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1 Allgemeiner Teil

1.1 Einfuhrung

Die Lebertransplantation (LTx) stellt heutzutage ein klinisch etabliertes Verfahren zur
Therapie von zahlreichen irreversiblen Lebererkrankungen im Endstadium dar.

Diese Therapieoption ist jedoch limitiert durch den Mangel an Spenderorganen: Im
Jahr 2019 wurden 1536 Lebertransplantationen im Eurotransplantraum (ET)
durchgefuhrt. Dem steht die Anzahl von 2235 Neu-Registrierungen auf der Warteliste
(nur Leber) gegenlber, so dass am Ende des Jahres 2019 noch immer 1417
Patienten auf der Warteliste fur eine Lebertransplantation gemeldet waren. Im Jahr
2019 sind 389 Patienten verstorben, wahrend sie auf der Warteliste registriert waren,

aber kein Organ erhalten konnten (Eurotransplant 2020).

Aufgrund  dieser Organknappheit und der Tatsache, dass manche
Lebererkrankungen abhangig von der Entitat foudroyant verlaufen, ist man in der
Transplantationsmedizin bei vitaler Indikation haufig auf Organangebote mit
erweiterten Spenderkriterien, sogenannte marginale Organe zur Bridging-Therapie —
also zur Uberbriickung bis der Patient mit einem guten Organ endgiiltig versorgt
werden kann - aber auch als definitive Losung, angewiesen. Zu marginalen Organen
zahlen Organe mit relativen morphologischen Defiziten (z.B. hohes Spenderalter,
Steatosis hepatis, Z.n. kardiopulmonaler Reanimation), aber auch die prolongierte
kalte Ischamiezeit fuhrt zur Einteilung eines Organs als marginal und ist relevant bei

der Organakzeptanz bezuglich der Transplantabilitat.

Die prolongierte kalte Ischamiezeit korreliert bekanntermafl3en mit dem Schweregrad
und der Haufigkeit der akuten Transplantatabstoflungsreaktion nach LTx. Diese
gefahrdet wiederum das Outcome des Transplantierten zusatzlich, da die Morbiditat
durch den erhdhten Einsatz von Immunsuppressiva, die Wahrscheinlichkeit einer Re-
Transplantation bei therapierefraktarer AbstoRung und die Mortalitdt des ohnehin
meist komorbiden Empfangers steigen (Post, Douglas et al. 2005, Sanchez-Fueyo
2013).

Die akute Abstol3ung nach Lebertransplantation stellt mit einer Inzidenz von 30-70%
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trotz adaquater Immunsuppression immer noch ein relevantes klinisches Problem
dar (Neuberger 1999). Zwar gibt es Studien mit extrakorporalen
Hepatozytensystemen zur Uberbriickung von Phasen mit eingeschrankter
Transplantatfunktion, die vielversprechend erscheinen, ob aber damit ein ,Bridging"
wie z.B. beim Kunstherz realisiert werden kann, mussen weitere Untersuchungen
noch zeigen (Demetriou, Whiting et al. 1986, Nose 1989) (Nevens and Laleman
2012, Vaid, Chweich et al. 2012). Das Vermeiden der akuten AbstolRungsreaktion

nach Lebertransplantation ist somit noch immer von grof3er klinischer Bedeutung.

Daher war es zum einen das Ziel dieser experimentellen Studie im allogenen
Rattenmodell der orthotopen Lebertransplantation herauszufinden, welche Art der
Immunmodulation in der frthen Phase nach Organreperfusion stattfindet, und zum
anderen die Rolle des Ischamie-/Reperfusionsschadens bei der Ausbildung dieser

rejektiven Immunmodulation zu charakterisieren.

1.2 Die Lebertransplantation

Mittlerweile hat sich die Lebertransplantation (LTx) als Standardverfahren zur
Therapie von Lebererkrankungen im Endstadium etabliert (Starzl T. E. 1989).
Wahrend 1985 in Deutschland lediglich 58 Lebertransplantationen durchgefuhrt
wurden, stieg die Anzahl im Jahre 2005 bereits auf 885 Lebertransplantationen.
Heute betragt die 1-Jahres-Uberlebensrate nach Lebertransplantation weit ber 80%
und die 5-Jahres-Uberlebensrate tiber 70% (Benckert, Jonas et al. 2005, Hashimoto,

Sugawara et al. 2005).

