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1. Allgemeiner Teil

1. Allgemeiner Teil

1.1 Klinische Lebertransplantation

Eine Lebertransplantation stellt heutzutage die einzige Moglichkeit dar, ein
Uberleben bei akuten sowie chronisch fortgeschrittenen Leberinsuffizienzen zu
ermoglichen.

Es wird eine Indikation zur Transplantation bei Erkrankungen gestellt, die eine nicht
verhinderbare Progression zeigen, durch einen genetischen Defekt bedingt sind oder

Bundesarzte Kammer, 2013

das Leben gefahrden® ¢ ). Voraussetzung ist dabei allerdings, dass

diese Erkrankungen erfolgreich durch eine Transplantation therapiert werden

konnen.
Dabei wird zwischen folgenden Kategorien unterschieden:
Leberparenchymerkrankungen, Stoffwechselerkrankungen, cholestatische

Lebererkrankungen, vaskulare Erkrankungen, bestimmte maligne Erkrankungen und

Traumen34 (Bundesarztekammer, 2013)

(siehe Tabelle 1). Kontraindikationen zur
Durchfuhrung einer Lebertransplantation werden in Tabelle 2 dargestellt. Sie
ergeben sich aus einer Steigerung des Operationsrisikos oder mangelnde
Erfolgsaussichten nach der Transplantation. Ebenso sind ,nicht kurativ behandelte,
bosartige Erkrankungen (soweit sie keine Indikation sind), klinisch manifeste oder
durch Immunsuppression erfahrungsgemalf} sich verschlimmernde
Infektionserkrankungen,  schwerwiegende  Erkrankungen  anderer  Organe,
vorhersehbare schwerwiegende operativ-technische Probleme sowie mangelhafte

Compliance“85 (Bundesarzte Kammer, 2013) als Kontraindikationen zu werten85 (Bundesarzte
Kammer, 2013)

Tabelle 1: Indikationsstellung und Indikation fiir eine Lebertransplantation

Quelle: Indikationsstellung und Indikationen fur eine Lebertransplantation, Strassburg cp'®

Cholestatische Lebererkrankungen

- Primare biliare Zirrhose

- Primare sklerosierende Cholangitis
- Sekundar biliare Zirrhose

- Familiare Cholestasesyndrome
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Parenchymatoése Lebererkankungen

- Chronische Hepatitis B, C und D
- Alkoholzirrhose

- Autoimmunhepatitis

- Kryptogene Zirrhose

Neoplastische Erkrankungen

- Unifokales HCC < 5cm

- Multifokales HCC max. 3 Herde < 3cm
- Fibrolamellares Karzinom

- Adenomatose der Leber

- Hamangioendotheliom

- Carcinoid-Metastase

Anlagestorungen

- Polyzystische Lebererkrankung
- Caroli-Syndrom

Parasitiare Ursachen

- Echinokokkose

Stoffwechselerkrankungen

- Hamatochromatose

- Morbus Wilson

- Alpha-1-Antitrypsinmangel

- Morbus Gaucher

- Glykogenose Typ 1

- Primare Oxalurie

- Transthyretin-Amyloidose

- Familiare Hypercholesterinamie

Vaskuldre Lebererkrankungen

- Chronisches Budd-Chiari-Syndrom
- Venoocclusive disease

Akutes Leberversagen

- Virushepatitis

- Medikamente, Toxine

- Morbus Wilson

- Akutes Budd-Chiari-Syndrom

Tabelle 2: Kontraindikationen fiir eine Lebertransplantation
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Quelle: Indikationsstellung und Indikationen fur eine Lebertransplantation, Strassburg cp'®

Kontraindikationen fiir eine Lebertransplantation

- Alter (> 65 Jahre, relativ)

- Aktive und unkontrollierte Infektionen

- HIV-Infektion (nur relativ, in vielen Fallen Transplantation moglich)

- Ausgedehnte Portalvenen- und Mesenterialvenenthrombose (kavernose
Transformation)

- Extrahepatische Erkrankung, die Operation oder Rehabilitation verhindert

- Extrahepatische Erkrankung, die Operation oder Rehabilitation verhindert

- Extrahepatische hepatozellulares Karzinom

- Cholangiozellulares Karzinom (auf3erhalb von Studien)

- Nicht kurativ therapierte Tumorerkrankungen

- Fortgesetzter Alkoholabusus (sechs Monate Karenz erforderlich)

- Noncompliance einschlieBlich erheblichen sprachlichen Problemen

Allerdings darf nicht vergessen werden, dass der chirurgischen Therapie, mit
Aussicht auf eine kurative Genese, ein Organmangel gegenubersteht. Mangelnde
Spenderorgange limitieren die Transplantationsraten erheblich. In deutschen Kliniken
wurden im Jahr 2013 779 Lebern nach postmortaler Spende und 97 nach

2013)

Lebendspende transplantiert® (Eurotranselant, Dem gegenilber stand ein

Organbedarf bei 1491 Personen. Was eine klare Differenz zwischen Angebot und
Nachfrage zeigt. Des Weiteren schurt die nachlassende Spendebereitschaft dieses
> (Blome B, 2014) \veiter. Abbildung 1 veranschaulicht die abnehmende Zahl an

Organspender uber die Jahre 2004-2009.

Dilemma?
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2013 DEUTSCHLAND

Organspender

900

2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013

Abbildung 1: Organspender 2013 in Deutschland

Quelle: DSO-Jahresbericht 2013, Pressebilder und Grafiken

Diverse Losungsansatze wurden entworfen, um diesen Umstand zu lindern. So soll
eine Erhohung der postmortalen Spenden und Lebendspenden durch verbesserte
Aufklarung und eine Transplantation von ,marginalen  Organen®, im
angelsachsischen Sprachraum mit ,expanded criteria donor organs* betitelt?®’
(Workgroup on expanded criteria organs for liver transplantation, 2005), dazu beitragen, das Defizit an
Spenderorganen zu mildern?.

Der Verwendung von marginalen Organen wird hierbei der hochste Stellenwert zur
zur Verkleinerung des Organmangels und zur Steigerung der Transplantationsrate
zugeschrieben. Dennoch muss bedacht werden, dass einer Reduktion der Mortalitat
auf der Warteliste eine mégliche Transplantatdysfunktion® (M. 2008). 150 (Pratschke S, 2009)

gegenuber steht.

Aus diesem Grunde ist es von Noten, durch eine pradiktive analytische Methode eine
therapeutische Strategie zu entwickeln, um die Nutzbarkeit von marginalen Organen
zu erhdhen und potentielle, nicht mehr transplantationsfahige, marginale Organe
ausfindig zu machen, die bereits durch eine prolongierte Ischamie geschadigt sind.
Dadurch konnte eine klare Charakterisierung von Organen erfolgen. Es ware eine
Trennung von Organen moglich, welche auf der einen Seite dem Spenderpool
zugefuhrt werden konnten und auf der anderen Seite sich nicht mehr fur eine

Transplantation eignen wuirden. Aus klinischer Sicht ist bis heute allerdings keine
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eindeutige Definition zur Charakterisierung von marginalen Organe festgelegt'®? (52

DA, 2011)

Folglich wurde mit dieser Arbeit und tierexperimentellen Orientierungsstudie das Ziel
verfolgt, eine klinisch orientierte analytische Methode im Lebertransplantations-
Modell an der Ratte zu entwickeln, die marginale Organe mit bereits kritischen

Organfunktionen identifizieren wirde.

Durch experimentelle Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass eine
durch den Ischamie-/Reperfusionsschaden (I/R) verursachte Transplantatdysfunktion
mit einer mitochondrialen Permeabilititssteigerung in den Hepatozyten einhergeht®’
(Kem H., 2008)  Mitochondrien eignen sich demnach als sensibler Parameter zur
Quantifizierung des I/R. Ausgehend von diesem Vorwissen, lie3 sich folgende
Fragestellung formulieren:

,Eignet sich eine friihe Anderung des mitochondrialen Zustandes, gemessen durch
die Adenosin-Triphosphat (ATP)-Produktion in Korrelation mit der Histopathologie,
als denkbares préadiktives Score-System, um marginale Organe zu identifizieren? “
Wurde sich ein positives Ergebnis darstellen, so ware ein solches Scoring-System fur

die Verwendung von marginalen Organen durchaus im klinischen Rahmen denkbar.

1.1.1. Historischer Uberblick tiber die Anfange der Transplantation

Als Pionier der Transplantationsmedizin gilt Alexis Carrel mit seinen im Jahre 1904
begonnenen Arbeiten Uber die Anastomosierung von Gefallen sowie der
Transplantation von Organen an Tieren'! (O1ande G.2013) 15 seiner Arbeit beschreibt er
wichtige chirurgische Techniken, die fur eine Umsetzung einer Transplantation

(Aviles AJ. 2004) " Dje von ihm eingefilhrte Triangulationstechnik,

unabdingbar waren'®
eine Dreipunktgefal3naht, wird heutzutage ebenso praktiziert, wie der sogenannte

Carrel_PatChaGO (Dutkowski P, 2008)
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Abbildung 2: Triangulationsnaht nach Carrel

Quelle: Alexis Carrel: Genius, Innovator and Ideologist, Dutkowski et al®®

N

Abbildung 3: Carrel-Patch

Quelle: Alexis Carrel: Genius, Innovator and Ideologist, Dutkowski et al.®: Schematische Darstellung
des Carrel-Patches, als Beispiel durchgefuhrt an der Aorta und einem aortalen Patch mit Abgang der

renalen Gefallversorgung

Die Entdeckung der Konservation von Organen durch Unterkuhlung, lieferte enorme
Fortschritte in der Transplantationsmedizin, was Charles Claude Guthrie®
(Holznienkemper T, 2005) 7, verdanken war. Mit Peter Medawar wurde im Jahre 1944 der
immunologische Nachweis einer Absto3ung durch fremdes Gewebe in Experimenten
an der Haut geliefert'’® %2 TE.199) "\ya5 den Begriff der immunologischen Toleranz
ins Spiel brachte. Eine gelungene Nierentransplantation an eineiigen Zwillingen im
Jahre 1954 durch Joseph Murray bestatigte die These, dass eine Immunsuppression
des Empfangers notwendig ist, um erfolgreich eine Transplantation durchfuhren zu

6
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5 (Barry JM, 2006), 125 (McAlister VC, 2005), 129 (Murray JE, 2001) A fnoiend auf dieser

kénnen'
Annahme, entdeckte Joachim Dausset das Human-Leukocyte-Antigen-System (HLA-
System) im Jahre 1958, was weitere Verstandnisse im Hinblick auf immunologischen

Reaktionen lieferte'® (Richmond C, 2009

). Es entwickelte sich das Verstandnis, dass das
HLA-System dazu dient, korpereigene und korperfremde Zellen zu erkennen.
Werden dabei fremde Zellen mit abweichenden Glykoproteinen an der Oberflache
erkannt, so werden diese zerstort.

Fortschritte in der Pharmakologie fuhrten zum weiteren Durchbruch der
Transplantationsmedizin. Durch Verabreichung von Azathioprin bei
Nierentransplantationen, verzeichnete Roy Calne im Jahre 1960 wesentliche

37 (Cane R, 199%) Den ersten Erfolg innerhalb der humanen Lebertransplantation

Starzl TE, 1968)

Erfolge

gelang Thomas Earn Starzl in Denver, Colorado/USA im Jahre 1963"""

Dort transplantierte er einem dreijahrigen Jungen eine Leber®® (Eseman B. 1992)

Ungliicklicherweise verstarb der Junge noch wahrend der Operation®” (Falasca L. 2001)
Nach anféanglichen Schwierigkeiten und kurzen Uberlebenszeiten, fiihrte Starzl erst

K177 (Starzl TE, 1968) Eine

im Jahre 1967 weitere Lebertransplantationen durc
Kombination von Immunsuppressiva und Steroide sowie paralleler in-situ Perfusion
der Leber, konnte die Uberlebenszeit auf rund dreizehn Monaten verlangert
werden'83 (Strasberg SM. 1994) 15 Deytschland fiihrten Alfred Giitgemann 1969 in Bonn
und Rudolf Pichimayr in Hannover®.

In der Transplantationsmedizin konnten allerdings auch Misserfolge verzeichnet
werden: Technische Probleme bei der Durchfihrung von Operationen, zunachst
fehlende Organkonservierungsmoglichkeiten und nicht zuletzt der Mangel einer
standardisierten immunsuppressiven Therapie limitierten den Erfolg'® (Penke ME, 1999)
Erneuten Aufschwung erhielt die Transplantationschirurgie mit der Entdeckung des

l18 (Beauchesne PR, 2007) und der

Cyclosporins im Jahre 1970 durch Jean Francois Bore
Einflihrung 1983'%7 (tand W. 2001) i Deytschland. Studien aus dem Jahre 1981
sprachen fur eine erfolgsversprechende Therapie mit Cyclosporin, welches die
Uberlebenszeit auf tber vier Jahren verlangerte. Zusatzlich konnte 1984 durch die
Entdeckung des immunsuppressiv wirkenden Medikamentes Tacrolimus die
Transplantationszahl gesteigert werden'® (Richmond €. 2009)

Das Transplantationsgesetz von 1997 verankerte die Transplantation in der

deutschen Rechtsprechun954 (Deutsche Stiftung Organtransplantation, 2014).
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1.1.2 Deutsche Stiftung Organtransplantation und Eurotransplant

Die Deutsche Stiftung Organtransplantation (DSO) wurde im Jahre 1984 gegriundet
und ist eine gemeinnutzige Stiftung mit dem Hauptsitz in Frankfurt am Main,
Deutschland. Organisatorisch ist das Bundesgebiet in sieben Regionen aufgeteilt

(Nord, Nord-Ost, Ost, Bayern, Baden-Wiirttemberg, Mitte und Nordrhein-Westfalen)>*
(Deutsche Stiftung Organtransplantation, 2014)

Mit dem gesetzlichen Auftrag durch das Transplantationsgesetz aus dem Jahre 1997
fungiert die DSO nun als bundesweite Koordinierungsstelle fur postmortale
Organspende und eine sachgerechte Vermittlung der Organe. Als transplantatfahige
Organe gelten derzeit viszerale Organe wie Niere, Leber, Pankreas und Dinndarm
sowie thorakale Organe wie Herz und Lunge.

Alle Schritte des Organspendeprozesses werden Uber die Stiftung abgewickelt, von
der Meldung eines potentiellen Spenders bishin zur erfolgreichen Organibergabe an

den Empfanger.

Eurotransplant (ET) hingegen ist eine im Jahre 1967 gegrindete Stiftung mit dem
Hauptsitz in Leiden in den Niederlanden. Sie dient der Zuteilung von Spendeorganen
in den Mitgliedsstaaten. Diese sind Belgien, Deutschland, Kroatien, Ungarn,
Luxemburg, Niederlande, Osterreich und Slowenien. Durch diese internationale
Kooperation wird ein grof3er Spenderpool generiert und ermoglicht zugleich den am

besten passenden Empfanger zu ermitteln.

1.1.3 Kriterien fur die Allokation von Lebern

Die Vergabe von Organen ist an festgelegte Richtlinien und Kriterien gebunden.
Bestimmend fur den Erfolg einer Transplantation ist die Blutgruppenidentitat/-
kompatibilitat (ABO-System) zwischen Spender und Empfanger.

Die Blutgruppenidentitat hat Vorrang in jeder Dringlichkeitsstufe, was bedeutet dass
die Blutgruppen von Spender und Empfanger in der Regel identisch sind. Wird kein
blutgruppenidentischer Empfanger gefunden, so gilt die Blutgruppenkompatibilitat.
Die Spendergruppe 0 wird dabei als Universalspender angesehen.
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Als weiteren Punkt erfolgt eine Listung nach Dringlichkeit. Dabei werden drei Stufen

unterschieden: ,high-urgency* (HU), ,urgency* (U) und ,transplantable* (T)>* (eutsche

Stiftung Organtransplantation, 2014)

Empfanger, die sich in einer akut lebensbedrohlichen Situation befinden und der Tod
innerhalb weniger Tage zu drohen scheint, werden als HU gelistet. Ihnen wird
praferentiell zuerst ein Organ zugeteilt. Eine Einschatzung erfolgt dabei nach den
Richtlinien der Bundesarztekammer. Bedacht muss allerdings werden, dass selbst
innerhalb der HU- Listung, die Allokation stets nach Wartezeit verlauft.

Ein Mal} fur die Einschatzung der Dringlichkeit bietet der ,Model for Endstage Liver
Disease” (MELD)-Score'®® (0. 2004) " Dapej erfolgt eine Einschatzung der Mortalitét
innerhalb von neunzig Tagen. Berechnet wird der MELD- Score aus den
Laborwerten von Prothrombinzeit (International Normalized Ratio, INR),
Serumbilirubin  und  Serumkreatinin. Die Dauer der Konservierung des
Spendeorgans, die kalte Ischamiezeit, spielt ebenfalls bei einer Allokation eine Rolle.
Um eine gute Organfunktion zu gewahrleisten, wird daher bei gleichem MELD-Score

der regional gelistete Empfanger vorgezogen?3* (Bundesarzte Kammer, 2014)

1.1.4 MELD-Score

Der MELD-Score wurde eingefuhrt, um die Mortalitat bei Patienten mit schweren
Lebererkrankungen besser einschatzen zu konnen und die Dringlichkeit einer

Transplantation bei nicht-malignen Lebererkrankungen bestimmen zu kénnen® ("ot

P, 2012).

Ursprunglich wurde er aber etabliert, um ,postoperative Mortalitat bei Patienten,
welche eine Leberzirrhose haben, das Risiko eines transjugularen intrahepatischen
Shunts* abschatzen zu kdnnen?' (Yantorno SE, 2007)

Heutzutage wird dieser Score fur die Allokation von Organen auf der Warteliste
genutzt** (Christensen E, 2004), 116 (Malinchoe M, 2000) - Geltend ist das Grundprinzip, dass der
krénkeste Patient zuerst ein Organ erhalt’® (Freeman RBJr-2002) “ngit Einfiihrung des
MELD-Scores zeigte sich eine Reduktion der Mortalitat innerhalb der Wartelisten, da
eine schnellere Allokation stattfinden konnteg'#¢ (Fichimayr R, 1988).

Berechnet wird der MELD-Score mit der Formel:
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. R=96xlog_(Kreatininfmg/ dI])+ 3,8 x (Bilirubin[mg / di] + 11,2 xlog_ (INR)) + 6,4 3

(Cholongitas E, 2006)

Hiefur gehen der Kreatininwert als Parameter fur die Nierenleistung, das Bilirubin als
Parameter fur die Ausscheidungsfunktion der Leber und der INR als Parameter fur
die Gerinnnungsleistung der Leber in die Berechnung mit ein.

Wurde eine Dialysebehandlung in der Woche vor Meldung durchgefuhrt, wird
automatisch ein Hochstwert des Kreatinins von 4,0mg/dl berechnet. Tabelle 3 zeigt
die Korrelation zwischen MELD-Score und der Drei-Monats-Mortalitat auf. Daraus ist
zu entnehmen, dass ein héherer MELD-Score ein kirzeres Uberleben bedingt. Liegt
der MELD-Score bei 40, so versterben rund 98% der Patienten innerhalb von

neunzig Tagen.

Tabelle 3: Eckpunkte der MELD-Score-Aquivalente

Quelle: Model for end-stage liver disease, Jung GE*

Eckpunkte der MELD-Score-Aquivalente
MELD-Score Drei-Monats-Mortalitat
6 1%
10 2%
15 5%
20 11%
22 15%
24 21%
26 28%
27 32%
28 37%
29 43%
30 49%

10
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31 55%
32 61%
33 68%
35 80%
36 85%
37 90%
38 93%
39 96%
40 98%

Kritisch muss bei Berechnung des Scores gesehen werden, dass aufgrund
unterschiedlicher Messtechniken von Instituten, eine Varianz innerhalb
Laborparametern auftreten kann.

