gesamtkonzentration umgerechnet in
die absolute Menge eines Stoffes im Perfusat und dem Dialysat.

Signifikante Unterschiede bei Anschluf3 des Dialysekreislaufs wurden durch einen Ver-
gleich der jeweiligen Parameter beider Gruppen mit dem parametrischen t-Test bzw.
dem verteilungsfreien Mann-Whitney Ranksummentest untersucht. Das Signifikanzni-
veau wurde mit p<0,05 definiert.

Komponente Konzentration
Natrium 145 + 1,0 mmol/l

Kalium 50 + 0,4 mmol/l

GOT 54 + 1,4 U/l pro 100g
GPT 1,4 + 0,2 U/l pro 100g
LDH 20 £ 2,0 U/l pro100g
Harnstoff 1,3 £ 0,2 mg/dl pro 100g
pH-Wert 7,4 + 0,01

Tabelle 3: Ausgangswerte (n=26) im Perfusat nach Zugabe von HPF3.

21



Material und Methoden

2.2 Lebertransplantation nach vorausgegangener NELP

2.2.1 Versuchstiere

Als Versuchstiere fanden weibliche Hausschweine der Deutschen Landrasse im Alter
von zweieinhalb bis vier Monaten mit einem Gewicht von 24+6 kg Verwendung. Die
Schweine wurden in der Woche vor dem Experiment vom Zichter (Sommerfeld, Bran-
denburg) angeliefert. Die Unterbringung erfolgte im Forschungshaus der Charité,
Campus Virchow-Klinikum. Die Tiere wurde vom Veterinar untersucht, gewogen und
zunachst gemeinsam in einem Auslauf mit freiem Zugang zum Wasser untergebracht.
Sie wurden zweimal am Tag mit standardisierter und pelletierter Nahrung gefuttert
(Mpig-H, Sniff Spezialitdten GmbH, Soest) und bei einer Umgebungstemperatur zwi-
schen 20-22°C und einer Luftfeuchtigkeit von 50-70% gehalten.

Am Tag vor der Transplantation wurden drei Schweine von der Gruppe isoliert und
einzeln in Kafigen untergebracht: Ein Schwein als Spender, eins als Empfanger und
eins als Ersatztier. Als Spender-Empfanger-Paar wurden Tiere mit ahnlichem Gewicht
ausgewahlt. 24 Stunden vor dem Versuch erhielten die Tiere nur Wasser und wurden
ndchtern belassen.

Die Versuche waren zuvor von der Senatsverwaltung fiur Gesundheit und Soziales,
Berlin, genehmigt worden und wurden vom Tierschutzbeauftragten standig tberwacht.

2.2.2 Einteilung der Versuchsgruppen

Es wurden sechs Versuchsgruppen gebildet. Die Versuchsgruppen unterschieden sich
nur in der Behandlung der Spenderlebern. Die Technik der Spenderoperation ist im
Detail in Kapitel 2.2.4 erlautert. Es wurden sechs Versuche pro Versuchsgruppe
durchgefiihrt. Die Abfolge der Versuche wurde randomisiert, um den EinfluR eines
moglichen Trainingseffekts zu minimieren.

Gruppe 1: sofortige Lebertransplantation
In Gruppe 1 wurden das Spender- und Empfangertier mit zwei Operationsteams simul-
tan operiert, um im Anschluf® an die Hepatektomie sofort transplantieren zu kénnen.
Die Transplantation der Spenderleber erfolgte sofort nach Enthahme ohne Konservie-
rung oder Perfusion. Die operationstechnisch bedingte warme Ischamie bis zur Reper-
fusion im Empfanger betrug dabei 36+3 min.
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Abbildung 2: Gleichzeitige Operation von Spender und Empfanger in Gruppen 1 und 4.

Gruppe 2: 4h Kaltkonservierung in UW vor Lebertransplantation

In Gruppe 2 wurden nach Praparation der Leber Perfusionskanilen in die Vena portae
und Aorta gelegt. Zur Organkonservierung wurden 11 4°C kalter UW-Ldsung portal und
500 ml aortal infundiert. AnschlieRend wurde die Spenderleber steril in einem mit UW-
Lésung gefilliten Kunststoffbeutel eingepackt und in einer Kiihibox mit Eiswasser Gber
4h bei 0°C konserviert. Eine Stunde vor Ende der Kaltkonservierung wurde das Emp-
fangertier vorbereitet und hepatektomiert, so dal’ nach 4h ohne Verzégerung mit der
Transplantation begonnen werden konnte. Die Aufwarmzeit zwischen Entnahme aus
der kalten Konservierungslésung und Reperfusion im Empfanger nach Lebertransplan-
tation betrug 35+5 min.

Gruppe 3: 4h NELP vor Lebertransplantation

In Gruppe 3 wurden die infrahepatische Vena cava inferior der Spenderleber, der
Truncus coeliacus, Vena portae und der Ductus choledochus mit Nirosta-Spiralen tra-
genden Perfusionsschlauchen kandliert (Abb. 3). Diese Schlauche wurden durch die
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halbmondférmige Durchtrittsplatte der Perfusionskammer gezogen (Abb.4). Die supra-
hepatische Vena cava inferior wurde abgeklemmt und ligiert. AnschlieRend wurde die
Leber enthommen und in einen sterilen Perfusionsbeutel gelegt und in den Perfusions-
raum transportiert. Es erfolgte der Anschluf der Leber an den vorbereiteten Perfusi-
onskreislauf. Mit Reperfusion in der NELP-Maschine wurden ca. 250 ml Perfusat ver-
worfen, bevor der rezirkulierende Kreislauf hergestellt wurde. Fur die Entnahme, die
Plazierung der Kanulen und den Anschlul® der Leber wurden 15+3 min bendtigt. Die
Leber wurde in der Perfusionskammer flr 4h normotherm bei 37°C perfundiert. Eine
Stunde vor Perfusionsende wurde mit der Empfangeroperation begonnen. Nach Ent-
nahme der Spenderleber aus der NELP-Maschine dauerte es 35+5 min Minuten bis
zur Perfusion im Empfanger.

-y

Abbildung 3: Plazierung der mit Spiralen versehenen Perfusionsschlduche in V. portae
und infrahepatischer V. cava inf. sowie in Ductus choledochus und A. hepatica
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Abbildung 4: Plazierung der Schlduche in der Durchtrittsplatte flir die Perfusionskam-
mer
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Gruppen 4, 5 und 6: 1h warme Ischamie vor Lebertransplantation

In den Gruppen 4, 5 und 6 wurde die Spenderleber flr eine rasche Enthahme vorberei-
tet. Nach Laparotomie wurde die Leber freiprapariert, das Lig. hepatoduodenale durch-
trennt und ligiert, die zu- und abfihrenden Gefal3e der Leber blieben dabei intakt. An-
schlieRend wurden 10.000 IE Heparin injiziert. Unter Narkose wurde durch Entblutung
der Herzstillstand beim Spendertier herbeigefuhrt. AnschlieRend wurden die Bauchde-
cken aneinander gelegt und mit Bauchtuchklemmen verschlossen, um eine Abkuhlung
der intraabdominellen Organe zu vermeiden. Da das Spendertier weiterhin auf der
Warmeplatte lag, sank die Temperatur des Abdomens, die jeweils am Ende des 60
minUtigen Ischamieintervalls gemessen wurde, wie auch die weiterhin online bestimm-
te Kérperkerntemperatur nicht unter 34°C. Exakt nach 60 min wurden die Bauchtuch-
klemmen gel6st, die V. portae, die Aorta, der Ductus choledochus sowie die supra-
und infrahepatische V. cava inferior durchtrennt.

Gruppe 4: 1h warme Ischdmie und anschlieBend Lebertransplantation
Anschlieend erfolgte in Gruppe 4 analog zur Gruppe 1 die sofortige Transplantation in
den vorbereiteten Spender. Nach Explantation aus dem nicht herzschlagenden Spen-
der bis zur Reperfusion im Empfanger vergingen 4344 min. Die Lebern der Gruppe 4
waren somit fir einen mittleren Zeitraum von 103+4 min ischamisch.

Gruppe 5: 1h warme Ischdmie, 4h kalte Ischamie in UW und anschlieBend Leber-
transplantation

In Gruppe 5 wurde die Infusion von 11 4°C kalter UW-LAsung portal und 0,5l arteriell
auf dem Backtable analog zu Gruppe 2 durchgefiihrt. Die Konservierungszeit betrug
4h. Von der Entnahme aus dem 0°C kalten Konservierungsbeutel bis zur Reperfusion
im Empfangertier vergingen 355 min.

Gruppe 6: 1h warme Ischdmie, 4h NELP und anschlieBend Lebertransplantation
In Gruppe 6 wurde analog zu Gruppe 3 vorgegangen. Hierzu wurden die Perfusi-
onskanilen mit Nirosta-Spiralen in die entsprechenden Gefalie plaziert, die Leber im
Perfusionsbeutel zur Leberperfusionsmaschine transportiert und angeschlossen (Abb.
5). Fur die Entnahme, die Plazierung der Kanulen und den Anschlufd der Leber wurden
1623 min bendtigt. Der Perfusionszeitraum betrug 4 Stunden. Bis zur Reperfusion im
Empfangertier vergingen nach der Beendigung der NELP 37+6 min.

Das auf der Uber nachsten Seite folgende Schema der Abbildung 6 verdeutlicht den
Aufbau des Versuchsprotokolls.
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Abbildung 5: Blick durch den Deckel der Perfusionskammer auf die perfundierte Leber
funf Minuten nach Reperfusion. Der sterile Kunststoffbeutel isoliert die Leber vom tem-
perierten Wasser der Perfusionskammer. Die Leber schwimmt ohne Kontakt zu den
Plexiglaswanden in der Perfusionskammer. Gut sichtbar ist der Silikonschlauch der
Pfortader und rechts davon der Silikonschlauch der V. cava. In Bildmitte befindet sich
das Gallenblasenbett nach Cholecystektomie.
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2.2.3 Narkose

Die Pramedikation der Schweine erfolgte mit einer intramuskularen Injektion von 4
mg/kg Koérpergewicht Azoperon (Stresnil®, Janssen-Cilag, Neuss) und 0,5 mg Atropin-
sulfat (Braun, Melsungen) in die Nackenmuskulatur. Eine ausreichende Sedierung war
15 bis 20 min nach Pramedikation erreicht. Das sedierte Schwein wurde auf einem
Operationstisch mit unterliegender Warmeplatte gelagert und in den Narkoseeinlei-
tungsraum gebracht. Es wurden zwei Braunilen in die Ohrvenen jeder Seite gelegt.
Die Narkose wurde mit Metomidatehydrochlorid (Hypnodil®, Janssen-Cilag, Neuss) in
einer Dosierung von 4 mg/kg Korpergewicht und 0,1 bis 0,2 mg Fentanyl (Fentanyl®,
Janssen-Cilag, Neuss) als Bolusinjektion eingeleitet. AnschlieRend wurde endotra-
cheal intubiert und mit 4 mg Pancuroniumbromid (Pancuronium Curamed®, Schwabe-
Curamed, Karlsruhe) relaxiert. Als Beatmungssystem diente ein Siemens 900 Respira-
tor. Es wurde eine volumenkontrollierte CMV-Beatmung mit einem inspiratorischen
Gasgemisch aus 40% O, und 60% CO, durchgefiihrt. Es wurde Normokapnie (CO,-
Partialdruck im arteriellen Blut: 36 bis 40 mmHg) angestrebt und durch regelmafige
Kontrollen der arteriellen Blutgase (ABL Autoanalyzer, Radiometer, Kopenhagen, DK)
sichergestellt. Die Atemfrequenz lag zwischen 8 und 10 min™ und das Atemminutenvo-
lumen je nach Kérpergewicht des Schweins und den Ergebnissen der Blutgasanalysen
zwischen 3,2 und 4 I/min. Mit der Blutgasanalyse wurden in regelmafigen Abstanden
aufder pO, und pCO, auch der Basenlberschul3, O,-Sattigung, pH, Hamoglobin, Ha-
matokrit, Natrium und Kalium bestimmit.

Die Fufie der Schweine wurden am Operationstisch fixiert, Bauch und Hals rasiert und
abgewaschen. Am Thorax wurden drei Elektroden zur EKG-Ableitung befestigt. Beim
Empfangertier wurde ein Blasenkatheter mit einer Temperatursonde bei steriler Vorge-
hensweise gelegt. AnschlieRend wurde die linke Arteria carotis communis perkutan
unter sterilen Kautelen punktiert und ein Katheter fiir die kontinuierliche invasive Blut-
druckmessung und fur Blutentnahmen eingefiihrt. In die linke Vena jugularis externa
wurde eine Schleuse gelegt, Uber die beim Spendertier ein zentraler Venenkatheter in
die Vena cava superior geschoben wurde. Beim Empfangertier wurde unter EKG-
Kontrolle und kontinuierlicher invasiver Druckmessung ein Swan-Ganz-Katheter in die
Pulmonalarterie eingeschwemmt. Das vorbereitete Schwein wurde anschlielRend in
den Operationssaal gebracht und an den entsprechenden Monitor und den Siemens
900 Respirator angeschlossen.

Die Narkose wurde durch kontinuierliche Infusion von Metomidatehydrochlorid (Hexal,
Holzkirchen) und Fentanyl aufrechterhalten. Uber zwei Perfusoren wurde Metomidate-
hydrochlorid in einer Dosierung von 0,1 mg/kg min sowie Fentanyl in einer Dosierung
von 0,15 ug/kg min kontinuierlich intravenés Uber die Ohrvenen infundiert. Zur Relaxa-
tion wurden bei Bedarf Repetitionsgaben von 1 - 4 mg Pancuroniumbromid verab-
reicht. Intraoperativ wurden Atemfrequenz, Atemzugvolumen, Atemminutenvolumen,

Atemspitzendruck, inspiratorische Sauerstoffkonzentration, endexspiratorischer Koh-
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lendioxidpartialdruck, PEEP, Herzfrequenz, arterieller, pulmonalarterieller und zentraler
Blutdruck, Herzminutenvolumen, Koérperkerntemperatur und Urinausscheidung konti-
nuierlich Gberwacht.

Die Normovolamie wurde durch intravendse Infusion von 38°C warmem Jonosteril
(Fresenius, Bad Homburg) und 10% HAES (Fresenius, Bad Homburg) aufrechterhal-
ten. Der Flussigkeitsersatz erfolgte in Abhangigkeit vom zentralvenésen und systemi-
schen arteriellen Druck, die moglichst konstant gehalten wurden. Das Spenderschwein
erhielt 11 10% HAES- und 2-4| Jonosterilinfusionen. Das Empfangerschwein erhielt 11
10% HAES, 0,5-1I Jonosteril und 0,5-3,51 Vollblut vom Spendertier, wenn der Hb-Wert
unter 5 g/dl abfiel. Bei einer Herzfrequenz >160 min” wurde Pindolol (Visken®, Novar-
tis Pharma, Nurnberg) abhangig vom Effekt auf den systemischen Blutdruck fraktio-
niert verabreicht.

Beim Empfangertier wurde vor dem Abklemmen der Gefalle zur Hepatektomie und
dem passiven extrakorporalen Bypassanschluf mit 500 IE Heparin (Liquemin®, Roche,
Grenzach-Wyhlen) pro kg Kdrpergewicht intravends antikoaguliert.

Bei gedffnetem Bypass sollte der arterielle Blutdruck nicht mehr als 10-15% sinken und
der ZVD bei 12 mmHg bleiben. Es wurde je nach Bedarf fraktioniertes, auf 1:100.000
verdiinntes Noradrenalin (Arterenol®, Hoechst, Bad Soden am Ts.) injiziert. Vor Reper-
fusion der Vena portae erhielt der Empfanger 50-100 ml 8,4% Natriumbikarbonat nach
vorheriger Blutgasanalyse, 500-1000 mg Methylprednisolon (Urbason® solubile forte
1000, Hoechst, Frankfurt), 100 mg Ranitidin (Sostril®, Glaxo Wellcome-Cascan, Ham-
burg), 2 g Cefotiam (Spizef®, Takeda, Aachen), 500 mg Metronidazol (Clont®, Bayer
Vital, Leverkusen) und je nach Bedarf Lidocain (Steigerwald, Darmstadt) oder Foruse-
mid (Lasix®, Hoechst, Bad Soden am Ts.).

Die Narkose wurde mit dem Wechsel der CMV-Beatmung zur CPAP-Beatmung wah-
rend der Anastomose des Ductus choledochus beendet. Nach Beendigung der Bauch-
naht und einer Kontrollphase von 30 min erfolgte bei einer inspiratorischen Sauerstoff-
konzentration von 20% und beim Vorliegen von Spontanatmung die Extubation der
Empfangertiere. Zur Antagonisierung der Fentanylwirkung wurden Naloxon (Schwabe-
Curamed, Karlsruhe) und Physiostigmin (Anticholium®, Kéhler, Alsbach-Hahnlein) ap-
pliziert.

2.2.4 Lebertransplantation

Die Explantation der Leber beim Spender und die Implantation beim Empfanger wurde,
mit einigen weiter unten beschriebenen Modifikationen, nach der von Sir Roy Calne
1968 entwickelten Technik zur orthotopen Lebertransplantation beim Schwein durch-
gefiihrt®*. Der Operationsablauf bei der Schweinelebertransplantation entspricht in
Hinblick auf die personellen Anforderungen, das Instrumentarium und die sterilen Kau-
telen im wesentlichen der Vorgehensweise bei der humanen Transplantationschirurgie.
Alle Transplantationen wurden vom gleichen Chirurg durchgeflihrt. Zum Operations-
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team zahlten ein japanischer Gastchirurg, ein Assistent der Klinik, zwei Doktoranden
und eine Operationsschwester zur Instrumentation.

Spendertiere

Es erfolgte eine mediane Oberbauchlaparotomie vom Processus xyphoideus bis cau-
dal in H6he der Harnblase. Der Situs wurde mit Hilfe eines grolden Operationsrahmens
eingestellt. Das Ligamentum falciforme, triangulare sinistrum und die retroperitoneale
Vena Cava-Membran wurden durchtrennt. Nach Spaltung des Omentum minus wur-
den die supra und infrahepatische Vena cava mit einem Mersilenebandchen ange-
schlungen. Es folgte die Praparation des Leberhilus. Die Arteria hepatica wurde bis
zum Truncus coeliacus und seinem Ursprung aus der Aorta freiprapariert. Dabei wur-
den die Aa. gastrica sinistra und dextra abgesetzt und ligiert. Die Pfortader wurde von
der Leberpforte bis hin zum Venenkonfluenz unterhalb des Pankreas dargestellt, um
eine ausreichende Lange fir die spatere Anastomose zu gewinnen. Um ebenfalls ein
ausreichend langes Segment der suprahepatischen V. cava zu erhalten, wurde das
Zwerchfell zirkular mit einem 2 cm breiten Saum durchtrennt und das Gefal} bis zu
seinem Eintritt in den rechten Vorhof dargestellt. Die Zwerchfellvenen wurden mit
Durchstichligaturen verschlossen. Anschlieend erfolgte die Unterbindung und Durch-
trennung der A. cystica und des Ductus cysticus mit darauf folgender Cholecystekto-
mie.

Durch Entblutung Uber die Katheter in der Arteria carotis communis und in der Vena
jugularis externa wurde ein Herzstillstand bei dem Spender unter Fortfihrung der Nar-
kose herbeigefuhrt. Das Blut wurde steril aufbewahrt, um es gegebenenfalls dem Emp-
fangertier transfundieren zu kénnen. Nach Hepatektomie wurde die Spenderleber ge-
wogen und entsprechend den Gruppen weiter behandelt.

Empfangertiere

Das chirurgische Vorgehen beim Empfangertier war flr alle 6 Gruppen gleich. Die
Empfangerleber wurde ahnlich wie beim Spendertier mobilisiert. Simultan wurde ein
passiver veno-venoser Bypass vorbereitet. Der Bypass bestand aus drei sterilen Ka-
thetern der GrofRe 20 bis 24 Ch. und einem Y-Stlick. Zuerst wurde der Katheter am
geraden Y-Stuck in die zuvor freigelegte linke V. jugularis interna, ein weiterer Katheter
in die Vena portae und zuletzt in die infrahepatische Vena cava inferior eingesetzt,
abgeklemmt und entliiftet. Die suprahepatische Vena cava inferior wurde mit zwei Sa-
tinskyklemmen abgeklemmt. Vor Freigabe des Bypasses wurden dem Empfangertier
500 IE Heparin (Liquemin®) pro kg Kérpergewicht appliziert. AnschlieRend erfolgte die
Hepatektomie, hierbei wurden die Gefalle sowie der Ductus choledochus, anders als
bei der Spenderoperation, dicht an der Leber durchtrennt.

Um die ischamische Phase des Transplantats zu minimieren, wurde nach Anastomose
der suprahepatischen V. cava inferior die V. portae genaht, der Bypass abgeklemmt
und die Perfusion freigegeben. Die ersten 150 bis 200 ml wurden bei geschlossener
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Satinskyklemme Uber die infrahepatische V. cava inferior abgelassen und verworfen.
AnschlieBend wurde die infrahepatische Vena cava inferior wieder abgeklemmt und
die suprahepatische Vena cava inferior freigegeben. Es folgten die Anastomosen der
infrahepatischen Vena cava inferior und anschlieRend der Arteria hepatica. Abwei-
chend von Calnes Beschreibung, wurde die Anastomose nicht mit einem Carrell Patch
auf die Aorta genaht, sondern End-zu-Seit mit 7.0 Prolene auf die Gabel der empfan-
gerseitigen A. gastroduodenalis und A. hepatica communis. Hieraus leiten sich zwei
entscheidende Vorteile ab: Es besteht nicht die Gefahr einer Verletzung des Ductus
thoracicus, der beim Schwein % der Zirkumferenz der Aorta einnimmt. Zweitens ist es
nicht nétig, die Aorta mit den damit verbundenen hamodynamischen und ischédmischen
Konsequenzen fur die Niere abzuklemmen. Nach der Anastomosierung der Arteria
hepatica erfolgte die Gabe von 1 mg Protaminsulfat (Protamin®, ICN, Frankfurt am
Main) pro 100 IE applizierten Heparins zur Antagonisierung der antikoagulativen Wir-
kung.

Zuletzt wurde der Ductus choledochus anastomosiert. Auf Grund seiner Gré3e beim
Schwein bewahrt sich eine End-zu-End-Anastomose. Bei der humanen Transplantati-
on gibt es hingegen weniger Komplikationen bei einer Seit-zu-Seit-
Anastomosetechnik®. Die Transplantation war mit der Bauchnaht abgeschlossen. Um
die Tiere keinem unnotigen Strel3 bei den taglichen postoperativen Blutentnahmen
auszusetzen, wurden intraoperativ Katheter in die Vena jugularis interna und Arteria
carotis communis plaziert, die postoperativ mihelose Blutentnahmen erlaubten.

Postoperative Nachsorge

Nach Extubation wurden die Tiere in einem Ké&fig unter Infrarotstrahlern gehalten.
Wahrend der ersten 12 postoperativen Stunden wurde das jeweilige Tier kontinuierlich
vom Operateur oder einem Assistenten intensivmedizinisch Uberwacht. Das intensiv-
medizinische Monitoring bestand in Online-Messungen des arteriellen und zentralve-
nosen Blutdrucks, Uberwachung und Bilanzierung der Ausscheidung, stiindlicher
Durchfihrung von Blutgas- und Hb-Analysen sowie einer tierschutzgerechten Analgi-
sierung. Ferner wurden Blutproben zur Serumanalytik nach 3, 6 und 12h entnommen.
In Abhéngigkeit von den Analysewerten wurde intravenés Jonosteril®, Vollblut, Kalium,
Calcium und ggf. auch Furosemid verabreicht.