1.2.1 Indikationen zur Lebertransplantation

Immer wenn bei einem Patienten eine akute oder chronische Lebererkrankung trotz
Ausschopfung aller konservativen Behandlungsoptionen progredient verlauft, ist eine
Lebertransplantation zu erwéagen. Tabelle 1 gibt eine Ubersicht Uber verschiedene

Indikationen flr eine LTx.



Tabelle 1: Ubersicht Indikationen zur Lebertransplantation

Leberparenchymerkrankungen

* Posthepatisch (Hepatitis B, C, D)
e Autoimmun
* Alkoholisch (nutritiv-toxisch)

* Idiopathisch (kryptogen)

Cholestatische Lebererkrankungen

* Primar biliare Zirrhose (PBC)

* Sekundar biliare Zirrhose

* Primar sklerosierende Cholangitis (PSC)

* Sekundar sklerosierende Cholangitis (SSC)
* Extrahepatische Gallengangsatresie

* Progressive intrahepatische Cholestase (Morbus Byler)
* Alagille-Syndrom

* Kongenitale Fibrosen

* Graft-versus-Host-Disease (GvHD)

* Chronische Abstol3ung

* Cholestatisch verlaufende Sarkoidose

* Medikamentds-toxische Cholestase

* Caroli-Syndrom

Vaskulare Erkrankungen

* Fulminante Virushepatitis (A, B, C, D)

* Intoxikationen
o Amanita phalloides (Knollenblatterpilz)
o Paracetamol (Acetaminophen)

o Halothan




o Tetrachlorkohlenstoff

o Ecstasy u.a.
Akute Schwangerschaftsfettleber
HELLP-Syndrom

Budd Chiari Syndrom (thrombotischer Verschluss der Lebervenen)

Primare Nichtfunktion (frihes Transplantatversagen nach Ltx z.B. durch

Leberarterienthrombose)

Primare Stoffwechselerkrankungen

a1-Antitrypsinmangel

Morbus Wilson

Hamochromatose

Tyrosinamie

Galaktosamie

Glykogen-Speicherkrankheiten

Lysosomale Speicherkrankheiten
Crigler-Najjar-Syndrom Typ 1

Primare Hyperoxalurie Typ 1

Erythropoetische Protoporphyrie

Primare Blutungsstorungen (ggf. mit Budd Chiari Syndrom)
Storungen des Harnstoffzyklus (z.B. mit Citrullinamie)

Familiare Amyloidose

Sekundare Stoffwechselerkrankungen

Kurzdarmsyndrom

Maligne Erkrankungen

* Hepatozellulares Karzinom (HCC) in Zirrhose innerhalb der Mailand-Kriterien
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(ein Knoten mit einem max. Durchmesser von 5cm oder max. 3 Knoten, von
denen der grofldte Knoten max. 3cm misst, keine Lymphknotenmetastasen,

keine Gefallinvasion, keine Fernmetastasen (Mazzaferro, Regalia et al. 1996)

* Lebermetastasen Neuroendokriner Tumore (strenge Indikationsstellung)
* Hepatoblastom (bei Kindern)
* Cholangiozellulares Karzinom

» Selten: multiple, nicht resektable Leberadenome, Hamangioendotheliome

Andere Ursachen

* Leberzysten
e |Lebertrauma Grad V - VI

Die Krankheitsbilder, die 2012 die haufigsten Indikationen fur eine

Lebertransplantation darstellten, sind in Abbildung 1 aufgeflihrt:

2012 DEUTSCHLAND

Indikationen fiir eine Lebertransplantation

DIE HAUFIGSTEN ICD-10 HAUPTDIAGNOSEN (BEI NEUANMELDUNG) n=1.689

K70 Alkoholische Leberkrankheit 489
K74 Fibrose und Zirrhose der Leber 443
G272 Bosartige Neubildung der Leber und der intrahepatischen Gallengéange 294
K72 Leberversagen, anderenorts nicht klassifiziert 134
K83 Sonstige Krankheiten der Gallenwege 124
Q44 Angeborene Fehlbildungen der Gallenblase, der Gallengéange u. der Leber 92
E83 Storungen des Mineralstoffwechsels 25
K76 Sonstige Krankheiten der Leber 22
E88 Sonstige Stoffwechselstérungen 20
182 Sonstige vendose Embolie und Thrombose 15

1.658

Bei einem Patienten sind mehrere Diagnosen moglich. Insgesamt: 19 Hauptdiagnosen bei 1.689

Quelle: Eurotransplant

Abb. 1: Indikationen fiir eine Lebertransplantation. Quelle:DSO / Eurotransplant




Die folgende Tabelle 2 zeigt eine Aufstellung der vergangenen Jahre wie viele

Lebertransplantationen je nach Grunderkrankung durchgefuhrt wurden.

Tabelle 2: Lebertransplantationen je Grunderkrankung. Quelle: Eurotransplant

Liver transplants (deceased donor) in All ET, by year, by primary disease

2010 | 2011 | 2012 | 2013 |[2014 | 2015 | 2016 | 2017 | 2018 | 2019
Acute Hepatic failure 178 |159 [144 |144 [144 |154 |147 |150 |144 |164
Benign Liver Tumor 41 56 61 50 51 36 52 55 63 51
Biliary Atresia 40 28 31 38 35 23 28 29 30 39
Cholestatic Liver Disease/Cirrhosis 165 |[167 [219 |[191 [214 [228 |217 |223 |271 |241
Malignant neoplasms 364 [373 [359 |316 [338 [332 [358 |373 [398 |370
Metabolic diseases 93 96 90 71 76 96 82 63 99 72
Non-cholestatic cirrhosis 838 |809 |721 |692 |717 |687 |652 |596 |617 |570
Other 74 81 64 60 71 82 74 73 70 64
Total 1793 | 1769 | 1689 | 1562 | 1646 | 1638 | 1610 | 1562 | 1692 | 1571

statistics.eurotransplant.org : 2417P_All ET_liver : 05.10.2020

Die Dringlichkeit einer Lebertransplantation wird mit dem MELD-Score (,model for
endstage liver disease”) erfasst, der 1998 vom US Department of Health and Human
Services festgelegt wurde und seither den bis dahin gultigen Child-Turcotte-Pugh-
Score abloste.(Wiesner, McDiarmid et al. 2001)

1.2.2 Transplantationstechniken

Orthotope Lebertransplantation
Aktuell stellt die orthotope Transplantation der Leber eines hirntoten Spenders die
Standardmethode dar. Hier wird dem kranken Patienten die eigene Leber entfernt

und das Spenderorgan an gleicher Stelle implantiert.

Es erfolgt die End-zu-End-Anastomosierung der infrahepatischen und
suprahepatischen Vena cava inferior, die Anastomosierung des Truncus coeliacus
des Spenders auf die Arteria hepatica communis des Empfangers, die End-zu-End-
Anastomosierung der Pfortader und schliel3lich die End-zu-Seit-Anastomosierung
des Gallengangs. Der venose Blutfluss zwischen der oberen und unteren

Korperhalfte wird wahrend der anhepatischen Phase durch einen femoro-axillaren



Bypass sichergestelit.

Die ,,Piggy-back“-Technik

Hier wird die suprahepatische Spender-Vena cava mit dem Empfanger-Venenstern
in End-zu-End-Technik anastomosiert. Die rechte Lebervene wird, wie die
infrahepatische Spender-Vena cava, ligiert. Dies bringt den Vorteil, dass der Verlauf

der Vena cava inferior nicht unterbrochen wird.

Die Rekonstruktion von Arterie, Pfortader und Gallengang erfolgt analog zur

orthotopen Transplantation.