Als Beispiel Iasst sich der Serum-Kreatinin-Wert anfuhren, welcher eine Abhangigkeit
von Alter, Geschlecht, der ethnischen Zugehorigkeit eines Menschen und dessen

(Cholongitas E, 2007), 201 (Washburn K, 2005) Ein reduzierter

Muskelmasse zeigt*?
Ernahrungszustand eines Patienten fuhrt ebenso zu einem niedrigen Kreatininwert,
woraus sich wiederum ein erniedrigter MELD-Score ergibt*® (Cholongtas £, 2006) ' Ehangg
kann eine therapeutische Behandlung des hepatorenalen Syndroms zu einer
Senkung des Kreatininwertes beitragen® “"9¢?-2012) 'Ein Ansteigen des MELD-Score
ergibt sich durch eine Antikoagulationstherapie mit Phenoprocoumon (Marcumar®),

(Asrani SK, 2011) " Eine Indikation fir eine

was zu einem Anstieg des INR fiihrt’
Lebertransplantation wird ebenfalls beim Hepatozellularen Carcinom (HCC)
gesehen, sofern die Milan-Kriterien zutreffend sind. Der Tumor muss < 5cm sein,
oder es durfen maximal < 3 Herde vorliegen, welche kleiner als < 3cm sind.
Unabdingbar ist dabei eine Anpassung des MELD-Scores, da die Gefahr besteht,
dass eine Progression des Tumors die Mortalitat drastisch steigert. Aufgrund der
anfanglich geringen Einschrankung der hepatischen Leistung werden bei Listung
zunachst nur niedrige MELD-Scores erzielt. International wurde deshalb ein Konsens
vereinbar, der automatisch einen hoheren MELD-Score bei Patienten mit HCC

vergibtzm (Washburn K, 2010).

11
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1.1.5 Organtransplantabilitat aus pathologischer Sicht

Im Allgemeinen werden Spenderlebern bei der Entnahme nur klinisch auf ihre
Eignung untersucht.

Palpatorisch kdnnen so Kontraindikationen fur eine Annahme, wie zirrhotische
Umbauprozesse der Leber oder groRere Tumoren entdeckt werden.

Abbildung 4 verdeutlicht die schrittweise Entwicklung einer gesunden Leber uUber
Umbauprozesse des Leberparenchyms, bishin zu einem Karzinom, das gegebenfalls
eine Kontraindikation zur Annahme eines Spenderorgans darstellt.

Gesunde Leber - Steatosis hepatis >  Zirrhose > HCC

Abbildung 4: Stadien einer chronischen Lebererkrankung

Quelle: http://www.deutsche—leberstiftung.de/aktueIIes/presseportaI/bilder/grafiken75

Die klinische Expertise eines Arztes ist fur den Erfolg einer palpatorischen

d139 (Olthoff, 2004)

Untersuchung maligeben Wiunschenswert ware deshalb eine

standardisierte Untersuchung, die es ermoglicht zum Beispiel durch einen

histologischen Schnellschnitt, eine prazise Aussage uber die Organqualitaten zu

126 (Melin C

treffen + 203 ynd dies nicht allein abhangig von der Erfahrung eines

Mediziners zu machen. Letztendlich vermag eine histologische Untersuchung
genauer Uber eine Akzeptanz bzw. Ablehnung von Spenderlebern entscheiden
konnen.

So konnen Steatosis hepatis (Fettleber), virale Hepatiden, Fibrosierungsgrad,
Granulomanzahl, portale Inflammation, Nekrosen und modgliche Anzeichen einer

130 (Natori S,1997)

Malignitat als Kriterien fur eine Beurteilbarkeit herangezogen . Bei einer

Steatosis hepatis wird dabei zwischen der kleintropfigen (mikrovesikularen) und

groRtropfigen (makrovesikuldren) Leberzellverfettung unterschieden''® (Magliocea JF,

2006) Eg kann wiederum eine geringgradige (< 33%), eine mittelgradige (33-60%)

12
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Asrani

oder eine hochgradige (> 60%) makrovesikulare Leberzellverfettung vorliegen’ ¢
SK, 2011), 87 (Imber CJ, 2002)

Eine hochgradige Steatose stellt einen Risikofaktor dar, der mit einem hoheren

Transplantatversagen assoziiert igt®0 (Crowley H, 2000), 91 (Kakizoe S, 1990), 149 (Post S, 1994)
Weiterhin stellen eine fibrosierte Leber, ab einem bestimmten Fibrosierungsgrad

(BANFF > 2)'6 (Batts KP, 1995), 126 (Melin C, 2013) " oine Hepatitis, sofern es sich um einen

n|Cht IanZIerten Empfanger hande|t118 (Marroquin CE, 2001), 196 (Velidedeoglu E, 2002)

, sowie
Hinweise auf malignes Gewebe, eine Kontraindikation dar.
Keine Kontraindikationen fur eine Verwendung des Organs stellen histologische

Befunde wie mikrovesikuldre Verfettung®® ®ovle MBM. 2010) " Granylome, eine

nichtspezifische mononukleére Inflammation (oft bei Sepsis prasent)'?® (Melin C. 2013)
Pigmentablagerungen und Eisenablagerung sowie eine fokal nodulare Hyperplasie

dar126 (Melin C, 2013)

1.1.6 Definition marginale Organe

Aus klinischer und wissenschaftlicher Sicht steht bis heute keine einheitliche
Definition far Organe mit erweiterten Spendekriterien (marginale Organe/expanded
donor criteria) zur Verfugung.

Die Bundesarztekammer in Deutschland stuft in den Richtlinien zur
Organtransplantation nach ,§ 16 Absatz 1, Satz 1, Nummer 2 und 5 TPG*®® (Bundesarzte
Kammer. 2013) folgende Kriterien als eingschrankt vermittelbare Organe ein: ,Alter des
Spenders > 65 Jahre, Intensivaufenthalt des Spenders > 7 Tage, Adipositas des
Spenders mit einem BMI > 30kg/m?, histologisch gesicherte Fettieber > 40%, Serum-
Natrium > 165mmol/l, Serum-GOT oder Serum-GPT > 3x normal oder S-Bilirubin >

3mg/dl (letzter Wert vor der Spendermeldung)“ss (Bundesérzte Kammer, 2013), 148 (Ploeg RJ, 1993),

190 (Pratschke S, 2009) | der Literatur werden zudem Geschlecht, Rasse, Blutgruppe,
Ursache des Hirntodes, pulmonale Dekompensation, Katecholaminverbrauch,

positive Hepatitisserologie des Spenders, Herzstillstand und kalte Ischamiezeit
gen annt38 (Busuttil RW, 2003), 39 (Cameron AM, 2006), 158 (Rogiers X, 1996)

13
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Tabelle 4: Eingeschrankt vermittelbare Organe

Eingeschrankt vermittelbare Organe

- Alter des Spenders > 65 Jahre

- Intensivaufenthalt des Spenders > 7 Tage

- Adipositas des Spenders mit BMI > 30kg/m?

- Histologisch gesicherte Fettleber > 40%

- Serum-Natrium > 165 mmol/|

- Serum-GOT oder Serum-GPT > 3x normal oder S-Bilirubin > 3mg/dl

Die aktuelle Studienlage widerlegt oft gehegte Befurchtungen eines schnelleren
Transplantatversagens oder einer Mortalitdtssteigerung durch den Einsatz

150 (Pratschke S, 2009) "\/or allem durch die perioperative Optimierung,

marginaler Organe
das gezielte Abwagen und das verbesserte Patientenmanagement werden
zufriedenstellende Ergebnisse erzielt, die einer Standardtransplantation in nichts

Calne R, 1998), 73 (Goldaracena N, 2012), 119 (Marti J, 2012) A derseits wurde aber

nachstehen® (
auch festgestellt, dass bei einem MELD-Score > 30 das Ein-Jahres-Uberleben von
90% auf 80% gesunken ist, was moglicherweise auf der Verwendung von marginalen

Organen zuriickzufiihren ist'®® (SehiittH, 2011)

1.1.7 Chirurgisches Verfahren

Die orthotope Lebertransplantation nach piggy-back Technik, beschrieben durch
Tsaki et al. im Jahre 1989'%% (Tzakis A 1989), 195 (Urata K, 1995) " hat sich in seiner
modifizierten Form als chirurgisches Verfahren der Wahl etabliert. Vorarbeiten zur
orthotopen Transplantation lieferte bereits Calne im Jahre 196838 (Cane RY. 1968)
Grundsatzlich zeichnet sich die piggy-back Technik durch den Erhalt der unteren
Hohlvene (Vena cava/ V. cava) aus. Die Leber wird von der V. cava abprapariert und
kann nach Durchtrennung der Lebervenen, bei denen zuvor der Blutfluss durch eine
GefalRklammer unterbunden wurde, aus dem Situs explantiert werden. Die
Transplantatleber wird mit anhangender V. cava in den Situs gelegt. Danach werden
die Empfangerlebervenen und die Lebervenen der Transplantatleber

r.t121 (Massarollo, 1998

anastomosie ). Um einen Blutverlust Uiber die Spender-V. cava zu

verhindern, wird diese, kaudal der Transplantatleber, mit einer Naht blind

verschlossen?® (D¢ Groot H, 2007), 191 (Todo S, 2004)

14
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Abbildung 5: Anastomosen der Spenderleber in-situ

Quelle: 11. A report of two orthotopic liver transplants in adult recipients, Calne RY et al.®

Einen Vorteil der piggy-back Technik sehen einige Autoren in der Tatsache, dass

135 (Nishida S, 2006)

eine Reduzierung des Blutverlustes ermoglicht wird. Zugleich wird

eine Verkurzung der warmen Ischamie (Unterbrechung des Blutstroms) erreicht.
Dadurch wird eine hdmodynamische Stabilitt?® (Belght J. 1995). 80 (Hesse UJ, 2000) \y5hrend
der anhepatischen Phase garantiert, da die V. cava entweder gar nicht oder nur
partiell abgeklemmt ist'>* (Reddy KS. 20000 Ephengo kann dadurch auf einen veno-

171 (Shaw BW Jr. 1984)  Die Gefahr von Luftembolien

venosen Bypass verzichtet werden
und Thromboembolien werden durch das Fehlen eines veno-vendsen Bypass
deutlich reduziert® (Penmark SW.1983) 7,gleich wird eine Ansammlung von Kalium und
Lactat aufgrund einer Ischamie aus der unteren Korperhalfte durch eine
Abklemmung verhindert®” (Prebber PDU. 2010 " prch die Unterbindung des vendsen
Blutstroms besteht die Gefahr der Entwicklung eines Budd-Chiari-Syndroms, wobei
ein thrombotischer Verschluss der Lebervenen eintritt'>' Navam F. 1999 - A5 weiterer
Vorteil lasst sich anfuhren, dass durch den Wegfall einer inferioren V. cava-
Anastomose erheblich Zeit eingespart wird, was zur Reduktion der ischamischen
Schadigung fuhrt. Dadurch, dass weder eine retrocavale Dissektion noch eine
Dissektion im suprarenalen Bereich durchgefuhrt wird, wodurch es zu Verletzungen
der Gefalle in diesen Gebieten kommen konnte, wird praventiv der Blutverlust

gesenkt.
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1.1.8 Split-Leber Transplantation

Die Split-Leber Transplantation eroffnet eine weitere Nische zur Vergrof3erung des

Spenderpools. Diese wurde zum ersten Male im Jahre 19882+ (Bismuth H. 1998), 122

(Matevosjan E, 2010 31 (Broelsch CE, 1990) bietet

) beschrieben. Nach anfanglichen Riickschlagen
diese Art der Transplantation nun eine Alternative zur orthotopen
Lebertransplantation. Vor allem in der Padiatrie konnten annahernd gleiche Ein-
Jahres-Uberlebenszahlen erzielt werden, wie durch eine gewdhnlichen
Tranplantation'® (Becker NS, 2008)

Technisch erfolgt eine operative Entfernung der Leberhalfte (Hemihepatektomie),
bevorzugt durch die Cava-Gallenblasen-Linie (,Cantlie-Linie“). Grundlage fur diese
Vorgehensweise ist die schnelle Regenerationsfahigkeit und
Hypertrophiebereitschaft der Leber. In der Regel wird ein linksseitiger Anteil (left
lateral segmented graft, LLS-Segment I, 1ll) einem Kind transplantiert und die

librigen Segmente (Segment I, IV- VIII) werden einem Erwachsenen zugeteilt®® €™
S, 2011), 158 (Rogiers X, 1996)

Abbildung 6: Lebersegmente
Quelle: Split Liver Transplantation, Busuttil RW et al.®

PV= portal vein, Pfortader; IVC= inferior vena cava, inferiore Vena cava®

Vor allem Patienten mit primar billiarer Zirrhose (PBC) und primar sklerosierender

Cholangitis (PSC) profitieren von einer Split-Leber Transplantation. Der Grund dafur
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ist der Tatsache geschuldet, dass Patienten mit diesen Krankheiten ein geringes
Korpergewicht aufweisen und sich dadurch die Suche nach einem der Grof3e und
dem Gewicht entsprechendem Spenderorgan erschwert. Daruber hinaus wird eine
Progression der Grunderkrankung, wie zum Beispiel ein Gallengangskarzinom bei
PSC Patienten'* (Neuhaus P, 2005 yerhindert. Uber eine Erweiterung der
Indikationsstellungen fur eine Lebertransplantation sollte auch bei Patienten mit
einem HCC nachgedacht werden, um so die Wartezeit auf ein Organ zu minimieren
und dem Patienten rechtzeitig das Leben zu retten'®" (709052000 qgjitativ gilt, dass
Organe von Spendern unter sechzig Jahre bessere postoperative Organfunktionen
erzielen als Organe von Spendern, die wesentlich alter sind' (Wbradelo M. 2012)
Unterschiede in der postoperativen Transplantatfunktion durch in-situ oder ex-situ
Hepatektomie scheinen marginal zu sein, wobei allerdings die kalte Ischamiezeit bei
in-situ Teilung geringer ist?'° (Yantomo SE, 2007)

Es kann sowohl eine post mortem gespendete Leber gesplittet werden oder ein Teil
stammt von einem Lebendspender. Das Lebervolumen sollte dabei nach der ,graft-
recipient body weight ratio® (GRWR) dem Korpergewicht angepasst werden. Bei
Lebendspendern sollte die GRWR mindestens ein Prozent des Korpergewichts des

Empfingers betragen187 (Tanaka K, 2004), 195 (Urata K, 1995)

Tabelle 5: Auswahlkriterien der Spenderorgane

Quelle: Split liver transplantation: where? when? how?, Abradelo M et al

Auswahlkriterien (Spender)

Praoperativ Intraoperativ

- Alter - Makroskopische Beurteilung
- Gewicht/BMI - Mikroskopische Beurteilung
- Aufenthaltsdauer Intensivstation - Anatomische Abnormitaten
- Hamodynamische Stabilitat
- Leberfunktionswerte

- Infektionsparameter

- Tumor-Screening

17
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Tabelle 6: Auswahlkriterien des Empfangers

Quelle: Split liver transplantation: where? when? how?, Abradelo M et al

Auswabhlkriterien (Empfanger)

- Volumenverhaltnisse (graft-to-recipient weight ratio)
- MELD

In-situ Split-Leber

Durchgefuhrt wird die in-situ Technik bei hamodynamisch stabilen Spendern. Dabei
wird zunachst der linke Ast der Arteria hepatica (A. hepatica) aufgesucht. Wahrend
des Prozederes ist es wichtig, die Versorgung des Segmentes IV zu gewahrleisten
und den Arterienast fur dessen Versorgung nicht zu durchtrennen. Anschliel3end
folgt eine Absetzung der Pfortader an der Bifurkation. Rechts, am Lig. falciforme

200 (Washburn K, 2005)

entlang, lauft die SchnittfUhrung der Hemihepatekomie . Um eine

Abflussstorung des Segemt | zu vermeiden, wird die Schnittflhrung so gewahlt, dass

die V. cava beim rechten Leberlappen verbleibt und die mittlere hepatische Vene mit
Emre S, 2011)

dem linken Leberlappen zieht &

Abbildung 7: Split-Leber
Quelle: Split Liver Transplantation, Busuttil RW et al.®

Darstellung der Lebersegmente und Aufteilung der standardmaRigen Split-Leber. BD= bile duct,
Gallengang; HA=hepatic artery, Leberarterie; PV=portal vein, Pfortader; IVC= inferior vena cava,

inferiore Vena cava
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1.2 Ischamie-/Reperfusionsschaden

Schaden, die in erster Linie durch Ischamie und anschliefende Reperfusion bedingt
sind, stellen die Transplantionsmedizin weiterhin vor eine Schwierigkeit, die es
einzudammen gilt. Vor allem durch die Verwendung von marginalen Organen muss
der I/R vermehrt in den Kontext geruckt werden. I/R werden durch einen Mangel an
Sauerstoff bei ischamischer Schadigung hervorgerufen. Mit anschlieRender
Reperfusion und erneuter Freigabe des Blutflusses, zum Beispiel durch Offnen einer
Gefallklemme oder Reimplantation eines Organs nach kalter Ischamiezeit, wird eine
Kaskade in Gang gesetzt, welche eine schadigende Wirkung auf umliegendes

{94 (Kang KJ, 2002) “A 5geldst wird diese Schadigung unter anderem durch

Gewebe auslb
die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) sowie die Aktivierung von
katabolischen Enzymen, die in eine mitochondriale Funktionseinschrankungen®

(Jaeschke H, 1989) miinden

In der Transplantationschirurgie wird das haufig verwendete ,Pringle-Manover?? Bizef
M. 2002) mit dem I/R in Verbindung gebracht. Durch kurzfristige Abklemmung des Lig.
hepatoduodenale wird die Blutzufuhr der Leber, vertreten durch die Pfortader und A.
hepatica, unterbrochen. Dies fuhrt zu einer Erleichterung des chirurgischen Arbeitens
durch eine Reduzierung des Blutflusses. Nachteilig erweist sich allerdings diese
Abklemmung durch eine Behinderung des vendsen Abflusses. Ebenso steigt der

intravasale Druck in den umliegenden Gebieten an, was zu Zellschaden fiihrt>? ®¢l°
SAWG, 2012)
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Abbildung 8: Pringle-Mandver

Quelle: Liver Transplantation Techniques for the Surgical Management of Renal Cell Carcinoma with
Tumor Thrombus in the Inferior Vena Cava, Ciancio G et al.*®

Histopathologisch &uBert sich der zelluldre Schaden durch ein intersitielles Odem,
inflammatorische Zellinfiltration, mangelnde Vasoregulationsmechanismen und

Nekrose81 (Hiranuma S, 2007)

1.2.1 Pathophysiologie der Ischamiephase

Die ischamische Phase wird eingelautet durch eine unterbrochene Sauerstoffzufuhr,
die in eine Stagnation der mitochondrialen Energieproduktion mindet. Letztenendes
kommt es zu einer Abnahme der ATP-Produktion und der oxidativen

92 (Kalogeris T, 2012) 'pDyrch den ATP-Mangel wird die Zellhomdostase

Phosphorylierung
gestort. Der pH-Wert sinkt, Hydrolasen werden aktiviert, was wiederum eine
Permeabilitat der Zellmembran bewirkt. Der anerobe Stoffwechsel unterhalt
zusatzlich den pH-Abfall und fiihrt zu einer Laktatakkumulation®® (@logers T. 2012) - pyjg
Dysfunktion des ATP-abhanigen Na'/K'-Transporters fiihrt Gber kompensatorische
Steigerung des Na*/Ca®*-Antiporters zu einer Zunahme der intrazellularen Natrium-
und Calciumkonzentration. Eine gesteigerte Permeabilitat der Zellmembranen
begiinstigt ebenfalls diesen Sachverhalt’® (P¢ Groct H. 2007 w55 erneut zu einer

gestorten zellularen Homoostase fuhrt.
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Der zytosolische Calcium-Anstieg aktiviert seinerseits wiederum Hydrolasen (z.B
Phospholipase A2) und Proteasen. Durch den veranderten Elektrolythaushalt kommt
es folglich zu einem passiven Einstrom von Wasser aus dem Extrazellularraum
beziehungsweise dem Gefallsystem, was zu einer Zellschwellung fuhrt. Diese
Zellschwellung kann so stark ausgepragt sein, dass Leberzellen platzen und

zugrunde gehen.

1.2.2 Pathophysiologie der Reperfusionsphase

Durch Wiedereinsetzen der Blutzufuhr, der Reperfusion, potenziert sich der I/R3

(Papadopoulos D, 2013)  Dahei spielt die zuvor stattgefundene lokale Hypoxie, aber auch

eine Aktivierung von proinflammatorischen Zytokinen’™ (Van Gelen RF. 2013) = gjng

wesentliche Rolle.

Letztendlich sorgen so eine Erhéhung der mitochondrialen Permeabilitit®® (Jaeschke H.