Die Tiere hatten vom ersten postoperativen Tag an freien Zugang zum Wasser. Futter
erhielten sie ab dem zweiten postoperativen Tag. In den ersten drei postoperativen
Tagen erfolgte eine Infektionsprophylaxe durch zweimal tagliche Infusionen von 2 g
Cefotiam (Spizef®, Takeda Pharma, Aachen) und 500 mg Metronidazol (Clont®, Braun,
Melsungen). Bei Verdacht auf eine Infektion (Kérpertemperatur >39,5°C und Leukozy-
tose) wurde die antibiotische Therapie nach dem dritten Tag fortgefuhrt. Die Gabe von
40 mg Omeprazol (Antra 20®, Astra, Wedel) zur Ulkusprophylaxe erfolgte taglich. Ab
dem zweiten postoperativen Tag wurden die Tiere mit der intramuskularen Gabe von
2,5 mg Ciclosporin A (Sandimmun®, Sandoz SA, Basel, Schweiz) pro kg Kdrperge-
wicht immunsupprimiert. Die Tiere wurden durch intravendse Applikation von Kalium-
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chlorid und Thiopental (Trapanal®, Byk Gulden, Konstanz) getétet. Anschlieend er-
folgte die Obduktion aller Tiere.

2.2.5 Untersuchungsprogramm
Probennahmen

Pra- und postoperative Blutentnahmen

Praoperativ erfolgte eine Blutentnahmen jeweils beim Spender- und Empfangertier
Uber die Ohrvene. Intraoperativ und in den ersten Stunden nach Transplantation wur-
den kurz vor der portalvenésen Reperfusion, 15 min, 1h, 3h, 6h und 12h nach der por-
talvenésen Reperfusion beim Empfanger Proben entnommen. Die Blutentnahmen
wurden Uber die intraoperativ plazierten Katheter in der Vena jugularis interna und der
Arteria carotis communis durchgefiihrt. An den postoperativen Tagen erfolgten die
Blutentnahmen taglich. Das Blut wurde in Monovetten abgenommen und im Zentralla-
bor untersucht. Flr Spezialbestimmungen wurde das Blut einer weiteren Monovette
mit 3000 min” zentrifugiert, das Plasma abpipettiert und in zehn Eppendorf-GefaRen
pro Enthahme bis zur Bestimmung bei -80°C aufbewahrt.

Probennahmen wahrend der extrakorporalen Leberperfusion

Wahrend der extrakorporalen, normothermen Perfusion der Spenderleber wurden Pro-
ben simultan aus dem Perfusions- und Dialysekreislauf enthommen. Die Entnahmen
aus dem Perfusionskreislauf erfolgten tber einen 3-Wege-Hahn aus dem von der Ve-
na cava inferior wegfuhrenden Schlauch und aus dem Dialysekreislauf Uber einen 3-
Wege-Hahn vor dem Reservoir. Die erste Perfusatprobe wurde vor dem Start der Dia-
lyse genommen. Die nachste Probennahme folgte simultan aus Perfusat und Dialysat
15 min nach Anschlufd der Dialyse, aber vor Leberanschluf3. Nach Leberanschluf® wur-
den Entnahmen nach 5, 15, 30, 60, 120, 180 und 240 min Leberperfusion durchge-
fuhrt. Das Perfusat wurde zentrifugiert und das Plasma abpipettiert. Bis zur Bestim-
mung wurden die Perfusat- und Dialysatproben bei -80°C gelagert.

Viabilitidtsparameter

Postoperative Bestimmungen im Serum

Aus den praoperativ von Spender- und Empfangertieren entnommenen Blut wurden
die Ausgangswerte ermittelt. Die Werte wurden als Mittelwerte £ SEM angegeben. Die
Bestimmungen der biochemischen Routineparameter wie Bilirubin, Gesamtprotein,
Albumin, TPZ, PTT, Fibrinogen, Ammoniak, Harnstoff, Kreatinin, GOT, GPT, LDH und
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alkalische Phosphatase erfolgten am gleichen Tag im Technicon DAX-System (Tech-
nicon Instruments Corporation, Tarrvtown, New York, USA) im Zentrallabor der Chari-
té, Campus Virchow-Klinikum.

Die Konzentration der o-Glutathion-S-Transferase (a-GST) wurde mit einem schwei-
nespezifischen o-GST-ELISA-Testkit (Biotrin HepkitTM, Biotrin International, Dublin,
Irland) bestimmt. Die Kreuzreaktivitat zwischen humaner und porciner a-GST bei die-
sem quantitativen Enzymimmunoassay liegt unterhalb der Nachweisgrenze von 0,69
pg/l. Der Test basiert auf einer Reaktion der a-GST mit biotinyliertem Antikdrper
(Anti-Schweine-o-GST-IgG-Antikorper), Streptavidin-Meerrettich-Peroxidase-Konjugat
(HRP: horseradish peroxidase) und Anti-Schweine-a-GST-IgG-Antikorper. Die Extink-
tion der angesetzten Proben wurde an einem Photometer (Dynatech MR 5000, DPC
Biermann GmbH, Bad Neuheim) bei einer Wellenlange von 450 nm gemessen.

Die Hyaluronsaure wurde mit einem Radioimmunoassay bestimmt (Pharmacia HA
Test, Uppsala, Schweden), der auf einem spezifisch Hyaluronsdure bindenden, mit
'2®|_markierten Protein basiert. Das ungebundene '®I-HABP wird abgetrennt und die
Radioaktivitat in einem y-Counter gemessen. Die MeRRwerte verhalten sich dabei um-
gekehrt proportional zu den Konzentrationen [ug/l] in den Proben.

Galleproduktion

Der GallefluBd ist ein empfindlicher und hoch signifikanter Parameter zur Beurteilung
der Leberfunktion®” . Die Galleproduktion wurde wéhrend der extrakorporalen Perfu-
sion der Gruppe 3 und 6 bestimmt. Hierzu wurde eine Heidelberger Verlangerung in
den Ductus choledochus eingelegt und aus der Perfusionskammer heraus in ein sepa-
rates Roéhrchen mit Millilitereinteilung abgeleitet. Dadurch konnte die Galleproduktion
kontinuierlich gemessen werden. Wegen der Abhangigkeit von der Leberzellmasse
wurde die Galleproduktion zur besseren Vergleichbarkeit der Versuchsgruppen auf
100 g Lebergewicht bezogen. Auf die Einlage einer T-Drainage nach Lebertransplanta-
tion zur Bestimmung der Galleproduktion wurde verzichtet. Durch die Aktivitat der
Schweine wurde das Risiko einer Dislokation oder Infektion mit den dadurch verbun-
den Komplikationen als zu grof} eingestuft.

Darstellung und Auswertung der Versuchsergebnisse

Alle gemessenen Werte werden in Form von Mittelwert + Standardfehler angegeben.
Fir die statistischen Tests wurde ein Signifikanzniveau von p<0,05 definiert. Aus dem
praoperativ vom Spender und Empfanger (n=36) entnommenen Blut wurden Aus-
gangswerte ermittelt. Postoperative Abweichungen wurden mit dem gepaartem t-Test
bzw. Wilcoxon-Test untersucht. Fir den Vergleich wiederholter Messungen flir mehre-
re Wertegruppen gleichzeitig wurde eine Varianzanalyse mit paarweisem Vergleich
von Mittelwerten (repeated measurement ANOVA) durchgefiihrt. Die Versuchsgruppen
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1-6 untereinander wurden mit dem t-Test oder mit dem Mann-Whitney Ranksummen-
test verglichen. Fur den Vergleich mehrerer Gruppen gleichzeitig fur einen bestimmten
MeRzeitpunkt wurde die Varianzanalyse (ANOVA) herangezogen.

Wenn eine Varianzanalyse einen signifikanten p-Wert ergab, wurden fir die einzelnen
Gruppen multiple Vergleiche gegen eine gewahlte Kontrollgruppe (Gruppe 2) durchge-
fuhrt. Bei Vorliegen einer Normalverteilung waren dies der Bonferroni t-Test oder Dun-
nett’s Test. Der Dunnett’'s Test und Dunn’s Test sind die entsprechenden verteilungs-
freien Verfahren. Die statistische Auswertung erfolgte in Kooperation mit dem Statisti-
schen Institut der Freien Universitat Berlin.

Komponente Ausgangswerte Referenzbereich
Natrium 137,8 +£0,6 143 +3,9 mmolll
Kalium 3,7 £0.1 53 +0,7 mmol/l
o-GST 8,6 +0,7 * pg/l
GOT 26 +1 14 -50 u/l
GPT 23 +1 19 -65 U/
LDH 610 +18 480 -740 U/
v-GT 22 +1 11 -38 u/l
Alkalische Phosphatase 137 +4 90 -145 U/
Gesamtbilirubin 0,40 +0,03 0,3 +0,1 mg/dl
Kreatinin 1,3 £0,3 0,85 +0,16 mg/dl
Hyaluronsaure 232 +18 90 -190 g/l
Protein 50 +£0,1 6,4 £0,5 g/l
Albumin 2,60 +0,06 38 +0,4 g
partielle Thromboplastinzeit (PTT) 30 +1 33,8 +04 s
Ammoniak 33 +1 30,5 +5 pmol/l
Harnstoff 19,0 +£0,6 10,3 £3,2 mg/dl

Tabelle 4: Gemessene Ausgangswerte der Versuchstiere im Serum sowie die Refe-
renzbereiche aus der Literatur®"®

* Literatur Uber den Referenzbereich der o-GST liegt flr das Schwein bisher nicht vor,
da wir erstmals die a-GST fiir das Schwein evaluiert haben.
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2.2.6 NELP der Gruppen 3 und 6

Neuentwicklung des Leberperfusionssystems mit integrierter Dialyse

Wahrend fur die Perfusion von Schlachthoflebern nur auf keimreduzierte Bedingungen
geachtet wurde, stellt die Transplantation einer extrakorporal perfundierten Leber
hoéchste Anforderungen an die Sterilitdt. Des weiteren sollte, auf den in Teil | gewon-
nenen Erkenntnissen aufbauend, der Kreislauf um eine Dialyseeinheit erweitert wer-
den. Aus diesen Grunden war es notwendig, eine neues Leberperfusionssystem zu
entwickeln.

Das neue Perfusionssystem nutzt die Doppelkopfrollerpumpen und Apparatekonsole,
wie auch das Bedienungspanel aus der Gerateserie S3 der Firma Stdckert, Minchen.
Diese Komponenten finden Verwendung fur Herz-Lungen-Maschinen und erfullen so-
mit hochste Sicherheitsanforderungen. Die Rollerkopfpumpen wurden in langjahriger
Entwicklungsarbeit fur eine minimale Schadigung der korpuskularen Blutbestandteile
optimiert, um einer Hamolyse entgegen zu wirken’*. Erstmals wurde in dieses System
ein CAN-Bus (controller area network) eingearbeitet, der die einzelnen Komponenten
auf digitalem Wege integriert und ein Online-Monitoring aller Pumpen inklusive der
Dricke und Flisse im Perfusionssystem ermoglicht. Fir das Monitoring war es nétig,
eine Software zu programmieren, deren Grundlage das Schalt- und FluBdiagramm des
Perfusionskreislaufs war. Abbildung 7 zeigt hierzu ein Monitorbild, welches wahrend
der Perfusion auf einem Notebook angezeigt wurde. Es lassen sich somit die arteriel-
len und portalvendsen Widerstande ermitteln, auf einem Monitor anzeigen und Uber
eine Anderung der Pumpgeschwindigkeiten die Fliisse direkt regeln.

Uberwachung der Druck- und FluRregulation

Wahrend der Perfusion sollte ein moglichst konstanter Flu® durch die Leber aufrecht
erhalten werden®. Die FluRmessung erfolgte jeweils an den Rollerpumpen. Insgesamt
wurden sechs Rollerpumpen verwendet:

- arterieller ZufluR® Uber die A. hepatica (Pumpe 3A)

- arterieller ( Pumpe 2B) und vendser (Pumpe 2A) Zufluf? Uber die Vena portae

- Fluld des Perfusats durch den Dialysator (Pumpe 3B)

- fur das Dialysat (Dialysatpumpe)

- im Wasserkreislauf (Wasserpumpe)

Die Drucke der drei BlutgefalRe wurden mit Druckaufnehmern in Hilushdhe kurz vor
dem Durchtritt der Schlauche durch die halbmondférmige Durchtrittsplatte kontinuier-
lich gemessen. Die Blutfliisse wurden Uber die Driicke reguliert. Mittels bergeordneter
Steuerung wurden leberspezifische Grenzdricke fur die Rollerpumpen so vorgegeben,
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daf} sich ein Blutflul von 1 ml/min und g, bestehend aus dem arteriellen und portalve-
ndsen Perfusat, ergab. Beim Uberschreiten des Grenzdruckes wahrend der Perfusion
in Vena portae oder A. hepatica wurde die versorgende Pumpe (2A, 2B oder 3A) je-
weils automatisch abgeschaltet, sofern der Grenzdruck nicht entsprechend verandert
wurde.

Die Pumpen 2A und 2B arbeiteten voneinander abhangig im Master-and-Slave-
Betrieb. Die den arteriellen Anteil fordernde Pumpe 2B war druckreguliert. Die den
vendsen Anteil fordernde Pumpe 2A war volumenreguliert und folgte mit der gleichen
Perfusatmenge den Vorgaben der Pumpe 2B.

409 a-Wid

779 ml/min 509 ml/min 270 ml/min H

| 4 mmHg
o

255 ml/min 270 mli/min 524 ml/min

Abbildung 7: Dargestellt ist das Monitorbild vor Beginn der Perfusion. Blau korrespon-
diert mit dem vendsen Perfusat, rot mit dem arterialisierten Perfusat. Die Farbe Gelb
weist darauf hin, dall das in die V. portae gepumpte Perfusat gemischtvends war. Die
Kastchen zeigen online die Flisse in ml/min, Driicke in mmHg und den berechneten
Widerstand in p/V an.

An der Regulation war des weiteren das Reservoir 1 mit kapazitivem Niveauregler be-
teiligt. Durch den Niveauregler wurde der Pegel im Reservoir 1 konstant gehalten. Das
Unterschreiten der vorgegebenen Fillmenge von 1400 ml Perfusat in Reservoir 1 wur-
de am Monitor angezeigt. Bei vollstandiger Entleerung der Reservoire wurde Pumpe
3B am abfuihrenden Schenkel automatisch abgeschaltet, um ein Ansaugen von Luft in
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die Leber zu verhindern. Eine Héhenverstellung der Reservoire flhrt zu gleichsinnigen
Anderungen der AusfluBdrucke der zufihrenden Schlduche aus der Vena cava inferior
und des Abflusses aus dem Membranoxygenator.

Abbildung 8: Neu entwickelte Leberperfusionsmaschine auf einer rollbaren Konsole mit
integriertem Akku. Von links nach rechts: Perfusionskammer, GasfluBmefRgerat, Flu-
gelzellenpumpe flir den Perfusionskammerdruck, Notebook und Bedienpanel.
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Abbildung 9: Die Detailaufnahme der Perfusionsmaschine zeigt von links nach rechts
Wasser und Dialysatbehalter, Warmetauscher, Dialysator und den Membranoxygenator

Perfusionskammer und Druckoszillation

Als ein wesentlicher Bestandteil wurde die von Neuhaus*® entwickelte fliissigkeitsge-
fullte, geschlossene Perfusionskammer Ubernommen. Vor dem Einlegen der Leber,
geschutzt durch einen Kunststoffbeutel, wurde die Perfusionskammer Utber ein PVC-
Schlauchsystem mit 4 Ventilen und einer Rollerpumpe aus zwei 10I-Kanistern zur Half-
te mit Wasser aufgefiillt. Je nach Ventilstellung kann Wasser in die Perfusionskammer
hinein- oder abgepumpt werden. Das Gewicht der Kanister wurde kontinuierlich ge-
messen. Zu Beginn jeder Perfusion wurde die Kammer mit 151 37°C warmem Wasser
nahezu vollstandig geflllt. In diesen Kreislauf war ein Warmeaustauscher (720 Helios,
Dideco, Mirandola, lItalien) integriert. Es war keine Sterilitdt des Wasserkreislaufs er-
forderlich, da kein direkter Kontakt zu Perfusat und Leber bestand.

Auf dem Kammerdeckel befand sich eine weitere Kammer (5x10x10 cm), die wahrend
der Perfusion zur Halfte mit Luft gefiillt blieb. Uber eine Fliigelzellenpumpe (Luftpum-
pe, Firma Brey, Memmingen) wurde die Luft zur Erzeugung der Kammerdrucke ange-
saugt und wieder abgeflihrt. Die sinusformigen Druckwellen hatten eine Amplitude von
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15 mmHg und eine Schwingungsfrequenz von 6 min™, sie oszillierten um einen Mittel-
druck von 9 mmHg. Diese Druckoszillationen ahmen die Atemexkursionen und die
damit im Abdomen verbundenen Druckschwankungen nach.

Damit das Volumen des Kammerinhalts auch bei Anderungen des Lebervolumens
konstant blieb, wurde der Pegelstand in der Kammer mit Hilfe eines optischen Wegge-
bers standig kontrolliert und bei einem An- oder Absteigen eine entsprechende Was-
sermenge ab- beziehungsweise hinzu gepumpt. Dadurch konnten die Driicke in der
Kammer und die Druckoszillationen konstant gehalten werden. Am Ende der Perfusion
wurde das Wasser vor Offnung der Kammer und Entnahme der Leber abgepumpt.

Wie nachgewiesen werden konnte, wird mit dieser Perfusionskammer ein verbessertes
Perfusionsergebnis erzielt, insbesondere in der Lappchenperipherie. Die portalvené-
sen Lumina folgen den kinstlichen intraabdominellen Druckschwankungen. Durch die
schwimmende Aufhangung der Leber wird die Ausbildung von Druckstellen und hypo-
perfundierten Leberarealen, wie sie durch das Eigengewicht der Leber unweigerlich
entstehen, vermieden™.

Dialysekreislauf und Oxygenierung

In einem separaten, von den im Leberperfusionssystem vorherrschenden Driicken und
Flissen unabhangigen Kreislauf wurde ein Dialysator integriert. Dieser Faser Dialysa-
tor NT 1375 (Spiraflo, Sorin Biomedica, Saluggia, Italien) verfugt Uber eine effektive
Oberflache von 1,35 m?. Mit je einer Rollerpumpe wurden 300 ml Dialysat pro Minute
Uber einen Warmeaustauscher (720 Helios, Dideco, Mirandola, Italien), der es auf
37°C anwarmte, und Perfusat in Abhangigkeit vom Gesamtblut durch den Dialysator
gepumpt.

Um mdglichen Volumenverschiebungen zwischen Dialysat und Perfusat vorzubeugen,
wurde das Dialyse-Reservoir auf einer Waage wahrend der Perfusion gewogen. Durch
Regulierung der Dialysatflisse wurde einem Flissigkeitstbertritt zwischen beiden
Kreislaufen entgegen gewirkt, so dal die Gesamtbilanz zwischen Perfusat und Dialy-
satvolumen ausgeglichen blieb. Ein Austausch des Dialysats wurde nicht vorgenom-
men. Das dialysierte Perfusat wurde zum Membranoxygenator (Module 1500, Sto-
ckert, Minchen) gepumpt. Die Oxygenierung erfolgte dort mit einem Gemisch aus 95%
Sauerstoff und 5% Kohlendioxid (Carbogen, 400 ml/min). Das oxygenierte Perfusat
wurde anschliefend in ein weiteres Reservoir geleitet (Venomidicard 752, Dideco, Mi-
randola, Italien). Aus diesem 1400 ml fassenden Reservoir 2 wurde, entsprechend
dem Zuflul3, das Perfusat je zur Halfte Uber jeweils eine Rollerpumpe in die Vena por-
tae und die Leberarterie gepumpt. Folglich wurde die Leber Uber die Arterie mit oxyge-
niertem Perfusat und Uber die Vena portae mit Mischblut bestehend aus zwei Dritteln
vendsem und einem Drittel arteriellem Blut versorgt. Die O,-Sattigung der Vena portae
betrug 70-80%. Die Perfusionsschlauche bestanden aus Silikon mit einem Innen-
durchmesser von 1,4 Zoll. Das komplette Perfusionsset wurde nach den fir die Herz-
chirurgie bestehenden Anforderungen vorgefertigt und sterilisiert.
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Abbildung 10: Schema des Perfusionssystems

Perfusat, Dialysat und Perfusion

Fir alle Perfusionen wurde Perfusat auf der Basis von Vollblut benutzt. Das Vollblut
stammte aus dem Penrose Schlachthof in Eberswalde, Brandenburg, und wurde frih-
morgens am Versuchstag geholt. Nach Betdubung durch Elektroschock und Ankop-
peln des Schweins an die Transportschiene wurde die Halsregion abgespritzt und
sterilisiert. Die HalsgefalRe wurden durchtrennt und das Blut Uber einen sterilen
Trichter in einem sterilen 5l-Kanister aufgefangen. Zur Antikoagulation wurden pro Liter
500 IE Heparin zugegeben. Anschliel®end erfolgte der Transport ins Forschungshaus
der Charité, Campus Virchow-Klinikum.

2,51 Blut wurden durch Zugabe von 1,5 | Jonosteril auf eine Hamoglobinkonzentration
von 10-11 g/dl eingestellt. Das Gesamtvolumen des Perfusats betrug 4l.

Die Ausgangswerte der untersuchten Parameter sind als Mittelwerte + Standardfehler
angegeben und wurden aus dem flr die Perfusion der Gruppen 3 und 6 verwendeten
Vollblut ermittelt.
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Komponente Ausgangswerte
Natrium 141 +2 mmol/I
Kalium 6,3 £0,4 mmol/l
o-GST 15 £12 pa/l
GOT 26 +4 u/l
GPT 18 £2 u/l
LDH 681 +125 Ul
v-GT 24 4 u/l
AP 103 £12 u/l
Gesamtbilirubin 0,23 £0,04 mg/dl
Harnstoff 26 +3 mg/dl
Kreatinin 1,4 +0,1 mg/dI
Protein 51 04 g/dl
Albumin 29 +0,2 g/l
Hyaluronsaure 105 £ 16 pa/l
Ammoniak 211 +£32 pmol/l
Osmolalitat 292 +4 mosm/kg
Leukozyten 13 £1 /nl
Thrombozyten 246 *+28 /nl
Hb 96 £0,7 g/dl
Hkt 31 £2%

Tabelle 5: Ausgangswerte im Perfusat

Zur Dialyse wurde ein Dialysat auf Basis eines Natriumbikarbonatpuffers verwendet
(Schiwa Combi-Pac) bestehend aus 9000 ml Basislésung zur Bikarbonat-
Hamofiltration (SH 44-HEP) und 320 ml Natriumhydrogenkarbonat-Lésung 8,4%.