Die heterotope Lebertransplantation
Diese Art der Lebertransplantation spielt klinisch kaum eine Rolle. Hier wird das
Spenderorgan zur Unterstitzung der erkrankten Leber an einer anderen Stelle im

Korper implantiert.

Die Splitlebertransplantation

Aufgrund des eklatanten Organmangels gewinnt die Splitlebertransplantation, sowie
die Verwandten-Lebertransplantation immer mehr an Bedeutung. Ursprunglich wurde
diese Technik entwickelt, um Lebertransplantationen bei Kindern durchfiuhren zu
konnen. Spater wurde die Technik erweitert, um zwei Leberhalften fur je einen

Erwachsenen (Spender und Empfanger) zur Verfligung zu haben.

1.2.3 Komplikationen nach Lebertransplantation

Bei immer mehr Erkrankungen wird heutzutage die Indikation zur
Lebertransplantation gestellt. Diese standige Erweiterung fuhrt gleicherweise zu

einer groer werdenden Kluft zwischen Angebot und Nachfrage.

Dieses Missverhaltnis fuhrt wiederum dazu, dass die Auswahlkriterien des
Spenderorgans  verandert werden, was  eine Risikoerhbhung  des
Transplantatversagens mit sich bringt. Es ist also von gro3er Bedeutung, die Qualitat
eines Spenderorgans adaquat beurteilen zu konnen. Hierfur gibt es bislang noch

keinen zufriedenstellenden objektiven Marker.
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Nach einer Transplantation kann es zu einer Absto3ungsreaktion durch das
Immunsystem des Empfangers gegen das Transplantat kommen. Die Folgen
erstrecken sich von Organdysfunktion bis zum volligen Verlust des transplantierten
Organs (Wiesner, Demetris et al. 1998). Um dies zu verhindern, wird jeder
transplantierte Patient einer immunsuppressiven Therapie zugefuhrt, deren
Nebenwirkungen malgeblich den klinischen Verlauf und die Lebensqualitat der

Patienten beeinflussen.

Entscheidend fur die Prognose der Patienten ist es, ob es zu einer Ausheilung oder
einer Rekurrenz der Grunderkrankung kommt. Dies ist vor allem bei viralen Hepatitis-
Erkrankungen, der alkoholtoxischen Leberzirrhose und bei Tumorerkrankungen
moglich. Die immunsuppressive Therapie bewirkt hierbei zudem eine
Risikoerhdhung, da ein funktionierendes Immunsystem zur Kontrolle dieser

Erkrankungen erforderlich ist.

Heute liegt die 1-Jahres-Uberlebensrate nach Transplantation zwar bei nahezu 90%,
allerdings erreicht das Organliberleben nicht die Uberlebenszeit der Patienten, was
an der Retransplantationsrate von 5-7% sichtbar wird (Starzl and Demetris 1990,
Pfitzmann, Nussler et al. 2008). Trotz verbesserter Operationstechniken und der
Optimierung der immunsuppressiven Therapie kann es heute noch zu erheblichen

Problemen und Stérungen kommen.

In ca. 22-23% der Lebertransplantationen kommt es zur sogenannten primary
dysfunction (PDF) bzw. zur early allograft dysfunction (EAD). In 6% der Falle tritt
sogar eine primary non function (PNF) auf (Ploeg, D'Alessandro et al. 1993,
Deschenes, Belle et al. 1998, Pfitzmann, Nussler et al. 2008). Die PNF ist fur den
Empfanger lebensbedrohlich und erfordert in den meisten Fallen eine sofortige
Retransplantation. Die PDF des Transplantats stellt einen der Hauptgrinde fir
Morbiditat und Mortalitat nach Lebertransplantationen dar (Howard, Klintmalm et al.
1990, Ploeg, D'Alessandro et al. 1993). Aulderdem konnte gezeigt werden, dass eine
initiale schlechte Organfunktion = initial poor function (IPF) das Risiko einer frihen
AbstoRungsreaktion erhoht. Es kam bei 35,7 % der Patienten, bei denen das

Transplantat eine IPF zeigte, zu einer steroidresistenten AbstoRung, wahrend bei
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Patienten mit initial guter Organfunktion eine Abstolung nur bei 12,7% zu

beobachten war.