2003)  eine Abnahme der ATP-Produktion aufgrund von Hypoxie, Kupffer-Zell-

Aktivierung, Bildung reaktiver Sauerstoffspezies, gestorte Elekrolythaushalte von

Ca?*, H*, Na*®® (Frankin TJ. 1969 nq ejne Aktivierung von proinflammatorischen

143 (Papadopoulos D. 2013) yafijr dass die Zellen nicht nur durch Apoptose

Jaeschke H, 2003), 98 (Kim J-S, 2008)

Zytokinen
zugrunde gehen, sondern auch durch Nekrose® ¢
Eine erneute Versorgung des zuvor hypoxischen Areals mit Sauerstoff durch die
Reperfusion fuhrt dazu, dass ROS gebildet werden. Diese sind vor allem
Wasserstoffperoxid (H.O2) sowie Hyperoxide des Sauerstoffs (0%, Sauerstoffanion).

In der Literatur herrscht Uneinigkeit Uber den exakten Pathomechanismus. Einige
Autoren gehen davon aus, dass diese durch das Enzym Xanthin-Oxidase/Xanthin-
Dehydrogenase gebildet werden*! (Casilas-Ramirez A, 2008) - \yiaderum andere sind der

Meinung, dass die Atmungskette in den Mitochondrien dafiir verantwortlich sei®®
(Jaeschke H, 1989)
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Abbildung 9: Pathogenese des I/R

Zusammenspiel der verschiedenen Schadigungsmechanismen '?’

Tatsache ist aber, dass die Sauerstoffspezies eine Zellschadigung initiieren. Zum
einen dadurch, dass die Desoxyribonukleinsaure (DNS) oxidiert wird und vorhandene

Enzyme denaturiert werden, was einen Funktionsverlust der Zellen bewirkt'

(Papadopoules D, 2013) * 7,9leich erfolgt eine Produktion von verschiedenen nukledren
Transkriptionsfaktoren, wie Nuclear Factor kb (NF-kb), Tumor Nekrose Faktor-a
(TNF-a) und Interleukin 1 (IL-1). Diese werden durch diverse hepatische Zellen, unter
anderem leberspezifische Makrophagen, Kupffer-Zellen, Endothelzellen und

parenchymatdse Leberzellen, produziert®' (Cursio R. 1999)

TNF-a potenziert eine
Stressantwort der Zellen, wodurch die Apoptose eingeleitet wird. Zudem aktivieren
TNF-a und IL-1 die CD4+-T-Lymphozyten aktiviert'?” (Mendes:Braz. 2012) = piage
zytotoxischen Lymphozyten setzen ihrerseits ebenfalls Zytokine frei. So wird

granulocyten-colony-stimulating factor (GCSF), Interferon-y und TNF-b produziert,
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welche die Aktivierung von Kupffer-Zellen verstarken, wodurch ein Circulus vitiosus
eingeleitet wird. Neutrophile Granulozyten werden durch CXC-Chemokines und
Interleukin 8 (IL-8) aktiviert'?” Mendes-Braz. 2012) - ypheil richten Neutrophile an, sobald
diese Uber die sinusoidale Grenze transmigrieren. Dabei bedarf es
Adhasionsmolekulen wie ICAM-1, VCAM-1 und Integrinen. Studien zeigen ebenfalls,
dass P-Selectin (ein Zelladhasionsmolekul, von Endothelzellen und Thrombozyten

) eine Rolle spielt'® (tentsch AB. 2000). 208 (vadav SS, 1999)  Befinden sich die

gebildet
neutrophile Granulozyten im intrazellularen Raum, so setzen diese Oxidasen und
Proteasen frei. Ein wichtiger Mechanismus der neutrophilen Granulozyten spielt
dabei die NADPH-Oxidase. Einmal aktiviert, setzt diese O* aus molekularem
Sauerstoff frei. Zugleich sorgen weitere Peroxidasen und Proteasen der neutrophilen
Granulozyten dafur, dass weitere Oxidantien wie H>0, und hyplochlorige Saure
(HCIO) entstehen. Diese schadigen unmittelbar das Leberparenchym?’ (Hiranuma S, 2007)
Zusammen mit einem gestorten Missverhaltnis von NO und Endothelin fuhren diese
Umstande zu einer Verengung der sinusoidalen Lumen, was ebenfalls die

t127 (Mendes-Braz M, 2012

Mikrozirkulation einschrank ) und so eine dauerhafte Hypoxie

unterhalt.

1.3 Protektion der Leber vor I/R

1.3.1 Chirurgische Behandlung

Eine kurze warme Ischamiezeit sollte das primare Ziel bei einer Transplantation sein,
um so den I/R zu minimieren. Dies wird durch eine initiale portale Reperfusion mit

89 (Jaeschke H, 1989), 158 (Rogiers X, 1996) o raicht Zum einen wird

verzogerter Arterialisierung
dadurch die anhepatische Phase verkurzt und die Aufwarmphase des Organs wird
verlangert. Positiv  wirkt sich diese Methode auf die Perfusion des
Gallengangsystems aus. Es ist dadurch eine niedrigere Rate an biliaren
Komplikationen''? (teganathan S, 2010), 129 (Murray JE. 1955) 7, yerzeichnen. Negativ sollte
allerdings eine prolongierte Mikrozirkulationsstorung, durch die verzogerte arterielle
Blutversorgung, bewertet werden'#? (FostS: 1994)

Eine andere Moglichkeit zur Minimierung des I/R besteht in der initialen arteriellen
Revaskularisierung mit anschlieBender portaler Perfusion®' U & 2009 Hierbej zeigt

sich ein verkiirzter Velauf des Postreperfusionssyndroms® (Pucert €. 2000) - pje
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Operationsdauer sinkt und der Bedarf an Tranfusionen und antifibrinolytischer
Therapie fallt'3¢ (NeunR. 1997)

Als weitere Moglichkeit lasst sich noch die initial retrograde Reperfusion nach
Anastomosierung der V. cava im Rahmen der piggy-back Technik nennen.

Einige Autoren bevorzugen nach Anastomosierung eine antegrade Reperfusion Uber
die Pfortader. Dabei soll es zu einer geringeren Beeintrachtigung der Hamodynamik
kommen. Eine kardioprotektive Wirkung wird so zum Beispiel durch eine verminderte
Schwankung des Blutdrucks oder der Herzfrequenz erreicht® (<niepeiss D. 2004)

Neuere Studien befurworten allerdings die retrograde Reperfusion. Hierbei lasst sich
histopathologisch nachweisen, dass der I/R bei retrograder Reperfusion geringer

ausgepragt ist.

1.3.2 Pharmakologische Behandlung

Besondere Wertschatzung werden den Pharmaka zugeschrieben, welche zur
Potenzierung oder Induktion der endogenen Schutzmechanismen der Zellen fuhren.

So kommt der Aminosaure Glycin in Studien besondere Bedeutung zugleich. Im
Tiermodell konnte gezeigt werden, dass durch den Einsatz der Aminosaure ein
langeres Uberleben der Tiere erzielt werden konnte. Der Pathomechanismus hierfir
liegt in einem verminderten Natriumeinstrom in die Leberzellen. Des Weiteren
blockiert Glycin die Chloridkanale der Kupffer-Zellen, was dazu fuhrt, dass weniger
schadliche Radikale gebildet werden?? (Bizer M. 2002), 165 (Schemmer P, 2001)

Eine weitere tierexperimentelle Studie zeigte, dass eine intravendse Infusion mit
Gluthathion die Leber vor Reperfusionsschaden schitzt!®4 (Schauer RJ. 2004)
Grundlegendes Prinzip ist hierbei die Annahme, dass von Leberzellen freigesetztes
Gluthathion die Radikalbildung durch Kupffer-Zellen reduziert.

Einen anderen Weg, um das Ausmal® des I/R einzuschranken, findet sich im
Calcineurinnemmer Tacrolimus. In einer friheren Studie wurde Tacrolimus genutzt,
um Lebern vor einer Transplantation zu spulen, was den Leberzellschaden

verminderte und bessere postoperative Ergebnisse lieferte’>® (Ramirez CB, 2007), 180 (Steffen

R, 1989)
Auch Adenosin-Rezeptorantagonisten zeigten in experimentellen Studien eine
protektive Wirkung. Sie verbessern unter anderem die eingeschrankte sinusoidale

Mikrozirkulation® (A M. 2000)
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Ebenso finden Apoptose-Inhibitoren'® (Velidedeoglu £, 2002) T4,,6,rs0desoxycholsaure®”’

(Falasca L, 2001) und Prostaglandine4 (Anthuber M, 1996), 123 (Matevossian E, 2009) eine Verwendung.

1.3.3 Ischamische Prakonditionierung

Ein neueres Verfahren zur Reduktion des I/R wird durch die ischamische
Prakonditionierung erreicht. Es soll eine Toleranz der Leber gegenuber einer
verlangerten Ischamie erzielt werden. Dies wird dadurch erreicht, dass sich
Ischamiephasen und Reperfusionsphasen abwechseln, wie es zum Beispiel beim
Pringle-Mandver durchgefuhrt wird. Durch den hervorgerufenen Stress werden
zellulare Abwehrmechanismen induziert, die bei andauernder Vulnerabilitdt die

Abwehrfunkt|on Stal’ken SO”en46 (Clavien PA, 2003), 47 (CIavien PA, 2000)

1.4 Immunsuppressiva

Immunsuppressive Medikamente sind in der Transplantationsmedizin unersetzlich.
Der Erfolg der Organtransplantation hangt im Wesentlichen von der Unterdriackung
der AbstoRungsreaktion ab. Ziel ist es das Immunsystem des Empfangers soweit zu
unterdricken, dass das Transplantat nicht abgestolen wird, aber dennoch eine
funktionierende Immunabwehr gegenuber alltaglichen Infektionserregern vorherrscht.
Die Einnahme von Immunsuppressiva ist leider immer noch lebenslang von Noéten,
was zu einer Vielzahl an schweren Nebenwirkungen fuhrt.

Im klinischen Alltag werden folgende Medikamente am haufigsten eingesetzt:
Calcineurinnemmer wie Cyclosporin A oder Tacrolimus, Antimetabolite wie
Azathioprin oder Mycophenolat Mofetil, mTOR-Inhibtioren wie Rapamycin,
Corticosteroide und Interleukin-2-Rezeptor-Antikdrper 4’ (Pilai AA, 2009)

Letztendlich zielen all diese Medikamente auf eine Verhinderung der T-Zell-

Aktivierung oder in eine Depletion der T-Zellen ab'* (Pilai A4, 2009)
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Abbildung 10: Ubersicht iber die Wirkmechanismen der verschiedenen Immunsuppressiva-Klassen

1.4.1 Corticosteroide

Corticosteroide gehoéren zu den altesten Vertretern der Immunsuppressiva. Die
antiinflammatorische Wirkung zeigt sich in der Hemmung der Prostaglandinsynthese,
Stabilisierung der lysosomalen Membranen, Inhibition der IL-1 Transkription, sowie in

einer Hemmung der Bradikinin- und Histaminfreisetzung'®® (Tavier AL. 2005)., 212 (zarrinpar A,

2012) - Anwendung finden sie in der Initialtherpie der Immunsuppression und zur

Verhinderung einer akuten Abstol3ung.

Neben den bekannten Nebenwirkungen wie Diabetes, Hypertonie und Osteoporose®’
(Eason JD. 2003) "tragen sie wahrscheinlich auch zu einer Erhéhung der Rezidivhaufigkeit
bei HCC bei'?* (Mazzaferro V. 1994) " Ein \Wiederauflammen von HCV-Infektionen sowie

erhohte Fibrosierungstendenz konnte ebenfalls verzeichnet werden’® (Henry SD. 2007), 198

(Vivarelli M, 2007)
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1.4.2 Calcineurininhibitoren

Cyclosporin A (Sandimmun®, Sandimmun Optoral®, Neoral®) und Tacrolimus
(Prograf®, FK506) zahlen zu den Calcineurininhibitoren.
Sie werden hauptsachlich in der Erhaltungstherapie eingesetzt. lhre Wirkung enfalten

sie Uber eine Hemmung der T-Zell-Aktivierung durch Inhibition von IL 2-

56 (Doyle MBM, 2010), 163 (Sawada S, 1987)

Gentranskription . Dies gelingt dadurch, dass

Cyclosporin einen Komplex mit Cyclophilin und Calcineurin bildet?'? aminear A, 2012)

Tacrolimus wiederum formt diesen Komplex mit FKBP12 und Calicneurin. Hierdurch
wird eine nukleare Translokation von NF-AT verhindert, sowie die Translokation von
zytokinischen Genen unterbrochen. Daraus resultiert eine Reduktion der

Zytokinproduktion wie zum Beispiel der IL-2 Produktion und eine Inhibition der T-Zell

Aktivitat und Proliferation?'? (armnpar A, 2012)

Fiihere Studien zeigten auf molekularer Ebene eine Uberlegenheit von Tacrolimus’

(Geissler EK, 2009). " dennoch lasst sich klinisch kein Unterschied zwischen Tacrolimus und

Cyclosporin feststellen09 (Levy G, 2006), 110 (Levy G, 2004)

Die aufgefuhrten Praparate weisen allerdings auch eine Vielzahl an Nebenwirkungen

auf. Als besonders relevant gelten die Induktion einer akute und chronische

Ojo AO, 2003)

Nephrotoxizitat™’ ¢ Zudem koénnen eine Hyperkalidmie und eine

2 (Zarrinpar A, 2012)

metabolische Azidose auftreten?®’ Als weitere unerwiinschte

Nebenwirkung wird eine Neurotoxizitat beobachtet, welche vor allem durch die
Einnahme von Tacrolimus beglinstigt wird?'? (@amnpar A 2012) ' piese ZuRern sich im
Auftreten von Tremor, Halluzinationen und Agitation. Auch fur das Auftreten eines
Diabetes liegen Anzeichen vor’® (Haddad EM, 2006)

Cyclosporin begunstigt zusatzlich einen Hypertonus und Hyperlipidamien, was vor
allem bei kardiovaskular schlecht eingestellten Patienten berucksichtigt werden

212 (zarinpar A, 2012)  proplematisch wirkt sich der Einsatz von Calineurininhibitoren

100 (Koehl GE, 2004

sollte

). Der Einsatz der Inhibitoren steigert
({140 (Olyaei AJ,

auf die Interaktion mit TGF-B1 aus
die TGF-B1-Produktion, was zu zusatzlich zu einer Nephrotoxizitat flh
2001) Dieses Zytokin beglinstigt zudem eine Fibrosierung des Gewebes und fordert
die Entstehung von Tumorzellen®? (Hoio M. 1999). 147 (Pillai AA, 2009) "/ rsicht muss deshalb
geboten sein, wenn eine Lebertransplantation aufgrund eines HCC erfolgt. Bei der
Verwendung der Calcineurininhibitoren sollte sorgfaltig auf HCC Rezidive geachtet

werden.
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1.4.3 Antimetabolite

Hauptvertreter der Antimetabolite sind mycophenolate mofetii (MMF) und

mycophenolate sodium (MPS). Azathioprin ist ein Verteter dieser Gruppe, der nur

noch vereinzelt in der Transplantationsmedizin Anwendung findet’? (Geisster EK, 2009)

Durch First-pass-Metabolisierung in der Leber werden MMF und MPS zum aktiven
Metabolit Mycophenolsaure (MPA) umgewandelt. Die Wirkung besteht in einer nicht-

kompetitiven  Inhibtition  der  Inosin-Monophosphat-Dehydrogenase, einem

Schliisselenzym der de-novo Synthese von Guanosin in den Lymphozyten® (Frankin T

199 Dadurch wird eine immunsuppressive Wirkung entfaltet'®® (Tayier AL 2005) 45 gine

Proliferation der aktivierten Lymphozyten verhindert wird.
Ein Vorteil von MMF und MPS erweist sich in der niedrigen Nephrotoxizitat. Dem
gegenuber steht allerdings eine erhdhte Rate an akuter TransplantatabstoRung in

167 (Schlitt HJ, 2001), 182 (Stewart SF, 2001) Weitere Nebenwirkungen Zeigen

173 (Sollinger HW,

der Monotherapie
sich in gastro-intestinalen Storungen sowie in einer Myelosuppression

2004), 181 (Strever W, 2007)  Aych virale Infektionen scheinen durch den Einsatz begiinstigt

zu sein. So kénnen vermehrt Zunahmen an Infektionen mit Cytomegalieviren®’ (Beucher

A, 2006) und bei Herpes-simplex-Viren"O (Shaked A, 2009), 172 (Smak GPJH, 2003) verzeichnet
werden. Ebenso kann ein Anstieg von Candida-Infektionen beobachtet werden. Eine

progressive multifokale Leukencephalopathie kann ebenfalls auftreten'? Neff RT. 2008)

1.4.4 mTOR-Inhibitoren

Sirolimus und Everolimus gehoren zu den Vertretern der mTOR-Inhibitoren und
werden primér in der Erhaltungstherapie eingesetzt® (Kawahara T, 2011), 202 (Watson CJ, 1999)
Sie binden intazellular an FKBP 12 und fuhren dadurch zu einer Inhibition von
mTORC 1% (Facehinetti V, 2008), 72 (Geissler EK, 2009 mmTOR kontrolliert die Translation
spezifischer mRNA und fuhrt zur Zellzyklusblockade sowie zur 1l-2 Signalblockade
der T-Zellen?'" (¢amboniF. 2001) "1y Ynterschied zu den Calcineurininhibitoren verhindern
mTOR-Inhibitoren eine Proliferation von T-Zellen, nicht aber deren Aktivierung. Die in
friheren Studien gefundene Gefahr der Inzidenzsteigerung an artierieller Thombose
in der Leber, konnte aber durch neuere Studien widerlegt werden® (Punkelberg JC. 2003)
Tatsache ist aber, dass der Einsatz von mTOR-Inhibitoren zu einer Erhdhung der

Blutfettwerte (Cholesterol) fuhrt. Es kommt dadurch zu einer Verzogerung der
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Wundheilung, Beinddemen und zu dermatologischen Problemen wie Mundulzera

oder Akne147 (Pillai AA, 2009)

Im Gegensatz dazu zeichnen sich diese Medikamente aber auch durch einige
Vorteile aus. So kann eine Nephrotoxizitat durch die Anwendung von

Fairbanks

Calcineurininhibitoren mit Einsatz von mTOR-Inhibitoren gemildert werden®® ¢

KD, 2003). 106 (Lam P, 2004) ' Rapamycin, auch Sirolimus genannt, ein Vertreter der mTOR-

Inhibitoren, zeigte in einer Tierstudie eine anti-cancerogene Wirkung’’ (¢uaM. 2002). 78

(Haddad EM, 2006), 100 (Koehl GE, 2004) 'npank einer proliferationshemmenden Wirkung und

einer hemmenden Wirkung auf die Angiogenese’’ (Guba M. 2002) ysnnte sich diese

Substanz moglichweise fur Patienten mit HCC als erfolgsversprechend erweisen.

1.4.5 Polyklonale Antikorper

Anti-Thymozyt-Globulin (ATG) und Anti-Lymphozyten-Globuline (ALG) gehdren zur
Gruppe der polyklonalen Antikorper. Sie werden vor allem bei Einleitung einer

immunsuppressiven Therapie zusammen mit Azathioprin und Corticosteroiden

verabreicht, um Nebenwirkungen zu reduzieren®’ (Prebber PDU, 2011), 61 (Eason JD, 2003), 155

(Richardson AJ, 1989), 189 (Taylor AL, 2009) " gje filhren zu einer Lymphozyten-Depletion durch

eine komplementsystemvermittelte Zelllyse, bei gleichzeitiger Aufnahme durch das

reticulo-endotheliale System (RES) durch opsonierte T-Zellen'8® (Taniguchi ¥, 1990) Fing

partielle  Aktivierung von T-Zellen bei einem gleichzeitig vorliegenden

Merion RM, 1998)

Proliferationsblock wird ebenso diskutiert'?® ¢ So soll sich das

Immunsystem des Empfangers auf das Spenderorgan einspielen kbnnen und lernen,

es nicht als fremd zu erkennen?1? (¢arinpar A, 2012)

Typische Nebenwirkungen auflern sich in Fieber, Blutbildveranderungen wie
Thrombozytopenie und Anamie. Ebenso treten vermehrt Zytomegalieinfektionen auf
und es konnen Sensibilisierungen gegenuber diesen Antikorpern auftreten, die im

schlimmsten Falle in eine Anaphylaxie fiihren3?® (BichlerM. 2003), 212 (zarrinpar A, 2012)
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1.4.6 Monoklonale Antikorper

Diese Gruppe beinhaltet Anti-IL2-Antikorper (Basiliximab® und Daclizumab®), Anti-
CD52-Antikorper (Alemtuzumab®) und CD53-Antikorper.