Komponente SH 44-HEP 8,4%-NaHCO, | Gesamtdialysat
Na* 109,50 mmol/l 1000 mmol/l 140,1 mmol/l
K* 2,08 mmol/l 2,0 mmol/l
Ca” 1,81 mmol/l 1,7 mmol/l
Mg** 0,52 mmol/l 0,5 mmol/l
Cr 116,24 mmol/l 112,2 mmol/l
Laktat 3,00 mmol/l 2,9 mmol/l
Glucose 5,80 mmol/l 5,6 mmol/l

Tabelle 6: Ausgangswerte des Dialysats
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Vor Beginn der Leberperfusion wurde ein Priming des Perfusionssystems mit 3| Jo-
nosteril, 50 ml Humanalbumin (Humanalbumin N 20%, Bayer, Leverkusen) und 25.00
IE Heparin (Liquemin®, Roche, Grenzach-Wyhlen) durchgefiihrt. Die 15 bis 30 min
dauernde Spillung sollte eventuelle Fertigungsrickstande aus dem Schlauchsystem
entfernen und ein Absetzen von Blutbestandteilen an den Schlauchinnenflachen wah-
rend der Perfusion verhindern. Nach Ablassen der Priming-Lésung wurde das Reser-
voir 1 mit Perfusat aufgefullt, das Perfusat oxygeniert und der Dialysekreislauf gestar-
tet. Durch 20 minitigen Betrieb ohne LeberanschluR wurde eine Aquilibrierung zwi-
schen Perfusat und Dialysat ermdglicht. Parallel hierzu wurde die Perfusionskammer
mit 37°C warmem Wasser gefilllt, so dal® die Perfusionsapparatur fir den Lebe-
ranschluf® bereit stand.

Die Perfusion der Leber wurde nach vier Stunden beendet. In zwei Fallen mul3te aus
logistischen Grunden die Perfusionsdauer auf 5 Stunden verlangert werden. Nach
Pumpenhalt wurde das Wasser aus der Perfusionskammer abgelassen, der Deckel
geodffnet und die Leber unter sterilen Bedingungen aus der Perfusionskammer heraus-
genommen. Nach Entfernen der in den Gefallen plazierten Spiralen und Schlduche
wurde die Leber in den Operationssaal transportiert und umgehend in das vorbereitete
Empfangertier transplantiert.

Bestimmung in Perfusat und Dialysat

Neben a-GST, GOT, GPT, LDH, y-GT, Alkalische Phosphatase, Gesamtbilirubin, Hya-
luronsaure, Proteine, Albumin, TPZ, PTT, Fibrinogen, Ammoniak, Harnstoff und Krea-
tinin wurden Natrium, Kalium, Hamoglobin und die Leukozytenzahl im Perfusat be-
stimmt. Diese Parameter wurden nach Anschlufd der Dialyse, aber vor Leberperfusion
sowie am Ende der Leberperfusion ebenfalls im Dialysat zur Uberpriifung der Dialy-
sierbarkeit dieser Parameter bestimmt. Zu den anderen Abnahmezeitpunkten wurden
im Dialysat ausschlieBlich Natrium, Kalium, Kreatinin, Harnstoff und Ammoniak ermit-
telt.
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2.2.7 Licht- und Elektronenmikroskopische Untersuchungen

Entnahme der Biopsien/Biopsieprotokoll

Die Biopsien wurden mit einem Skalpell durch Keilexzision gewonnen. Die Exzision
erfolgte immer an einer peripheren Spitze eines der vier Leberlappen mit makrosko-
pisch fur die gesamte Leber charakteristischem Aussehen. Die Biopsiestelle wurde
anschlieend sorgfaltig elektrokoaguliert. Da die morphologischen Untersuchungen
spaterer Zeitpunkte mit kumulierten Einflissen und reaktiven Spatfolgen nicht Gegens-
tand dieser Untersuchung waren, wurden nur die Biopsien 0-3 entsprechend dem be-
schriebenen Protokoll bearbeitet. Biopsie 4 wurde im Rahmen der Obduktion lichtmik-
roskopisch untersucht.

Biopsie-Nummer Abnahmezeitpunkte

0 Sofort nach Offnung des Abdomens des Spenders
1 Nach Vorbereitung des Abdomens des Spenders
2 5min nach Reperfusion im Empfanger

3 6 min nach Reperfusion

4 Nach Exitus

Tabelle 7: Biopsien der Gruppen 1-4

Biopsie-Nummer Abnahmezeitpunkte

0 Sofort nach Offnung des Abdomens des Spenders

1 Nach Vorbereitung des Abdomens des Spenders

2a Nach einer Stunde warmer Ischamie im Situs des Spenders
2 5min nach Reperfusion im Empfanger

3 6 min nach Reperfusion

4 Nach Exitus

Tabelle 8: Biopsien der Gruppe 5 und 6

Exemplarisch fur alle sechs Gruppen ist das Biopsie-Schema anhand eines Zeitstrahls
der Gruppe 6 in der folgenden Abbildung 11 dargestellt.
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Abbildung 11: Darstellung des Zeitstrahls am Beispiel der Gruppe 6. Von allen ausge-
werteten Biopsien wird nur die Biopsie 3 in alle 6 Gruppen und die Biopsie 2 zusatzlich
in den Gruppen 3 und 6 dargestellt.

Die Biopsie 0 wurde sofort nach Offnung des Abdomens entnommen. Nach der Leber-
praparation und dem Vorbereiten des Abdomens flr die Explantation wurde die Biop-
sie 1 entnommen. Nach Herzstillstand wurde die Leber nach einer Stunde warmer I-
schamie aus dem Abdomen des Spenders entnommen und auf dem Backtable fir die
Perfusion vorbereitet. Der Zeitpunkt der Biopsie 2a war genau nach einer Stunde war-
mer Ischamie. Nach vier Stunden normothermer extrakorporaler Perfusion in der Ma-
schine wurde die Perfusion beendet und die Leber in das vorbereitete, hepatektomierte
Abdomen des Empfangers orthotop plaziert. Nach Fertigstellung der Anastomosen der
suprahepatischen Vena cava inferior und der Vena portae wurde die Biopsie 2 kurz vor
Reperfusion der Leber entnommen. Nach Fertigstellung der tbrigen Anastomosen und
erfolgter Reperfusion wurde kurz vor Bauchverschluf® die Biopsie 3 enthommen. Die
Schweine verbrachten die postoperative Zeit in Einzelstallen. Fur die Entnahme der
Biopsie 4 wurde das Abdomen so schnell wie mdglich nach Exitus des Tieres eroffnet
und die Leber biopsiert.

Fixierung der Biopsien

Die Leberbiopsien wurden mit einer Rasierklinge in gleich gro3e Stiicke mit gerader
Schnittflache geteilt. Jeweils ein Stick wurde in Paraformaldehyd (Formalin, Herbeta,
Berlin) fur die Lichtmikroskopie fixiert und bis zur weiteren Verarbeitung bei 4°C auf-
bewahrt. Ein weiteres Stick wurde in vier kleinere Stlicke mit einer Kantenlange von
ungefahr 1,5 mm geteilt und in 5%-igem Glutaraldehyd (Bioproducts, Boehringer, Hei-
delberg) fir die Elektronenmikroskopie fixiert und bei 4°C aufbewahrt. Die Zeit zwi-
schen Entnahme und Fixierung in Glutaraldehyd betrug weniger als eine Minute.
Glutaraldehyd ist in einem relativ breiten Konzentrationsbereich fur die Ultra-
diinnschnittechnik als sicheres Fixativ gebrauchlich™ .
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Praparationsmethoden fiir die Lichtmikroskopie

Fixierung, Einbettung und Farbung

Die in Paraformaldehyd fixierten Gewebeproben wurden fiir die Lichtmikroskopie ver-
wendet. Die Einbettung erfolgte in Paraffin. Zuerst wurde die Gewebeprobe mit Hilfe
einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert, anschlieend der Alkohol durch Behand-
lung mit Xylol (E.Merck, Darmstadt) und spater mit einer Mischung aus weichem Paraf-
fin und Xylol (Verhaltnis 1:1) entfernt. Die Gewebeprobe wurde dann bei 56-58°C mit
Paraplast (Sherwood — Medical, St.Louis, USA) durchtrankt und in Ausguf3formen zum
Erstarren gebracht. Mit einem Schlittenmikrotom (Leica SM2000R) wurden von diesen
Blécken Praparate mit einer Schnittdicke von 1-1,5 ym angefertigt.

Drei Farbungen wurden routinemafig verwendet:

e Hamatoxylin-Eosin-Farbung

e Masson-Goldner-Farbung

e PAS-Farbung nach Hotchkiss und McManus

Dokumentation der Lichtmikroskopie

Fir die Bilddokumentation der lichtmikroskopischen Befunde wurde neben den Semi-
dinnschnittpraparaten die Masson-Goldner-Farbung ausgewahlt, da diese die binde-
gewebige Lappchenarchitektur gut darstellt. Im Ergebnisteil wurde oben auf der Seite
der Schnitt gefarbt nach Masson-Goldner und direkt darunter der Semidinnschnitt
angeordnet. Auf der darauffolgenden Seite findet sich die elektronenmikroskopische
Abbildung. Die Praparate wurden mit Hilfe eines Mikroskops (Leica DMRBE) photo-
graphiert. Verwendet wurde ein Kunstlicht Diafilm (Ektachrom 160T, Kodak). Die Ver-
grolRerung auf dem Diapositiv berechnet sich nach der vom Hersteller fiir das oben
genannte Mikroskop angegebener Formel: ObjektivvergréRerung x Tubusfaktor x Ein-
stellung des Vario-Okulars x Kamerafaktor.

Die Photoabzlige wurden formatfullend angefertigt.

Zur Beschreibung der morphologischen Befunde wurde im Ergebnisteil wegen der
leichteren morphologischen Zuganglichkeit auf das Kiernan-Lappchen-Schema Bezug
genommen’’, wahrend in der Diskussion wegen der besseren Bezugnahme auf pa-
thophysiologische Vorgange auf das Rappaport-Schema zuriickgegriffen wurde.

Praparationsmethoden fiir die Elektronenmikroskopie

Fixierung, Kontrastierung und Nachfixierung

Die Gewebeproben fir die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) wurden kurz
nach Biopsieenthahme in 5%-igem Glutharaldehyd in 1/15 M Phosphatpuffer (E.Merck,
Darmstadt) bei einem pH von 7,3 mindestens einen Tag bei 4°C fixiert und aufbewahrt.
Fir die Kontrastierung wurde eine Osmiumtetroxyd-Lésung zugefligt. Diese bedingt

eine Anreicherung von Schwermetallen im Gewebe, was eine Zunahme der Elektro-
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nenabsorption zur Folge hat und fir die Bilderzeugung im Elektronenmikroskop uner-
[&Rlich ist. Zwei Stunden wurden die Gewebestlicke in 2%-igem Osmiumtetroxyd, 4%-
iges Osmiumtetroxyd (Paesel und Lorei, Hanau) in 1/15 M Phosphatpuffer verdinnt,
bei Raumtemperatur belassen und anschlieend mit Phosphatpuffer gespult. Die ver-
netzende Wirkung von Glutaraldehyd auf Proteine fuhrte in Kombination mit einer sta-
bilisierenden Nachfixierung mit Osmiumtetroxyd zu einem akzeptablen Erhaltungszu-
stand der Zellen "*%.

Einbettung

Die Gewebestlicke wurden in einer aufsteigenden Alkoholreihe (E.Merck, Darmstadt),
jeweils zweimal 10 min in 70%-igem, 90%-igem und absolutem Alkohol, entwassert.
AnschlieBend folgte die Entfernung des Alkohols durch das Intermedium Azeton
(E.Merck, Darmstadt). Zuerst wurde das Gewebestlck zweimal fur 10 min in Azeton
und im zweiten Schritt fur 30 min in ein Azeton-Araldit-Gemisch (im Verhaltnis 1:1)
gelegt. Die Infiltration erfolgte mittels Araldit (Serva, Heidelberg) flr mindestens zwei
Stunden, bestehend aus 50% Harz, 47% Harter, 1% Weichmacher und 2% Beschleu-
niger. Danach wurden die Gewebestlicke in BEEM-Kapseln (W.Plano, Marburg), ge-
fullt mit Araldit, Gberfihrt und bei 60°C mindestens 24 Stunden polymerisiert. Nach der
Polymerisation wurden die BEEM-Kapseln von den Blocken getrennt. Diese Vorge-
hensweise wird in der Elektronenmikroskopie Ublicherweise angewendet, da sich ein
hoher Wassergehalt der Gewebeproben nicht mit dem nétigen Hochvakuum des Elekt-
ronenmikroskops vertragt.

Herstellung der Semidiinnschnitte

Fir das Anfertigen der Semidinnschnitte wurden Glasmesser gebrochen und an der
Messerkante mit Auffangtrogen (Alu-Band) versehen. Dann wurden die einzelnen BIl6-
cke vorgetrimmt und mittels der Glasmesser mit einem Mikrotom (Leica RM 2065) von
diesen Bloécken 0,5 um dicke Schnitte angefertigt. Die Schnitte wurden auf Objekttra-
ger (Shandon GmbH, Frankfurt) aufgetragen, fur 3-5 Sekunden auf einer Heizplatte bei
120°C gestreckt, anschlielend bei 80°C auf einer Heizplatte getrocknet (ungefahr 15
Minuten) und bei 120°C auf einer Heizplatte 15 Minuten angeklebt. Danach wurden sie
bei 80°C fur 90 Sekunden mit Toluidinblau (Chroma 1%-ig in Natriumkarbonat 2,5-ig,
Chroma-Gesellschaft, Kéngen) angefarbt, abgewaschen und trocken mit einem Deck-
glas versehen.

Herstellung der Ultradiinnschnitte und Nachkontrastierung

Nach Anspitzen der ausgewahlten Blocke wurden die Ultradunnschnitte mit einer
Schnittdicke von 60-65 nm am Mikrotom (Leica Ultracut S) angefertigt. Dazu wurde ein
Diamantmesser (Dilaware Diamond Knives, Wilmington, USA) verwendet. Auf Kupfer-
schlitzobjekttragern, 3 mm Durchmesser, 1x2 mm SchlitzgréRe (BAL-TEC, Walluf) mit
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Piloform (W.Plano, Marburg) 0,5%-ig in Chloroform befilmt, wurden die Schnitte nach
dem Strecken mit Xylol aufgebracht. Die Nachkontrastierung der Ultradinnschnitte
diente der Verstarkung des Kontrastes und erfolgte in zwei Schritten, zuerst mit 5%-
igem Uranylacetat (E.Merck, Darmstadt) in 50%-ig Ethanol fur 15 min und dann mit
Bleicitrat (E.Merck, Darmstadt) fir 10 min nach Reynolds ®'. Beide Stoffe verhalten
sich synergistisch.

Dokumentation der Transmissionselektronenmikroskopie

Als Ergebnis der elektronenmikroskopischen Untersuchung entsteht ein Schwarzweil3-
bild, auf dem das Praparat infolge der unterschiedlichen Durchdringung des Elektro-
nenstrahls durch die verschieden dichten Strukturen in verschiedenen Grauténen bis
Schwarzténen dargestellt wird. Je weniger die Elektronen in einer Schicht absorbiert
werden, desto schwarzer wird diese abgebildet. Die Untersuchung und Dokumentation
der Praparate wurde am Transmissionselektronenmikroskop (ZEISS EM 10) vorge-
nommen. Nach der allgemeinen Begutachtung des Praparates wurden Serienaufnah-
men in fiur das Praparat charakteristischen Regionen angefertigt. Dabei wurde zwi-
schen der perizentralen und der periportalen Region des Leberlappchens unterschie-
den.

Selektion der Biopsien fiir die Transmissionselektronenmikroskopie

Von allen Kunststoffblocken fur die TEM wurden Semidlinnschnitte angefertigt, die
Praparate begutachtet und photographiert (Leica DMRBE). Fur die Dokumentation
wurde ein Agfapan-Film (APX 25, AGFA) verwendet. Die Photoabzlige wurden format-
fullend angefertigt. Die Synopsis der lichtoptischen Befunde an den Paraffin- und Se-
midunnschnitten war Basis fur die Auswahl ultrastrukturell zu bearbeitender Gewebe-
areale. Die Photoabzlige ermoglichten ein exaktes Anspitzen der Blécke in Abstim-
mung mit der Lappchenstruktur der Leber fur das Anfertigen der Ultradinnschnitte und
vereinfachten die Orientierung am Praparat im Elektronenmikroskop.

Far die lichtmikroskopischen Abbildungen errechnete sich eine Vergré3erung von 100-
fach fur die elektronenmikroskopischen Abbildungen von 4500-fach.
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3. ERGEBNISSE
3.1 Evaluierung der Perfusatdialyse wahrend NELP

3.1.1 Makroskopischer Aspekt der Lebern nach Perfusion

Innerhalb von 10 min nach Anschluf® an die Perfusionsapparatur nahmen die Lebern
eine rosa Farbung an. Weniger gut perfundierte Areale, durch eine dunkelrote bis vio-
lette Farbung gekennzeichnet, verloren sich innerhalb dieses Zeitintervalls. Ein Unter-
schied zwischen dem makroskopischen Erscheinungsbild der beiden Gruppen konnte
nicht festgestellt werden.

3.1.2 Elektrolytkonzentrationen und pH-Werte im Vergleich

Natrium

Die Natriumkonzentration im Perfusat beider Gruppen lag zwischen 142 und 145
mmol/l und damit im Referenzbereich. Im Dialysat der Gruppe 2 stieg die Natriumkon-
zentration von 140+1 mmol/l auf 1431 mmol/l an (Abbildung 12). Die Konzentrations-
anderungen wahrend der Perfusion waren in keiner Gruppe statistisch signifikant.
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Abbildung 12: Die Natriumkonzentrationen im Perfusat der Gruppen 1 und 2 unter-
schieden sich nicht signifikant wahrend der dreistindigen Perfusion. Die Natriumkon-
zentration im Dialysat von Gruppe 2 erhoéhte sich leicht von 140 auf 142 mmol/l.
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Kalium

In Gruppe 1 erhdhte sich die Kaliumkonzentration im Perfusat nach 30 min von 5,0+0,1
auf 6,81£0,6 mmol/l und nach 180 min weiter bis auf 7,9£0,7 mmol/l. In Gruppe 2 kam
es zu einer geringen Abnahme der Kaliumkonzentration im Perfusat von 5,0+0,1 auf
4,8+0,5 mmol/l nach 30 min. Ein stabiles Niveau der Kaliumkonzentration wurde mit
4,11£0,2 mmol/l nach 60 min erreicht. Dieser Wert, wie auch die folgenden lagen damit
weiterhin im Referenzbereich. Im Dialysat der Gruppe 2 stieg Kalium vom Ausgangs-
wert mit 3,0+0,1 mmol/l auf 4,0+£0,2 mmol/l nach 180 min an und erreichte damit das
Konzentrationsniveau des Perfusats. Zu allen Zeitpunkten nach Perfusionsbeginn un-
terschieden sich die Kaliumkonzentrationen im Perfusat beider Gruppen signifikant
(p=0,004 fur t=30 min und p<0,0001 fur t> 30 min). Die Standardabweichungen der
Kaliumkonzentration im Perfusat waren in Gruppe 1 héher als in Gruppe 2. Ein weite-
rer Unterschied bestand in der im Verlauf der Kaliumkonzentration: wahrend in Gruppe
1 ein kontinuierlicher Anstieg gemessen wurde, war die Kaliumkonzentration in Gruppe
2 nach 60 Minuten praktisch konstant (Abbildung 13). Dies hatte Auswirkungen auf die
Kaliumbilanz.
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Abbildung 13: Es wurde ein Konzentrationsanstieg flr Kalium im Perfusat der Gruppe
1 und eine Konzentrationsabnahme flir Gruppe 2 (p=0,004 fir t=30 min und p<0,0001
fur t>30 min) gemessen. Im Dialysat von Gruppe 2 erhdhte sich die Kaliumkonzentrati-
on wahrend der dreistiindigen Perfusionszeit von 3 auf 4mmol/l.
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Der Gesamtgehalt an Kalium, einschliellich des Kaliums im Dialysat der Gruppe 2,
stieg in beiden Gruppen Uber den Ausgangswert im Perfusat an. In Gruppe 1 wurden
in den ersten 90 min der Perfusion 10,6+3,1 mmol Kalium, im Gegensatz zu 3,4+2,0
mmol in Gruppe 2 freigesetzt. Mit einer Menge von 13,1+£3,4 mmol Kalium in Gruppe 1
im Verlauf der gesamten Perfusion lag die Freisetzung damit signifikant Gber der in
Gruppe 2 mit 4,9+2,2 mmol (p<0,05) (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Die Kaliumfreisetzung wahrend der Perfusion lag in Gruppe 1 zwischen
Beginn und der 90sten Minute und zwischen der 90sten bis 180sten Minute Uber der
von Gruppe 2. In der Gesamtbilanz wurde in Gruppe 1 signifikant mehr Kalium freige-
setzt als in Gruppe 2.
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pH-Werte

In Gruppe 1 fiel der pH-Wert von 7,40+0,09 in den ersten 30 min der Reperfusion auf
7,0610,05. Im weiteren Verlauf sank der pH-Wert weiter bis auf 6,86+£0,04 nach 180
min. In Gruppe 2 nahm der pH-Wert im Perfusat von 7,40+0,06 auf 7,24+0,02 nach 30
min ab und stieg im weiteren Verlauf wieder auf Werte von 7,32+0,02 nach 90 min und
7,3510,02 nach 180 min an. Im Dialysat der Gruppe 2 fiel der pH-Wert von 7,46+0,01
auf 7,31+0,02 nach 90 min und betrug nach 180 min 7,3310,03. Insgesamt zeigte sich
im direkten Vergleich beider Gruppen zu jedem Zeitpunkt nach Perfusionsbeginn ein
signifikanter Unterschied (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Der pH-Wert der Gruppe 1 fiel kontinuierlich mit dem Perfusionsbeginn
wahrend in Gruppe 2 nur in den ersten 30 Minuten ein pH Abfall gemessen wurde.
Eine statistische Signifikanz von p<0,05 wurde fur den Mefzeitpunkt 30 min und von
p<0,0001 fur die Melzeitpunkte 60, 90, 120, 150 und 180 min nach Perfusionsbeginn
berechnet.
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3.1.3 Die Enzymaktivititen im Vergleich

Bei allen Versuchen der Gruppe 2 wurde am Ende der Perfusion die Aktivitat der Tran-
saminasen im Dialysat. Bei keiner Messung konnten Transaminasen nachgewiesen
werden. Dies war zu erwarten, da auf Grund des Molekulargewichts der GOT, GPT
und LDH von M=93.000, 110.000 bzw. 134.000 ein Ubertritt durch die Dialysator-
membran nicht moglich ist.