Folgende Faktoren fuhren zu einer Risikoerhohung des Transplantatversagens bzw.
einer Nichtfunktion nach Transplantation:
* Behandlung des Spenders auf der Intensivstation langer als 3 Tage
* Spenderalter Uber 49 Jahre
* Kaltischamiezeit des Transplantats langer als 18h
* Leberverfettung von uber 30% (fuhrt in 25% der Falle zur PNF) (Nadig,
Periyasamy et al. 2004)
* GrolRenmissmatch: Transplantat zu klein fir den Empfanger
* Niereninsuffizienz vor der Lebertransplantation
* Hypernatridmie von Uber 155 mmol/l des Spenders (Ploeg, D'Alessandro et al.
1993)

Ferner fuhrt eine lange Organkonservierung zu einer Zunahme von Tumor-Nekrose-
Faktor (TNF-) Rezeptoren, E-Selektin und Laminin wahrend der Reperfusion, was
wiederum zu einer akuten Abstolungsreaktion fuhren kann.(Mueller, Platz et al.
1996)

Auch operationstechnische Probleme wie ein Leberarterienverschluss konnen zu
einer PNF fuhren und eine Retransplantation noétig machen (Calmus 2008, Torres-
Quevedo, Moya-Herraiz et al. 2009). Die haufigste Indikation fur eine
Retransplantation ist die Thrombose der Leberarterie (31,6%), gefolgt von der
Rekurrenz der Grunderkankung, z.B. dem Rezidiv einer Hepatitis-C-Leberzirrhose,
(30,4%). Die primary non function ist fur 21,5% der Retransplantationen

verantwortlich.(Torres-Quevedo, Moya-Herraiz et al. 2009)

Aufgrund des bereits beschriebenen Organmangels werden verschiedene
Anstrengungen unternommen, um auch sogenannte marginale Organe zu
transplantieren und deren Organfunktion nach Transplantation zu verbessern.(Mor,
Klintmalm et al. 1992)
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Folgende Kriterien fuhren zur Klassifizierung als marginales Organ (Briceno, Marchal
et al. 2002, Nadig, Periyasamy et al. 2004,(Briceno, Marchal et al. 2002, Nadig,
Periyasamy et al. 2004, Nickkholgh, Weitz et al. 2007, Schemmer, Nickkholgh et al.
2007, Silberhumer, Pokorny et al. 2007, Pratschke, Loehe et al. 2009):
* Spenderalter > 65 Jahre
* Spender BMI > 30
* Verfettung der Spenderleber
* Hypernatriamie >155 mmol/l
* Aktive oder ausgeheilte Hepatitis-B-Infektion (Anti-HBc positiv)
* Hepatitis-C-positiver Spender (HCV-Ag, Anti-HCV)
* Sepsis mit positiver Blutkultur
* Drogenabhangigkeit
» Kaltischamiezeit > 14h
* Intensivtherapie / invasive Beatmung langer als eine Woche
* Erhohte Leberwerte
o Transaminasen > 3 ULN (Upper Limit of Normal)
o Bilirubin > 3mg/dl

1.3 Die Pathophysiologie des Ischamie-/ Reperfusionsschadens

1.3.1 Ischamie

Bei der Perfusion wird das zu explantierende Organ in-situ mit einer kalten
Konservierungslosung gespult. Das Ziel dieses Vorgehens ist es, das Blut vollstandig
aus dem Spenderorgan zu entfernen und das Organ moglichst schnell auf eine
Temperatur von 4-8°C herunterzukihlen, um den Energiebedarf und den
Sauerstoffverbrauch des Zellstoffwechsels auf ein Minimum zu reduzieren (Siewert
2006).