Die Zielstruktur der monoklonalen Antikorper stellen spezifisch aktivierte T-Zellen
dar. Zusammen mit Calcineurininhibitoren werden sie vor allem in der ersten Phase

nach einer Transplantation gegebenm (Liu CL, 2004), 140 (Olyaei AJ, 2001), 144 (Pascual J, 2008) -

eine Kombination beider Stoffe die AbstoBungsrate senkt''’ (Mangus RS, 2006)
Alemtuzumab hat als Zielstruktur Lymphozyten, Makrophagen, Monozyten,
naturliche Killerzellen und Thymozyten. Bemerkenswert ist die Tatsache, dass
Alemtuzumab zu einer Depletion von Lymphozyten sowohl im Blut als auch in
peripheren Lymphknoten fuhrt. Allerdings muss bedacht werden, dass nicht komplett
alle Lymphozyten zerstort werden, da dieser Antikorper Plasmazellen und

Gedachtniszellen nicht angreift' > (Magliocea JF, 2006)

1.4.7 Costimulationsblockade

CTLA-4-Antigene wie Belatacept sind Homologe des zytotoxischen T-Zell-Rezeptors
CD28. Durch Bindung von CD28 mit CD80 und CD86 auf antigenprasentierenden
Zellen wird unter anderem eine T-Zell-Aktivierung eingeleitet. Zu nutzen macht man
sich diese Tatsache, indem CTLA-4 diese Aktivierung verhindert und folglich eine
Immunantwort ausbleibt.

Belatacept wird einmal im Monat verabreicht. Es wird von einer guten Vertraglichkeit
mit MMF und Kortikosteroiden berichtet'®” (VincentiF., 2005)

1.5 Transplantatversagen

Die kausalen Pathomechanismen, welche postoperativ = zu einem
Transplantatversagen fuhren, lassen sich untereinander differenzieren.

So tragen am 1.-5. postoperativen Tag eine Thrombose der A. hepatica oder der V.
portae sowie ein ,Kinking“ (gewundener Arterienverlauf) der A.hepatica zum
Transplantatversagen bei. Ebenso fallt ein primares Transplantatversagen und eine

hyperakute AbstoBung in dieser Zeitspanne”z (Klinikleitfaden Lebertransplantation, LMU, Minchen,

2014)
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Innerhalb der ersten Monate nach erfolgter Transplantation finden sich

Gallenleckagen und Zeichen einer akuten AbstoRung in der Histologie''? (-oganathan S,

2010)

Anschlieffend fuhren chronifizierende AbstoRungsreaktionen, Gallengangsstrikturen
und Infektionen die Liste an. Des Weiteren konnen erneute Reinfektionen mit Viren
(Hepatitis-, Zytomegalie-, Epstein-Bar-, Herpes-simplex- oder Adeno-Viren)

auftreten. Auch eine Rekurrenz von Autoimmunerkrankungen (PBC, PSC) ist
m(-jglich112 (Klinikleitfaden Lebertransplantation, LMU, Miinchen, 2014).

1.5.1 Akute AbstoRung

Obwonhl sich die immunsuppressive Therapie verbessert hat, kommt es bei 20-40%
der Patienten nach Transplantation zu einer AbstoRungsreaktion unterschiedlichen
AusmaRes'3? (Neil DAH, 2010), 170 (Shaked A, 2009) \pit dem Begriff der AbstoRBung ist eine
durch den Empfanger hevorgerufene, immunologisch vermittelte Zerstorung des
Transplantats  (Host-versus-Graft-Reaktion) beschrieben. Klinisch wird die
AbstoRungsreaktion dabei in drei Kategorien unterteilt: Hyperakute, akute und
chronische Absto3ungsreaktion.

Eine hyperakute AbstolRung kommt innerhalb von Stunden bis wenige Tage nach der
Transplantation zum Tragen. Letzendlich mundet eine hyperakute Abstoflung im
irreversiblen Transplantatversagen. Sie wird in der Regel durch praformierte

t86 (Hibscher SG, 1989

zytotoxische Antikorper ausgelds ). Diese richten sich gegen die

ABO-Proteine  der Erythrozyten oder HLA-Antigene des Transplantats.
Pathophysiologisch kommt es zu einer GefiRokklusion durch Fibrinablagerung®®.

Eine akute Abstofung tritt meisten zwischen einer Woche bis zu einem Monat nach

f13

Transplantation auf”. Kennzeichnend hierfur ist die histologische Trias aus portaler

Inflammation, Gallengangsinflammation und Endothelialitis’" UM € 2009 " \obei sich

Banff schema for

die Endothelialitis auch auf die hepatischen Venolen ausdehnen kann' ¢
grading liver allograft rejection, 1997), 206 (Wight DG, 1994)

In der Histologie dominieren vor allem Lymphozyten, Makrophagen, neutrophile und

13 (Banff schema for grading liver allograft rejection, 1997

eosinophile Granulozyten ). Ebenso zeigt sich

eine Gallengangsinflammation und eine subenotheliale Inflammation der portalen

Venen oder terminalen Venulen” (Banff schema for grading liver allograft rejection, 1997)
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Fur eine akute AbstoBung wird in der Literatur die BANFF-Klassifikation verwendet,

um ein einheitliches internationales Klassifikationssystem gewahrleisten zu

142 (Ormonde DG, 1999)  hjages setzt sich aus dem ,Global assessment‘ und dem

konnen
~RAI* (Rejection Activity Index) zusammen, was Tabelle 7 und Tabelle 8

zusammenfassen.

Tabelle 7: BANFF-Schema fiir das Grading der AbstoBung im Sinne einer globalen Einschatzung des
Rejektionsgrades

Quelle: Aktuelle Aspekte zur Histopathologie im Rahmen der Lebertransplantation, Drebber PDU et

al.*” ; Banff schema for grading liver allograft rejection: Utility in clinical practice, Ormonde DG et al."*

Grad Kriterien

Portale Entzindung (nicht ausreichend den Kriterien der
Intermediar

akuten AbstolRung entsprechend)

] Rejektionsinfiltrat in wenigen Portalfeldern,
Mild (Grad 1)

mild bei intakter Grenzlamelle

Rejektionsinfiltrat in den meisten bzw. allen Portalfeldern
Moderat (Grad 2)

Wie bei ,moderat‘ mit Durchbrechen der Grenzlamelle
Schwer (Grad3)

zum Parenchym, perivenulare Hepatozytennekrose

Tabelle 8: BANFF-Schema flr das Grading der Allograft-Abstof3ung: Rejektions-Aktivitats-Index (RAI)

Quelle: Aktuelle Aspekte zur Histopathologie im Rahmen der Lebertransplantation, Drebber PDU et

al.*” ; Banff schema for grading liver allograft rejection: Utility in clinical practice, Ormonde DG et al."*

Kategorie Kriterien Score
Lymphozytares  Entzindungsinfiltrat  in  nicht- ]
erweiterten Portalfeldern

Portale Verbreiterung der meisten oder aller Portalfelder

Entzindung | durch  gemischtes  Entzindungsinfiltrat ~ mit )

Lymphozyten, wenigen Blasten, Neutrophilen und

Eosinophilen
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Ausgepragte Verbreiterung der meisten oder aller
Portalfelder durch gemischtes Entzundungsinfiltrat mit
Lymphozyten, vielen Blasten, Neutrophilen und
Eosinophilen mit Durchbruch zum Parenchym

Wenige Gallengange werden von Entzundungszellen
umgeben und infiltriert, geringe reaktive Veranderung 1
wie verschobene Kern-Zytoplasma-Relation

Gallengangs- | Die meisten Gallengange sind entzundlich infiltriert.
entzindung Degenerative Veranderungen mit Kernpleomorphie, 2
gestorter Polaritat und vakuolisierten Zytoplasma

Wie bei Score 2 mit Befall aller Gallengange und
fokaler Zerstorung des Gallenganglumens

Subendotheliales lymphozytares Infiltrat in einzelnen,
aber nicht inder Mehrheit der portalen oder zentralen 1

Vendse Venolen

endotheliale Subendotheliales Infiltrat in vielen oder allen portalen

Entzindung oder zentralen Venolen

Wie bei Score 2 mit Extension in das perivenulare

Parenchym mit Hepatozytennekrosen

Der RAI-Score bildet sich aus der Summe aller Kategorien

Therapeutisch wird eine aktute AbstoRung wird zumeist mit Tacrolimus und
Glucocorticoiden sowie MMF behandelt'9? (Turner AP, 2013)
Eine chronische Abstollung kann sich Uber den ersten Monat nach

178(Starzl TE, 1982) his {(iber mehrere Jahre nach dem Eingriff ereignen. Es

Transplantation
kommt zu einer schleichenden Transplantatdysfunktion. Vor allem eine durch
Makrophagen vermittelte Endovaskulitis, eine Gallengangssklerose'”® und eine
dadurch enstehende Cholestase sowie Leberzelluntergange pragen das
histologische Bilg?%® (Wit DG. 1994) | atztendlich miindet die Entziindung in einer
Verengung der Gefalle, was eine Ischamie zur Folge hat und so zum Zelluntergang

mit drohendem Organverlust fuhren kann.
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1.6 Die Lebertransplantation am Rattenmodell

Das Rattenmodell hat sich als Versuchsmodell in der Lebertransplantation etabliert,
da das Verfahren beim Tier weitestgehend dem des Menschen gleicht und die
Moglichkeit besteht, genetisch gleiche (syngene) Tiere aus einem Inzuchtstamm fur
die Untersuchungen heranzuziehen. Dadurch wird gezielt eine immunologische
AbstoRungsreaktion durch das HLA-System verhindert.

Die Transplantation im Rattenmodell wurde erstmalig von Lee et al. im Jahre 1973
beschrieben. Durch den Einsatz von Cuffs wurde das Modell von Kamada im Jahre
1979 modifiziert. Dies fuhrte zu einer kurzeren Phase, in welcher die Pfortader
abgeklemmt war. Dadurch konnte eine Reduktion an bilidaren Komplikationen erzielt

93 (Kamada N, 1979), 161 (Sankary HN, 1995)

werden . Bei der Kamada-Technik erfolgt eine

Anastomosierung der suprahepatischen und infrahepatischen inferioren Vena cava,

der Pfortader und des Gallengangs, wobei die Anastomosierung der Pfortader sowie

der infrahepatischen inferioren V. cava in Cuff-Technik durchgefiihrt wird®® amadaN.

1979)

Uber eine GefaRanastomose wird die suprahepatische inferiore V. cava adaptiert

und der Gallengang mithilfe einer Teleskopmethode ( 22 G Kanule) verbunden.

Abbildung 11: Abklemmung der hepatischen Venen und Praparation eines Cuffs

Quelle: Orthotopic liver transplantation with preservation of the inferior vena cava Tzakis A et al."®
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Die Cuff-Technik findet sich bei humanen Transplantationen allerdings nicht. Hier
wird stets auf eine Gefallnaht zuruckgegriffen. Vorteil der Gefallnaht ist eine
geringere Thrombosierungsrate post transplantationem. Eine solche Gefallnaht

benétigt im Rattenmodell ausgezeichnete mikrochirurgische Fahigkeiten'22 (Matevosian &,

2019 Auch beansprucht eine GefaRnaht ein langeres Zeitintervall, was wiederum die
anhepatische Phase wahrend der Operation verlangert. Als Losung wurde deshalb
die Cuff-Technik eingefuhrt. Als nachteilig wirkt sich die Cuff-Technik allerdings auf
den Blutfluss aus. Dieser ist hamodynamisch gestort, was mit einer moglicher
Thromboseentwicklung im Cuff-Bereich und moglichen immunologischen Reaktionen

auf das Cuff-Material einhergeht®® (<ashfi A, 2005), 180 (Steffen R, 1989)

BOROR LIVE]
Y

Abbildung 12: Schematische Darstellung der Cuff-Technik

Quelle: Graftprotektive Strategien Zur Pravention Der Akuten Abstossung Und Reduzierung Des
Ischamie-/Reperfusionsschadens Nach Orthotoper Lebertransplantation Im Rattenmodell, Matevosjan

E et al.'??
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1.6.1 Anatomie der Rattenleber

Anatomisch besteht eine grofe Ahnlichkeit zwischen der Leber des Menschen und

der der Ratte.

So ist die Rattenleber ebenfalls multilobular aufgebaut. Bei einem Korpergewicht der

Ratte von 250 - 300g entspricht das mittlere Gewicht der Leber ungefahr 13g'%

(Martins PNA, 2007) Dje Leber weist eine Lange von 3,8cm - 4,2cm und einer Breite von
2,2cm - 2,5cm auf'?0 (Martins PNA.2007) " Eine Unterteilung der Leber in Segmente erfolgt
nach Versorgung durch die Pfortader: Lobus caudautus mit Processus (Proc.)

caudatus, Procc. papillares'®' Kegure K. 1999) ) ohus sinister (ibergehend in Lobus

medianus und Lobus dexter'2° (Martins PNA, 2007)

Lobus caudatus

Proc. papillares ——
Lobus dexter

Lobus sinister lateralis

Lobus sinister medialis Lobus dexter medialis

Lobus medialis

Abbildung 13: Die Segmentaufteilung der Rattenleber
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! Linker Leberlappen

/

Gallenblase

Rechter Leberlappen

Abbildung 14: Die Segmentaufteilung der menschlichen Leber

Ein Vergleich zwischen der humanen Leber und der Rattenleber kann nach
Beschreibungen von Couinaud*® (¢ouinaud €.1994) g der menschlichen Leber aus dem
Jahre 1994, vorgenommen werden. So gleicht das Il. und Ill. Segment der
menschlichen Leber dem Lobus sinister lateralis der Ratte, welcher von zwei
portalen Asten durchzogen wird. Diese Kongruenz findet sich auch zwischen Lobus
sinister medialis und dem IV Segment. Ein weiterer Pfortaderast versorgt auf der
rechten Seite den Lobus quadratus'?® Martins PNA. 2007) * Ay den Menschen iibertragen,
entspricht dies der Versorgung fiur das Segment V und VIIl. Einen seperaten
Blutzufluss erhalten der Lobus dexter und der Proc. caudatus, was sich beim

t120 (Martins  PNA, 2007) Der Proc

Menschen im Segment VI und VII wiederspiegel
papillares, anlehnend an das humane Segment I, wird von einem linksseitig
gelegenen Pfortaderast versorgt. Jener teilt sich wiederum in zwei Segmentaste auf
120 (Martins PNA, 2007)_

Anatomisch Uberdecken die grofiten Lappen, der mittlere und linke Leberlappen, die
restlichen in situ.

Der Lobus sinister schlief3t einen lateralen Anteil und einen kleineren medialen Anteil
ein. Angrenzend an die rechte Niere befindet sich der rechte Leberlappen. Ebenso
steht der Proc. caudatus in Kontakt mit der rechten Niere. Die zwei zugehdrigen
Procc. papillares stehen beide in Kontakt mit dem Magen. Bei der Ratte findet sich

t120 (Martins PNA, 2007

ebenso wie beim Menschen ein ligamentarer Halteappara ). Das Lig.

falciforme ist an der ventralen Bauchwand und dem Diaphragma befestigt und zieht

37



1. Allgemeiner Teil

zwischen den Lobus sinister lateralis und Lobus sinister medialis. Das Lig.
coronarium zieht an der Austrittsstelle der V. cava caudalis nach dorsolateral und
bildet die Plicae triangulare. Der Eintritt der groRen Gefalie, wie A. hepatica und die
Pfortader, findet sich verntral der V. cava caudae, vor dem Proc. caudatus gelegen.
Uber das hepatogastrale Ligament ist die Leber mit dem Magen verbunden. Zum
Duodenum steht die Leber mit dem hepatoduodenalen Band in Kontakt.

Ein wichtiger Unterschied zur humanen Leber besteht in der Tatsache, dass die
keine Gallenblase bei der Ratte vorliegt. Der Abfluss der Gallenflussigkeit erfolgt

kontinuierlich Uber den Ductus choledochus ins Duodenum.

1.7 Energiegewinnung der Hepatozyten

1.7.1 ATP

ATP, Adenosin-Triphosphat, ist ein universeller Energielieferant der Zelle und ein
bedeutendes Signalmolekul der intra-/extrazellularen Signalkaskade. Es dient unter
anderem zur Aktivierung von Kinasen und als Agnonist an Rezeptoren. Strukturell
setzt sich ATP aus dem Zucker Ribose zusammen, der mit drei Phosphatresten und
einem Adenosinrest verbunden ist.

Die energiereichen Phosphoanhydrid-Bindungen der Phosphate stellen dabei die
Quelle der Energiepotenz des ATPs dar.

So fuhrt die hydrolytische Spaltung einer Phosphoanhydrid-Bindung zur Bildung von

ADP und zur Bereitstellung von rund 33 kJ/mol°® (Peenecke D, 2005)
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Abbildung 15: chemische Struktur von ATP

1.7.2 Struktur der ATP-Synthase

Die Synthese des ATP wird durch einen elektrochemischen Gradienten, einen

Protonenstrom, der durch das Enzym ATP-Synthase erzeugt wird, getrieben'®

(Theruvath TP, 2008)
Dabei fungiert die ATP-Synthase auf zwei unterschiedliche Arten: Zum einen kann
mit Hilfe eines erzeugten Protonengradienten ATP gebildet werden, zum anderen
kann unter Verbauch von ATP ein Protonengradient aufgebaut werden.

Strukturell ist die ATP-Synthase ein 550 - 650kDa groRer Proteinkomplex'? (Baker LA
2012), 40 (Capaldi RA, 2002) “\yalcher in Chloroplasten, der Zellmembran von Bakterien und

beim Menschen in den inneren Membranen der Mitochondrien lokalisiert ist.
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Abbildung 16: Struktur eines Mitochondriums

Quelle: Biologie fiir Mediziner und Naturwissenschaftler: 74 Tabellen, Monica Hirsch-Kauffmann,

Manfred Schweiger23

Aufgebaut ist die ATP-Synthase aus einem Fo-Anteil, welcher in der
Mitochondrienmembran verankert ist, und einem F-Anteil, der aus der Membran
nach innen ins Lumen ragt. Beide sind Uber einen Stiel miteinander verbunden.

Aufgrund des Aufbaus wird die Synthase auch als FoF1-Synthase bezeichnet?®* (Veber
J, 1997)

Der F4-Teil besteht aus funf Untereinheiten, a, B, y, 8, und ¢, die eine Stdéchiometrie
von 3:3:1:1:1 aufweisen’’ (FuaiM.2000) Dy Kernstiick setzt sich aus einem Ring, der
aus sechs Untereinheiten besteht, zusammen. Diese reprasentieren alterniernend a-
und B-Untereinheiten, die mittig die helikalen Segmente der y-Untereinheit

Boyer PD. 2002) " gynonym wird fiir

umschlieBen, die wiederum mit Fo verbunden sind®® ¢
diesen Teil auch die Bezeichnung asBsy Komplex verwendet. In der B-Untereinheit
von Fi finden sich zudem drei katalytische Zentren. Zeitliche Asymmetrien und
Konfirmationséanderungen fuhren dazu, dass alle drei Seiten in einer einzelnen -

29 (Boyer PD., 1997

Untereinheit abwechselnd zum katalytischen Zentrum werden ) Dies gilt

nicht fiir die a-Untereinheiten, da diese keine katalytischen Eigenschaften besitzen*
(Capaldi RA, 2002)

Der Fo-Teil besteht aus einer a- und zwei B-Untereinheiten, die um eine Yy-
Untereinheit angeordnet sind. Die Stdchiometrie ist 1:2:12 7! (FuiaiM. 2000) ‘pyar FQ_Teij|
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beinhaltet einen Kanal fir den Protonendurchtritt und ist fur die

Protonentranslokation zustandig.