GOT (AST)

In Gruppe 1 stieg die Aktivitat der GOT von dem Ausgangswert 9,0+2,4 U/l pro 100g
Lebergewicht in den ersten 30 min der Perfusion auf 81+12 U/l pro 100g Lebergewicht.
Im weiteren Verlauf nahm die GOT-Aktivitat kontinuierlich weiter zu bis auf 12017 U/
pro 100g Lebergewicht nach 180 min. In Gruppe 2 stieg die GOT von 2,0+0,3 U/l pro
100g Lebergewicht auf 50+8 U/l pro 100g Lebergewicht nach 30 min und 82+12 U/l pro
100g Lebergewicht nach 180 min. Der Aktivitdtsunterschied der GOT im direkten Ver-
gleich beider Gruppen war fur die Mef3punkte 30, 60 und 90 min statistisch signifikant
(p<0,05). Der groRte Unterschied fand sich fur den 30 min Wert. Die Zunahme der
GOT-Aktivitat nach 30 min verlief weitgehend parallel (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Die hdchste Zunahme der GOT-Aktivitat fand sich in den ersten 3 min
nach Reperfusion. Die weitere Zunahme der GOT-Aktivitdt beider Gruppen verlief
weitgehend parallel. Eine statistische Signifikanz von p<0,05 wurde fir die MelRpunkte
30, 60 und 90 min berechnet.
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GPT (ALT)

Die GPT stieg in den ersten 30 min der Reperfusion in Gruppe 1 von 2,0+0,3 U/l pro
100g Lebergewicht auf 5,8+0,8 U/l pro 100g Lebergewicht und weiter auf 7,6+1,2 U/l
pro 100g Lebergewicht nach 180 min. In Gruppe 2 erhdhten sich die Werte von
0,910,2 U/l pro 100g Lebergewicht auf 4,3+0,7 U/l pro 100g Lebergewicht nach 30 min
und auf 5,510,8 U/l pro 100g Lebergewicht nach 180 min. Zu keinem Zeitpunkt waren
die Unterschiede der GPT-Aktivitaten beider Gruppen statistisch signifikant.
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Abbildung 17: Zunahme der GPT-Aktivitat beider Gruppen wahrend der dreistiindigen
Perfusion. Ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen wurde zu
keinem Zeitpunkt berechnet
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LDH

Innerhalb der ersten 30 min der Reperfusion stieg die LDH in Gruppe 1 von 20+2 U/l
auf 8048 U/l pro 100g Lebergewicht, in Gruppe 2 von 19+2 U/l auf 6316 U/l pro 100g
Lebergewicht. Im weiteren Verlauf erhéhten sich die Werte nach 180 min in Gruppe 1
auf 11529 U/l und in Gruppe 2 auf 88+7 U/l pro 100g Lebergewicht. Damit lag die LDH-
Aktivitat in Gruppe 1 signifikant héher als in Gruppe 2 (p<0,05) nach 180 min.
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Abbildung 18: Zunahme der GPT-Aktivitat beider Gruppen wahrend der dreistiindigen
Perfusion. Ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen wurde zu
keinem Zeitpunkt berechnet
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3.1.4 Sauerstoffverbrauch, Galle- und Harnstoffproduktion

Sauerstoffverbrauch

Der Sauerstoffverbrauch in Gruppe 1 betrug nach 30 min 12,3£1,2 ml/min pro 100g
Lebergewicht, in Gruppe 2 zum selben Mef3punkt 11,8+1,3 ml/min pro 100g Leberge-
wicht. Im weiteren Verlauf der Perfusion sank der Sauerstoffverbrauch in beiden Grup-
pen ab und erreichte in Gruppe 1 nach 180 min Werte von 2,3+0,5 ml/min pro 100g
Lebergewicht. In Gruppe 2 wurden nach 180 min 3,6+0,5 ml/min Sauerstoff pro 100g
Lebergewicht verbraucht. Zu diesem Zeitpunkt Uberschritt der Unterschied im Sauer-
stoffverbrauch beider Gruppen das Signifikanzniveau (p=0,0437).
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Abbildung 19: Sauerstoffverbrauch in beiden Gruppen wahrend der dreistiindigen Per-
fusion mit statistisch signifikantem Unterschied nach 3 h Perfusion.
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Galleproduktion

Die Galleproduktion setzte in beiden Gruppen ca. 20 min nach Reperfusion ein und
dauerte Uber den gesamten Perfusionszeitraum an. In Gruppe 1 wurden pro 100g Le-
bergewicht 1,1+0,1 ml Galle wahrend der dreistlindigen Perfusion gebildet. Dem ge-
genluber steht eine signifikant (p=0,016) hohere Galleproduktion in Gruppe 2 mit
1,920,3 ml/3h pro 100g Lebergewicht (Abbildung 20).

I ohne Dialyse
[ mit Dialyse

Galle [ml/3 h pro 100 g Lebergewicht]

0-180 min 0-180 min

Abbildung 20: Die Gallegesamtproduktion nach 3 h Perfusion lag in Gruppe 2 signifi-
kant Gber der Galleproduktion in Gruppe 1.
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Harnstoffproduktion

Die Harnstoffkonzentration stieg in Gruppe 1 in den ersten 30 min der Perfusion von
1,4+0,3 mg/dl auf 2,6+0,4 mg/dl pro 100g Lebergewicht. Nach 180 min Perfusion be-
trug die Harnstoffkonzentration 3,4+0,5 mg/dl pro 100g Lebergewicht. Nach 30 Minu-
ten nahm die Harnstoffkonzentration im Perfusat der Gruppe 1 praktisch kontinuierlich
zu. In Gruppe 2 veranderten sich die Ausgangswerte von 1,1+£0,2 mg/dl pro 100g Le-
bergewicht wahrend der gesamten Perfusion nur unwesentlich. Nach 180 min betrug
die Harnstoffkonzentration im Perfusat 1,2+0,1 mg/dl.

Zur Aquilibrierung wurde ca. 10 Minuten vor Reperfusion der Leber mit der Dialyse des
Perfusats begonnen. Zum Zeitpunkt 0 betrug deshalb die Harnstoffkonzentration im
Dialysat 0,07+0,03 mg/dl. Im weiteren Verlauf stieg die Harnstoffkonzentration nach 90
min auf 0,9+0,1 mg/dl pro 100 g Lebergewicht und 1,1+0,1 mg/dl pro 100 g Leberge-
wicht nach 180 min an, was einer signifikanten Zunahme entsprach (p<0,0001). Im
direkten Vergleich ist die Perfusatkonzentration fir Harnstoff in Gruppe 1 zu allen Zeit-
punkten wahrend der Perfusion signifikant hdher als in Gruppe 2 (Abbildung 21).

Die Berechnung der Harnstoffproduktion in Gruppe 1 beruht auf der Konzentrationszu-
nahme im Perfusat. Wahrend die Harnstoffkonzentration im Perfusat der Gruppe 2
weitgehend konstant blieb, stieg sie im Dialysat signifikant an und wurde fur die Be-
rechnung der Harnstoffbilanz addiert.

In Gruppe 1 wurden innerhalb der ersten 90 min 7,4+1,3 mg Harnstoff pro 100g Leber-
gewicht synthetisiert verglichen mit 8,0+1,0 mg/100g Lebergewicht in Gruppe 2. In den
folgenden 90 min wurden in Gruppe 1 weitere 1,5+0,4 mg Harnstoff pro 100g Leber-
gewicht, in Gruppe 2 weitere 2,9+0,7 mg/100g produziert (Abbildung 22). In der Ge-
samtbilanz lag der Harnstoff in Gruppe 1 bei 8,9+1,3 mg/100g Lebergewicht, und in
Gruppe 2 bei 10,91£1,4 mg/100g Lebergewicht. Zu allen Zeitpunkten produzierten die
Lebern in Gruppe 2 mehr Harnstoff als in Gruppe 1. Jedoch wurde das Signifikanz-
niveau von p<0,05 nicht erreicht.
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Abbildung 21: Die Harnstoffkonzentration beider Gruppen wahrend der dreistiindigen
Perfusion zeigt zu allen MeRpunkten einen statistisch signifikanten (p<0,05) Unter-
schied zwischen den Gruppen 1 und 2.
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Abbildung 22: Die Harnstoffproduktion wahrend der Perfusion war in Gruppe 2 zu allen

Zeitpunkten héher als in Gruppe 1, erreicht aber keine statistische Signifikanz.
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3.2 Lebertransplantation nach vorausgegangener NELP

3.2.1 Chirurgisches Modell

Die Arterialisierung des Transplantats Uber die Anastomose des Truncus coeliacus des
Spenders mit der Bifurkation A. duodenalis / A. hepatica communis des Empfangers
erwies sich als geeignet, um eine zuverlassige Leberdurchblutung zu erméglichen. Nur
in einem Fall wurde post mortem eine Thrombose der A. hepatica communis nach
Transplantation in Gruppe 6 beobachtet. Dieser Versuch wurde aus der Wertung ge-
nommen und wiederholt, da es sich um eine chirurgisch technische Ursache handelte.

Die Verwendung eines veno-vendsen Bypasses der zur anhepatischen Phase in die V.
jugularis interna, V. cava inf. und V. portae gelegt wurde, fihrte in keinem Fall zu
Komplikationen. Zwar ist dessen Anlage nicht zwingend erforderlich, erleichtert jedoch
das anasthesiologische Management erheblich, da die hdmodynamischen Druck-
schwankungen wahrend der Transplantation weniger hoch ausfallen®. Dies war insbe-
sondere bei den von uns genutzten Masttieren, die Uber eine nur geringe cardiopulmo-
nale Reserve verfugten, da sie auf maximalen Fleischzuwachs hin gezlchtet wurden,
besonders wichtig®.

Die Anastomosierung der suprahepatischen und infrahepatischen V. cava inf. sowie
der V. portae waren problemlos. In keinem Fall kam es zu Blutungen oder Thrombo-
sen. Der Ductus choledochus ist beim Schwein vergleichsweise gro3lumig. Entspre-
chend unkompliziert war dessen Anastomose. In finf Fallen wurde die Anastomose
dber einem Roéhrchen durch Ligaturen durchgefihrt. In 2 Fallen flhrte diese zu einer
Stenosierung durch Slutge mit anschlieRender Cholestase ab dem flinften Tag. Da die
sonstige Leberfunktion unauffallig war, wurden die Ergebnisse beider Versuche in den
Gruppen 2 und 6 ausgewertet.

3.2.2 Primare Organ-Nicht-Funktion nach Lebertransplantation

In den Gruppen 1, 2 und 3 kam es direkt nach Transplantation zu einer guten primaren
Leberfunktion. Nach 103 Minuten warmer Ischamie in Gruppe 4 nahmen sofort 5 von 6
transplantierte Lebern die Funktion auf. In einem Fall kam es nach Transplantation zu
einer primaren Nichtfunktion. In Gruppe 5 nahm keine der transplantierten Lebern ihre
Funktion auf. Innerhalb der ersten 24 Stunden nach Transplantation verstarben alle
Schweine. Bereits die Reperfusion unterschied sich von der in den anderen Gruppen,
bis auf jene, die in Gruppe 4 zum Leberausfall fuhrte, dadurch, dal} sie sehr inhomo-
gen war. Es zeigten sich zahlreiche hypoperfundierten Areale.

Der Leberausfall war gekennzeichnet durch eine diffuse Blutungsneigung, eine nicht
einsetzende Spontanatmung und das Erléschen der Corneal- und Schmerzreflexe.
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Im Endstadium waren eine Beatmung mit 100 % O, und hoch dosierte Noradrenalin-
gaben zur Aufrechterhaltung des systemischen Blutdruckes erforderlich.

In jedem Schwein, daf® nach 60 Minuten warmer Ischamie und 4 Stunden normother-
mer extrakorporaler Leberperfusion transplantiert wurde (Gruppe 6), nahm die Leber
sofort ihre Funktion auf.

3.2.3 Uberleben

Ein Schwein in Gruppe 1 entwickelte ab dem 5 Tag nach Transplantation Fieber, eine
Cholestase und zeigte ansteigende Transaminasen, trotz Immunsuppression und Anti-
biose. Aus diesem Grund erfolgte entsprechend den tierschutzrechtlichen Auflagen die
Tétung am 7. Tag. Als Ursache fand sich histologisch eine schwere Absto3ung. Einen
pathologischen Hinweis auf eine generalisierte Infektion gab es nicht. Die Anastomo-
sen waren unauffallig.

In Gruppe 3 verstarb am 4. Tag ein Schwein an einer eitrigen Pneumonie und in Grup-
pe 4 am 6. Tag. Trotz einer Ulkus Prophylaxe mit Omeprazol kam es bei einem
Schwein aus Gruppe 3 am 7. Tag zu einer letalen gastrointestinalen Blutung bei guter
Leberfunktion. Ursache waren ein 4cm messendes Magenulkus sowie begleitend eine
erosive Gastritis. Der gesamte Magen-Darmtrakt war mit Blut geflllt. Ein Schwein in
Gruppe 6 dislozierte den arteriellen Katheter am 3. postoperativen Tag und verblutete
in Folge. Die gesamte klinische Situation insbesondere die Leberfunktion waren unauf-
fallig.

3.2.4 Biochemische Parameter nach Lebertransplantation
Die postoperativen Zeitpunkte beziehen sich auf die portalvendse Reperfusion. Die

Werte nach portalvendser Reperfusion wurden mit den jeweiligen praoperativen La-
borparameter verglichen.

o-GST

In allen 6 Versuchsgruppen stieg die Konzentration der a-GST nach Reperfusion an. In
Gruppe 1 und 2 wurden mit 54+10 bzw. 58+18 g/l bereits nach 15 min die héchsten
Konzentrationen gemessen. 12h nach Reperfusion waren die Werte wieder auf das
Ausgangsniveau gesunken. In Gruppe 3 wurde der Maximalwert 6h nach Reperfusion
und der Ausgangswert nach 24h erreicht. Zu keinem Zeitpunkt gab es zwischen den
Gruppen 1 bis 3 signifikante Unterschiede in den Konzentrationen der a-GST.
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In den Gruppen 4 bis 6 war der Konzentrationsanstieg nach Reperfusion signifikant
hoéher. In Gruppe 4 stieg die a-GST bis auf 513+148 pg/l 3h nach Reperfusion und
erreichte nach 24h Ausgangswerte. In Gruppe 5 setzte sich der Konzentrationsanstieg
bis 12h nach Reperfusion fort und betrug maximal 597+79 ug/l. Die o-GST der Gruppe
6 erreichte 15 min nach Reperfusion mit 154+42 ug/l ihren Héchstwert. Nach 1h und
nach 6h war die a-GST-Konzentration der Gruppe 6 signifikant niedriger als in den
Gruppen 5 und 6.
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Abbildung 23: Pra- und postoperative Serumkonzentrationen der o-GST.
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GOT

Die GOT-Aktivitat betrug praoperativ 261 U/l. Wie auch die o-GST stieg die Aktivitat
der GOT in allen Gruppen 15 min nach Reperfusion an. Die Aktivitdtszunahme war in
den Gruppen 4 — 6 starker als in den Gruppen 1 - 3.

Der Maximalwert in Gruppe 1 betrug 409+132 U/l 6h nach Reperfusion. In Gruppe 2
betrug das Maximum 373+84 U/l 12h nach Reperfusion. In den Gruppen 1 und 2 wur-
den die Ausgangswerte bereits am 3. postoperativen Tag erreicht. Der Aktivitatsan-
stieg in den Gruppen 3 und 4 erreichte am 1. postoperativen Tag einen Maximalwert
von 7341366 bzw. 16271506 U/l. In Gruppe 3 lag die GOT-Aktivitat erst am 6. post-
operativen Tag wieder im Bereich der Ausgangswerte, in Gruppe 4 am 4. Tag. In
Gruppe 5 erreichte die GOT-Aktivitat 12h nach Reperfusion 1570+171 U/l. Der Aktivi-
tatszunahme in Gruppe 6 setzte sich bis zum 1. postoperativen Tag fort und erreichte
einen Wert von 603+141 U/l. Am 7. postoperativen Tag blieb die GOT mit 165+48 U/l
erhoht.
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Abbildung 24: Pra- und postoperative Serumkonzentrationen der GOT.
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GPT

Im Unterschied zu a-GST und GOT stieg die GPT 15 min nach Reperfusion nur in den
Gruppen 4 und 5 an. Der Maximalwert in Gruppe 4 war nach 3h erreicht, und fiel dann
kontinuierlich bis zum 7. Tag. Die Zunahme der GPT Aktivitat in Gruppe 5 erreichte
nach 12h einen Maximalwert von 61+16 U/l (Abbildung 25). Sowohl in den Gruppen
1,2 und 3 als auch in der Gruppe 6 wurden die hdchsten Aktivitaten der GPT 24 h nach
LTX gemessen. In diesen Gruppen fanden sich keine signifikanten Unterschiede zu
den Ausgangswerten.
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Abbildung 25: Pra- und postoperative Serumkonzentrationen der GPT.
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LDH

Die LDH-AKktivitat von Schweinen liegt mit einem Mittel von ca. 545 U/l (S. 18) wesent-
lich Uber jenem Wert der humanen Bestimmungen. Prdoperativ wurde in der Ver-
gleichsgruppe ein Wert von 610+18 U/l gemessen. In allen Gruppen begann der Aktivi-
tatsanstieg innerhalb der ersten 3h nach Reperfusion. Der Maximalwert wurde mit
Ausnahme von Gruppe 5 24h nach LTX gemessen. Er betrug fir die Gruppen 1, 2, 3
und 6 2867+£1404, 21051848, 3845+1030 bzw. 22394507 U/l. Am 3. postoperativen
Tag lag die LDH-Aktivitat wieder im Bereich des Ausgangswertes. Zu keinem gegebe-
nen Zeitpunkt gab es zwischen den Gruppen 1, 2, 3 und 6 signifikante Unterschiede in
der LDH-AKktivitat.

Die LDH der Gruppe 4 stieg 15 min nach Reperfusion auf 2470+493 U/l und erreichte
nach 24h ein Maximum von 638311546 U/I. Mit 1750+197 U/l bliebt LDH bis zum 7.
postoperativen Tag erhoht. In Gruppe 5 stieg die LDH-Aktivitat bis zu 12h nach Reper-
fusion auf 4520+299 U/l an.
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Abbildung 26: Pra- und postoperative Serumkonzentrationen der LDH.
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YGT und Bilirubin

Die Aktivitaten der yGT lagen fir alle Gruppen nach Transplantation zwischen 10 und
45 U/l. Zu keinem Zeitpunkt unterschieden sich die yGT Aktivitaten weder innerhalb der
Gruppen vor oder nach Reperfusion, noch zwischen den Gruppen signifikant.

Auch fir das Bilirubin traten postoperativ keine signifikanten Schwankungen innerhalb
oder zwischen den Gruppen auf. Die medianen Konzentrationen innerhalb der Grup-
pen differierten zwischen 0.25 und 1,4 mg/dl bis zum 4. postoperativen Tag. Als Folge
einer AbstoRRungsreaktion (Gruppe 1), sowie zweier Ductus choledochus Stenosierun-
gen (Gruppe 2 und 6) kam es in diesen Gruppen zu einem Anstieg der Bilirubinkon-
zentration auf 2,5 mg/dl am siebten postoperativen Tag, ohne daf} der Unterschied zu
den anderen Gruppen statistisch signifikant wurde.

Hyaluronsaure

Die Hyaluronsaurekonzentration in Gruppe 1 nahm am Ende der anhepatischen Phase
auf 14064279 ug/l zu, erreichte 60 min nach Reperfusion ein Maximum von 15484278
Mg/l und fiel 12h nach Reperfusion auf 419+55 ug/l ab. Bereits nach 3h war der anhe-
patische Wert unterschritten. In Gruppe 2 stieg die Hyaluronsaure am Ende der anhe-
patischen Phase auf 1668+112 g/l und erreichte 3h nach Reperfusion ein Maximum
von 2371+£392 ug/l. Erst 12h nach Reperfusion wurde der Wert der anhepatischen
Phase unterschritten.

Am Ende der anhepatischen Phase betrug die Hyaluronsdurekonzentration in Grup-
pe 3 1172+181 pg/l, erreichte 60 min nach Reperfusion den Maximalwert von
15524266 ug/l, unterschritt den anhepatischen Wert nach 6h und war 12h nach Reper-
fusion auf 7541232 g/l abgefallen. Die Hyaluronsdurekonzentration der Gruppe 4
stieg am Ende der anhepatischen Phase auf 1700+227 ug/l an und erreichte 3h nach
Reperfusion den Maximalwert von 1864+214 ug/l. Die anhepatische Hyaluronsaure-
konzentration war in Gruppe 4 bereits nach 6h deutlich unterschritten. Die héchsten
Hyaluronsaurekonzentrationen wurden nach 3, 6 und 12 Stunden in Gruppe 5 gemes-
sen. Der Hochstwert von 27374899 ug/l wurde nach 6 Stunden erreicht. Am Ende der
anhepatischen Phase in Gruppe 6 betrug die Hyaluronsdurekonzentration 1177+94
Mg/l. Bereits der erste MelRwert 1h nach Reperfusion lag niedriger als der anhepatische
Wert. Die Hyaluronsaurekonzentration in Gruppe 6 fiel 12h nach Reperfusion auf
4184120 ug/l ab.
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Abbildung 27: Die Hyaluronsaurekonzentration steigt wahrend der anhepatischen Pha-
se an. Nach Reperfusion sinken die Hyaluronsaurespiegel innerhalb der ersten 6h un-
ter die anhepatischen Werte flir die Gruppe 1, 3, 4 und 6 ab. Wurde die Leber kalter
Ischamie ausgesetzt (Gruppen 2 und 6) lagen die Hyaluronsaurekonzentrationen bis
zum ersten postoperativen Tag Uber denen der anderen Gruppen. Die Gruppen 2 zeig-
te einen vergleichsweise verzdgerten Abbau der Hyaluronsaure in den Stunden nach
Reperfusion.
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Ergebnisse

Gesamtprotein und Albumin

Die Gesamtproteinverlaufe der Versuchsgruppen unterscheiden sich nicht signifikant.
Praoperativ lag das Gesamtprotein zwischen 4,5+0,1 g/dl in Gruppe 1 und 5,6+0,3 g/dI
in Gruppe 4. 15 min nach Reperfusion fielen die Proteinkonzentrationen auf Werte
zwischen 2,2+0,2 g/dl in Gruppe 1 und 2,6+0,3 g/dl in Gruppe 5 als Folge der Volu-
mensubstitution ab. AnschlieRend stiegen die Konzentrationen bis zum 7. Tag. In den
anderen Gruppen erreichten die Proteinkonzentrationen am 7. Tag nahezu den Aus-
gangsbereich: Gruppe 1 3,920,3 g/dl, Gruppe 2 5,0+0,3 g/dl, Gruppe 3 4,3+0,2 g/dl,
Gruppe 4 5,1+0,3 g/dl und in Gruppe 6 4,5+0,4 g/dl.
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Abbildung 28: Pra- und postoperative Serumkonzentrationen der Proteine.

Der Konzentrationsverlauf des Albumins entsprach weitgehend dem des Gesamtprote-
ins. Praoperativ lagen die Werte zwischen 2,3 bis 2,9 g/d|, fielen nach Reperfusion um
ca. die Halfte ab und bewegten sich ab dem 2. postoperativen Tag nahe der Aus-
gangswerte, mit steigender Tendenz. Auch fir das Albumin gab es zwischen den
Gruppen zu keinem Zeitpunkt statistisch signifikante Unterschiede.
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Ergebnisse

Thromboplastinzeit (TPZ, Quick)

Die praoperativen Werte der TPZ lagen zwischen 85 und 115%. Wahrend der frihen
postoperativen Phase nahm die TPZ in allen Gruppen ab. Von dem ersten Tag nach
LTX stieg sie deutlich an und lag bei allen Gruppen zu diesem Zeitpunkt bei Uber 65%.