Durch die Perfusion mit der Konservierungslosung wird bei einer Organentnahme die
Blutzufuhr und damit die Nahrstoff- und Sauerstoffzufuhr unterbrochen. Dadurch
werden die Zellen dazu gezwungen, ihre Energiegewinnung von aerob auf anaerob
umzustellen. Die jetzt ablaufende anaerobe Glykolyse liefert im Gegensatz zur

aeroben Energiegewinnung nur noch 2 mol Adenosintriphosphat (ATP) pro mol
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Glukose, was zu einer Verarmung der Hepatozyten an ATP fuhrt, da der
Stoffwechsel der Zellen zunachst normal weiter lauft.

Bei der anaeroben Glykolyse wird aus Pyruvat Laktat gebildet, welches ohne
Sauerstoff nicht verstoffwechselt werden kann. Die Folgen sind eine zunehmende
Abnahme des pH-Werts im Gewebe mit anschlieRender Gewebsazidose. Durch
diese Veranderung des Saure-Basen-Haushalts nimmt die Aktivitat der Enzyme ab,
wodurch es schlielich zum Ausfall der Glykolyse kommt (Saikumar, Dong et al.
1998).

Als Folge einer zweistindigen Anoxie fallt der ATP-Gehalt in den Hepatozyten um
85%. Gleichzeitig sinkt der pH-Wert im Gewebe von 7,41 auf 7,06 (Gasbarrini, Borle
et al. 1992). Dadurch kommt es zum Erliegen der Energieversorgung durch ATP und
somit zum Ausfall ATP-abhangiger Prozesse (Karwinski, Husoy et al. 1989). Da die
ATP-Bildung durch die sauerstoffabhangige Phosphorylierung in den Mitochondrien
nicht mehr stattfinden kann und das noch vorhandende ATP schnell verbraucht ist,
fehlt den ATP-abhangigen lonenpumpen, wie z.B. der Na'/K*-ATPase, rasch das
ATP fur die Aufrechterhaltung ihrer Funktionen. Als Folge kommt es zu
lonenverschiebungen und zum Verlust des regelhaften Membrangradienten. Dies
filhrt zu einem intrazelluldren Na*- und Ca*'- Anstieg und damit zu einer Senkung
des Membranpotenzials (Gasbarrini, Borle et al. 1992). Durch die intrazellulare
Akkumulation von Na® steigt der osmotische Druck und es kommt zum
Wassereinstrom in die Zelle mit konsekutiver Zellschwellung und —schadigung
(Carini, Autelli et al. 1995). Durch den Einstrom von extrazellularem Calcium werden
in der Zelle Proteasen und Phospholipasen analog zu apoptotischen Vorgangen
aktiviert. Dies fuhrt zum Abbau von Zellproteinen und zur weiteren Zellschadigung
(Kuznetsov, Schneeberger et al. 2004). Die Folge sind Membranschaden, die zu
einer gesteigerten Permeabilitat und zu weiteren Elektrolytverschiebungen fuhren.
Diese resultieren in Veranderungen von elektrischen Potentialen an der
Zellmembran, sowie der Mitochondrienmembran, welche wiederum zellulare

Enzymaktivitaten beeinflussen (Florine-Casteel, Lemasters et al. 1991).

Der Energiemangel fuhrt zu einer Akkumulation der Xanthin-Oxidase, welche durch
Proteolyse aus der Xanthin-Dehydrogenase entsteht (Engerson, McKelvey et al.
1987). Die Xanthin-Oxidase produziert reaktive Sauerstoffradikale, die ebenfalls das

Gewebe schadigen. Sie spielt damit eine wichtige Rolle bei der Entstehung des
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ischamie-induzierten Gewebeschadens (Yokoyama, Beckman et al. 1990).

1.3.2 Konservierung

Die Organkonservierung durch Aufbewahrung des Transplantats in Eiswasser ist
eine der wichtigsten Ma3nahmen um den Ischamie-/Reperfusionsschaden maoglichst
gering zu halten. Bei Normothermie zeigen sich schon nach 10-12 Minuten Ischamie
irreversible Schaden als Folge des Sauerstoffmangels (Wolff and Otto 1978). Wird
das Organ um 10°C abgekuhlt, vermindert sich die Aktivitat der meisten Enzyme 1,5-
bis 2-fach. Dies bedeutet eine Verringerung der Stoffwechselaktivitat auf ca. ein
Zwolftel bei Abkuhlung des Organs auf 1°C (Belzer and Southard 1988).