Matrix

-
sl [

Intermembranraum

mnenane
il

Abbildung 17: Struktur der ATP-Synthase

Quelle: Catalytic mechanism of F1-ATPase, Weber J et al. 2

Die Drehung des Fo-Teils, wodurch der engerieliefernde Protonengradient aufgebaut
werden kann, findet durch eine initiale Wechselwirkung von Asparaginsaure und
Argin statt. Dadurch wird ein Wasserstoff-lon von auf3en von einer nachfolgenden
deprotonierten Asparaginsauren aufgenommen. Durch die Protonierungs- und
Deprotonierungsvorgange entstehen wechselnde Spannungszustande, welche das

Enzym rotieren lassen und zur Abgabe von einem Wasserstoff-lon nach innen
fijhrt203 (Weber J, 2003)
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2. Fragestellung

Die Transplantationsmedizin beschrankt sich bei der Auswahl der Spenderorgane
lediglich auf die bereits erwahnten Kriterien, die zu einem Ein- oder Ausschluss eines
Organs in den Spenderpool filhren'?® Melin €. 2013) " Hiarpei wird die Vitalitat der
Spenderorgane anhand der Ischamiezeit, der klinischen Expertise eines erfahrenen
Transplanteurs®? ®BUMEM 2013) ,nq gegebenenfalls einer histologischen Untersuchung
festgestellt'®* (Reddy KS. 2000) " ErfahrungsgemaR sollte die kalte Ischamiezeit der Leber
bei Transplantation unter zehn Stunden liegen'0? (Krukemeyer MG, 2006)

Obwohl eine histologische Untersuchung durch einen Pathologen eine validierte
Aussage zur Vitalitat des Organs treffen kann, fehlt dieser Untersuchung eine
hinreichende Sensivitat und Spezifitdt. Die Ergebnisse sind untersucherabhangig,
nicht immer reproduzierbar und teilweise in ihrer Aussage vage, da Sachverhalte

haufig durch die histologische Praparation verschleiert oder verzerrt werden?*® (Cockfield

SM, 2010), 84 (Hsu Y-HR, 2013), 113 (Loganathan S, 2010)

Eine Bestimmung des MELD-Scores nach erfolgter Transplantation kann auch
eingesetzt werden, um eine postoperative Risikostratifizierung sowie eine
Beurteilung der Organfunktion der Transplantatleber (,early graft function) zu

199 (

ermdglichen'®® (Wagener G. 2013) ' Biage tritt in einem Zeitraum von neunzig Tagen nach

Transplantation auf. Studien zeigen, dass insbesondere der MELD-Score am funftem
postoperativen Tag am aussagekraftigsten ist'’® (St Peter SD. 2003)

Es wirft sich daher die Frage auf, ob eine Mdglichkeit besteht, das Risiko fur eine
Transplantatdysfunktion beziehungsweise ein Transplantatversagen schon vor
Beginn einer Transplantation zu Uberprufen.

Einige Vorarbeiten zeigten, dass eine ATP-Produktion ein sensibler Wert fur den I/R

darste”t190 (Theruvath TP, 2008)

. Ebenso zeigte sich in Untersuchungen, dass durch
Hypoxie eine anaerobe Glykolysis eintritt'* (Sprague LD, 2006), was ebenfalls zum
Absinken der ATP-Produktion fuhrt.

All diese Sachverhalte bildeten das Fundament fur die Fragestellung dieser Arbeit
und die darauf aufbauende experimentelle Versuchsreihen. Dabei sollte verstarkt ein
Augenmerk auf folgende Unterpunkte gelegt werden:

-Kann unsere experimentelle Studie die inverse Korrelation zwischen ATP-Gehalt
und Ischamiezeit bestatigen?

-Korreliert die histologische Auswertung mit der Ischamiezeit?
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-Eignet sich die ATP-Messung oder die histologische Auswertung zur Ermittlung
eines Prognose-Scores? Welcher Wert ist dabei sensitiver?

Fir die Versuchsreihe wurde speziell die Leber als Organ gewahlt, da sie mitunter
die hochste Stoffwechselleistung erzielt. Eine Messung der ATP-Produktion durch
experimentelle Messungen wird dadurch erleichtert.

3. Material und Methoden

3.1 ATP-Messung

3.1.1 Versuchstiere / Spenderlebern

Fir die Bestimmung des ATP-Gehalts wurden Lebern von mannlichen syngenen
Lewis-CD-Ratten (Charles River, Sulzburg, Deutschland) verwendet. Diese Tiere
stammen aus Inzuchtsstamm mit den gleichen Gewebemerkmalen. Zum
Versuchszeitpunkt lag ein Gewicht von 220-240 Gramm bei den Tieren vor, was

einem Alter von 5-6 Wochen entsprach.

3.1.2 Leberentnahme

Die Explantation der Lebern wurde am Klinikum rechts der Isar (Munchen,
Deutschland) im speziell dafur vorgesehenen Tieroperationssaal durchgefuhrt, um
optimalen hygienischen Bedingungen gewahrleisten zu konnen.

Der operative Eingriff wurde durch eine Inhalationsnarkose mit Isofluran 5% und
unter Zuhilfenahme von Buprenophen in einer Narkosekammer durchgefuhrt. Erst
nachdem die Stellreflexe der Tiere erloschen waren, wurde mit der Operation
begonnen. Zu Beginn wurde durch eine mediane Laparatomie von der Symphyse bis
zum Xiphoid der Bauchraum der Ratten eroffnet und mittels vier Halterhaken
expositioniert. AnschlieBend wurde das Lig. falciforme vorsichtig durchtrennt, um
Sicht auf die V. cava zu gewinnen. Danach folgte eine Herauslosung der Leber unter
Durchtrennung der V. portae, V. cavae und Herauslosung der Tr. coeliacus. Die
Schritte werden nachfolgend unter 3.2.4 wiedergegeben.
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3.1.3 Versuchsgruppen

Die Einteilung der Versuchsgruppen erfolgte anhand unterschiedlicher
Ischamiezeiten. Dabei wurden die enthommenen Organe vom Klinikum rechts der
Isar nach Garchingen in das Zentralinstitut fur Medizintechnik der Technischen
Universitat Munchen (IMETUM) transportiert, um dort die ATP-Messungen
durchzufihren. Eine Ischamiezeit galt als beendet, nachdem am IMETUM
.Mammalian Cell Lysis Solution® aus einem ATP-Kit zugegeben wurde. Damit
konnten die Ischamiezeiten exakt definiert werden.

Gemessen wurde nach folgenden Ischamiezeiten: 2h, 2,25h, 2,5h, 3h, 3,5h, 4h, 4,5h,
5h, 5,5h, 6h, 7h, 8h, 9h, 10h. Die Versuchsreihen wurden anschlieend mit n=4

durchgefuhrt.
|
IIIIIIIII|IIIIIIIIIIIIIII
2 3 4 5 6 7 8 9 10
2,25 25 3,5 4,5 5,5

Ischimiezeit tin [h]

Abbildung 18: schematische Darstellung der Messpunkte

3.1.4 Organkonservierung

Fur die Organkonservierung auf dem Transportweg wurden die Lebern nach
Explantation in einer selbst hergestellten Nahrlosung aufbewahrt. Die LOosung setzte

sich folgenden Bestandteilen zusammen:

Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM base, Nahrmedium mit dem
Hauptbestandteil Glucose) + 0,35 g/ NaHCO3 + 2mM L-Glutamin + 5% FCS +
20mM HEPES + 25 mM Glucose.

Es wurde ein Ziel pH-Wert von 7,25 bei Erstellen der Losung angestrebt.
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3.1.5 ATP-KIT

Es wurde zur Bestimmung der ATP-Konzentration das ,ATPlite Luminescence ATP
Detection Assay System“ (ATP-Kit ATPlite, Perkin Elmer, Vertrieb Deutschland,
Rotgau, Deutschland) verwendet. Die Wirkungsweise des ATP-Kit basiert auf einer
Lichtemission durch die Reaktion von ATP mit dem hinzugefligten Enzym Luciferase
(Glihwurmchengattung Photinus pyralis) und D-Luciferin. Die Reaktion wird dabei

durch Luciferase und Mg?®* katalysiert® (Perkin Eimer)

ATP+D-Luciferin+O, Luciferase g™ Oxyluciferin+tAMP+PP+CO, +Licht

Die Lichtemission ist dabei dem ATP-Gehalt proportional und wurde zur Messung

verwendet.

3.1.6 ATP-Bestimmung

Vor Versuchsbeginn wurden die Lebern zunachst mithilfe eines Skalpells zerkleinert.
AnschlieRend erfolgte eine Uberfiihrung in seperate EppendorfgefaRe. Es wurde
zudem eine Gewichtsbestimmung vorgenommen, um  StorgroRen  wie
unterschiedliche Masse und Gewicht in der spateren Auswertung zu vermeiden.

Danach wurde 1ml phosphatgepufferte Saure (PBS, englisch Phosphate Buffer
Solution, Hydrogenphosphat und Dihydrogenphosphat in 0,9%-iger Kochsalzl6sung,
physiologischer Puffer) in jedes Eppendorfgefald gegeben, um eine Reinigung der

Proben vorzunehmen. Es erfolgte daraufhin eine Abpipettierung.

Eine Bestimmung der ATP-Konzentration wurde mithilfe des ATP-Kits ,ATPlite
Lumniscence ATP Detection Assay System® ermoglicht.

Durch Zugabe der vorgefertigten ,Mammalian Cell Lysis Solution® des ATP-Kits
wurde der Endpunkt einer Ischamie festgelegt. So wurde nach Ablauf einer gewissen
Zeitsspanne 400uyl ,Mammalian Cell Lysis Solution in die Eppendorfgefalie
gegeben. ,Mammalian Cell Lysis Solution® inaktiviert endogene ATPasen, die die
Auswertung durch pH-Wert Erhéhung storen konnten und markiert gleichzeitig den

Ischamieendzeitpunkt.
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Nach erfolgter Zugabe der Losung, erfolgte eine Zerkleinerung der Proben mithilfe
eines Ultraschallstabes. Es enstanden homogene Losungen, die Dbei
Raumtemperatur weiter verarbeitet werden konnten. Nach Zentrifugation der Proben
bei 2500 Umdrehungen pro Minute (engl. rpm), konnten je 50ul der Losungen aus
den einzelnen Eppendorfgefallen auf eine schwarze 96er well Platte nach
Plattenbelegung ubertragen werden. Dabei war bereits in jedem well 100pl PBS
vorgegeben. Es erfolgte ein erneutes Rutteln unter anschlieRender Zugabe von 50ul
einer neu angesetzten Substratlosung nach Anleitung des ATP-Kits. Diese
Substratlosung setzte sich aus 5ml ,Substrate buffer Losung“ zusammen, welche in
das ,lypophilized substrate Solution“-Flaschchen gegeben wurde. Durch das
Hinzugeben der ,lypophilized substrate Solution” enstand ein niedriger pH-Wert,
wodruch die zuvor beschriebene Reaktion stattfinden konnte.

———nLyophilized
o substrate
solution

Mammalian
cell lysis
solution

Abbildung 19: Vorgehensweise nach Anleitung des ATP-Kit lite

Quelle: http://www.perkinelmer.com/Catalog/Product/ID/601 6947°

Nach zehnminitigem Ruhen bei Raumtemperatur erfolgte die Auswertung mithilfe
des Computerprogrammes Victor3 (ATPlite, Perkin Elmer, Vertieb Deutschland,

Rotgau, Deutschland), was zur Erfassung der Lichtemission diente.
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Zeitgleich wurde eine ATP-Referenzkurve angelegt, um die einzelnen
Probenmesswerte miteinander vergleichen zu kénnen.

Als erster Schritt wurde hierbei eine ,,10 mM stock solution® hergestellt: Die aus dem
ATP-Kit entnommene ,lypophilized ATP standard [11,6 pMol]“-Lésung wurde mit
1160ul H20 vermengt.

Dadurch konnte eine Verduinnungsreihe mit neun Verdunnungsschritten hergestellt
werden. Die Stammldsung entsprach dabei einer Konzentration von [10 mM].
Schrittweise fand so eine Verdiinnung von [10™° M] zunéchst auf eine Konzentration
von [10™° M] statt.

Auf eine zweite well-Platte wurde auf die ersten zwanzig wells 50ul ,Mammalian
Lysis“-Losung aufgetragen und anschlie3end bei 700rmp fur funf Minuten geruttelt.
Danach wurden 10pl der vorbereiteten Verdunnungsschritte auf die einzelnen wells
ubertragen. Dabei war in jedem well erneut 100ul PBS vorgelegt.

Es erfolgte anschlieRend die Zugabe von 50ul lysierte Probenlosung und eine
erneute Ruttelung. Zuletzt wurden 50ul Substratldsung (Zusammensetzung aus
~oubstrate buffer-Losung und ,lypophilized substrate solution®) in jedes einzelne
Well hinzugefugt und erneut geruttelt. Nach einer Ruhephase von zehn Minuten in
Dunkelheit, um ungewollte Lichteinstrahlung zu vermeiden, wurde die Lichtemission

mit Victor3 gemessen und ausgewertet.

3.1.7 Proteinbestimmung

Um einen Vergleich zwischen den einzelnen ATP-Werten zu ermdglichen, wurde
nach jeder ATP-Messung eine Bestimmung der Proteinkonzentration an derselben
Probe durchgefuhrt. So liel3 sich ein ATP/Protein-Quotient ermitteln, welcher im
weiteren Versuchsablauf als Analog zum ATP-Gehalt gelten sollte, da Storgrof3en

wie Masse und Gewicht der Proben nicht in die Auswertung miteinflossen.

Die Proteinbestimmung erfolgte dabei mittels BRADFORD-Tests. Dieser Test nutzt
den Farbstoff Commassie-Brilliant-Blau, der an Seitenketten von Proteinen bindet
und dadurch sein Absorptionsspektrum von 470nm in der ungebundenen
kationischen Form auf 590nm in der gebundenen anionischen Form andert.
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Demnach ist die Absorptionsanderung des Lichtspektrums proportional zur
vorliegenden Proteinkonzentration in der untersuchten Probe. Dabei wurde eine
Eichgerade erstellt, welche auf einer Verdunnungsreihe des Proteins Bovines
Serumalbumin (BSA) basierte.

In der nachfolgenden Tabelle 9 werden die einzelnen Konzentrationen von PBS und

BSA pro Eppendorfgefald veranschaulicht.

Tabelle 9: Eichkurve des BRADFORD-TEST

Eppendorfgefal PBS [ul] BSA [pl]

1 200 0

2 195 5

3 190 10
4 180 20
5 160 40
6 140 60
7 100 100
8 80 120

FUr die Bestimmung der Proteinkonzentration wurden je 5ul der lysierten Proben aus
der ATP-Messung am Vortrag mit jeweils 95ul PBS verdunnt.

Nach dem Mischen der Proben durch einen Vortexmischers, erfolgte eine
Ubertragung derer auf eine 96er well-Platte. Hierbei wurden je 5ul der Eichkurven-
Praparate und je 5ul der neuen Proben zusammengegeben. In jedes well wurde
zudem 50pl 0,1 MNaOH/EDTA (pH-Wert 12,9) pipettiert und zum Abschluss 250pl
industriell hergestellte BRADFORD-L6sung hinzugegeben. Nach einer Ruhephase
von zehn Minuten in Dunkelheit zur Inaktivierung der Fluoreszenz, erfolgte die
Messung und Auswertung des Absorptionsspektrum mithilfe der Computersoftware
Magellan 3.0"*.
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3.2 Orthotope Lebertransplantation im Rattenmodell

3.2.1 Versuchstiere

Fur die Versuche wurden syngene mannliche Ratten der Inzuchtlinie LEWIS
verwendet (Charles River, Sulzfeld, Deutschland). Durch die Syngenitat waren die
Gewerbsmerkmale der Tiere identisch, wodurch die Maoglichkeit einer
immunologischen Abstoflung auf ein Minimum reduziert wurde. Die Tiere wogen
zwischen 220g und 250g und entsprachen einem Alter von 61-65 Tagen. Es wurde
darauf geachtet, dass die Empfangertiere rund 20g schwerer waren als die

Spendertiere, um die Transplantation versierter durchfihren zu kdnnen.

Die Haltung der Tiere fand in Kafigen auf Einstreu bei einer Raumtemperatur von 19-
24 °C statt. Um den naturlichen Tag-/Nachtrhythmus zu gewahrleisten, wurden sie
einem zwolfstindigem Beleuchtungsintervall im Rattenraum des Instituts fur
Experimentelle Onkologie und Therapieforschung (TU Munchen, Klinikum rechts der
Isar) ausgesetzt.

3.2.2 Genehmigung der Versuche

Die Tierversuche wurden durch den Regierungsbezirk Oberbayern (Munchen,
Deutschland) unter dem Aktenzeichen 55.2-71-54-2532.3-18-055 genehmigt.

Alle Versuche wurden nach geltenden Richtlinien der good clinical pratice (GCP)
durchgefuhrt.

3.2.3 Versuchsgruppen

Eine Einteilung erfolgte in drei Gruppen. Anhand den Ergebnissen der ATP-Messung
konnten definierte Ischamiezeiten ermittelt werden, bei denen ein deutlicher Abfall
des ATP-Wertes zu verzeichnen war. Dies war nach dreieinhalb und funfeinhalb
Stunden der Fall. Aufgrund dessen fiel die Entscheidung zur Einteilung der
Versuchstiere in Gruppen mit zweistindiger, vierstindiger und achtstindiger

Ischamiezeit.
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Abbildung 20: Schematische Darstellung der operativen Versuchsdurchfiihrung

Jede dieser Gruppen beinhaltete insgesamt vier Tiere (n=4). Die Auswertung
beschrankte sich auf diejenigen Tiere, bei denen die anhepatische Phase unter
zwanzig Minuten lag, so dass der Blutverlust auf 1ml minimiert werden konnte. Ein
groRerer Blutverlust hatte dann nicht nur fur einen I/R gesorgt, sondern gleichzeitig
die Hdmodynamik beeinflusst und ware demnach in die Messungen miteingeflossen.
Zudem Uberschritt die Operationsdauer nicht einen Zeitraum von eineinhalb Stunden.
Ein postoperatives Uberleben war fir die Fragestellung nicht vorgesehen, weswegen
nach erfolgreicher Transplantation die Tiere mithilfe von Isofluran und Buprenorphin

euthanasiert wurden.

3.2.4 Chirurgisches Vorgehen

Operationsvorbereitung und Anasthesie:

Praoperativ erfolgte eine orientierende Untersuchung der Tiere, um gegebenenfalls

vorliegende Erkrankung, insbesondere Atemwegserkrankungen festzustellen'??

(Matevosjan E, 2010) " Tjere mit bekannten Pneumonien wurden zum Beispiel von der

Versuchsreihe ausgeschlossen. Vor der Operation wurden die Tiere keiner
Nahrungskarenz ausgesetzt. Als Inhalationsanasthetikum wurde wahrend des

gesamten operativen Eingriffs Isofluran (Baxter, Unterschlei3heim, Deutschland)

eingesetzt. Prinzipiell eignet es sich zur raschen Narkose Ein- und Ausleitung®” ™™

2008), 122 (Matevosjan E, 2010) ' Baj \Wirkungseintritt verloren die Tiere das Bewusstsein, den

122 (Matevosjan E, 2010)  pjs Konzentration des

Muskeltonus sowie die Stellreflexe
Isoflurans war Uber einen speziell kalibrierten Dampfer reguliert, welcher zur einfach

Regulation der Nakosetiefe diente. Zur Narkoseinleitung wurden die Tiere in eine
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rt'22 (Matevosian £, 2010) ' pann folgte die Einleitung

Narkosekammer aus Glas transferie
von Isofluran 5% bei einem Sauerstoffflow von 600ml/min. Sobald die Stellreflexe der
Tiere erloschen waren, erfolgte die Reduzierung des Sauerstoffflows auf 400ml/min
und das Isofluran wurde auf 3% reduziert. Die Tiere wurden auf den OP-Tisch
transferiert und die Narkose mithilfe eines offenen Systems fortgefuhrt. Die Nase der
Ratten wurde dabei in ein offen darliegendes Ende einer Perfusorspritze
eingebracht'?? Matevosian E, 2010) - pje Narkose wurde mit 3% Isofluran bei einem
Sauerstoffflow von 300-400ml/min fortgefuhrt. Fur die Analgesie wurde den Tieren
Buprenorphin (Temgesic®) intravends mit einer Dosierung von 0,01-0,02mg/kg

Kérpergewicht bereits bei Einleitung der Narkose verabreicht'24Matevosian E, 2010)

Operationstechnik

Eine orthotope Rattenlebertransplantationen (RLTx) erfolgte unter Zuhilfenahme von
mikrochirurgischer Nahttechnik bei allen Operationen in allen Gruppen. Die Technik
fand in Anlehnung an das Modell von Kamada et al.®® Kamada N.1979) \nq eigenen

Vorarbeiten Statt122 (Matevosjan E, 2010), 123 (Matevossian E, 2009)

Chirurgisches Vorgehen zur Gewinnung der Spenderleber

Nach Rasur und Desinfektion des Bauches der Ratte, konnte mit der Operation
begonnen werden. Uber eine mediane Laparatomie von der Symphyse bis zum
Xiphoid wurde der Bauchraum eroffnet. Um den Blick auf den Situs konstant zu
sichern, wurden Halterhaken angebracht. Zwei fur den Oberbauchsitus und zwei fur
den Unterbauchsitus. Das Xiphoid wurde mittels einer Fixationsnaht kranial

eingespannt.
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Abbildung 21: Blick auf den Rattensitus

Anschlieflend wurde die V. phrenica ligiert, um eine Lésung des Lig. falciforme sowie

der hepatophrenischen und hepatogastrischen Bénder durchzufiihren'?? Matevosian E,

2010 Eg erfolgte eine Koagulation und Absetzung des GefaRbiindels zwischen der

Leber und dem unteren Osophagus. Der Lobus medianus der Leber wurde von einer

in Kochsalz getrdnkten Kompresse umfasst und aus dem Situs ausgelagert'®?