Signifikante Unterschiede lielen sich zwischen den Gruppen nicht berechnen.
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Abbildung 29: Pra- und postoperative Serumkonzentrationen der TPZ nach Reperfu-

sion
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Harnstoff

Der Verlauf des Harnstoffs war in allen Gruppen ahnlich und lag praoperativ in allen
Gruppen zwischen 161 mg/dl und 19+2 mg/dl. Nach Reperfusion stieg die Harnstoff-

konzentration bis zum 1. Tag und fluktuiert zwischen 25 und 50 mg/dl ohne statistisch
signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen.
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Abbildung 30: Pra- und postoperative Serumkonzentrationen von Harnstoff
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Kreatinin

Ergebnisse

Das Kreatinin lag praoperativ zwischen 1,2+0,1 mg/dl und 1,7+£0,1 mg/dl. Es war zu
keinem Zeitpunkt nach Transplantation erhéht und blieb bis zum 7. Tag in allen Grup-

pen im Bereich der Ausgangswerte.
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Kreatinin

Abbildung 31: Pra- und postoperative Serumkonzentrationen von Kreatinin
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Ergebnisse

3.2.5 Parameter wahrend der vierstiindigen NELP in Gruppe 3 und 6

Natrium

In beiden Gruppen lag die Natriumkonzentration zu allen Mef3zeitpunkten innerhalb der
physiologischen Werte von 132 und 144 mmol/l.
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Abbildung 32: Natriumkonzentration in Perfusat und Dialysat der Gruppen 3 und 6
wahrend der vier stiindigen NELP.
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Kalium

Vor der Reperfusion betrug die Kaliumkonzentration im Perfusat 4,8+0,9 mmol/l in
Gruppe 3 und 4,1+0,5 mmol/l in Gruppe 6. Bis zum Ende der Perfusion fiel sie in bei-
den Gruppen ab auf 3,2+0,2 mmol/l. Im Dialysat lag die Kaliumkonzentration in Gruppe
3 bei 2,1£0,1 mmol/l und in Gruppe 6 bei 2,3+0,1 mmol/l vor Reperfusion und nach
240 min bei 3,3+0,1 mmol/l. Die Konzentration des Kaliums war wahrend der Perfusion
zwischen beiden Gruppen sehr ausgeglichen. Ebenso unterschieden sich die Konzent-
rationen zwischen dem Perfusat und Dialysat bereits nach 5 min nur noch marginal.
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Abbildung 33: Kaliumkonzentration in Perfusat und Dialysat der Gruppen 3 und 6 wah-
rend NELP
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a-GST

In Gruppe 3 betrug die a-GST im Perfusat vor Reperfusion 2,2+1,0 ug/l pro 100g/LG
und stieg 5 Minuten nach Reperfusion auf 5,2+2,1 ug/l pro 100g LG an. Bis zum Ende
der Perfusion kam es zu keiner weiteren Zunahme der Aktivitat. In Gruppe 6 betrug die
o-GST-Konzentration vor der Reperfusion 2,4+0,42 ug/l pro 100g LG. Sie stieg 5 Minu-
ten nach Reperfusion auf 22+4,96 ug/l an und erreichte nach 180 min ein Maximum
von 5118,7 pg/l pro 100g LG. Am Ende der Perfusion nach 240 Minuten lag der Wert
bei 45+8,2 ug/l pro 100g LG. Die a-GST, wie auch die Transaminasen GOT,GPT und
LDH konnten im Dialysat beider Gruppen nicht nachgewiesen werden (vergleiche Ka-
pitel 3.1.3).
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Abbildung 34: a-GST im Perfusat der Gruppen 3 und 6 wahrend NELP
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GOT

Vor Reperfusion betrug die GOT-Aktivitat im Perfusat der Gruppen 3 und 6 3,2+1,0
bzw. 4,5+0,69 U/l pro 100g LG. In Gruppe 3 stieg die GOT nach 60 min auf 8,73 U/
pro 100g LG an. In Gruppe 6 war 5 min nach Reperfusion ein Anstieg auf 37+8,1 U/I
pro 100g LG zu verzeichnen. Ab der 30. Minute nach Reperfusion stieg GOT weiter an
und erreichte 180 min nach Reperfusion ein Maximum von 78+18 U/l pro 100g LG. Am
Ende der Reperfusion nach 240 Minuten fiel es ab auf 75+16 U/l pro 100g LG.
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Abbildung 35: GOT im Perfusat der Gruppen 3 und 6 wahrend NELP
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GPT

In Gruppe 3 wurde wahrend der vierstiindigen Perfusion praktisch keine Aktivitatsan-
derung der GPT gemessen. In Gruppe 6 stieg die GPT nach 5 min Perfusion von
2,7+0,3 auf 4,6+0,75 U/l pro 100g LG an. Nach 120 Minuten wurde ein Maximum von
6,0+0,94 U/l pro 100g LG erreicht. Am Ende der Perfusion fiel die Aktivitat der GPT auf
5,3+0,67 U/l pro 100g LG ab.
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Abbildung 36: GPT im Perfusat der Gruppen 3 und 6 wahrend NELP
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LDH

In Gruppe 3 betrug die LDH-Aktivitadt vor Reperfusion 81+£25 U/l pro 100g LG und 5
Minuten nach Reperfusion 102+33 U/l pro 100g LG. Nach 240 Minuten Perfusion war
ein Wert von 143+43 U/l pro 100g LG erreicht. In Gruppe 6 stieg die LDH 5 min nach
Reperfusion auf 155+17 und bis zur 120. Minute auf 253+23 U/l pro 100g LG. Im wei-
teren Verlauf kam es zu keiner weiteren nennenswerten Aktivitatszunahme der LDH.
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Abbildung 37: LDH im Perfusat der Gruppen 3 und 6 wahrend NELP

Vergleich von o-GST, GOT, GPT und LDH untereinander

In Gruppe 3 zeigte die a-GST 5 min nach der Reperfusion einen 2,4-fachen Anstieg
und blieb bis zum Ende der Perfusion nahezu unverandert hoch, wahrend die GOT 5
min nach Reperfusion nach einer 1,2-fachen Zunahme weiter anstieg und am Ende
der Perfusion das 1,7-fache erreichte. Die GPT wurde durch die Reperfusion nicht
beeinfluldt und lag wahrend der gesamten Perfusion im Bereich des Ausgangswertes.
Die LDH-Aktivitat nahm 5 min nach der Reperfusion um das 1,1-fache zu und zeigte im
Verlauf keinen weiteren wesentlichen Anstieg.
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In Gruppe 6 zeigten o-GST, GOT, GPT und LDH wahrend der Perfusion einen ahnli-
chen Verlauf. Alle Enzyme zeigten nach Reperfusion eine Zunahme der Aktivitaten.
Die a-GST stieg 5 min nach Reperfusion auf das 9-fache, die GOT auf das 10-fache,
die GPT auf das 2-fache und die LDH auf das 1,6-fache. Dem Konzentrations- und
Aktivitatsverlauf aller Enzyme war gemeinsam, dald es ab der 2. Perfusionsstunde
praktisch zu keiner weiteren Zunahme kam.

Galleproduktion

Die Bildung von Galle setzte in beiden Gruppen ca. 20 min nach Reperfusion ein und
dauerte Uber den gesamten Perfusionszeitraum an. In Gruppe 3 wurden pro 100g Le-
bergewicht 4,3+0,5 ml Galle wahrend der vierstindigen Perfusion produziert. Dem
gegenlber steht eine signifikant (p=0,00081) niedrigere Gallebildung in Gruppe 6 mit
1,8+0,2 ml/4h pro 100g Lebergewicht (Abbildung 38).

Galle [ml/4h pro 100g Lebergewicht]

Gruppe 3 Gruppe 6

Abbildung 38: Die Gesamtproduktion der Galle in Gruppe 3 nach 4 Stunden NELP lag
signifikant Uber der Gallegesamtproduktion in Gruppe 6 (p<0,00081).
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Gesamtprotein und Albumin

der Gesamtproteingehalt des Perfusats anderte sich wahrend der Perfusion nicht signi-
fikant (Abbildung 39). Es fanden sich nur geringe Unterschied zwischen beiden Grup-
pen. Gleiches traf flr die Albuminkonzentration im Perfusat zu, die vor Reperfusion bei
2,4 g/dl in der Gruppe 3 und 2,6 g/dl in Gruppe 6 lag. Nach vier Stunden Perfusion
betrug die Albuminkonzentration in Gruppe 3 2,2 und in Gruppe 6 2,4 g/dl. Proteine
lieRen sich nicht im Dialysat nachweisen.
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Abbildung 39: Proteine im Perfusat der Gruppen 3 und 6 wahrend NELP
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Hyaluronsaure

In Gruppe 3 wurde als Ausgangswert der Hyaluronsaure vor Reperfusion eine Kon-
zentration von 113429 ug/l gemessen. Sie nahm kontinuierlich zum Ende der Perfusi-
on bis auf 48427 ug/l ab. In Gruppe 6 betrug die Hyaluronsaure vor Reperfusion 937
Mg/l und fiel 15 min nach Reperfusion auf 61+14 g/l ab und erreichte 240 min nach
Reperfusion einen Wert von 16+5 pg/l. Die Konzentrationsunterschiede der Hyaluron-
saure, wie auch die Abbauraten zwischen beiden Gruppen, waren statistisch nicht sig-
nifikant. Innerhalb der ersten halben Stunde hatte sich die anfangliche Hyaluronsaure-
konzentration in den Gruppen 3 und 6 halbiert. Im Dialysat war Hyaluronsaure in bei-
den Gruppen nicht nachweisbar.
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Abbildung 40: Hyaluronsaurekonzentration im Perfusat der Gruppen 3 und 6 wahrend
NELP
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Harnstoff

Durch den Anschluf® der Dialyse an den Perfusionskreislauf sank die Konzentration
des Harnstoffs im gleichen Ausmal} innerhalb beider Gruppen. In Gruppe 3 lag die
Harnstoffkonzentration im Perfusat vor Reperfusion bei 165 mg/dl, sank innerhalb von
5 min nach Reperfusion auf 11+1 mg/dl und blieb bis zum Ende der Perfusion kon-
stant. Im Dialysat stieg die Harnstoffkonzentration von 0,8+0,6 mg/dl vor Reperfusion
bis auf 9,7+0,7 mg/dl nach 240 min. In Gruppe 6 nahm die Harnstoffkonzentration im
Perfusat von 13,0+0,6 mg/dl auf 36+2 mg/dl 240 min nach Reperfusion zu. Die Dialy-
satkonzentration erreichte nach 240 min einen Wert von 29+1,4 mg/dI.
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Abbildung 41: Harnstoff in Perfusat und Dialysat der Gruppen 3 und 6 wahrend NELP
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Ammoniak

Die Perfusatkonzentration von Ammoniak nahm in beiden Gruppen bereits durch den
Anschluf3 an den Dialysekreislauf ab. Die Ausgangskonzentration an Ammoniak im
Perfusat war trotz Gleichbehandlung des Bluts mit 259 pymol/l in Gruppe 6 hoher als
mit 162 pymol/l in Gruppe 3. Die Ursache hierfur ist unklar. Bei Reperfusion unterschie-
den sich die Ammoniakkonzentrationen beider Perfusate kaum. Nach 15 min blieb die
Konzentration bis zum Ende der Perfusion in Gruppe 3 konstant bei 22+7 ymol/l. Die
Ammoniakkonzentration in Gruppe 6 betrug nach vier Stunden 37+6,0 ymol/l. Im Dia-
lysat der Gruppe 3 stieg der Wert von 17+6 umol/l vor Reperfusion auf 42+8,5 umoll/l
nach 5 min an. Am Ende der Perfusion nach 240 min lag die Ammoniakkonzentration
bei 29+13 umol/l. In Gruppe 6 betrug die Konzentration des Ammoniaks im Dialysat
vor Reperfusion 46+12 pmol/l, stieg 5 min nach Reperfusion auf 89+12 umol/l an und
nahm im weiteren Verlauf nach 240 min auf 61+5,6 mg/dl wieder ab.
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Abbildung 42: Ammoniak in Perfusat und Dialysat der Gruppen 3 und 6 wahrend NELP
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Leukozyten

Die Leukozytenkonzentration nahm in Gruppe 3 von 11+1 nl™" auf 3,0+0,4 nlI" und in

Gruppe 6 von 12+1 nl™ auf 4,640,4 nlI"" 5 min nach Reperfusion ab und blieb bis zum
Ende der Perfusion unverandert.
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Abbildung 43: Leukozyten im Perfusat der Gruppen 3 und 6 wahrend NELP
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Thrombozyten

Die Thrombozytenzahl nahm wahrend der vierstindigen Perfusion kontinuierlich leicht
ab ohne statistische Signifikanz zu erreichen. In Gruppe 3 lag die Thrombozytenzahl
zwischen 252+24 nl" und 216+13 nI" und in Gruppe 6 zwischen 209+38 nl”" und
152+35 nl™" (Abbildung 44).
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Abbildung 44: Thrombozyten im Perfusat der Gruppen 3 und 6 wahrend NELP
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3.2.6 Morphologische Ergebnisse nach licht- und elektronenmikroskopischen
Untersuchungen

Abbildung 45: Lichtmikroskopie Gruppe 1

Paraffinschnitt: Homogene Anfarbbarkeit des Zytoplasmas der Leberzellen im gesam-
ten Lappchen. Periportal betonte Kongestion. Panlobulare Erweiterung der Sinus.
Semidiinnschnitt: Geordnete Leberzellbalken. Periportal Einzelzellnekrosen. Sinus
perizentral gut abgrenzbar. Periportal schlechtere Abgrenzbarkeit der Sinus. In der
Sinuslichtung Zellfragmente und pyknotische Kerne. Nur vereinzelt Zellkerne von Si-
nusuferzellen erkennbar. Granuldres Zytoplasma unmittelbar perizentral gelegener
Hepatozyten. Im Ubrigen Lappchen homogenes Zytoplasma. Vereinzelt zytoplasmati-
sche kugelférmige teils osmiophile, teils optisch leere Einschliisse in den Hepatozyten.
Regelhafte Leberzellkerne.
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Abbildung 46: Elektronenmikroskopie Gruppe 1

Leberzellverbande mit gut abgrenzbaren Zytomembranen und typischen Gallekanali-
kuli. Intakte Desmosomen. Perizentral keine wesentlichen Normabweichungen der
Hepatozyten, im Vergleich zu Biopsie 2 zuriickgehende hydropische Schwellung. Peri-
portal betont diskrete Schwellung des Zytoplasmas der Hepatozyten und fokal leichte
Schwellung der Mitochondrien. Cristae erkennbar. Lysosomen und Peroxysomen gut
abgrenzbar. Regelhafte Leberzellkerne. Sinusuferzellen deutlich geschwollen. Fokal
Kontinuitatsunterbrechungen in der Sinusauskleidung. Sinuslichtung insbesondere
periportal ausgefllt von ,Blebs“ und Blutzellen. Diese sind membranbegrenzt teils
granular substrukturiert, teils enthalten sie verzweigte Membranen.
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Abbildung 47: Lichtmikroskopie Gruppe 2

Paraffinschnitt: Perizentral reduzierte Anfarbbarkeit des Zytoplasmas der Leberzellen
und deutliche Erweiterung der Sinus. Periportal intensivere Anfarbbarkeit des Zytop-
lasmas der Leberzellen.

Semidiinnschnitt: Normale Leberzellbalken. Weite leere Sinus. Vereinzelt erkennbare
Kerne von Sinusuferzellen. Verstarkte Granulierung des Zytoplasmas der Hepatozyten
unmittelbar perizentral. Im gesamten Lappchen Vakuolisierung des Zytoplasmas.
Normale Leberzellkerne.
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Abbildung 48: Elektronenmikroskopie Gruppe 2

Zusammenhalt der Hepatozyten intakt und Zytomembranen gut abgrenzbar. Weite
offene Gallekanalikuli. Im Vergleich zu Biopsie 2 Riickgang der Schwellung und Nor-
malisierung des Zytoplasmas der Hepatozyten panlobular. Periportal noch residuale
kugelférmige intrazytoplasmatische Vesikel und marginal betonte Cristae der Mito-
chondrien sichtbar. Normale Leberzellkerne. Kontinuierliche Auskleidung der Sinus
durch das eindeutig abgrenzbare Endothel mit leichten Kontinuitatsunterbrechungen.
Periportal leichte Schwellung des Endothels. Sinus perizentral fast ohne Inhalt. Peri-
portal intrasinusoidal feingranulares Material.
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Abbildung 49: Lichtmikroskopie Gruppe 3, Biopsie2

Paraffinschnitt: Meist perizentral betont intensivere Anfarbbarkeit des Zytoplasmas der
Leberzellen. Perizentral maRige Erweiterung der Sinus. Im Ubrigen Lappchen sehr
enge Sinus.

Semidinnschnitt: Intakte Leberzellbalken. Weite mit Blut geflllte Sinus. Wenige Kerne
von Sinusuferzellen erkennbar. Zytoplasma der Hepatozyten perizentral verstarkt gra-
nuliert und geringfligig fokal vakuolisiert. Normale Leberzellkerne.
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Abbildung 50: Elektronenmikroskopie Gruppe 3, Biopsie 2

Zusammenhalt der Hepatozyten erhalten. Erweiterte Disse’sche Raume. Perizentral
weite Gallekanalikuli mit reduzierten Mikrovilli. Normales Zytoplasma der Hepatozyten.
Mitochondrien mit deutlich elektronendichter Matrix und einzelnen Lysosomen. Norma-
le Leberzellkerne. Sinusuferzellen mit hochgradiger Verschmalerung der Zytoplasma-
auslaufer sowie Kontinuitatsunterbrechungen. Periportal regelhafte Hepatozyten mit
intakten Zytomembranen und englumigen Gallekanalikuli. Diffus geringfligig Glykogen
im Zytoplasma sichtbar. Fokal diskrete feinvakuolare Dilatation des endoplasmatischen
Retikulums. Normal groRe Mitochondrien mit Uberwiegen der Matrixkomponente und
marginalen Cristae. Intakte Begrenzung der engen Sinus. Schwellung der Sinusufer-
zellen. Panlobular deutliche Blutfille der Sinus.
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Abbildung 51: Lichtmikroskopie Gruppe 3, Biopsie 3

Paraffinschnitt: Panlobular gleichformige Anfarbbarkeit des Zytoplasmas der Leberzel-
len. Vereinzelt hellere Areale. Fokale Kongestionen. Normale Sinus.

Semidinnschnitt: Sinus perizentral normal weit. Im Ubrigen Lappchen enger. Im Sinus-
lumen vermehrt Granulozyten und freie mononukleare Zellen. Sinusuferzellen nur ver-
einzelt abgrenzbar. Homogenes Zytoplasma der Hepatozyten mit sparlich disseminier-
ten Vakuolen. Normale Leberzellkerne.
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Abbildung 52: Elektronenmikroskopie Gruppe 3, Biopsie 3

Gleichartige Veranderungen in der perizentralen und in der periportalen Region. Zu-
sammenhang der Hepatozyten intakt, mit im Vergleich zu Biopsie 2 jedoch schlechter
abgrenzbaren Zytomembranen. Englumige Gallekanalikuli mit erkennbaren Desmo-
somen. Diffuse Schwellung des Zytoplasmas der Hepatozyten. Grof3e intrazytoplasma-
tische Vakuolen, zum Teil in Konfluenz mit Lysosomen. Fokale feinvesikulare Dilatati-
on des endoplasmatischen Retikulums. Schwellung der Mitochondrien mit deutlicher
Abnahme der Matrixkomponente. Cristae nicht erkennbar. Deutliches Hervortreten der
Peroxysomen. Normale Leberzellkerne. Sinusuferzellen geschwollen. Betont periportal
viele Blutzellen und Zellfragmente im Sinuslumen.
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Abbildung 53: Lichtmikroskopie Gruppe 4

Paraffinschnitt: Ausgedehnte Areale mit Destruktion der Architektur in den Leberlapp-
chen bei intakter lobularer Grundarchitektur. Teilweise Auflosung der Leberzellbalken.
Kongestionen. Sehr weite und blutreiche Sinus.

Semidinnschnitt: Unterschiedlich weit fortgeschrittene Zerstérung der Leberzellbalken.
Fokal kompletter Zusammenbruch der Architektur. Gruppenzellnekrosen. Periportal
betonte Dilatation und Konfluenz der Sinus mit Zellresten. Kerne von Sinusuferzellen
selten nachweisbar. Deutliche panlobulare Vakuolisierung des Zytoplasmas der Hepa-
tozyten. Pyknotische Leberzellkerne.
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Abbildung 54: Elektronenmikroskopie Gruppe 4

Areale mit zerstorter Balkenarchitektur. Konfluenz der Hepatozyten. Auflésung der
Begrenzung der Sinus und der Zytomembranen der Hepatozyten. Viele Blutzellen
sichtbar. Keine Sinusuferzellen mehr abgrenzbar. Vereinzelt noch zusammenhangen-
de Leberzellen mit feinvakuolarer Entmischung des Zytoplasmas. Mitochondrien mit
teils starker Schwellung, teils mit elektronendichter Matrix. In den noch erhaltenen A-
realen koharente Leberzellverbande mit vereinzelten Zytolyseerscheinungen von He-
patozyten. Insbesondere periportal kaum erkennbare Begrenzung der Sinus vom Dis-
se'schen Raum. Perizentral gute, periportal schlechte Abgrenzbarkeit der Zyto-
membranen der Hepatozyten. Enge offene Gallekanalikuli. Perizentral leichte diffuse
Schwellung des Zytoplasmas der Hepatozyten mit vereinzelten Vakuolen. Mitochond-
rien mit marginalen Cristae. Normale Leberzellkerne. Sinusbegrenzung lickenhaft.
Stark geschwollene Sinusuferzellen erkennbar. Periportal starker ausgepragte Schwel-
lung des Zytoplasmas der Hepatozyten. Im Vergleich zu Biopsie 2 deutliche Steige-
rung der vesikularen Dilatation des REM. Normale Mitochondrien mit marginalen
Cristae. Sinus ausgeflllt mit sogenannten ,Blebs* und Zellresten. Sinusbegrenzung
nicht mehr linear darstellbar.
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Abbildung 55: Lichtmikroskopie Gruppe 5

Paraffinschnitt: Erhaltene lobulare Grundarchitektur. Intralobular weitestgehende De-
struktion der Leberzellbalken. Fehlende Abgrenzbarkeit der Sinus. Periportal engerer
Zusammenhang der Leberzellen. Kongestionen und Einblutungen.