Durch die Aufbewahrung des Transplantats in 4°C-kalter Losung wird der
Stoffwechsel und der Energieverbrauch reduziert und damit auch die Auswirkungen
des Hypoxie-bedingten Schadens. Durch Verminderung des ATP-Verbrauchs halt
das intrazellulare ATP langer vor (Sorrentino, Van Ness et al. 1991). Der Abfall des
ATP-Gehalts bei warmer Ischamie betragt bereits nach 120 Minuten 87%.
Aulerdem zeigt sich auch eine geringere Regeneration des ATP nach Rezirkulation

bei langerer Warm-Ischamie (Kamiike, Burdelski et al. 1988).

Bei Hypothermie wird weniger Xanthin-Dehydrogenase in Xanthin-Oxidase
umgewandelt. Daher entstehen bei der Reperfusion und der damit verbundenen
Wiedererwarmung weniger Sauerstoffradikale. Auch die anaerobe Glyokolyse und
damit die Laktatbildung werden reduziert, so dass die Gewebsazidose weniger stark
ausfallt (Viebahn, de Groot et al. 1991).

Andererseits verstarkt die hypotherme Organkonservierung die Zellschadigung durch
intrazelluldre Odembildung, indem sie durch Verlangsamung der in der Zellmembran
befindlichen lonenpumpen eine Beeintrachtigung des Membranpotenzials begunstigt
(Raison 1973).

Ferner kommt es bei der kalten Konservierung zu einer vermehrten Expression der
mitochondrialen Phospholipase-C (PLC-dl). Diese Lipase ist mitverantwortlich fur die

Calcium-Aufnahme der Mitochondrien in den Hepatozyten. Eine vermehrte
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Expression fuhrt zu einem erhohten Calcium-Einstrom und so zu einer ausgedehnten

Mitochondrienschadigung (Knox, Pierce et al. 2006).

Bei ausgedehnter hypothermer Konservierung kommt es auflerdem zu einer
erhohten Freisetzung von TNF-a, was nach der Reperfusion zu der Aktivierung von
polymorphnuklearen Neutrophilen (PMN) und dadurch zu einer Gewebsschadigung
fuhrt (Kataoka, Shimizu et al. 2002).

Allerdings laufen diese Aktivierungsprozesse durch die verminderte Enzymaktivitat
bei der kalten Ischamie langsamer ab, so dass sich die Ischamietoleranz wahrend
kalter und warmer Ischamie deutlich unterscheidet. Abhangig vom Organ zeigt sich
eine Ischamietoleranz bei kalter Ischamie von bis zu 16 Stunden ohne erkennbare
Spatfolgen (Porte, Ploeg et al. 1998). Die Zeit der warmen Ischamie im Rahmen der
Operation muss allerdings so kurz wie moglich gehalten werden, da hier schon nach
30 Minuten deutliche Schaden auftreten (He, Ma et al. 2003, Kern, Bald et al. 2008).

1.3.3 Reperfusion

Bei der Reperfusion nach Ischamie entstehen bei der Oxidation von Hypoxanthin zu
Xanthin und von Xanthin zu Harnsaure freie Sauerstoffradikale. Diese kdnnen nun
die Zellmembran oder die Mitochondrienmembran angreifen und so zur Schadigung
der Hepatozyten und sinusoidalen Endothelzellen fuhren (McCord 1985, Pardini
1995, Bzeizi, Dawkes et al. 1997).