(Matevosian E, 2010) * ym das Lig. hepatoduodenale unter freier Sicht praparieren zu
konnen. Ebenso wurde der Darm durch eine feuchte Kompresse umfasst und ex-situ

nach lateral links positioniert.
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Abbildung 22: V. phrenica und Lebersitus intraoperativ

Quelle: The influence of retrograde reperfusion on the ischaemia-/reperfusion injury after liver

transplantation in the rat, Kern H et aly”

Nach Ligation der V. gastroduodenalis, wurde die V. portae zwischen der
Einmindung der V. lienalis und der Leberpforte stumpf vom Bindegewebe geldst. Die
A. gastroduodenalis wurde ligiert und durchtrennt, ebenso der Ductus choledochus.
Dieser wurde leberfern ligiert und durchtrennt. In den Ductus choledochus wurde ein
an den Enden angeschragter Gallengangscuff (/-splint) von 8mm Lange (22 G,
Vasculon® Plus)®” (Kem H., 2008), 122 (Matevosian £, 2010) i, yen Gang eingefiihrt. Eine Fixation
erfolgte mit einer monofilen Ligatur (7/0 Ethilon schwarz monofil, Ethicon GmbH,
Norderstedt, Deutschland). Zu beachten war, dass der Splint nicht zu weit in die
Leber vorgeschoben wurde, da sonst ein kontinuierlicher Abfluss der Galle nicht

mehr gewéhrleistet War97 (Kern H,, 2008), 122 (Matevosjan E, 2010).
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Abbildung 23: Leberhilus intraoperativ

Quelle: The influence of retrograde reperfusion on the ischaemia-/reperfusion injury after liver

transplantation in the rat, Kern H et al.¥’

Des Weiteren erfolgte eine Ligatur der infrahepatischen V. cava, kranial der rechten
V. renalis, sowie ein Absetzen cavanah der V. suprarenalis und der Lumbalvenen.
Durch eine stumpfe Praparation im Retroperitonealraum wurde die Aorta abdominalis
dargestellt und alle rechtsseitig und linksseitig abgehenden Arterien, unter Erhaltung
der A. renalis, ligiert und abgesetzt. Ebenso wurde Truncus aufgesucht und die
abgehenden Arterien, A. gastrica sinistra und die A. lienalis, abgesetzt. Die arterielle
Versorgung der Leber, vertreten durch die A. hepatica communis, wurde zunachst
belassen. Im Anschluss fand eine Absetzung der Nierenarterien statt, was eine
vollstandige Isolierung des abdominalen Aortensegments zur Folge hatte. Zur
Unterbrechung des Blutflusses in der Aortenbifurkation wurde ein Mikrogefaliclip
verwendet. Dieser Schritt stellte den Beginn der Perfusionsphase dar®” em . 2008). 122
(Matevosjan E, 2010) e Aorta abdominalis wurde punktiert und ein Perfusionskatheter (14
G, Venflon®)®" (Kem H. 2008), 122 (Matevosian E, 2010) gaingefijhrt. AnschlieRend fand eine
Perfusion mit CUSTODIOL® (circa 50ml, auf 4 °C gekuhlt) statt, wodurch das Blut
aus der Leber gewaschen wurde. Als weitere Vorgehensweise wurde die
suprahepatische V. cava inzidiert, um den durch die Perfusion entstandenen
Uberdruck entgegen zu wirken®’ (Kem M. 2008). 122 (Matevosjan E, 2010) - Geichzeitig wurde
dadurch ein Blut- und Perfusatabfluss ermdglicht. Unmittelbar in Zwerchfellndhe
wurde die suprahepatische V. cava inferior wahrend der Perfusion abgesetzt.
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Abbildung 24: Perfusion der Spenderleber Uber die Aorta

Quelle: The influence of retrograde reperfusion on the ischaemia-/reperfusion injury after liver
transplantation in the rat, Kern H et al.¥’

Im Verlauf erfolgte eine Durchtrennung und Absetzung der linken V. phrenica, der
infrahepatische V. cava inferior proximal des Einmundungsbereiches, der rechten V.
renalis und der rechten V. suprarenalis. Somit fand keine simultane portale Perfusion
mehr statt®” (Kem ., 2008). 122 (Matevosian E, 2010) ' Eg gchloss sich ein vollstandiges Absetzen
der A. hepatica communis an. Nach Ligation des Truncus und Durchtrennung der
umgebenden Bandstrukturen konnte die Leber an dem infrahepatischen V. cava
Gefaliclip aus dem Situs explantiert werden. Das Organ wurde in CUSTODIOL®-
Lésung (4 °C) gelegt und erst nach Ablauf der zu untersuchenden Ischamiezeiten

entnommen.
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Abbildung 25: Blick auf den Rattensitus nach Hepatektomie

Chirurgisches Vorgehen zur Entfernung des Empfangerleber

Wie schon beim Spendertier erfolgten die gleichen Praparationsschritte wie beim
Spender. Dies schloss eine Rasur und Desinfektion der Bauchhaut, eine mediane
Laparotomie sowie die Fixation durch Halterhaken und einer Fixationsnaht am
Xiphoid ein.

Die Leber des Empfangertieres wurde annahernd analog der Leber des Spendertiers
entnommen, dennoch mit gewissen Abwandlungen. So wurde die Ligation der linken
V. phrenica und der rechten V. suprarenalis leberfern gesetzt. Eine Isolation der
Pfortader fand von der Einmindung der V. lienalis bis zur Aufzweigung in die beiden
portalen Hauptstammaste statt. Weiterhin wurden die A. hepatica propria und der
Ductus choledochus lebernah ligiert und durchtrennt. Nach Abklemmung der
infrahepatischen V. cava inferior an der Einmindung der rechten V. lienalis und nach
Abklemmung der Pfortader an der Einmindung der V. lienalis durch Mikrogefaliclips,
wurde eine an der zwerchfellnahen suprahepatischen V. cava sitzende Satinsky-

Klemme eingesetzt®” Kem M. 2008). 122 (Matevosjan £, 2010) ' pyje kritische anhepatische Phase
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setzte mit Verschluss der V. portae durch einen MikrogefaRclip ein®’ Kem H. 2008), 122

(Matevosian E, 2010) - \w3hrend den Versuchen wurde nie ein Zeitraum von mehr als
zwanzig Minuten Uberschritten. Um die Leber entnehmen zu kdnnen wurde jetzt
noch die linke V. phrenica sowie die suprahepatische V. cava inferior am Leber-
Gefal-Ubergang abgesetzt. Die Pfortader und die infrahepatische V. cava inferior
wurden lebernah durchtrennt. Die rechte V. suprarenalis wurde noch koaguliert und
im Anschluss daran die Leber entnommen. Das Leberbett wurde anschlieRend mit
einer feuchten Mullkompresse bedeckt und die zu transplantierende Leber des
Spendetieres wurde aus der CUSTODIOL®-Lésung entnommen und orthtotop in den

Situs des Empfangertieres eingesetzt.

Abbildung 26: Spenderleber in situ des Empfangers

Orthotope Lebertransplantation

Um die suprahepatischen V. cavae inferiores der Spenderleber und des
Empfangertieres besser anastomosieren zu kénnen, wurden zwei Eckfaden (9/0
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Ethilon) angebracht und querverlaufend verknotet®” (e H. 2008), 122 (Matevosjan E, 2010)

Dadurch entstand ein Kreisbogen der Hinterwand, was die fortlaufende Naht der
suprahepatischen V. cava von innen erleichterte. Vor kompletter Anastomosierung
wurde das GefalRlumen mit isotoner Kochsalzlésung durchgespult, um eine Bildung
von Luftblasen zu verhindern, was mit der Gefahr eine Luftembolie einherging.

Abbildung 28: Anastomose der suprahepatischen V. cava inferior durch Naht der Riickwand

Quelle: The influence of retrograde reperfusion on the ischaemia-/reperfusion injury after liver

transplantation in the rat, Kern H et al.¥’
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Die zuvor eingelegte Mullkompresse wurde aus dem Situs entfernt und zur besseren
Ubersicht wurden der Lobus medianus und der Lobus lateralis sinister nach kranial
geklappt. Zur besseren Darstellung der Leberpforte wurde die Pfortader der
Spenderleber und die Pfortader des Empfangertieres wurden in fortlaufender Naht
(9-0 Ethilon) genaht. Die Satinsky-Klemme an der suprahepatischen V. cava wurde
geoffnet, um eine Perfusion des Organs zu ermdglichen. Dadurch wurde ebenfalls
die Blutstauung in den Bauchorganen beseitigt und die anhepatische Phase
beendet®” (Kem M. 2008). 122 (Matevosian E, 2010)  pyja infrahepatische V. cava wurde ebenfalls

mit einer fortlaufenden Naht anastomosiert.

Abbildung 29: Anastomosierung der V. portae

Quelle: The influence of retrograde reperfusion on the ischaemia-/reperfusion injury after liver
transplantation in the rat, Kern H et al.”’

Rekonstruktion des Gallengangs:

Auf eine weitere Rekonstruktion des Gallengangs wurde in Anbedacht der
Fragestellung und zur visuellen Evaluation der primaren Transplantatfunktion
(vertreten durch Gallenflul) bewusst verzichtet. Es wurde eine Spulung des
Bauchraumes mit Ringer-Losung vorgenommen. Nach funfzehn Minuten fand eine
Blutprobe aus der infrahepatischen V. cava statt, nachdem angenommen wurde,

dass sich ein funktionierender Kreislauf eingestellt hatte®’ (em H. 2008). 122 (Matevosjan E,

2019 Danach erfolgte die Euthanasie der Tiere, da die unmittelbaren

Ischamieauswirkungen histopathologisch festgestellt werden sollte.
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Die Leber wurde nach erfolgter Euthanasie den Tieren entnommen und nach
folgendem Schema der Pathologie verblindet, in Formaldehyd fixiert, GUbergeben:

|.1= rechter Leberlappen
|.2= linker Leberlappen
|.3= Lobus caudatus

|.4= Restgewebe

3.2.5 Postoperative Probengewinnung

Die Blutwerte wurden nach erfolgreicher Lebertransplantation mit einem zeitlichen
Abstand von funf Minuten abgenommen. So wurden Blutproben nach
Lebertransplantation gewonnen, deren Lebern unterschiedlich lange Ischamiezeiten
ausgesetzt waren. Anschlie3end erfolgte eine maschinelle Messung der Blutproben
durch das IDEXX VetLab Station (Laboratory Information Management System, Vet
Med Labor GmbH, Division of IDEXX Laboratories, Ludwigsburg, Deutschland).

Es wurden die Transaminasen Alanin-Aminotransferase (ALT) und Aspartat-
Aminotransferase (AST) gemessen, die als Indikator fur eine Leberschadigung
angesehen werden konnten. Das Enzym Laktatdehydrogenase (LDH) wurde
gemessen, um die globale Gewebs-/ Organschadigung anzuzeigen. In die
Untersuchung wurde auch die Blutglukosekonzentration mit eingeschlossen, um
einen Parameter fur die im Korper befindliche Energie zu definieren. Mit der
Harnstoff-Stickstoff-Messung wurde das Ziel verfolgt, einen Parameter fur die
Nierendurchblutung zu erhalten sowie Hinweise auf katabole Stoffwechselsituationen

erlangen zu kdnnen.

3.3 Histologische Auswertung

Die histologische Aufarbeitung der Schnitte erfolgte am Pathologischen Insitut der
Technischen Universitat Munchen. Die Beaufsichtigung erfolgte durch Dr. med.

Gregor Babaryka.
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Die Lebern wurden postoperativ entnommen und anhand der makroskopischen
Lappengrenzen erfolgte eine verschlisselte Unterteilung.

So stellten die Buchstaben ,A-D“ die Ziffer des untersuchten Tieres nach einer
Operation dar. Eine Systematisierung erfolgte durch die einzelnen Leberlappen.

Mit ,A.1“ wurde der rechte und mit ,A.2“ der linke Leberlappen, mit ,A.3" der Lobus
caudatus und mit ,A.4“ das restliche Lebergewebe verschlusselt.

Eingebettet in Formaldehyd wurden die Proben am Pathologischen Institut zu
histologischen Schnitten aufgearbeitet und diese untersucht. Angefarbt wurden diese
mit einer Hamatoxylin-Eosin-Farbung und einer Elastica-van-Gieson-Farbung.

In die Auswertung wurde auf folgende histologische Charakteristika geachtet:
Hypoxische Vakuolisierung, sinusoidale Dilatation und Hyperamie, Zellédem,
Zellnekrose und granuliertes Zytoplasma. Diese Parameter wurden in der Arbeit so
ausgewahlt, dass sie einen Indikator fur einen I/R und somit einem Zelluntergang

darstellten!! (Bahnde R, 2008), 160 (Sanches SC,2014)

3.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte unter beratender Hilfestellung des
Instituts fur Medizinische Statistik und Epidemiologie der Technischen Universitat
Mdnchen, vertreten durch Dr. rer. nat. Dipl.— Stat. Tibor Schuster. Fur die
statistischen Analysen wurde die Software R, Version 2.12.2"%? verwendet.

Die Entwicklung des ATP/Protein-Quotienten sowie relevanter Blutparameter Uber
die Ischamiezeit in Stunden wurde anhand von Streudiagrammen mit angepassten
Glattungssplinefunktionen illustriert. Die statistische Unsicherheit des geschatzten
funktionalen Zusammenhangs wurde mit Hilfe von 95%-Konfidenzintervallen
veranschaulicht. Des Weiteren wurde ein lineares Regressionsmodell erechnet, um
den Abfall des ATP/Protein-Gehalt in den ersten sieben Stunden der Ischamie
statistisch zu evaluieren und eine entsprechende Signifikanzprufung vorzunehmen.
Dabei galt es die Nullhypothese ,kein Anstieg oder Abfall des ATP/Proteins innerhalb
der ersten sieben Stunden der Ischdmie” zu verwerfen. Daruber hinaus wurde
gepruft, ob eine Assoziation der Histologie mit der zeitlichen Entwicklung der
interessierenden MessgrofRen vorliegt. Alle vorgenommenen statistischen Tests

erfolgten zweiseitig zu einem Signifikanzniveau von 5%.
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Die Histologie (Mittelwert Uber alle Leberlappeneinteilungen) im Vergleich mit dem
ATP-Protein-Gehalt (Mittelwert der einzelnen ATP/Protein-Werte) Uuber die

Ischamiezeit wurde mit dem Korrelationskoeffizienten von Spearman quantifiziert.

4. Ergebnisse

4.1 Ergebnisse der ATP/Protein-Untersuchung

Es konnte gezeigt werden, dass bei andauernder Ischamie, der ATP-Gehalt Uber die
Zeit gemittelt sinkt, was in Tabelle 10 dargestellt wird.

Tabelle 10: Darstellung ATP/Protein-Werte anhand der Ischédmiezeit sowie der 95%

Konfidenzintervallen

Mittelwert 95% Konfidenz- | 95% Konfidenz-

Ischiamiezeit [n] | ATP/Protein intervall; intervall;
[ng/ml] untere Grenze obere Grenze

2 0,041 0,014 0,068

2,25 0,063 0,050 0,076

2,5 0,033 0,017 0,049

3 0,057 0,037 0,077

3,5 0,026 0,012 0,039

4 0,027 0,008 0,047

4,5 0,022 0,005 0,038

5 0,045 0,026 0,064

55 0,022 0,009 0,036

6 0,019 0,000 0,042

7 0,012 0,000 0,033

8 0,011 0,000 0,033
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9 0,010 0,000 0,034

10 0,010 0,000 0,041

So konnte nach einer Ischamiezeit von zwei Stunden ein mittlerer ATP/Protein-
Gehalt von 0,041ug/ml gemessen werden. Nach zweieinviertel Stunden stieg dieser
auf 0,063ug/ml an. Es erfolgte ein erneuter Abfall nach zweieinhalb Stunden auf
0,033ug/ml und lag somit sogar noch unter den Ausgangswert. Eine halbe Stunde
stieg der gemessene Wert wieder auf 0,057ug/ml an. Ab einer Ischamiezeit von
dreieinhalb Stunden konnte ein kontinuierlicher Abfall des ATP/Protein-Gehalts
verzeichnet werden. Die einzige Ausnahme bildete dabei der funf Stunden Wert
(0,045pg/ml). Es erfolgte eine Reduktion von 0,026ug/ml bei dreieinhalb Stunden auf
ein Plateau von 0,01ug/ml, welches nach einer Ischamiezeit von sieben Stunden

erstmalig zu verzeichnen war.

0.12

0.10

ATP / Protein [ug/mi]
0.04 0.06 0.08
| | |

0.02
|

Ischamiezeit [h]

Abbildung 30: Darstellung der ATP/ Protein-Werte gegen die Ischamiezeit
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Aus der Abbildung 30 ist erkenntlich, dass im Mittel eine deutliche Abnahme der
ATP/Protein-Werte wahrend den ersten sieben Stunden der Ischamie zu verzeichnen
ist. Die lineare Regressionsanalyse ergab einen statistisch signifikanten mittleren
Abfall pro Stunde von 0,0067pg/ml (95% Konfidenzintervall: [0,0019; 0,0115], p=
0,010). Zusatzlich ist der funktionelle Zusammenhang (zeitliche Trend entsprechend
der angepassten Glattungssplinefunktion) als durchgezogene Linie mit dem
dazugehdrigen Konfidenzbereich in der Abbildung wiedergegeben.

Es folgt darauf ein Plateau des ATP-Protein-Gehalts, welcher sich bei einem Wert
von 0,01ug/ml stabilisiert.

4.2 Ergebnisse der histologischen Auswertung

Anhand der histologischen Auswertung manifestierten sich drei unterschiedliche
Befunde, die sich deutlich voneinander abgrenzen liel3en.

Aufgrund dieser Tatsache erfolgte die Einteilung in drei Grade, welche folgende
Charakteristika aufwiesen:

Grad 1 Grad 2 Grad 3
- hypoxische R ;
- beginnende hypoxische Vakuolisierung und Vzthléﬁs?gﬁfnxg'sshe
Vakuolisierung Cholestase '

- sinusoidale Dilatation u.

Hyperamie

- disseminierte
Einzelzellnekrosen (max.
3 pro Gesichtsfeld)

-keine
Gruppenzellnekrosen

- keine Karyorhexis

-vereinzeltes Zellodem

- sinusoidale Dilatation u.

Hyperamie

- disseminierte
Einzelzellnekrosen (max.
3 pro Gesichtsfeld)

- kleineren
Gruppenzellnekrosen (>
10 Hepatozyten)

- vereinzelt Karyorhexis

- multiple Zellédeme

Abbildung 31: histologische Kriterien zur Gradeinteilung

Cholestase

- sinusoidale Dilatation u.
Hyperamie

- Einzelzellnekrosen (>3
pro Gesichtsfeld)

- Gruppenzellnekrosen (>
10 Hepatozyten)

- Gruppenkaryorhexis

- Nekrosen v.a
lappchenzentral mit
ausgepragter zelluldrer
Reaktion
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Jede Ischamiezeit wurde mit n=4 Tieren gemessen. Dabei wurde jede neu
untersuchte Leber in einer bestimmten Ischamiezeit noch einmal wie folgt
systematisiert.

|.1= rechter Leberlappen

|.2= linker Leberlappen

|.3= Lobus caudatus

|.4= Restgewebe der Leber
Bei den Messungen wurden 1.4 als Restgewebe nicht in die Auswertung
miteinbezogen, da diese nicht charakteristischen Organbereichen zugeordnet

werden konnte und demnach keine qualitativ hochwertige Aussage moglich war.

Zweistundige Ischamie

Aus Abbildung 32 ist zu entnehmen, dass bei einer zweistundigen Ischamiezeit, eine
Dominanz des histologischen Grad 1 vorherrscht. Bei Tier A zeigen der rechte
Leberlappen, der linke Leberlappen sowie der Lobus caudatus einen histologischen
Grad von 1 an. Ebenso bei den Tieren B und C. Alleinig bei Tier D fallt ein
histologischer Grad 2 am linken Leberlappen auf.