Semidiinnschnitt: Fokal Reste der Lappchenarchitektur erhalten. Zwischen den residu-
alen Verbanden der Hepatozyten Massen von Erythrozyten, vereinzelte Granulozyten
und nicht ndher zuzuordnende Zellkerne. Weder Sinusbegrenzung noch Kerne von
Sinusuferzellen erkennbar. Einzel- und Gruppenzellnekrosen. Pyknotische Leberzell-
kerne.
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Abbildung 56: Elektronenmikroskopie Gruppe 5

Fehlender Zusammenhalt der Hepatozyten. Periportal und perizentral gleichartige Ver-
anderungen mit teilweise vollstandiger Aufldsung der Leberzellverbande. Abgerundete
Zytomembranen der residualen Hepatozyten abgrenzbar. Englumige desmosomal
begrenzte Gallekanalikuli nur zwischen aneinander grenzenden Hepatozyten erkenn-
bar. Hochgradige Schwellung des Zytoplasmas. Diffuse feinvesikulare Dilatation des
REM. Kleine Mitochondrien mit elektronendichter Matrix ohne erkennbare Cristae.
Normale Leberzellkerne. Neben diesen residualen Hepatozyten Zusammenbriiche von
Zytomembranen untergehender Hepatozyten (Zytolyse) mit Aufldésung und Entleerung
der Zellen in die Sinus. Sehr starke Vakuolisierung des Zytoplasmas dieser Hepatozy-
ten. Pyknotische Leberzellkerne. Fehlende Abgrenzbarkeit der Sinusbegrenzung. Ver-
einzelt flache residuale Strukturen noch vorhandener Sinus. Extravasation von E-
rythrozyten und Einblutungen in die interepithelialen Rdume. Kein eindeutiger Nach-
weis des Endothels oder der Ito-Zellen moglich.
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Abbildung 57: Lichtmikroskopie Gruppe 6, Biopsie 2

Paraffinschnitt: Lobulare Lappchenarchitektur intakt. Unterschiedliche Anfarbbarkeit
des Zytoplasmas der Leberzellen ohne Bezug zur Lappchenarchitektur. Vereinzelte
Destruktionen von Leberzellbalken. Gruppenzellnekrosen. Panlobular weite Sinus.
Periportal betonte Kongestionen. Starke Blutfllle in einem angrenzenden Leberlapp-
chen.

Semidinnschnitt: Intakte Leberzellbalken. Weite Sinus mit intrasinusoidal auffallig vie-
len osmiophilen Zellkernen und zellularem Inhalt. Vereinzelt Kerne von Sinusuferzellen
erkennbar. Vereinzelt Einzelzellnekrosen. Unterschiedliche Anfarbbarkeit des Zytop-
lasmas der Hepatozyten. Perizentral helleres granuliertes Zytoplasma, periportal osmi-
ophileres granuliertes Zytoplasma der Hepatozyten. Vergroberung und Kondensation
des Kernchromatins der Leberzellkerne.
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Abbildung 58: Elektronenmikroskopie Gruppe 6, Biopsie 2

Zusammenhalt der Hepatozyten und ihrer Zytomembranen gut erkennbar. Normale,
teils weite Gallekanalikuli mit desmosomaler Begrenzung. Perizentral diffuse Schwel-
lung des Zytoplasmas der Hepatozyten. Vereinzelte Lysosomen mit granuldrem Inhalt
und Peroxysomen sichtbar. Normal groRe Mitochondrien mit relativem Uberwiegen der
Matrixkomponente und marginal erhaltenen Cristae. Periportal mit normalem Zytosol
der Hepatozyten. Kleine Mitochondrien mit elektronendichter Matrix und marginalen
Cristae. Normale Leberzellkerne mit marginaler Verdichtung des Heterochromatins.
Vereinzelte Pramitosen. Perizentral flache Auskleidung der leeren weiten Sinus durch
Sinusuferzellen. Periportal Begrenzung der Sinus zum Disse’schen Raum nicht er-
kennbar. Starke Schwellung der Sinusuferzellen. Desquamationen. Sinuslumen durch
granulierte Masse, Zellfragmente und vermehrt Granulozyten gefullt. Sinusuferzellen
enthalten aufféllig viele intrazytoplasmatische Einschlisse. Leukopedese von Granulo-
zyten.
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Abbildung 59: Lichtmikroskopie Gruppe 6, Biopsie 3

Paraffinschnitt: Erhaltene lobulare Grundarchitektur. Vielfach fehlende Abgrenzbarkeit
und Kontinuitatsunterbrechungen der Leberzellbalken. Fokal periportal Areale mit in-
tensiver Anfarbbarkeit des Zytoplasmas. Perizentral betont weite und teils blutgefiillte
Sinus.

Semidinnschnitt: Intralobulare Lappchenarchitektur schwer durch die sehr engen Si-
nus nachvollziehbar. Intrasinusoidal viele Zellreste. Kerne von Sinusuferzellen nicht
erkennbar. Einzelzellnekrosen. Vereinzelte Hepatozyten mit osmiophilem Zytoplasma
und pyknotischen Kernen. Granuliertes Zytoplasma der Hepatozyten. Grof3e osmiophi-
le intrazytoplasmatische Einschlisse und Kondensation des Heterochromatins der
Leberzellkerne.
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Abbildung 60: Elektronenmikroskopie Gruppe 6, Biopsie 3

Gleichartige Veranderungen in der perizentralen und periportalen Region. Sehr enger
Zusammenhalt der Hepatozyten. Zytomembranen der Hepatozyten deutlich sichtbar.
Sehr enge, desmosomal begrenzte Gallekanalikuli. Begrenzung der Sinus zum Dis-
se'schen Raum nicht erkennbar. Wenige Mikrovilli am Sinuspol der Hepatozyten.
Leichte diffuse Schwellung des Zytoplasmas der Hepatozyten mit vereinzelten, riesi-
gen, intrazytoplasmatischen elektronendichten Einschlissen (grof3e Lysosomen). Eini-
ge Lysosomen und betont periportal viele Peroxysomen erkennbar. Teilweise begin-
nende Neuordnung der Zellorganellen in den Hepatozyten (Mitochondrien — feingranu-
lares Material). Leicht geschwollene Mitochondrien mit vereinzelt randstandigen
Cristae. Normale Leberzellkerne. Vereinzelt Hepatozyten mit homogenem, elektronen-
dichtem Zytoplasma und ohne nachweisbarem Zellkern. Zytomembraneinbriiche von
Hepatozyten sichtbar. Leukopedese von Granulozyten. Starke Schwellung der Sinus-
uferzellen. Durch die engen Sinus schlechte Abgrenzbarkeit der Sinusuferzellen. Lu-
men der Sinus mit Zellfragmenten, elektronendichter Masse und Granulozyten gefillt.
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Zusammengefaldt zeigten in der Biopsie 3 -eine Stunde nach Reperfusion im Empfan-
gertier-, jene Gruppen die grofdten Veranderungen der intralobuldren Architektur, deren
Lebern zuvor einer Stunde warmer Ischamie ausgesetzt wurden (Gruppen 4-6). Am
starksten betroffen war Gruppe 5, auch was die Extravasation von Erythrozyten, als
Ausdruck beginnender Auflésung der intraendothelialen-hepatozellularen Verbande,
betrifft (Tabelle 9). Fur eine weitere Beurteilung der morphologischen Ergebnisse, ist
eine Unterteilung in endotheliale und hepatozellulare Schaden zweckmalig. Die
Schwellung der Hepatozyten war in Gruppe 4 und 5 am starksten ausgepragt wahrend
die Mitochondrien in Gruppe 5 weniger stark geschwollen waren.

Den gréRten morphologischen Schaden wies jedoch das Endothel der Gruppe 5 auf.
Es war eine Stunde nach Reperfusion in praktisch allen Schnitten nicht mehr nach-
weisbar.

Gruppe | Gruppe | Gruppe | Gruppe | Gruppe | Gruppe
1 2 3 4 5 6
Vollstandigkeit der intra- 0 0 0 - L i
lobularen Architektur
Extravasation von E- 0 0 0 - . 0
rythrozyten
Schwellung der ) i - o o -
Hepatozyten
Schwellung der ) 0 ) o i i
Mitochondrien
Des_:quamatlon des 0 0 0 - . 0
Sinusendothels
Schwellung des - i - o n.d -
Sinusendothels o

Tabelle 9: Zusammenfassung der morphologischen Ergebnisse nach Lebertransplan-
tation in den Gruppen 1 bis 6 (Biopsie 3). Keine Veranderungen: 0, geringe Verande-
rungen: -, mittlere Veranderungen: - -, ausgepragte Veranderungen: - - -, n.d.: nicht
differenzierbar

101



Diskussion

4. DISKUSSION

Der Mangel an geeigneten Spenderorganen hat im vergangenen Jahrzehnt zu einer
intensiven Suche gefiihrt, die Anzahl an transplantablen Organen zu erhéhen. Die vor-
liegende Arbeit soll eine Antwort darauf geben, ob die normotherme extrakorporale
Leberperfusion eine geeignete Methode ist, Lebern zu konservieren und die Nutzung
von NHBD zu ermdéglichen. Im ersten Abschnitt wird die Optimierung der NELP durch
die Integration einer simultanen Perfusatdialyse behandelt. Im zweiten Abschnitt wird
untersucht ob die kalte Konservierung in UW im Vergleich zur NELP geeignet ist, Le-
bern von NHBD zu konservieren.

4.1 Zur Wahl des Schweins als Versuchstier

Um eine Ubertragbarkeit der gewonnenen Ergebnisse auf einen maglichen klinischen
Einsatz zu erlauben, kommen der Wahl des Versuchsmodells sowie des Versuchstiers
besondere Bedeutung zu.

Wichtige Erkenntnisse zum Ablauf der Schadenskaskade unter ischdmischen Bedin-
gungen stammen aus der Kultur isolierter Hepatozyten und Sinusendothelzellen®*®°,
Der Ausschluy von EinfluRfaktoren ist es, der diese Modelle flir mechanistische Unter-
suchungen besonders pradestiniert. Aber gleichzeitig leidet hierunter auch deren Uber-
tragbarkeit auf eine an Einflussen reiche Situation im gesamten Organismus bzw. bei
der klinischen Anwendung. Somit scheiden Modelle auf Basis isolierter Zellen fir die
anfangs erwahnten Zielsetzungen aus.

Ein besonders haufig genutztes Versuchstier in der Konservierungsforschung sowohl
im Leberperfusionsmodell®”®°, als auch im Transplantationsversuch®®' ist die Ratten-
leber. Neben den zahlreichen Vorteilen®%, wie z.B. die unproblematische Tierhaltung,
die verhaltnismallig geringen Kosten, die minimalen personellen Anforderungen, die
vergleichsweise einfache Operationstechnik und Narkoseflihrung, gibt es bezlglich der
Ubertragbarkeit auf die humane Situation wichtige Unterschiede. Hierzu zahlt zunéchst
die GroRendiskrepanz. Des weiteren haben Rattenlebern keine Gallenblase mit den
daraus folgenden Unterschieden in der Physiologie der Gallesekretion. Bemerkenswert
ist ferner, dal® Rattenlebern erfolgreich transplantiert werden kénnen, auch wenn auf
die arterielle Anastomose verzichtet wird®. Dies ist bisher fiir kein Saugetiermodell
beschrieben. Nicht zuletzt scheinen Rattenlebern im Unterschied zu humanen Lebern
mit 48h eine besonders lange Toleranz gegeniiber kalter Ischamie aufzuweisen®.
Zahlreiche Konservierungsuntersuchungen wurden an Hundelebern durchgefiihrt %'
Die praklinische Entwicklung der University of Wisconsin-Lésung basiert zum grof3en
Teil auf Versuchen im Hundelebertransplantationsmodell®®. Aufgrund restriktiver tier-
schutzrechtlicher Vorschriften und wegen des 6ffentlichen Interesses an Versuchen mit
Haustieren stehen nur wenige Hunde fur die Forschung zur Verfugung.
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Ausschlaggebend fur die Wahl des Schweins als Versuchstier war neben der physio-
logischen und anatomischen Ahnlichkeit zum Menschen® auch die gute Verfiigbar-
keit®. Die Immunsuppression bei der Schweinelebertransplantation ist von geringerer
Bedeutung als in anderen Saugetiermodellen, da AbstoRungsreaktionen oftmals auch
dann nicht auftreten, wenn die Tiere gar nicht immunsupprimiert wurden'®'®". Schwei-
ne sind als Versuchstiere in zahlreichen Leberstudien als Modell genutzt worden'®'%%,
Das pra- und postoperative Handling von Schweinen ist mehrfach beschrieben®%1%,
Die Stabilisierung des Kreislaufs ist schwieriger als beim Hund, aber ausreichend

standardisierbar'®.

4.2 Verbesserung der NELP

Die GroRe von Schweinelebern und die daraus resultierenden Fluf3volumina machen
ein Perfusionssystem erforderlich, indem das Perfusat rezirkuliert. Eine 700g schwere
Leber wird pro Minute mit ca. 70 ml FlUssigkeit durchspllt. Daraus berechnet sich pro
Stunde ein Umsatz von 42 Litern Perfusat.

Alle von der Leber abgegebenen Substanzen - sei es durch Zelluntergang oder als
Metabolite im Rahmen von Stoffwechselvorgangen - akkumulieren im Perfusionsmedi-
um. Besonders anschaulich ist dies beim Kalium: die Reperfusion einer ischamisch
geschadigten Leber fuhrt in Abhangigkeit von der Ischamiedauer und der Temperatur
zu einem Austritt von Kalium aus dem intrazellularen Raum ins Perfusat. In einem re-
zirkulierenden System verbleibt das Kalium im Perfusat und kann Konzentrationen weit
oberhalb des physiologischen Bereichs erreichen. Die Kaliumkonzentration ist flr die
Volumenregulation von Hepatozyten von Bedeutung'®. Das Zellvolumen wiederum
steuert die Proteinsynthese’®. Um weder eine Hepatozytenschwellung noch eine
Schrumpfung zu verursachen und somit mdglichen Reparationsvorgangen gunstige
Voraussetzungen zu schaffen, sind physiologische Kaliumkonzentrationen anstre-
benswert'®”'%® Fiir Rattenleberperfusionen aus einem Reservoir ist dieses Ziel leicht zu
erreichen. Die gewilnschte Kaliumkonzentration wird dem Perfusat, meist Krebs-
Henseleit, vorgegeben.

Vor diesem Hintergrund wurde ein Dialysekreislauf in den rezirkulierenden Schweine-
leberperfusionskreislauf integriert. In der Literatur sind bisher keine Leberperfusi-
onskreislaufe mit integrierter Dialyse beschrieben. Folglich fehlen bisher auch Hinwei-
se, ob die Dialyse des Perfusats tatsachlich glinstige Auswirkungen auf die Leberfunk-
tion hat.
Abbildung 1 zeigt den fur diese Untersuchungen gewahlten Perfusionskreislauf. Der
Dialysator wurde im Bypass angeschlossen. Ein Funftel des durch die Leber perfun-
dierten FlulRvolumens wurden entnommen und durch den Dialysator geleitet. Das Dia-
lysat wurde rezirkulierend aus einem 10 Liter fassenden Behalter gepumpt. Es wurde
ein definiertes Dialysatvolumen gewahlt, um die Bilanzierung und Volumenverschie-
bungen sowie die Konzentrationsberechnungen leichter durchfiihren zu kénnen. Folg-
lich fihrt diese Form der Dialyse zu einer VergrofRerung des Verteilungsvolumens von
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4| auf insgesamt 14l (41 Perfusat plus 10l Dialysat) fur alle frei dialysierbaren Substan-
zen. Somit werden aus dem Perfusionskreislauf keine Komponenten entzogen son-
dern lediglich verdlnnt.

Wie die Kaliumkonzentrationen der Gruppe 1 zeigt (Abbildung 13), kommt es 30 min
nach Reperfusion zu einer Zunahme der Kaliumkonzentration von 5,0+0,1 auf 6,8+0,6
mmol/l. Nach 3 Stunden Perfusion ist eine Kaliumkonzentration von 7,9mmol/l erreicht.
Im Unterschied hierzu fallt die Kaliumkonzentration in Gruppe 2 von 5,0 auf 4,1mmol/I
ab. Parallel hierzu steigt sie im Dialysat an. Wie erwartet konnte der angeschlossene
Dialysekreislauf die Kaliumkonzentration der Gruppe 2 im physiologischen Konzentra-
tionsbereich halten. Die Unterschiede der Kaliumkonzentrationen beider Gruppen wa-
ren zu allen Zeitpunkten signifikant. Nach Berechnung der Kaliumfreisetzung zeigte
sich, dal} die Lebern in Gruppe 2 nach 3 Stunden signifikant weniger Kalium verloren
hatten (Abbildung 14). Dies war kein Reperfusionsphanomen, sondern offensichtlich
Folge einer kontinuierlichen Kaliumfreisetzung. Die Freisetzung von Kalium wahrend
der Perfusion weist auf Zellmembrandefekte hin, welche vermutlich durch freie Sauer-
stoffradikale verursacht werden'®'"°. Die geringere Kaliumfreisetzung kann als ein
erstes Indiz fir eine bessere Perfusionsqualitat in Gruppe 2 gewertet werden.

Wahrend die Konzentration flr Natrium weder in Gruppe 1 noch in Gruppe 2 nen-
nenswerten Variationen unterworfen war (Abbildung 12), gab es fur den pH Wert signi-
fikante Unterschiede (Abbildung 15). Unter physiologischen Bedingungen spielt die
Leber, neben den Nieren, eine zentrale Rolle in der Regulation des pH-Werts''""'2,
Durch die Synthese von Harnstoff aus Bikarbonat kommt es im Verlauf der extrakorpo-
ralen Leberperfusion im geschlossenen Kreislauf zu einem Absinken des pH-Werts'".
Zwar laft sich der pH durch Bikarbonatgabe aquilibrieren, dies hat aber zur Folge, dal}
die Natrium- oder Kaliumkonzentration durch die Zugabe von Natrium- bzw. Kaliumbi-
karbonat nicht konstant gehalten werden kénnen. (H)*, (OH)" und Harnstoff passieren
leicht die Dialysatormembran. Somit flhrt die Dialyse zu einem Ausgleich des pH Wer-
tes zwischen Perfusat und Dialysat. Zu allen Mefzeitpunkten befand sich der pH in
Gruppe 2 im physiologischen Bereich um 7,4, wahrend am Ende der Perfusion in
Gruppe 1 ein Wert von 6,86 erreicht war. Dies erklart sich durch die Pufferkapazitat
des Dialysats, das Bikarbonat als Puffer beinhaltet. In der Literatur gibt es Studien die
zeigen, dal} ein physiologischer pH fur die meisten Stoffwechselvorgange wichtig ist.
Dies gilt auch fiir die extrakorporale Leberperfusion'™.
Um zu beurteilen, ob die Dialyse des Perfusats Auswirkungen auf die Qualitat der Le-
berperfusion hat, wurde die Aktivitdt von GOT, GPT und LDH ermittelt, der Sauerstoff-
verbrauch bestimmt sowie die Gallebildung und Harnstoffproduktion gemessen.
Die Enzyme kdnnen wegen ihres Molekulargewichts die Dialysatormembran nicht pas-
sieren. Deshalb wurde bei allen Bestimmungen zu keinem Zeitpunkt im Dialysat Tran-
saminasenaktivitat nachgewiesen. Somit kann gefolgert werden, dal} die hdheren En-
zymaktivitaten der Gruppe 1 das Resultat einer vermehrten Freisetzung sind. Bei allen
Bestimmungen wurden die héheren Aktivitdten in Gruppe 1 gemessen. Zum Teil waren
diese Unterschiede zwischen den beiden Gruppen signifikant (Abbildung 16-18). Hier-
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aus |aRt sich folgern, dall die Lebern in Gruppe 2 wahrend des Perfusionszeitraums
einen geringeren hepatozelluldren Schaden aufwiesen als in Gruppe 1.

Ein Unterschied im Sauerstoffverbrauch beider Gruppen wird erst nach der 90igsten
Minute deutlich und erreicht nach 180 Minuten gerade das Signifikanzniveau
(p=0,044). Der hdhere Sauerstoffverbrauch der Gruppe 2 kann als ein weiteres Indiz
daflir gewertet werden, dal} die Leberperfusion mit dialysierten Perfusat zu einer bes-
seren Perfusion fiuhrt. In zahlreichen Leberperfusionsstudien wird der Sauerstoff-
verbrauch als Viabilititskriterium gewertet'"®.

Der zuverlassigste Parameter zur Beurteilung der Leberfunktion ist die Galleprodukti-
on'"®. Sie erfordert eine intakte Leberlappchen-Architektur. Zahlreiche biochemische
Ablaufe mussen ineinander greifen, bis Galle produziert werden kann. Die Sekretion
von Galle beruht im wesentlichen auf aktiven Transportmechanismen117,118.

Die Menge an produzierter Galle in Gruppe 1 betrug 1,1 ml pro 100g Lebergewicht. In
Gruppe 2 wurden hingegen 1,9 ml von der gleichen Anzahl Hepatozyten sekretiert
(Abbildung 20). Der Unterschied war mit p=0,016 signifikant. Hieraus kann geschlos-
sen werden, dall die Dialyse des Perfusats zu einer Steigerung der Gallesekretion
fuhrt, auch die Produktion von Harnstoff war in Gruppe 2 héher, wenngleich nicht signi-
fikant (Abbildung 22).

Werden alle Schadigungsparameter und Viabilitadtskriterien zusammengefal’t, kann
gefolgert werden, dal die Dialyse des rezirkulierenden Perfusats in Gruppe 2 zu einem
geringeren hepatozelluldaren Schaden und einer besseren Leberfunktion fihrt. Somit
scheint es erwiesen, dal} die Integration der Dialyse in den Leberperfusionskreislauf
einen erheblichen Beitrag fur eine gute Leberfunktion leistet. Zu bertcksichtigen bleibt,
dafd es sich im obigen Modell um Lebern handelte, die einer warmen Ischamie ausge-
setzt waren. Sowohl die Freisetzung an Kalium, aber auch an sauren Valenzen ist un-
ter diesen Bedingungen besonders gro3. Wahrscheinlich wéare der positive Einfluld der
Perfusatdialyse mit frisch entnommenen Lebern weniger stark ausgefallen oder hatte
erst spater eingesetzt.

Die Ursachen fir die bessere Leberfunktion lassen sich anhand des obigen Modells
nicht zweifelsfrei klaren. Vergleichsweise unstrittig durfte die Bedeutung einer physio-
logischen Kaliumkonzentration sein. Ahnliches muf man fiir den pH annehmen.
Weitaus spekulativer ist die Annahme, daR die Leber unter physiologischen Bedingun-
gen z.B. Uber Glukuronidierung in der Lage ist Toxine, in hydrophile Substanzen um-
zuwandeln''®12012 Eg ist denkbar, daR diese Toxine, die auch bei der humanen Nie-
rendialyse erfolgreich Uber Jahre hinweg eliminiert werden kénnen, im Leberperfusi-
onskreislauf nicht mehr akkumulieren, bzw. in inrer Konzentration reduziert werden.

Fir die obigen Untersuchungen wurde die Leber in ein temperiertes Perfusatbad ge-
legt (Abbildung 1). Diese Lagerung stellt einen Kompromif3 zwischen einem einfachen
Perfusionsaufbau und der Perfusionskammer, wie sie von Neuhaus entwickelt wurde,
dar. Legt man die Leber auf eine harte Unterlage, sei es auch ein Netz, Tuch oder ahn-
liches, fuhrt das Eigengewicht der Schweineleber dazu, dal® die unteren 2-3cm des
Lebergewebes komprimiert werden. Als Folge bleiben diese Areale hypoperfundiert.
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Neuhaus konnte zeigen, dal® durch die Lagerung in einer geschlossenen Perfusi-
onskammer auf die von auften oszillierende, sinusformige Drucke gegeben werden,
verhindert wird, dal} es zu einer Ausbildung dieser Areale kommt. Lebern, die in einer
solchen Kammer perfundiert wurden, produzieren bis zur 24 Stunden Galle als Zei-
chen einer guten Funktion *. Das Prinzip der Perfusatdialyse wurde in einer experi-
mentellen Perfusionsmaschine mit dem Prinzip der Kammerperfusion vereint. Wir
konnten in einer Studie mit Affenlebern zeigen, dall es Uber einen Perfusionszeitraum
von 4 Stunden zu keinem nennenswerten Anstieg der Transaminasen kam und die
Lebern bis zum SchluR groke Mengen Galle produzierten'?.

Diese experimentelle Perfusionsmaschine war jedoch nicht geeignet, Schweineleber-
perfusionen unter sterilen Kautelen durchzufihren. Auch das Handling in Bezug auf
Volumenverschiebungen in Dialysat oder Perfusat sowie das Monitoring der Drucke
und Flisse bedurfte einer Neukonstruktion wie sie Kapitel 2.2.6 beschrieben wird. Die
Abbildung 8 und Abbildung 9 zeigen die neu entwickelte Perfusionsmaschine mit integ-
riertem Dialysekreislauf und der Neuhaus-Kammer. Das FlulRdiagramm ist in
Abbildung 10 skizziert. Diese Perfusionsmaschine kam im vorliegenden Projekt erst-
mals zum Einsatz.

4.3 Lebertransplantation nach NELP

Alle experimentellen Aussagen uber die Qualitat einer extrakorporalen Leberperfusion
beruhen bisher auf indirekten Daten. Dies sind, wie eingangs geschildert, die Freiset-
zung von Enzymen, die Produktion von Harnstoff, Verbrauch von Sauerstoff und die
Sekretion von Galle. Zusammengefallt ergeben diese Daten einen guten Hinweis auf
die Funktionsfahigkeit der Leber, lassen aber trotzdem einen gewissen Interpretations-
spielraum zu. Der absolute Beweis, dal} die extrakorporale Leberperfusion besonders
physiologisch durchgefiihrt wurde, kann aber nur die anschlieRend erfolgreiche Trans-
plantation einer zuvor extrakorporal perfundierten Leber sein. Nur dieser Versuchsauf-
bau 1aRt auch weitergehende Uberlegungen zur Anwendung der NELP zu. Insbeson-
dere mul® man fir die mogliche Anwendung der NELP zur Nutzung von Lebern, die
von NHBD stammen fordern, dall es experimentell mdglich ist, diese Lebern zu trans-
plantieren.

In der gesamten Literatur findet sich nur eine Publikation, in welcher der Versuch un-
ternommen wurde nach NELP zu transplantieren'®. Von 4 transplantierten Schweinen
haben 2 Tiere einige Tage Uberlebt. Leider fehlen genauere Angaben, die Schluf3folge-
rungen zuliefen. Trotz der zahlreichen Rattenleberperfusionen und auch Rattenleber-
transplantationen gibt es keine Daten tUber die Transplantation nach vorheriger NELP.
Die Ziele beim Entwurf des vorliegenden Studienprotokolls waren es, unzweideutige
Schlusse in Bezug auf die Viabilitdt der Leber nach NELP zuzulassen und zum ande-
ren eine Situation zu simulieren, die eventuellen Einsatzen in der Klinik entsprechen
kénnte.
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Die Lebern der ersten drei Gruppen des Versuchsprotokolls wurden einem herzschla-
genden Spendertier entnommen. Eine definierte warm ischamische Phase im Spender
fehlte somit. Der Versuchsgruppenaufbau ist in Abbildung 6 schematisch wiedergege-
ben. In Gruppe 1 wurde sofort nach Entnahme der Spenderleber das vorbereitete
Empfangertier transplantiert, in Gruppe 2 erst nach 4 Stunden Organkonservierung in
UW. Fur die klinische Organprotektion ist die Kaltkonservierung in UW- oder HTK-
Lésung der Standard, gegen den neue Verfahren gemessen werden mussen. Fur das
Studienprotokoll wurden deshalb zwei der Vergleichsgruppen bestimmt (Gruppen 2
und 5) in denen die Lebern 4 Stunden in UW-L6sung kalt konserviert wurden. In Grup-
pe 3 wurden die Lebern Uber 4 Stunden normotherm extrakorporal perfundiert und
anschlief3end transplantiert. Die Gruppen 4 bis 6 entsprachen nach 60 Minuten warmer
Ischamie im Spendertier dem NHBD Konzept. In Gruppe 4 schlof3 sich an die 60 Minu-
ten warme Ischamie die sofortige Transplantation an. Somit waren diese Lebern einer
kontinuierlichen warmen Ischamie von 103 Minuten ausgesetzt. In Gruppe 5 und
Gruppe 6 folgten den 60 Minuten warmer Ischamie 4 Stunden kalte Ischamie in UW
bzw. 4 Stunden NELP.

Der Zeitraum von vier Stunden wurde gewahlt, weil dies in etwa der kiirzeste Zeitrah-
men sein durfte, der es erlaubt, die Spenderhepatektomie durchzuflhren, den NELP-
Kreislauf zu flllen sowie den Empfanger vorzubereiten und zu hepatektomieren. Die-
ses Vorgehen beruht auf einigen Pramissen, auf die am Ende der Diskussion noch-
mals im Einzelnen eingegangen wird.

4.4 Uberlebensdaten nach Lebertransplantation

In Gruppe 1 Uberlebten alle Schweine die Transplantation. Ein Leberausfall trat wie zu
erwarten war in keinem Fall auf. Eine operationstechnisch bedingte durchschnittliche
warme Ischdmie von 3 min wird von Lebern gut toleriert'®. Diese Gruppe diente als
Referenz ohne kalte Ischamie oder NELP, dem Vergleich der biochemischen Ver-
laufsmefRgrélien sowie zur Auswertung der licht- und elektronenmikroskopischen Beur-
teilung.
4 Stunden kalte Ischéamie in UW gelten als kurzes Konservierungsintervall, folglich
Uberlebten auch in der Gruppe 2 alle Schweine die Transplantation ohne Leberausfall.
Ebenfalls nach NELP kam es zu keinen Leberausfallen. Somit kann im Vergleich der
Gruppen 2 und 3 erstmals gefolgert werden, da fiir das Uberleben der Empfanger die
Konservierung uber ein vierstundiges Intervall in UW im Vergleich zur NELP keine Vor-
teile bietet.
Die Aktivitat der Enzyme (Abbildung 23:-26) sind in Gruppe 3 etwas hoéher als in Grup-
pe 2. Dies laldt auf einen geringflugig starkeren hepatozelluldren Schaden schlieRen,
der sich auch morphologisch tberwiegend perizentral durch eine verstarkte Granulie-
rung und eine leichte fokale Vakuolisierung andeutet (Abbildung 49 und 51). Dies ist
darauf zurtickzufiihren, dal® vor Anschlu an die NELP diese Lebern einer kurzen
warmen Ischamie von ca. 10 Minuten und nach Herausnahme aus der Perfusionsma-
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schine operationstechnisch bedingt einem Intervall von weiteren 3 min warmer Ischa-
mie ausgesetzt waren. Hingegen wurden die Lebern der Gruppe 2 keiner warmen |-
schamie ausgesetzt, da sie der 4°C kalten Konservierungslésung enthommen wurden.
Der endotheliale Schaden ist gemessen am Hyaluronsdureabbau in Gruppe 3 und in
Gruppe 1 niedriger ausgefallen als in Gruppe 2. Dies deckt sich mit neueren Zellkultur-
untersuchungen, die belegen, dal® die Kalte Schaden am Endothel verursacht und
weniger die Hypoxie '#*'%°,
In Gruppe 4 Uberlebten mit einer mittleren warm ischamischen Phase von 10 min funf
von sechs transplantierten Schweinen ohne Leberversagen. Somit finden die Daten
von Hickman Bestatigung, dal® Schweinelebern eine warme Ischamie von Uber einer
Stunde tolerieren kénnen®. Bei dem vorliegenden Protokoll handelte es sich um eine
komplette warme Ischamie und nicht um eine eventuell nur partielle, wie sie durch ein
Pringle Manéver induziert wird'?’. Ein Leberausfall in Gruppe 4 zeigt aber auch, daR
sich das warm ischamische Intervall von 103 Minuten nahe an der maximal tolerierten
Grenze befindet. Alle hepatozellularen MeRgréRRen fielen in Gruppe 4 ungunstiger aus
als in den Gruppen 1,2,3, und 6. Auffallend war neben den sehr hohen Enzymaktivita-
ten, dal} sich morphologisch in der LM und EM deutliche Zeichen einer hepatozellula-
ren Schadigung fanden. Hierzu zahlten eine teilweise Zerstérung der Leberzellbalken,
Gruppenzellnekrosen sowie eine panlobuldre Vakuolisierung (Abbildung 53 und 54).
Erstaunlich war, dafl das Endothel in der Kapazitat Hyaluronsaure zu metabolisieren
nicht so sehr eingeschrankt wurde wie in Gruppe 2 (Abbildung 27), wenngleich die
Unterschiede nicht signifikant waren. In der EM war das Endothel der Gruppe 4 starker
geschwollen als in Gruppe 1 oder 3. Warum der vergleichsweise unauffallige Aspekt
des Endothels der Gruppe 2 nicht mit einem ungestoérten Hyaluronsaureabbau einher
geht, ist noch nicht geklart. Nach Rucksprache mit Lemasters ist es eventuell darauf
zurlckzuflihren, dal das elektronenmikroskopisch bewertete Anschwellen des Endo-
thels auf seiner Fahigkeit beruht zu ballonieren. Unter Kalte verliert das Cytoskelett
moglicherweise diese Eigenschaft, was ihm elektronenmikroskopisch ein normales
Aussehen verleiht, aber als Schutzmechanismus nicht zur Verfigung steht. Dies deckt
sich in einigen Aspekten mit den Zellkulturergebnissen von Rauen'®.
Alle Schweine in Gruppe 5 entwickelten nach Transplantation ein primares Organver-
sagen. Nach 6 min warmer Ischamie und 4h Kaltkonservierung in UW war die Reper-
fusionsphase durch ein ungewdhnlich inhomogenes Erscheinungsbild der Leber ge-
kennzeichnet. Rosafarbige gut perfundierte Bereiche waren umgeben von grol3en livi-
den und hypoperfundierte Arealen. Bereits die lichtmikroskopischen Untersuchungen
zeigten eine weitgehende Destruktion der Leberzellbalken, Gruppenzellnekrosen und
massive Einblutungen (Abbildung 55). Bemerkenswert ist ferner der Verlust der Sinus-
begrenzung. Nur vereinzelt lieRen sich Sinusendothelzellen darstellen (Abbildung 56).
Das morphologische Erscheinungsbild spiegelt sich in den biochemischen Ergebnis-
sen wieder. Die anfallende Hyaluronsaure wurde praktisch nicht abgebaut. Im Ver-
gleich zu den anderen Gruppen erreichte die Hyaluronsaurekonzentration Hochstwer-
te. Besonders aufschlufreich ist der Verlauf der a-GST, weil sie eine besonders kurze
Halbwertzeit hat. Es zeigt sich in Gruppe 4 bereits drei Stunden nach Transplantation
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ein deutlicher Abfall, wahrend die Konzentrationen in Gruppe 5 kontinuierlich steigen.
Diese Korrelation findet auch in einer kirzlich verdffentlichten Studie Bestatigung'®.
Die anfanglich niedrigeren Aktivitdten der Transaminasen in Gruppe 5 erklaren sich
dadurch, dall — wie auch makroskopisch und mikroskopisch zu belegen - nicht alle
Areale der Leber ausreichend reperfundiert waren. Somit konnte zunachst nur ein Teil
der freigesetzten Enzyme die Zirkulation erreichen. Die anfanglich niedrigeren Tran-
saminasenspiegel sind bei Lebern mit einer derart gestdrten Mikrozirkulation eher tri-
gerisch.

Alle transplantierten Schweine der Gruppe 5 verstarben innerhalb der ersten 24h nach
Reperfusion. Der postoperative Verlauf war gekennzeichnet durch eine diffuse Blu-
tungsneigung. Es war nicht mdglich auf die mechanische Beatmung zu verzichten, da
die Schweine keine ausreichende Spontanatmung entwickelten. Innerhalb der letzten
Stunden traten hypotone Phasen auf, trotz Volumensubstitution und Gabe von Kate-
cholaminen. Es muldte sukzessiv der FiO; bis auf 1,0 gesteigert werden.

Aus diesen Verlaufen sowie den morphologischen und biochemischen Ergebnissen
mufd geschlossen werden, dal eine warm ischamische Phase von 6 min der eine kalt
ischamische Phase von 4 Stunden folgt, zu einem primaren Transplantatversagen
fuhrt. Des weiteren wird gefolgert, dal} die Kaltkonservierung bei Lebern von NHBD mit
den erwahnten Zeitrdumen nicht das geeignete Konservierungsverfahren darstellt.

Bei keinem der transplantierten Tiere in Gruppe 6 kam es zu einem Leberausfall.
Intraoperativ war die Reperfusion ahnlich homogen und ungestért wie auch in den an-
deren Gruppen 1,2,3 und 4. Morphologisch fand sich im Unterschied zu Gruppe 5 eine
weitgehend intakte Leberlappchen Architektur (Abbildung 57- Abbildung 59). Die Sinu-
sendothelzellen waren geschwollen, aber in ihrer Kontinuitat erhalten (Abbildung 60).
Laborchemisch fiel auf, dal® die Enzymaktivitaten deutlich unter den der Gruppe 4 la-
gen, der hepatozellulare Schaden somit weniger stark ausgepragt war. Dies 14t sich
auf zwei Faktoren zurtickfihren. Zunachst betrug die Phase der kontinuierlichen war-
men Ischamie in Gruppe 6 7 min und nicht wie in Gruppe 4 10 min. Es erfolgte dann
mit der NELP die Reoxygenierung. Wenngleich die Phasen der warmen Ischamie in
beiden Gruppen etwa gleich lang waren(10 min in Gr. 4 zu 6 min plus 1 min plus 3 min
=11 min in Gr. 6) ist zu vermuten, dal} sich die Hepatozyten in Gruppe 6 Uber einen
Zeitraum von 4 Stunden regenerieren konnten, bevor sie wieder einer operationstech-
nisch bedingten warmen Ischamie ausgesetzt waren. Wie die Galleproduktion wahrend
der NELP zeigt (Abbildung 38), waren die ATP Konzentrationen offensichtlich ausrei-
chend'®. Des weiteren ist anzunehmen, daR wahrend der NELP schon ein Anteil der
Transaminasen, welche durch Membranschaden der Hepatozyten nach 7 min warmer
Ischamie ausgetreten sind, durch das Perfusat (Abbildung 34 - Abbildung 37) ausge-
spilt wurden.

Die hohe Metabolisierungsrate der Hyaluronsaure (Abbildung 27) weist in Gruppe 6
auf ein funktionell intaktes Endothel hin. Hierin besteht auch morphologisch ein we-
sentlicher Unterschied zu den Lebern in Gruppe 5.
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Erstmals konnte somit der Nachweis geflhrt werden, dal} es maoglich ist, Lebern von
NHBD nach 6 min warmer Ischamie und 4 Stunden NELP erfolgreich zu transplantie-
ren, wahrend die kalte statische Konservierung in UW versagte.

Eine weitere wesentliche Voraussetzung fur die Nutzung von NHBD Lebern, besteht in
der Notwendigkeit vor der Transplantation Aussagen Uber die Organqualitat treffen zu
kénnen. Wahrend dieser Punkt bei der Nierentransplantation durch die Verfuigbarkeit
der Hamodialyse im Falle eines primaren Transplantatversagens nicht eine solch im-
mense Bedeutung hat, hangt beim Organempfanger einer Leber das Leben von der
primaren Transplantatfunktion ab.

Wie wichtig das Monitoring der Organfunktion nach Explantation ist, wird deutlich,
wenn man bedenkt, dal} es in vielen Fallen nach Herzstillstand und Reanimationsver-
suchen nicht méglich ist, mit Bestimmtheit zu sagen, wie lange die Leber hypoperfun-
diert und ischamisch war oder welche Auswirkungen die unter Reanimationsbedingun-
gen applizierten Katecholamine auf die Leberfunktion hatten. Wird danach eine Leber
entnommen und statisch kalt konserviert liee sich erst nach erfolgter Transplantation
die Leberfunktion bestimmen. Die NELP hingegen bietet dadurch, dal’ die Leber phy-
siologisch perfundiert wird, eine sehr gute Mdglichkeit die Funktion einzuschatzen.
Direkt an der perfundierten Leber kann die Galleproduktion®® gemessen, der Sauer-
stoffverbrauch berechnet und der Perfusionswiderstand ermittelt werden. Des weiteren
konnen auch die Transaminasen, wahrend die Perfusion lauft, bestimmt werden. Es
kann naturlich nicht an Hand der hier vorgelegten Studie gefolgert werden, ab welcher
Galleproduktion, Sauerstoffverbrauch oder ab welchem Widerstand die Lebern viabel
sind und wann nicht. Dies bedurfte eines komplett neuen Studienentwurfs. Trotzdem
kann man auf Grund der zahlreichen Gemeinsamkeiten zwischen porcinen und huma-
nen Lebern annehmen, wenn ahnliche Daten wahrend einer humanen Leberperfusion
wie im obigen Protokoll wahrend der Schweineleberperfusion erzielt werden, eine pri-
mare Leberfunktion nach Transplantation sehr wahrscheinlich ist.

Alle gewonnenen Ergebnisse insbesondere der Gruppen 5 und 6 lassen den Schlul}
zu, dal} die NELP das geeignetere Verfahren zu Konservierung von Lebern nicht herz-
schlagender Spender ist.

4.5 Riickschliisse fiir die Klinik

Die vorgelegte tierexperimentelle Studie unterscheidet sich in einigen Aspekten von
einer klinischen Situation. Wahrend in dem obigen Protokoll definierte Bedingungen
vorlagen, z.B. exakt 6 min komplette Ischamie vor Hepatektomie, ist bei der klinischen
Anwendung von einer unbestimmten Zeit warmer Ischamie auszugehen. Die mdgli-
chen Organspender lassen sich in vier Kategorien einteilen: 1. Unfallopfer, die bei An-
kunft in der Klinik bereits verstorben sind, 2. nach frustraner Reanimation, 3. bei be-
vorstehendem Herzstillstand, - z.B. wenn die intensivmedizinische Behandlung ab-
gebrochen wird -, und 4. nach Herzstillstand bei Hirntoten Patienten'®. Diese Hetero-
genitat der Spender verdeutlicht, wie schon eingangs erwahnt, die Notwendigkeit eines
Organmonitorings nach Explantation, aber auch die Notwendigkeit einer gut organisier-
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ten Logistik vor Ort. Diesem Aspekt ist besonderes Augenmerk zu widmen. Denkbar ist
die Schaffung eines Explantationsteams, das den Verstorbenen sofort nach der Diag-
nose des Herzstillstandes und Feststellung des Todes in den OP transportiert.

Parallel hierzu muf} von einem zweiten Team die Perfusionsmaschine hergerichtet und
mit Blutkonserven und Dialysat gefiillt werden, damit direkt nach Explantation die Le-
ber an die NELP angeschlossen werden kann. Wahrend die NELP mit der entnomme-
nen Leber lauft, sollten Viabilitdtsuntersuchungen durchgefiihrt werden. Wenn die Le-
berqualitat als gut angesehen werden kann und nur dann, mafite der Empfanger nar-
kotisiert und anschlieRend hepatektomiert werden. Nach Entnahme aus der NELP, mit
der unweigerlich das zweite Intervall warmer Ischamie beginnt, sollte die Transplanta-
tion besonders zugig erfolgen kdnnen. Insbesondere scheint es sinnvoll, um Ischamie-
zeit zu sparen, die Reperfusion bereits nach Fertigstellung der suprahepatischen V.
Cava Anastomose und Pfortaderanastomose durchzufiihren.

Neben diesen logistischen und operativen Ablaufen mussen vor einer klinischen An-
wendung auch ethische und rechtliche Belange eroértert und geklart werden. Es stellen
sich folgende Fragen: Stimmen die Angehdrigen der Organentnahme zu und wann?
Kdénnte der Patient schon mit Unterzeichnung des Krankenhausbehandlungsvertrags
einen Passus unterzeichnen, der die Organentnahme im Falle des Todes erlaubt? Zur
Zeit schlie3t das deutsche Transplantationsgesetz im §5 Abs. 1 Nr. 2 die Nutzung von
NHBD praktisch aus, da der ,endgtiltige, nicht behebbare Stillstand von Herz und
Kreislauf eingetreten und seitdem mehr als drei Stunden vergangen sein muissen®.
Eine solche gesetzliche Einschrankung findet sich in keinem anderen Land und ist
wohl auch nur unter dem Gesichtspunkt der 6ffentlichen Meinungsbildung zu verste-
hen. Die Klippe einer erneuten Diskussion dariber, wann ein Mensch tot ist und wa-
rum denn nicht nur Organe von NHBD genutzt werden, konnte hierdurch umschifft
werden. Auf dem 5. Kongrel3 der ,International Society of Organ Sharing®, in Maast-
richt, NL, im April 1999 berichtete Kootstra, daf} 1998 in seiner Klinik mehr als 40% der
Nierenspenden von NHBD stammten und diese Zahl in den USA bereits 6% aller
Nierenspenden aus allen Zentren betrifft. Bedenkt man, dal nur eine geringe Anzahl
der Kliniken tatsachlich uUber eine NHBD-Logistik verfigen, verdeutlicht sich das
enorme, nicht genutzte Potential an transplantablen Nieren. Bei weiter ansteigenden
Wartelisten durfte es nur eine Frage der Zeit sein, wann eine Novellierung dieser
Gesetzespassage folgt.

Die Vorgehensweise, die auf dem ,Workshop on NHBD* in Maastricht, 1994, vorge-
schlagen wurde und auch seither in den Niederlanden, GroRbritannien und anderen
europaischen Landern praktiziert wird, kénnte Vorbildfunktion Gbernehmen: 10 Minuten
nach Herzstillstand werden abgewartet, um in dieser Zeit den Hirntod sicher eintreten
zu lassen, da 10 Minuten ohne Zirkulation bei Normothermie irreversibel die Hirnfunk-
tion schadigen™'. Denkbar ware auch, daR der Verstorbene anschlieRend sofort zur
Hepatektomie in den OP gebracht wirde.
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Die klinischen Ergebnisse fir die Nierenspende sind unstrittig, in Bezug auf die Leber-
spende von NHBD liegen solche bisher nicht vor. Die vorgestellten experimentellen
Resultate kdnnten einen ersten Schritt zur Umsetzung in eine klinische Studie rechtfer-
tigen. Es erscheint notwendig, dal® nachdem das Transplantationsgesetz in Deutsch-
land nun verabschiedet ist, erneut der Meinungsaustausch mit Patientenorganisatio-
nen, christlichen Einrichtungen und Ethikkommissionen sowie der Legislative gesucht
wird.