Histologische Grade bei 2 h

2.5+
(1 Lappen 1
o 2-0- — 1 Lappen 2
S Il Lappen3
< 1.5
£
3 1.0-
o
= 0.5+
o.c ] ] I |
A B C D
Tiere

Abbildung 32: Gradeinteilung anhand der Ischamiezeit bei 2h
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Vierstindige Ischamie

Nach vierstundiger Ischamiezeit zeigt sich in Abbildung 33, dass bereits Variationen
innerhalb des Auftretens der histologischen Grade zu verzeichnen sind. Bei Tier A
tritt nun am linken Leberlappen ein histologischer Grad 2 auf. Keine Anderung des
histologischen Grades lasst sich bei Tier B feststellen. Auch Tier C zeigt eine weitere
ischamische Schadigung mit einem histologischen Grad 2 des linken Leberlappens

an. Bei Tier D wurden in allen Leberlappen Grade zwischen 2 und 3 gemessen.

Histologische Grade bei 4 h

3-
[ 1 Lappen 1
" 1] 1 Lappen 2
5 2] _ _ Bl Lappen3
[0
€
()
)
S 14
O
o L] ] ] |
A B C D
Tiere

Abbildung 33: Gradeinteilung anhand der Ischamiezeit bei 4h

Achtstiindige Ischamie

Durch eine achtstindige Ischamiezeit werden erneut andere histologische Grade in
Abbildung 34 beobachtet. So weist Tier A in seinem rechten Leberlappen in dieser
Gruppe noch den Grad 1 auf. Der linke Leberlappen zeigt, wie nach vier Stunden,
einen histologischen Grad 2. Der Lobus caudatus zeigt nun ebenfalls einen Grad 2.
Bei Tier B werden der rechte Leberlappen und der Lobus caudatus weiterhin durch
die Ischamie geschadigt, was durch den Grad 2 in der Histologie verdeutlicht wird.
Der linke Leberlappen verbleibt bei einem Grad 1. Bei Tier C zeigen nun auch der
rechte Leberlappen sowie der Lobus caudatus einen Grad 2 auf. Tier D weist nach
acht Stunden nun histologische Grade 2 in allen Leberlappen auf.
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Histologische Grade bei 8 h

2.5+
(1 Lappen 1

o 2:07 — — — — [ Lappen 2
S Il Lappen3
5 1.5
£
3 1.0-
o
= 0.5+

0.0 T T

A B C D
Tiere

Abbildung 34: Gradeinteilung anhand der Ischamiezeit bei 8h

Abbildung 35 verdeutlicht die Progression der ischamischen Schadigung, welche
durch den histologischen Grad messbar gemacht wird. Es lasst sich erkennnen, dass
bei einer Ischamie von zwei Stunden im Mittel ein histologischer Grad 1 vorliegt.
Nach vier Stunden Ischamiezeit liegt im Mittel ein Grad zwischen 1 und 2 vor. Nach
acht Stunden wird eine Progression der ischamischen Schadigung auf ungefahr

einen histologischen Grad 2 festgestellt.
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Ischamiezeit [h]

Abbildung 35: Auftragung der Gradeinteilung gegen die Ischamiezeit anhand der Mittelwerte
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4.3 Ergebnisse der Blutwerte

In Abbildung 36 wurde in einer Ubersicht die gemessenen Laborwerte AST, ALT,
LDH, Glucose und BUN anhand der Ischamiezeit aufgetragen. Es fallt dabei auf,
dass eine Varianz zwischen den Messwerten vorliegt. Allein bei der Messung der
LDH wird ein wesentlicher Unterschied zwischen dem Ausgangswert von zwei

Stunden und dem Endpunkt von acht Stunden gesehen.

Laborwerte anhand der Ischamiezeit
3000~

] ALT
I AST
£ 2000- LDH
g M Glucose
@ BN BUN
< 1000-
JOmLM  MEima (&

2h 4h 8h
Ischamiezeit

Abbildung 36: Laborwerte anhand der Ischamiezeit

Aus den Abbildung 36 und 37 veranschaulichen, dass die Konzentrationen von ALT
marginal schwanken. Nach zwei Stunden Ischamiezeit ist ein Wert von 297 U/l zu
verzeichnen. Nach vier Stunden fallt dieser Wert auf 190 U/l. Der Endpunkt der
Messung liegt nach acht Stunden bei einem Wert von 274 U/I.
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ALT

2h 4h 8h
Ischamiezeit

Abbildung 37: Auftragung der ALT Werte gegen die Ischamiezeit

Eine annahernd ahnliche Situation Iasst sich bei der Messung von AST in Abbildung
38 beobachten. Der Ausgangsmesswert nach zwei Stunden liegt bei 223 U/I. Danach
lasst sich ein Abfall auf 193 U/l verzeichnen. Es folgt ein Anstieg nach acht Stunden
auf 216 UI/l.

ALT

4h 8h
Ischamiezeit

Abbildung 38: Auftragung der AST Werte gegen die Ischamiezeit

Abbildung 39 veranschaulicht die LDH Messung. Nach zwei Stunden sind Werte von
961 U/l zu messen. Nach zunehmender ischamischer Schadigung von vier und acht
Stunden steigen diese Werte auf 1701 U/l an.
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LDH

4000~
3000-

S 2000-
1000+

o-

2h 4h 8h
Ischamiezeit

Abbildung 39: Auftragung der LDH Werte gegen die Ischamiezeit

Glucose fallt zunachst zwischen zwei und vier Stunden von Werten um 2261mg/d|
auf 223mg/dl, wie sich in Abbildung 40 zeigt. Nach acht Stunden lasst sich eine
Steigerung auf 238 mg/dl messen.

Glucose

Bl Glucose

2h 4h
Ischamiezeit

Abbildung 40: Auftragung der Glucose Werte gegen die Ischamiezeit

In Abbildung 41 wird die Messung von Harnstoff veranschaulicht. Zunachst wird nach
zwei Stunden Ischamiezeit ein Wert von 19mg/dl verzeichnet, welcher auf 58mg/di
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nach vier Stunden ansteigt. Nach acht Stunden fallt dieser Wert wieder auf den
Ausgangswert von 19mg/dl.

BUN
150-
Il BUN

- 100~
)
)]
E

50—

o-

2h 4h 8h
Ischamiezeit

Abbildung 41: Auftragung der Harnstoff Werte gegen die Ischamiezeit

4.4 Korrelation zwischen ATP-Gehalt und Histologie

Es wird der mittlere Wert der histologischen Gradeinteilung mit dem mittleren Wert
des ATP/Protein-Wert anhand der Ischamiezeit verglichen. Eine Zuordnung zu den
einzelnen Lappen ist obsolet, da die Auswertung allein im Hinblick auf die
Ischamiezeit erfolgt ist.
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100%
98%

96% & ATP/Protein

I Histolog. Grade
94%

2h
4h
8h

Ischdmiezeit

Abbildung 42: Prozentuale Darstellung der histologischen Grade und der Mittelwerte ATP/Protein
bezogen auf die Ischamiezeit

Aus Abbildung 42 lasst sich erkennen, dass der histologische Grad invers mit dem
ATP/Protein Wert korreliert.

Nach zweistundiger Ischamiezeit wird in der Histologie im Mittel ein Grad 1 gesehen.
Der Mittwelwert der ATP/Protein Werte liegt dabei bei 0,04ug/ml. Bereits nach vier
Stunden kann ein mittlerer histologischer Grad zwischen 1 und 2 beobachtet werden,
wobei der mittlere ATP/Protein-Wert bei 0,03ug/ml liegt. Nach achstindiger
Ischamiezeit fallt dieser ATP/Protein- Wert auf 0,01ug/ml. Zeitgleich kann ungefahr
ein histologischer Grad 2 (1,8) gesehen werden.

Daraus lasst sich schlielen, dass es mit steigender Ischamiezeit, zu einer
progredienten Zellschadigung kommt, was durch eine Erhohung des bestimmten
histologischen Grades ausgedruckt wird, beziehungsweise der ATP/Protein-Gehalt
abfallt.

Die Tabelle 11 zeigt eine statistisch signifikante inverse Korrelation der mittleren
ATP-Protein Werte und der mittleren histologischen Gradeinteilung (rho -0,85,
p=0,003).
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Tabelle 11: Korrelation des mittleren ATP/Protein-Gehalts mit der Histologie

Mittelwert Gradeinteilung der Histologie
Correlation Sig. (2-tailed) N
Coefficient
Spearman’s rho Mittelwert - 0,854 0,003 9
ATP/Protein

Der Korrelationskoeffizient fur den zeitlichen Anstieg der Gradeinteilung betrug rho=
+0,85, p=0,003. Ein zeitlicher Effekt und ein Effekt der ATP/Protein-Werte lassen
sich aufgrund des Versuchsdesigns allerdings nicht differenzieren. Es fallen die
ATP/Protein-Werte Uber die Zeit monoton ab, dennoch kann keine eindeutige
Aussage gemacht werden, ob die Ischamiedauer, der eigentliche Faktor ist, welcher
die histologische Gradeinteilung beeinflusst, oder ob es die ATP/Protein-Werte sind,
welche die histologischen Ergebnisse bedingen.

5. Diskussion

5.1 Das Ratten-Tiermodell

Fur die Versuchsreihe wurde ein Tiermodell ausgewahlt, das annahernd ahnliche
Bedingungen zu der humanen Transplantation generierte. Die Ratte als Versuchstier
eignete sich hierfur besonders, da die Anatomie der Rattenleber der menschlichen
Leber bis auf wenige Ausnahmen glich.

Dieser Umstand ermdoglichte es ahnliche Operationstechniken anzuwenden. Es
bedurfte nur minimalen Abanderungen in der Operationsabfolge, um die Operation
standardisiert durchzufuhren.

Ebenso begrindete sich der Einsatz der Tiere auf dem Etablissement in der
Forschung. Die Zusammenarbeit mit den Veterinarmedizinern sorgte dafur, dass die
Tiere eine artgerechte Haltung erfuhren und stets mit Umsicht Versuche durchgefuhrt
wurden. Eine langjahrige Erfahrung durch Arbeiten mit den Tieren ermdglichte
daruberhinaus einen gezielteren Einsatz von Analgetika und Narkotika. Eine exakte

Schmerzdosis wurde fur jeden Versuch am Tier vorgeschrieben und die Dosis der
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Narkotika wurde nach bestimmten laborinternen sowie staatlichen Regelungen
festgelegt.

Die Tiere konnten ohne besondere Voraussetzungen in einem gemeinsamen Kafig
gehalten werden, was zugleich eine Kostenersparnis darstellte. Die GruppengrofRe
belief sich dabei auf funf bis sechs Tieren. Zugleich wurden den Tieren ein Tag-
/Nachtrhythmus garantiert wird. Bei einer ausreichenden Hygiene, blieben
ansteckende Keime und Infektionskrankheiten den Tieren erspart und die spateren
Untersuchungsergebnisse wurden nicht verfalscht. Allerdings musste auch bedacht
werden, dass diese Zuchttiere eine Verlagung fur Erkankungen und Krankheiten
hatten. Im Portfolio der Firma Charles River werden zum Beispiel eine hohe Rate an
Spontantumoren, vor allem Nebennierentumore, Tumore der Hirnanhangsdruse,
Schilddriisenkarzinome oder Erkrankungen, die das blutbildende System betreffen’’
(Baum A, 1995), genannt.
Problematisch in der Versuchsdurchfiuhrung erweist sich die Tatsache, dass
genetische Faktoren nicht beeinflusst werden konnten und kein definierter
Gesundheitsstatus der Tiere praoperativ vorgelegen hatte. So ist es ungewiss
geblieben, ob die Tiere womoglich schon eine vorbestehende Schadigung der Leber
zum Beispiel aufgrund einer Stoffwechselerkrankung aufwiesen oder ob das
histologische Resultat alleinig auf die ischamische Schadigung zuriuckzufuhren war.
Eine vorherige Biopsie und Blutenthnahme hatte zweifelslos diese Fragen
beantworten konnen. Die Biopsie ist allerdings unterlassen worden, um den Tieren
praoperativen Stress zu ersparen.

Durch die Wahl einer finalen Versuchsreihe sind postoperative Storgroflen wie
Infektionen und Krankheiten auf ein Minimum reduziert worden, die eine
Verfalschung der Werte verursachen konnen. Die Frage, ob sich allerdings durch
eine langere Beobachtungszeit Unterschiede in den Resultaten gezeigt hatten, bleibt

daher ungewiss.

5.2 Die Operationstechnik

Eine Herausforderung der experimentellen Versuchsreihe stellten die anatomischen
Grolenverhaltnisse der Ratte dar, weswegen unter Zuhilfenahme eines Mikroskops
die Operation durchgefuhrt wurde.
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Divergent der humanen Operationstechnik verhielt sich die Perfusionsphase der
Spenderleber in-situ. Die Spenderleber wurde ebenfalls in CUSTODIOL®-L6sung
und auf Eis gekuhlt. Eine Abwandlung fand sich darin, dass die Leber direkt mit der
Perfusionslosung durchspult wurde. Die Leber wurde in-situ des Empfangers vor
Anastomosierung und Offnung des Pfortaderflusses gereinigt sowie die Lumina der
Gefalle kontrolliert. Eine etwaige Thrombosierung der intrahepatischen Lebergefalle
konnte so ausgeschlossen werden und Anastomoseninsuffizienzen nach Naht

konnten erkannt werden. Dies lie® eine Einschatzung Uber die Leberperfusion zu.

Aufgrund Zuhilfenahme von mikrochirurgischen Bedingungen, erfolgte nicht jede
Anastomosierung der Gefalle mittels einer Naht. Eine Vereinfachung wurde beim
Gallengang angewendet. Es wurde ein Gallengangssplint bzw. Gallengangscuff beim
Spender zur anatomischen Orientierung und spaterem vereinfachten Auffinden
verwendet. Dadurch kam es zum einen zu einer leichteren Adaptation von kleinsten
Strukturen und zum anderen konnte der zeitliche Aufwand reduziert werden. Eine
solche Vereinfachung findet sich in der humane Lebertransplantation nicht.

Diese Modifikationen sind allerdings minimal, sodass das Rattenmodell weiterhin als
Modell genutzt werden kann, um die Lebertransplantation chiurgisch anschaulich und
detailgetreu zu untersuchen.

Nachteilig konnte sein, dass durch die Verwendung von Splints, neue Gefallschaden
entstehen konnten oder womaglich eine Potenzierung des ischamischen Schadens
eintreten wurde. Diese Hyopthese konnte in der Literatur nicht bestatigt werden, es
wird davon ausgegangen, dass sich die Verwendung von Splints in der Praxis nicht

nachteilig auswirktm (Matevossian E, 2009)_

5.3 Messungen und Messfehler

5.3.1 Irregularitat der Konservierungs-/Perfusionslosung

Der Einsatz von Konservierungs-/Pefusionslosung ist in der Transplantationsmedizin
unabdingbarer Standard und bildet das Fundament fur den Erfolg einer
Transplantation.
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An der TU Munchen wird im Rahmen der Organentnahme und Organkonservierung,
koordiniert durch die Deutsche Stiftung Organtransplantation, fur gewohnlich die
Perfusionslosung CUSTODIOL® verwendet.

CUSTODIOL® setzt sich hauptsachlich aus den Aminosauren Histidin, Tryptophan
und Ketoglutarat, geldst in Natriumchlorid-Lésung, zusammen'®’ (Ringe B. 2005) " pjg
Losung wird nach dem Erfinder Hans-Jurgen Bretschneider als ,Bretschneider-

{30 (Bretschneider HJ, 1975) ~ Sje zeichnet sich durch einen niedrigen

Losung® bezeichne
Kalzium und Natriumgehalt aus. Durch eine dem Wasser ahnliche Viskositat ( 2I) ist
die Perfusion in das Gewebe erleichtert?? (®izer M. 2002)

Durch Zusatz von Eisenbinder (LK-614; 1-(N-hydroxy-N-methylcarbamide)-3,4-
dimethoxybenzol) wird freies Eisen gebunden, wodurch die Bildung von Radikalen
und reaktive Sauerstoffspezies reduziert werden''® (teganathan S, 2010) 'pyie 7,gabe von
Aminosauren hilft dem Schutze der Plasmamembranen der Leberzellen. Hier ist vor
allem Glycin zu erwahnen?0® (Weinberg, 1990), 212 (Zarinpar A, 2012) - A|anin reduziert den
Natriumeinstrom in die Zelle und verhindert so eine 6dematdse Schwellung der
Zellen, was in einer Apoptose miinden kann'" (Bahde R, 2008)

CUSTODIOL® wirkt sich aullerdem gunstig auf die hepatische Mikrozirkulation,
indem es zu keiner Formanderung der Erythrozyten kommt®® (Feng XN, 2006) = qig
Perfusion der Sinusoide verbessert wird und die Einwanderung von Leukozyten
verringert wird'3® (Olschewski P, 2008) " pag \Weiteren zeichnet sich CUSTODIOL® eine
geringe Rate an bilildren Komplikationen aus® M 2000)

Durch die positiven Eigenschaften und der standardmafigen Verwendung an der
Technischen Universitat Munchen, erschien es sinnvoll, auch diese LOsung fur die
Versuchsreihe einzusetzen. Zu Anbeginn der ersten Versuchsreihe im Rahmen der

Bellamy, 2008) 4, die teuer

ATP-Messung wurde allerdings aus Kostengriinden?®' !
produzierte CUSTODIOL®-Perfusionslosung verzichtet und stattdessen auf eine
selbst hergestellte Nahrlosung zurltckgegriffen, die sich wie folgt zusammensetzte:
DMEM base, NaHCO3, L-Glutamin + FCS + HEPES + Glucose.

Eine Streitfrage mag bestehen bleiben und es muss hinterfragt werden, ob nicht zu
Beginn der ATP-Messung CUSTODIOL® hatte verwendet werden sollen anstatt der
selbsthergestellten Nahrlosung. Rechtfertigen lasst sich die Entscheidung fur die
selbst hergestelle Nahrlosung aufgund der geringeren Kosten bei der hohen Anzahl
an Versuchsdurchfuhrungen. Zudem erschien es gleichgultig, welche industriell

hergestellte Perfusionslosung verwendet werden sollte, da eventuelle Nachteile und
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schadliche Wirkungen bei allen untersuchten Proben vorzufinden sein mussten, und
so in den Auswertung erkannt wuarden. Naturlich hatte im Hinblick auf die
Ischamiezeit und den ATP-Gehaltverlauf eine Losung gewahlt werden sollen, bei der
es Erfahrungswerte in diesem Bereich bereits gab. Zu nennen waren die
Voruntersuchungen anhand von Transaminasen in der Literatur''’ (Manous RS, 2006) gg
wurde beschrieben, dass die ATP Produktion bei der Verwendung der ,University-of-
Wisconsin-Losung® um 30-40% hoher ausfalle als bei anderen Losungen. Die Frage,
ob es durch die Verwendung zweier unterschiedlicher Medien, zu einer
eingeschrankten Korrelanz der Ergebnisse kommen konnte, blieb offen. Prinzipiell
waren in beiden Medien Puffer und Aminosauren als Basis zugesetzt, wodurch
ahnliche Qualitaten der Losungen angenommen werden konnte. Die Ergebnisse
beider Versuche zeigten zudem eine positive Korrelation und lieen sich miteinander
vergleichen. Bei weiteren Studien dieser Art sollte allerdings ein Augenmerk auf die
Verwendung gleicher Medien bei beiden Versuchen gelegt werden. So konnte es
auch sein, dass starke Schwankungen, wie sie innerhalb der ATP-Messung
beobachtet wurden, eventuell auf das Nahrmedium zurtuckzufuhren waren. Um einen
Vergleich zwischen beiden Losungen ermoglichen zu konnen, sollten in Zukunft die
Versuchsreihen mit beiden Nahrldsungen durchgefuhrt werden. Moglicherweise
fanden auch Reaktionen innerhalb der selbsthergestellten Nahrlosung statt, die nicht
voherzusehen waren und somit das Resultat beeinflusst haben. So konnte keine
exakte Auskunft Uber die Funktionalitat und Reinheit der Nahrmedien getroffen
werden. Eventuelle Verunreinigungen durch Bakterien, Pilze oder Viren wurden

deshalb nicht erfasst.