4.6 Einsatzmoglichkeiten der NELP als Konservierungsmethode

Hickman et al. zeigten, dafl3 120 Minuten warme Ischamie zu einer 100%igen PNF flh-
ren®. Es kann als gesichert gelten, dal} der Schaden, den eine Leber unter warm i-
schamischen Bedingungen Uber einen Zeitraum von vier Stunden erleidet, irreversibel
ist. Wird die Leber in UW Uber 4 Stunden kalt konserviert, ohne vorherige warme I-
schamie, resultiert postoperativ eine gute Organfunktion (Gruppe 2). Das gleiche trifft
fur die Organfunktion nach 4 Stunden NELP (Gruppe 3) zu. Die Kaltkonservierung in
UW bietet gemessen am Uberleben und der Leberfunktion der transplantierten
Schweine gegenuber der NELP keine Vorteile. Erstmals kann somit fur die NELP ge-
zeigt werden, dal sie tatsachlich eine alternative Konservierungsmethode zur Kaltkon-
servierung darstellt.
Ein wie im obigen Protokoll verwendeter Perfusionszeitraum von 4 Stunden reicht fur
klinische Anwendungen nicht aus. Insbesondere wiegen die potentiellen Vorteile der
NELP, wie zum Beispiel das Leberfunktionsmonitoring, nicht die unbestreitbaren Vor-
teile der Kaltkonservierung, wie die einfache Handhabung, niedrigen Kosten und lan-
geren Konservierungszeiten auf.
Es mul die Frage gestellt werden, ob sich dieser Zeitraum von 4 Stunden verlangern
laRkt. Mit dem vorliegenden Studienprotokoll und den gewonnen Ergebnissen lalt sich
diese Frage nicht sicher beantworten, da keine langeren Perfusionszeitraume als 4
Stunden mit anschlieRender Transplantation untersucht wurden. Aber die Annahme,
dafl 4 Stunden NELP nicht den maximal langsten Zeitraum darstellen, wird durch das
Uberleben der Schweine in Gruppe 6 gestiitzt. Es liegt nahe zu vermuten, daR eine
ischamisch geschadigte Leber nach 4 Stunden NELP primar funktioniert, auch nach
mehr als 4 Stunden NELP ohne vorherige warme Ischamie, ihre Funktion aufnehmen
wird. Auf welche Zeitraume sich dieses Konservierungsintervall ausdehnen lassen
wird, bleibt zuklnftigen Untersuchungen vorbehalten. Neuhaus konnte zeigen, daf}
auch nach 24 Stunden Perfusion die Lebern, als wichtiges Viabilitatskriterium, reichlich
Galle produzierten und die Freisetzung von Transaminasen niedrig war*’.
Zusammengefaldt ist das Potential der NELP als experimentelle Konservierungsme-
thode bisher noch nicht ausgeschdpft. Wahrend die Kaltkonservierung unter statischen
Bedingungen bei 0°C einem sterbenden System gleichkommt, da auch bei dieser
Temperatur eine Proteolyse in den Hepatozyten stattfindet'®?, trifft dies bei der NELP
nicht zu. Wenn man die verbrauchten Substrate wahrend der normothermen Perfusion
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substituiert und die anfallenden Metabolite beseitigt (Galle, Dialyse), sté3t das Konzept
der NELP nicht mehr an theoretische Grenzen, wie sie dem Konzept der Metabolis-
musreduktion unter Kaltkonservierung inne wohnen.

Diese Uberlegungen sollten AnlalR geben den Perfusionszeitraum der NELP in weite-
ren Studien systematisch auszudehnen.

4.7 Einsatzmodglichkeiten der NELP zur Einsparung von Tierversuchen

Dem Tierschutz wird in den letzten Jahren in unserer Gesellschaft eine zunehmende
Bedeutung eingerdumt. Die Enthahme einer Leber bei einem narkotisierten Tier gilt als
sogenannter Akutversuch und ist bei der Behdrde nur anzeigepflichtig. In einem Ver-
such, bei dem Untersuchungen am nicht narkotisierten Tier durchgefihrt werden, un-
terliegen die Tiere bedeutend gréReren Belastungen. Deshalb ist auch ein unver-
gleichlich aufwendigeres Genehmigungsverfahren erforderlich.

In der Gruppe 3 konnte gezeigt werden, dal} eine Leber nach 4 Stunden NELP in der
von uns entwickelten Apparatur mit guter postoperativer Funktion transplantiert werden
kann. Somit war die normotherme Perfusion besonders physiologisch. Dies legt die
Verwendung der NELP fur biochemische, pharmakologische und physiologische Un-
tersuchungen nahe, welche bisher tUberwiegend nur im Tierversuch durchgefihrt wer-
den konnten.

Bereits in der Vergangenheit konnten wir zeigen, dal® Schweinelebern aus Schlachtho-
fen fir Konservierungsuntersuchungen und zur Isolation von Hepatozyten fur Zellkul-
turuntersuchungen genutzt werden kénnen®'**. Durch die Aufname der Organfunktion
in Gruppe 6 nach LTX, konnte gezeigt werden, dal} auch unter diesen Bedingungen
die NELP ein Funktionieren der Leber erlaubt. Wie die Produktion von Galle und Harn-
stoff und der Abbau der Hyaluronsaure verdeutlichen, gibt es Unterschiede zwischen
den Lebern der Gruppe 3 und 6, aber das Uberleben der Tiere belegt, dal® es sich nur
um eine transitorische gering gradige Funktionseinbul’e der Lebern nach warmer I-
schamie handelte. Somit lassen sich vermutlich mit Lebern die in Schlachthéfen unter
warm ischamischen Bedingungen gewonnen wurden, relevante Untersuchungen
durchfiuihren. Dies kann zu einer weiteren Einsparung sowohl von Versuchstieren als
auch Tierversuchen fuhren.

4.8 Transaminasenfreisetzung nach hepatozellularen Schaden bei |-
schamie

Die Enzyme GOT, GPT und LDH haben sich in der Klinik als wesentliche MeRgroRen
der Leberzellschadigung etabliert’*'*. Sie werden zum Monitoring hepatozellularer
Schaden herangezogen, wenngleich die Enzyme es nicht erlauben zwischen Absto-
Bung, Infektion oder Ischdmieschéden zu unterscheiden™’. In dieser Studie kam es in
keinem Fall zu hyperakuten AbstoRungsreaktionen, was im Schweinelebertransplanta-
tionsmodell auch fast ausschlief3lich nur dann beobachtet wird, wenn zuvor gegen den

Spender mit einem Hauttransplantat sensibilisiert wurde'"'*. Auch konnten GefaR-
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verschllsse, die o6fter bei der padiatrischen Lebertransplantation auftreten, nach den
erfolgten Obduktionen ausgeschlossen werden'*'2. Fulminante Hepatitiden, wie sie
auch durch Reinfektion nach Lebertransplantation auf dem Boden einer Hepatitis B
oder C auftreten kdnnen'**'** sind ebenfalls in diesem Protokoll auszuschlieRen. Dar-
aus kann gefolgert werden, dal} die Freisetzung der Enzyme allein auf hepatozellulare
Schadigung durch warme und kalte Ischamie zurtickzufuhren ist.

Der nach Lebertransplantation im Serum meRbare Aktivitatsanstieg korreliert mit dem
AusmaR des ischdmischen Schadens'*'. In Gruppe 4 mit langer (103 min) warmer
Ischamie und damit groRRerer hepatozellularer Schadigung sind die Enzymaktivitaten in
starkerem Ausmald angestiegen als in Gruppe 1 mit kurzer (35 min) warmer Ischamie
oder in der zweiten Gruppe nach kalter Ischamie (Abbildung 23: - Abbildung 26).

Die Enzyme reagieren unterschiedlich auf denselben hepatozellularen Schaden. Bei
geringeren Schaden, wie in den Gruppen 1, 2 und 3, zeigt GPT im Gegensatz zu den
anderen Enzymen keinen wesentlichen Aktivitdtsanstieg. GPT stellt einen Indikator fur
deutlicher ausgepragte hepatozellulare Schaden dar, da sie nur in der vierten und funf-
ten Gruppe, in der die grofite hepatozellulare Schadigung entstand, Uber langere Zeit
signifikant angestiegen war (Abbildung 25)°%13%1%0-152,

4.9 o-GST-Freisetzung infolge hepatozellularer Schaden

Klinische Studien zeigten, dal die Konzentration der o-GST bei Stérungen der hepa-
tozellularen Integritat, hervorgerufen durch Hepatitis-C-Infektion'®*'**, Paracetamol-
Intoxikation'®, hepatozellulares Karzinom und Alkoholintoxikation'® sowie bei akuten
Rejektionen "% ansteigt. Bisher gibt es keine Untersuchungen, in denen die Auswir-
kung von unterschiedlichen kalten und warm ischamischen Perioden auf die Freiset-
zung der o-GST bestimmt wurde. In den Gruppen 1-6 finden sich definierte Bedingun-
gen, so daB die Freisetzung von o-GST auf die zuvor verursachte Ischamie zurlckge-
fuhrt werden kann.

Wahrend diese Studien mit dem fir humane o-GST Bestimmungen hergestellten ELI-
SA durchgefiihrt wurden, evaluierten wir erstmals den porcinen Test. Die Kreuzreakti-
vitat zwischen dem humanen und porcinen Kit liegt unterhalb der Nachweisgrenze.

Die hier analysierten Enzyme o-GST, GOT, GPT und LDH reagieren unterschiedlich
schnell mit einem signifikanten Aktivitats- bzw. Konzentrationsanstieg auf die Zellscha-
digung. Sie erreichen zu verschiedenen Zeitpunkten den gemessenen Maximalwert.
Der zeitliche Verlauf der Enzymfreisetzung ist abhangig von der Enzymkonzentration
in den Hepatozyten. Wahrend o-GST in periportalen und zentrilobularen Zellen anna-
hernd homogen verteilt ist, weisen die Transaminasen in den periportalen Hepatozyten
die héchsten Aktivititen auf'®®. Die zentrilobuldren Hepatozyten werden durch Ischa-
mie starker geschadigt als die periportalen'®. Wegen der niedrigeren Aktivitiaten kon-
nen daher kleinere Schaden an perizentralen Hepatozyten durch GOT, GPT und LDH

weniger sensitiv erfalt werden'®’.
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o-GST ist ein relativ kleines Enzym mit einem MG von 50.000, wenn man es mit den
Transaminasen vergleicht. Die GOT weist ein MG von 93.000 auf, die GPT von
110.000 und LDH von 134.000. Die Freisetzung kénnte somit bei Zellmembranscha-
den friher erfolgen, was sich im Vergleich zur GOT am schnelleren Anstieg der En-
zymkonzentration nach Reperfusion zeigt.

Die LDH-Aktivitat zeigte einen ahnlichen Verlauf wie die GOT-Aktivitat in Gruppe 4
nach einstindiger warmer Ischamie. In den Gruppen 1-3 mit geringer hepatozellularer
Schadigung ist Anstieg und Abnahme der LDH-Aktivitat im Vergleich zur GOT-Aktivitat
verzogert. Daher eignet sich die LDH-Aktivitat ebenfalls nicht zur Kontrolle des aktuel-
len Zustandes der Leber und bewahrt sich, wie die GOT-Aktivitat, eher als Indikator bei
retrospektiver Beurteilung der Leberschadigung.

Bereits am ersten Tag unterschieden sich die o-GST-Konzentrationen nicht mehr
signifikant vom Referenzbereich (Abbildung 23:). Da als Ursache fur die hepatozellula-
ren Schaden im obigen Transplantationsmodell nur Ischamie in Frage kommt und die-
se nach Reperfusion zu keiner weiteren Schadigung flhrt, ist flir die Konzentrations-
abnahme der o-GST die kurze Halbwertzeit von 60-90 min verantwortlich. Die anderen
Enzyme hingegen weisen langere Halbwertzeiten als a-GST (GOT 17 Stunden; GPT
47 Stunden; LDH 113 Stunden) auf'®%. Dadurch erreichten die Aktivititen dieser En-
zyme in allen Versuchsgruppen spater als o-GST wieder den Referenzbereich. Zu-
sammengefaldt korreliert der Verlauf der a-GST-Konzentration mit dem Schweregrad
der ischamischen Schadigung, spricht aber schneller mit einem Konzentrationsanstieg
und Abfall an, als die bisher verwendeten Enzyme.

4.10 SchluBfolgerung fiir die klinische Anwendung

Wenngleich die Untersuchungen sich auf Ischamieschaden beziehen belegen die klini-
schen Studien, dal die a-GST-Konzentration ein ubiquitarer Marker fir hepatozellulare
Schaden ist, ahnlich den Transaminasen GOT, GPT und LDH. Fir das intensivmedizi-
nische Monitoring nach Lebertransplantation ist es vorteilhaft, wenn kurzfristig neue
Schadigungen der Leber genau erfal’t werden kdnnen. Hierzu a3t der Aktivitatsverlauf
von GOT, GPT und LDH nur eine zeitverzogerte Beurteilung des momentanen Zu-
standes der hepatozelluldaren Membranintegritat zu. o-GST scheint ferner besonders
zur Erfassung frihzeitiger und geringgradiger Schadigungen geeignet zu sein. Fur die
Behandlung der Patienten ist ein friihzeitiges Erfassen zum Beispiel einer Leberarte-
rienthrombose, eines primaren Organversagens, einer Infektion oder Reinfektion der
Leber mit Hepatitis B- oder C-Viren'®® oder einer CMV-Hepatitis vorteilhaft, um ent-
sprechend therapeutisch intervenieren zu kénnen. In wie weit diese Aufgabe auch
durch ahnlich schnell reagierende lysosomale Enzyme erfiillt werden kann, bleibt zu
untersuchen'®.

Aber auch der Therapieerfolg nach Prednisolonbolusgabe bei akuter AbstolRungsreak-
tion lieRe sich fruhzeitiger erfassen, wenn o-GST zum Monitoring eingesetzt wird. Das

belegen auch neuere Studien'’. Sollte es zukiinftig gelingen, fiir o-GST anstelle des
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ELISA einen preiswerteren photometrischen Test zu entwickeln, waren alle Vorausset-
zungen flr eine routinemaRige klinische Bestimmung der a-GST gegeben. Solange die
o-GST nur als ELISA zur Verfigung steht, wird der klinische Einsatz nur bedingt erfol-
gen.

4.11 Beurteilung der Perfusionsergebnisse in den Gruppen 3 und 6

Durch die Integration des Dialysekreislaufs wurde die Kaliumkonzentration des
Schweinevollbluts, das als Perfusat diente, von 6mmol/l auf 4,5mmol/l reduziert
(Abbildung 33). Auch nach Reperfusion kam es zu keinem signifikanten Kaliumanstieg
im Perfusat, weder in Gruppe 3 noch in Gruppe 6. Dies bestatigte die im Teil 1 dieser
Arbeit gewonnenen Ergebnisse (Abbildung 13). Es zeigte sich, dal’ ein Dialysatvolu-
men von 10l mit einer Kaliumkonzentration von 2mmol/l ausreicht, um die Kaliumkon-
zentration wahrend der Perfusion im physiologischen Konzentrationsbereich zu halten.
Nach 1 min Perfusion hatten sich die Kaliumkonzentrationen im Perfusat und Dialysat
ohne nennenswerte Unterschiede zwischen den Gruppen angeglichen.

Die Funktionsfahigkeit und der Schadigungsgrad einer extrakorporal perfundierten
Leber 133t sich u.a. anhand der Galleproduktion, des Sauerstoffverbrauchs, der Frei-
setzung von Transaminasen sowie der morphologischen Veranderungen beurtei-
len %52 \Wie die Abbildung 34 und Abbildung 35 zeigen, kommt es nach Reperfusi-
on zu einem deutlichen Anstieg von a-GST und GOT. Die Maximalwerte waren nach 2
und 3 Stunden erreicht. Dies ist auf den initialen Ischamieschaden nach 6 min zurtick-
zufuhren, da sich in Gruppe 3 keine Zunahme der Transaminasenaktivitdt messen lies.
Interessant ist, dal es nach 2 bzw. 3 Stunden zu keinem weiteren Anstieg kam. Hier-
aus laft sich folgern, daf in Gruppe 6 die hepatozellulare Membranintegritat zu die-
sem Zeitpunkt wiederhergestellt war. Es lalt sich ableiten, da® die NELP membran-
stabilisierend ist und somit potentiell Wiederbelebungseffekte einleitet.

Die fehlende Aktivitdtszunahme der Transaminasen in Gruppe 3 wahrend der Perfusi-
on - mit Ausnahme der LDH, welche auf Erythrozytenschadigungen durch die Roller-
pumpen zurlckgefihrt wird - 1Rt den Schlul® zu, da® die NELP in dem hier vorgestell-
ten System zu keinen hepatozelluldren Schaden fiihrt®. In der Literatur finden sich
Hinweise, die zeigen, dal} es bei der Verwendung einfacherer Perfusionssysteme zu
einem kontinuierlichen Anstieg der GOT als Zeichen hepatozellularer Schadigung wah-
rend der Perfusion kommt'®%%°,

Auch die morphologische Auswertung der Biopsien nach NELP zeigt eine gut erhalte-
ne Leberarchitektur (Abbildung 49 und Abbildung 50, und Abbildung 57 und Abbildung
58). Dies kann als Ergebnis eines Perfusionskonzeptes gewertet werden, dessen Ziel
es von vornherein war, moglichst physiologische Perfusionsbedingungen zu schaffen.
Vergleicht man den Aktivitatsverlauf von GOT zwischen dem Versuchsaufbau des ers-
ten mit dem des zweiten Protokolls (Abbildung 16 und Abbildung 35) zeigen sich Paral-
lelen mit der Gruppe 6. Dies war zu erwarten, da in beiden Fallen die Leber einer war-

men Ischamie von 90 bzw. 60 min ausgesetzt war. Die Dynamik unterscheidet sich
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jedoch. Bereits nach zwei Stunden scheint die Freisetzung an GOT in Gruppe 6 zu
stagnieren. Ob dies auf die langere warme Ischamie im Protokoll 1 oder auf die Ver-
wendung der Perfusionskammer zuriickzufiihren ist*, 1aRt sich nicht zweifelsfrei kla-
ren. Zur endglltigen Beurteilung hatte der Perfusionszeitraum in beiden Protokollen
verlangert werden massen.

Im Unterschied zur Leberperfusion in situ, bei der die Leber mit einem kontinuierlichen
portalvendsen Flul versorgt wird, wurde die Pfortader in unserer Apparatur Uber eine
Rollerpumpe perfundiert. Da es hierbei unweigerlich zu Druckspitzen kommt, ware
eine Schadigung oder Funktionsbeeintrachtigung des Sinusendothels mdglich gewe-
sen. Wie die Abbildung 40 zeigt, findet sofort mit Reperfusion der Abbau der Hyaluron-
saure statt, ohne signifikante Unterschiede zwischen beiden Gruppen. Hieraus laft
sich ableiten, da das Fehlen eines physiologischen FluRprofils in der Pfortader und
Arterie auf die Funktionalitat des Endothels unter den herrschenden Druck- und Fluf3-
bedingungen, wohl keinen nennenswerten Einfluf3 hat.

Das Endothel kann als Schutzschicht vor den Hepatozyten angesehen werden
6 min warme Ischamie in Gruppe 6, scheinen die Funktionsfahigkeit des Endothels
unter NELP Bedingungen nicht zu beeinflussen. Nach kurzer kalter Ischamie von 4h in
den Gruppen 2 und 5 hingegen ist die Funktionalitdt gemessen am Hyaluronsaureab-
bau deutlich eingeschrankt. Als ein Zeichen des fehlenden Endothelschadens kann
auch die weitgehend konstante Thrombozytenzahl gewertet werden (Abbildung 44).
Die vermehrte Freisetzung der hepatozellularen Enzyme in Gruppe 6 wahrend der
Perfusion, weist darauf hin, dal} der hepatozellulare Schaden im gewissen Umfang
unabhangig vom endothelialen Schaden ist. Erst die Kombination aus hepatozellula-
rem Schaden durch 6 min warme Ischamie und endothelialem Schaden durch 4 h kalte
Ischamie, fuhrte in Gruppe 5 zum unausweichlichen primaren Organversagen.

167,168,169

Zusammengefaldt zeigten die Konstanz der Enzymaktivitaten in Gruppe 3, die gute
morphologische Konservierung der Leberarchitektur und der Abbau der Hyaluronsaure
in beiden Gruppen, da® die NELP auf hohem physiologischen Niveau durchgefiihrt
werden kann. Somit war die wichtigste Voraussetzung zum Erreichen der Zielsetzung
— der erfolgreichen Transplantation von Lebern aus NHBD - gegeben.
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Zusammenfassung
5. ZUSAMMENFASSUNG

Im ersten Teil der Untersuchungen konnte am Modell der extracorporal perfundierten
Schweineleber gezeigt werden, dal} die simultane Dialyse des Perfusats zu einer
Normalisierung des pH und einer physiologischen Kaliumkonzentration beitragt. Le-
bern deren Perfusat dialysiert wurde, wiesen einen geringeren hepatozellularen Scha-
den und eine verbesserte Leberfunktion auf.

Eingangs wurde die Frage gestellt, ob sich die Methode der normothermen extracorpo-
ralen Leberperfusion (NELP) zur Organkonservierung eigne. Um flir die Leberperfusi-
on beste Voraussetzungen zu schaffen, wurde eine neue Leberperfusionsmaschine
entwickelt. Auf der Uberlegung basierend, daR eine normale Leberfunktion physiologi-
sche Perfusionsbedingungen bendétigt, wurde neben dem integrierten Dialysekreislauf,
als zweiter wesentlicher Bestandteil, die von Neuhaus beschriebene Organkammer
genutzt. Im Schweinelebertransplantationsmodell konnte gezeigt werden, dafR die
transplantierten Lebern nach 4 Stunden NELP genauso zuverlassig funktionierten, wie
in der Kontrollgruppe nach 4 Stunden Kaltkonservierung in University of Wisconsin
Lésung (UW). Die hepatozellulare Funktion, gemessen an biochemischen Parametern
und morphologischer Auswertung, zeigte keine grof3en Unterschiede. Hingegen wies
das Endothel nach NELP einen geringeren Funktionsverlust auf als nach Kaltkonser-
vierung.

Klinisch hat sich die Lebertransplantation als therapeutisches Verfahren zur Behand-
lung terminaler Lebererkrankungen bewahrt. Wahrend die Anzahl der verfligbaren Or-
ganspender in den letzten 10 Jahren weitgehend konstant blieb, nahm die Zahl der
Patienten auf den Wartelisten kontinuierlich zu. Eine Mdglichkeit die Anzahl der Or-
ganspender zu steigern, stellt die Nutzung von nicht-herzschlagenden Spendern
(NHBD) dar.

Es wurde im gleichen Projekt die Frage untersucht ob die Kaltkonservierung in UW
oder die NELP geeignet sei, Lebern von NHBD zu konservieren. Vor Transplantation
wurden die Lebern einer einstiindigen warmen Ischamie im Spender ausgesetzt. An-
schlieRend wurde -je nach Gruppenzuordnung- entweder sofort, nach vier Stunden
UW-Kaltkonservierung oder vier Stunden NELP transplantiert.

Wahrend alle Transplantatempfanger in der UW-Gruppe eine primar nicht funktionie-
rende Leber erhielten und nicht langer als 24 Stunden Uberlebten, kam es in der
NELP-Gruppe zu keinem Leberversagen. Die biochemische Funktionsanalyse und
morphologische Auswertung bestatigte den deutlich besseren Zustand der transplan-
tierten Lebern nach NELP. Die Kombination von warmer und kalter Ischamie in der
UW-Gruppe fihrte zu einem histologisch nachweisbaren Verlust des Endothels und
ausgepragten Schaden der intralobularen Architektur.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie geben Anlal3, die NELP als Methode zur Or-
gankonservierung zu berlicksichtigen, insbesondere fir Organe von nicht herzschla-
genden Spendern.
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