Tabelle 12: Zusammensetzung von CUSTODIOL®

Bestandteil Menge
Natriumchlorid 15,0 mmol
Kaliumchlorid 9,0 mmol
Magnesiumchlorid x 6 H.O 4,0 mmol
Histidinhydrochlorid x H20 18,0 mmol
L-Histidin 180,0 mmol
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Tryptophan 2,0 mmol
Mannitol 30,0 mmol
2-Oxoglutarsaure 1,0 mmol
Calciumchlorid x 2 H,O 0,015 mmol

Tabelle 13: Zusammensetzung von der selbsthergestellten Nahrlésung

Bestandteil Menge
DMEM base + NaHCO3 0,35 g/l
L-Glutamin 2mM
FCS 5%
HERPES 20 mM
Gluctose 25mM
pH-Wert pH 7,25

Ein weiterer, sich auf die Messungen auswirkender Punkt, ist die Anzahl der

Versuchstiere in den einzelnen Gruppen. Beide Versuchsreihen, sowohl die ATP-

Messung als auch die Transplantation der Lebern, wurden mit jeweils n=4 Tieren,

also viermal hintereinander zu den definierten Zeitpunkten durchgefihrt. Es konnte

eine klare Tendenz bei den jeweiligen Auswertungen gezeigt werden, dennoch

konnte eine gro3ere Wiederholungsrate in den einzelnen Gruppen zu markanteren

Ergenbissen fuhren. Dabei sollten allerdings stets der ethische Aspekt immer genau

gepruft werden und nicht auller Sicht gelassen werden, wieviele Tiere fur den

Versuch bendtigt werden, um eine Tendenz abzeichnen zu konnen. Unndétiger

Einsatz der Tiere fur die Versuche ware aus ethischer Sicht nicht zu vertreten.
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5.3.2 Finale Versuchsreihe

Die Tiere wurden nach Entnahme der Lebern fur die ATP-Bestimmung sowie nach
erfolgreicher Lebertransplantation euthanasiert.

Favorisiert wurde dieses Vorgehen aus mehreren Grinden: Zum einen wurde so den
Tieren unnotiges postoperatives Leid erspart. Zum anderen konnten dadurch direkt
die zu untersuchenden Parameter anhand der Ischamiezeit gemessen werden. Es
gab keine Interferenz maoglicher postoperativer Storfaktoren wie Haltung der Tiere,
Nahrung oder maogliche Infektionen.

5.4 Histologische Farbemethoden

Die histologische Untersuchung diente dazu, die Auswirkungen der ischamischen
Schadigung bildlich fassbar zu machen.

Verwendet wurde zwei Standardfarbungen, eine Hamatoxylin-Eosin-Farbung und
eine Elastica-van-Gieson-Farbung.

Die Elastica-van-Gieson-Farbung bestand aus zwei Farbstoffen. Pikrofuchsin farbte
dabei Gebwebestrukturen gelb. Der zweite Farbstoff, Saurefuchsin, diente zur
Anfarbung des kollagenen Bindegewebes in rot. Anschlielend folgte dabei eine
Farbung mit Eisenhamatoxylinlosung nach Weigert. Am Ende der Farbungsreihen
wurden so elastische Fasern und Zellkerne schwarz, Kollagenfasern rot und
Muskulatur sowie Zytoplasma gelb dargestellt.

Bei der histologischen Untersuchung wurden folgende Parameter erfasst und
ausgewertet: Vakuolisierung, sinusoidale Dilatation, Hyperamie, Zellodem, Einzelzell-
und Gruppenzellnekrosen, Karyorhexis. Dies geschah in Anlehnung an die BANFF-
Arbeitsgruppe (eine Kooperation von Pathologen, Hepatologen, Chirurgen und
Immunologen, die sich mit der Histopathologie, der Funktionalitat und der Integritat
von Lebern bei Transplantationen beschaftigt').

Dabei stellten Vakuolisierung, sinusoidale Dilatation und Hyperamie Zeichen einer
akuten Abstollungsreaktion dar. Parameter fur eine ischamische Schadigung fanden
in Einzelzell- und Gruppenzellnekrosen und Karyorhexis. Auf eine reine histologische
Untersuchung nach den BANFF-Kriterien wurde verzichtet, da diese explizit fur eine
akute Abstol3ung definiert wurden. Mit der Auswahl von syngenen Ratten wurde eine
akute Abstoflung als unwahrscheinlich angesehen, weswegen keine Notwendigkeit
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bestand, die BANFF-Kriterien in die Untersuchung bewusst miteinzubeziehen. Es
stand lediglich die ischamische Schadigung und als Folge derer der Zelluntergang im
Vordergrund.

Eine Systematisierung der Ergebnisse resultierte in einer Einteilung in histologische
Grade. Dabei wurden nur die Befunde in die Systematisierung miteinbezogen, die
tatsachlich auch in der Histologie zu sehen waren. Um die Qualitat der Graduierung
zu verbessern und gegebenenfalls weitere Unterschiede herausstellen zu kdnnen,
ware es von Vorteil eine groflere Anzahl an Proben in weiteren Versuchsreihen zu
untersuchen.

Experimentelle Untersuchungen haben gezeigt, dass eine messbare Schadigung der
Leber nach Ischamie nach zehn Stunden kalter Ischdmiezeit eintritt'®® (Setzner N. 2002)
Nach diesem Zeitpunkt sollten die Organe nicht mehr fur eine Lebertransplantation
verwendet werden. Aufgrund der Ergebnisse der ATP-Voruntersuchungen wurden
bei den histologischen Untersuchungen die Ischamiezeiten von zwei, vier und acht
Stunden festgelegt. Zweifelsohne hatten auch spatere Ischamiezeiten herangezogen
werden kénnen, doch dort fand keine wesentliche Anderung des ATP-Spiegels mehr
statt, weshalb nur auf die aussagekraftigen Werte zurlckgergriffen wurde.
Untersuchungen von diversen Autoren zeigen auch, dass vor allem TNF-a und IL-6

als proinflammatorische Zytokine, die Leberregeneration anregen'®® (Sud K. 2008). 186

(Taki-Eldin A, 2012)209 (vang H, 2012) " jo |anger dabei die Konservierung und somit die
Ischamie dauerte, desto weniger waren diese Zytokine vorzufinden. Nachteilig wirkte
sich dieser Aspekt in dem Sinne aus, da diese der Leberregeneration dienten'®®
(Selzner N, 2002) " Ehenso wurde eine Zunahme der Makrosteatosis nach zehn Stunden
Ischamiezeit beobachtet, welche ebenfalls zu einem Transplantatversagen fuhren

159 (

konnte'® (Salizzoni M. 2003) "y/or gllem bei steatotischen Lebern fanden sich erniedrigte

Werte an Caspase 3 und 8 sowie Cytochrom C, die letztendlich in einer Apoptose
miindeten 68 (Selzner M, 2000)

Unter Berucksichtigung dieser Tatsachen konnte so in weiteren Versuchsreihen
unter Verwendung der Ergebnisse dieser Versuchsreihen, ein verbessertes Scoring-

System ausgearbeitet werden.
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5.5 Aussagekraft der Blutwerte

Gemessen wurden die Blutwerte Alanin-Aminotransferase (ALT), Aspartat-
Aminotransferase (AST), Lactatdehydrogenase (LDH), Glucose (Gluc) und Harnstoff
(BUN).

Mit der Messung der Alanin-Aminotransferase (ALT), frGher auch als Glutamat-
Pyruvat-Transaminase (GPT) bezeichnet, konnte ein Leberschaden laborchemisch
angezeigt werden.

Dabei ist die ALT spezifisch fur Lebererkrankungen. 85% des Enzyms befinden sich
im Zytoplasma und weitere 15% in den Mitochondrien'®* (Hagemann O, Laborlexikon, 2014)
Allerdings sollte bedacht werden, dass auch eine Stauungsleber, bedingt durch
Rechtsherzversagen, fur erhohte Werte verantwortlich gemacht werden kann.
Ebenso kann eine Schadigung der Leberzellen durch Infektionen, Virushepatiden,
Krebserkrankungen oder durch das eigene Immunssystem zu einer Erhohung der
Transaminasen fuhren. Beispiele waren hierfur eine Fettleber, ein Lebertumor oder
eine Toxoplasmose-Infektion. Bekommen die Zellen nicht mehr genlugend
Sauerstoff, sei es durch sauerstoffaufbrauchende Lokalprozesse, Schwellung oder
durch Unterbrechung der Blutzufuhr, erleidet die Leber eine ischamische
Schadigung, die sich in einer Erhdhung der ALT messen Iasst.

Dabei erfolgt die Messung Uber eine Indikatorreaktion, die die Abnahme von NADH

misst:

L — Alanin + 2 - Oxoglutarat—2~—Pyruvat + L - Glutamat

Pyruvat + NADH + H' —2%—| _| actat + NAD*

Eine erhdhte Aspartat-Aminotransferase (AST) bzw. Glutamat-Oxalactetat-
Transferase, ist ebenfalls ein Indikator flr einen Leberschaden, allerdings ist sie nicht
spezifisch fur die Leber. Lokalisiert ist das Enzym noch in den Herz- und
Skelettmuskelzellen, wovon wiederum 80% in den Mitochondrien vorzufinden sind
und nur 20% im Zytoplasma103 (Hagemann O, Laborlexikon, 2014).

Laborchemisch wird hier ebenfalls die Abnahme von NADH gemessen:
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AST_ Oxalacetat +L — Glutamat

L — Aspartat + 2 - Oxoglutarat

Oxalacetat + NADH+H* —¥2"_| _Malat + NAD*

Um eine Transaminasenerhohung auf eine Leberschadigung zuruckfuhren zu
konnen, eignet ist der DeRitis-Quotient (AST/ALT). Ist das Ergebnis dabei grof3er als
1, so dies mit einer schweren Leberzellschadigung vereinbar. Die Schadigung hat

dabei ihren Ursprung in der Leber.

Die Lactatdehydrogenase, LDH, dient ebenfalls dem Nachweis von
Gewebsschadigungen. Sie zeigt eine Erhdhung bei einer Vielzahl von Erkrankungen
an, unter anderem Herzmuskelerkrankungen, hamolytische Erkrankungen,
Sekelettmuskelerkrankungen, Leber- und  Gallenwegserkrankungen  sowie
Lungenembolien. Grund dafur ist, dass das Isoenzym funf Subformen aufweist,
welche eine Dominanz in unterschiedlichen Organen aufweisen. So ist vor allem die
LDH 1 im Herz und die LDH 5 in der Leber und im Skelettmuskel zu finden. Bei
enzymatischer Testung wird die Tatsache ausgenitzt, dass Pyruvat und NADH + H*
durch die Lactatdehydrogenase zu Lactat und NAD+ umgewandelt werden. Die
Abnahme von NADH lasst sich dabei durch eine kinetische Indikatorreaktion messen

und so die Gesamt-LDH bestimmt werden:

Pyruvat + NADH + H' <2 —| actat + NAD*

Die Messung der Glucose wurde durchgefuhrt, da der Blutzuckerwert auch bei einer
Leberschadigung erniedrigt sein kann. Ebenso fuhrt eine Niereninsuffizienz und auch

103 (Hagemann O, Laborlexikon,

ein kataboler Metabolismus, verursacht durch z.B Anorexie,
201%) zu einer erniedrigten Glukose. Auch paraneoplastische Syndrome wie z.B ein
Insulinom oder gewisse Enzymdefekte (Fruktoseintoleranz etc) kbnnen zu einem
erniedrigten Glukosewert fuhren.

Als Farbreaktion und letztendlich als Messwert dient die Absorptionszunahme von

NADH:

Glucose + ATP—H—Glucose - 6 - Phosphat + ADP

Glucose - 6 - Phosphat —2*— Gluconat - 6 - Phosphat + NADH + H*

82



5. Diskussion

Harnstoff ist ein Abbauprodukt des Proteinstoffwechsels. Gebildet wird Harnstoff in
der Leber aus Ammoniak und Kohlendioxid. Fast vollstandig ausgeschieden wird
Harnstoff Uber die Niere. Folglich ist es einsichtig, dass eine Erhdhung der Harnstoff-
Konzentration vor allem bei schwerer Niereninsuffizienz und bei kataboler
Stoffwechsellage zu finden ist.

Bei einer Erniedrigung des Wertes dagegen liegt die Ursache dagegen in einer

Malnutrition, einer Z6eliakie oder in einem Leberparenchymschaden'®.

Laut Angaben der Firma Charles River findet sich bei den mannlichen Lewis-Ratten
ein Maximalwert des ALT von 551 U/l, AST bei 710 U/I, Glucose 463 U/I und Bun 24
U/l. Diese Messwerte wurden allerdings in den eigenen firmeninternen Laboratorien
gemessen. Die vorgenommenen Messungen wahrend der Versuchsreihe erreichten
nie den Maximalwert bei ALT, AST oder Glucose. Bei der Harnstoffmessung wurden
allerdings deutlich hohere Werte erzielt. Ungewiss verbleibt hierbei die
Vergleichbarkeit der Werte untereinander, da Parameter oftmals laborabhangig sind,
weswegen kein Vergleich und somit keine Aussagen zwischen den im Experiment
gemessenen Werten und den Firmenangaben von Charles River gemacht werden
konnen.

Mit diesem Hintergrundwissen musste bei prolongierter Ischamie und folgender
Leberzellschadigung ein Anstieg von ALT, AST und LDH zu erwarten sein.
Experimentell blieb diese Bestatigung allerdings aus.

Vielmehr wurde eine Stagnation der Werte verzeichnet (zwischen 250 und 300 U/I).
Es konnte ein Abfall um rund 17% verzeichnet werden (300 auf 250 U/l), der den
Ausgangswert nicht Uberschritt.

In der Histologie sowie in der ATP-Messung wurde eindeutig eine Schadigung
verzeichnet. Die Laborwerte zeigten sich demnach nicht konkordant zu den
Vormessungen. Den Erwartungen entsprechend stieg die LDH an. Der Zelluntergang
war proportional mit der ischamischen Schadigung. Die Glucose fiel, wie zu
erwarten, zunachst ab, stieg dann aber nach acht Stunden wieder an, entgegen den
Erwartungen. Auch bei der Harnstoffmessung wurden Werte verzeichnet, die nach
den Voruberlegungen gegenteilig ausfallen hatten mussen. Es hatte eine Abnahme
der Werte nach VorUberlegungen erfolgen sollen, was allerdings nicht bestatigt

werden konnte.
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Fehlerquellen, die sich fur diese Unterschiede finden lassen, mogen in der
maschinellen Auswertung liegen. Es wurde die IDEXX VetLabStation zur Messung
der Laborparameter verwendet. Dabei musste aufgrund von
Softwareaktualisierungen auch mehrmals neue Eichungs-Disketten wahrend
laufender Versuchsdurchfuhrungen verwendet werden. Dadurch wurden eventuell
die Referezwerte geandert und jede neue Messung erhielt divergente Ergebnisse,
was zur Beeintrachtigung der Auswertung gefuhrt haben konnte. Obwohl die Proben
nach Versuchsende eingefroren wurden, lieferten die Nachmessungen stets
unterschiedliche Ergebnisse, was die obige Theorie stutzt. Moglich konnte auch sein,
dass das Einfrieren molekulare Reaktionen veranlasste, die eine Anderung der
Messung bewirkten. Demnach wurde die Entscheidung gefallt, die Laborparameter

nicht miteinzubeziehen.

6. Zusammenfassung

Anhand des Rattenmodells wird in dieser Arbeit die Vitalitdt von Lebern beurteilt und
nachfolgend erortert, inwieweit sich der I/R auf die ATP Produktion, diverse
Blutparameter (AST, ALT, LDH, Glucose, BUN) und die Histologie auswirkt.

Es wurde zunachst ein Versuchsaufbau entwickelt, welcher sich in vier Teilschritte
gliederte. Im ersten Teilschritt wurde ATP mithilfe des ,ATPlite Luminescence ATP
Detection Assay System" an Spenderlebern der Ratte zu bestimmten Ischamiezeiten
gemessen (2h — 10h), um den Abfall des ATP Uber die Zeit beobachten zu kdnnen.
Dabei wurden n=4 Tiere je Ischamiezeit in die Auswertung miteingeschlossen. Um
mogliche Storgroflen wie Masse und Gewicht der einzelnen Lebern zu reduzieren,
wurde gleichzeitig eine Proteinbestimmung an den Lebern vorgenommen.

Anschliel3end erfolgte eine orthotope Lebertransplantation an Rattenlebern in piggy-
back-Technik zu bestimmten klinisch relevanten Ischamiezeiten: zwei Stunden, vier
Stunden und acht Stunden nach Entnahme der Lebern. Die GefalRanastomosen
erfolgten dabei durch fortlaufende Naht. Die Tiere wurden nach Einstellen eines
suffizienten Kreislaufes euthanasiert und die Lebern der Histologie zugefuhrt.
Anhand vordefinierter Kriterien erfolgte eine histologische Aufteilung der
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Leberpraparate in Grade. Ebenfalls wurden hier n=4 Tiere zu den bestimmten
Ischamiezeitpunkten in die Auswertung aufgenommen.

Dabei sollte durch die Gradeinteilung eine Progredienz der ischamischen
Schadigung verdeutlicht werden: von einer milden Schadigung (Grad 1) zu einer
ausgepragten Schadigung (Grad 3).

Eine Messung der Blutwerte (AST, ALT, LDH, BUN, Glucose) sollte Bezug auf den

bestehenden Stoffwechsel nach ischamischer Schadigung nehmen.

Es zeigte sich in der Auswertung eine deutliche Abnahme des ATP/Protein-Gehalts.
Ausgehend von 0,041ug/ml nach einer Ischamiezeit von zwei Stunden, fiel dieser
Wert auf ein Plateau von 0,011pg/ml nach acht Stunden. Statistisch konnte ein
mitllerer Abfall von 0,0067ug/ml mit einer Signifikanz von p=0,010 ermittelt werden.

In der histologischen Auswertung zeigte sich nach einer zweistindigen Ischamiezeit
vermehrt ein- von uns definierter- Grad 1. Eine Zunahme der Schadigung konnte auf
histologischer Ebene nach vier Stunden verzeichnet werden, es zeigte sich vermehrt
ein Grad 2. Nach acht Stunden konnte lediglich im Mittel ein Grad 2 festgestellt
werden.

Bezlglich der weiteren durchgefuhrten Untersuchung, der Serologie, wichen die
Messwerte bei den einzelnen Messungen signifikant voneinander ab, so dass der
Entschluss fiel, diese nicht in die finale Beurteilung mitaufzunehmen.

Dennoch konnte anhand der mitochondrialen Permeabilitat der Lebertransplantate
das Ausmal des I/R histologisch evaluiert und quantifiziert werden.

Es zeigte sich, dass das Ausmal} der mitochondrialen Schadigung bei prolongierter
Transplantatischamie sensitivere Ergebnisse liefert als die bisher klinisch etablierte
konventionielle histologische Auswertung. Die konventionelle Histologie verschleiert
demnach den reellen Zustand und die Vitalitat der explantierten Lebern, da bei
konventionellen histopathologischen Wertungen das Ausmal} der ischamischen
Schadigung spater messbar ist als der ATP-Abfall.

Aus diesem Grunde sollte verstarkt ein Augenmerk darauf gelegt werden, die
mitochondriale Schadigung als definitive Evaluation zur Bemessung einer
Organeignung fur eine Transplantation heranzuziehen.

So ist die ATP-Messung sensitiver, da diese in der vorliegenden Arbeit Uber einen

Ischamiezeitraum von 2-7 Stunden kalter Ischamiezeit eine relevante Abnahme
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verdeutlicht, wahrend die histopathologische Untersuchung selbst nach
achtstundiger Ischamiezeit noch keine deutliche Organschadigung anzeigt.

Ein Prognose-Score zur ldentifizierung marginaler Organe lasst sich theoretisch
anhand der mitochondrialen Schadigung mittels ATP Abfall mit einer hoherer
klinischer Relevanz erstellen. Fallt der ATP-Wert innerhalb der ersten zwei Stunden
nur um ein Hunderstel (2h: 0,04 [ug/ml]; 4h: 0,03[ug/ml]), so wirkt sich das erst
verzogert in einer sichtbaren ischamischen Schadigung in der Histologie aus.

Um einen definitiven Score zu ermitteln, sollten allerdings die Messergebnisse mit
humanem Materialproben validiert werden. Des Weiteren ware eine zeitliche
Beschleunigung der ATP-Messung von Noten, um ein effizienteres Arbeiten
ermoglichen zu konnen. Die Messungen des ATP-Gehalts dauerte wahrend der
Erstellung dieser Arbeit nahezu einen halben Tag, was die Umsetzung fur das
Heranziehen des Scores ebenfalls erschwert.
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