Abbildung 2 zeigt schematisch die Vorgange bei Ischamie und Reperfusion:
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Abb 2: Vorgédnge bei Ischdamie und Reperfusion. Quelle: (Kotsch 2008)

Ferner werden durch die Sauerstoffradikale v.-Kupffer-Zellen aktiviert, die wiederum
Entzindungsmediatoren wie Zytokine und weitere freie Radikale ausschutten und
dadurch die Schadigung noch verstarken (Jaeschke and Farhood 1991). Diese von
den v.-Kupffer-Zellen gebildeten Radikale konnen im Energiemangelzustand nicht
adaquat beseitigt werden. Versuche haben gezeigt, dass insbesondere v.-Kupffer-
Zellen fur die Bildung von freien Sauerstoffradikalen und somit fur die
Organschadigung in der |Initialphase der Reperfusion nach hypothermer
Konservierung verantwortlich sind (Jaeschke and Farhood 1991, Shibuya, Ohkohchi
et al. 1997). Es konnte auch gezeigt werden, dass durch eine Inaktivierung der v.-
Kupffer-Zellen die Leber vor einem Ischamie-Reperfusionsschaden geschutzt wird
(Jaeschke and Farhood 1991).

Von den Sauerstoffradikalen werden zusatzlich polymorphkernige neutrophile
Granulozyten aktiviert. Diese binden an die Endothelzellen und infiltrieren die
Lebersinusoide (Grisham, Hernandez et al. 1986, Kurokawa, Nonami et al. 1996). In
Versuchen konnte gezeigt werden, dass die Unterdrickung der Aktivierung der
polymorphkernigen  Granulozyten zu einer Minderung des Ischamie-
Reperfusionsschadens fuhrt (Grisham, Hernandez et al. 1986).

17



Die Ischamie und die anschlieRende Reperfusion fuhren zu Gewebeschaden, die
insbesondere bei marginalen Organen nicht selten eine Organdysfunktion aufgrund
einer Inflammation des Transplantats auf zellularer und molekularer Ebene zur Folge
haben. Hier kommt es zu einer inadaquat starken Aktivierung der v.-Kupffer-Zellen
(Lindert, Caldwell-Kenkel et al. 1992).

Tumor-Nekrose-Faktor-a. (TNF-a) ist ein potentes proinflammatorisches Zytokin, das
bei einer Reihe von Pathologien, unter anderem beim Ischamie-/Reperfusionschaden
eine Rolle spielt (Shuh, Bohorquez et al. 2013). TNF-a wird von vielen aktivierten
Immunzellen gebildet, unter anderem von B-Lymphozyten, T-Lymphozyten, NK-
Zellen und Neutrophilen. Das Immunsystem reagiert auf eine Leberschadigung mit
einer Aktivierung dieser Zellen mit folgender TNF-a-Produktion. Ein erhdhter TNF-a-
Spiegel wiederum verstarkt die Aktivierung der v.-Kupffer-Zellen und fuhrt somit zu
einer vermehrten Freisetzung von Sauerstoffradikalen. Dadurch kommt es zu einer
vermehrten Infiltration durch polymorphkernige Granulozyten und somit zur
verstarkten Mikroangiopathie, die einen Grund fur den Zellschaden in der initialen
Phase der Reperfusion darstellt (Shibuya, Ohkohchi et al. 1997).

Ferner wurde gezeigt, dass es bei der Ischamie und der folgenden Reperfusion zur
Modifikation und Hochregulation von Genen kommt. Dies geschieht zum Teil sogar
mit Genen, die sonst nicht exprimiert werden. Es sind Gene betroffen, die fur
Adhasionsmolektle, Integrine und Hitzeschockproteine, vor allem aber fur
Entzindungsreaktionen und fiur die Apoptose verantwortlich sind (Lindert, Caldwell-
Kenkel et al. 1992).

Auch die Reperfusion selbst ist verantwortlich fur potentielle Schaden. Durch die
Reoxygenierung werden freie Sauerstoffradikale gebildet (McCord 1985). Es konnte
gezeigt werden, dass der Anstieg der Konzentration von freien Radikalen bzw. deren
Aktivitat bei Patienten mit schlechtem Transplantationsergebnis hoher war als bei
Patienten mit vergleichsweise gutem Transplantationsergebnis. Das Ausmal} des
Anstiegs der freien Radikale steht also in direkter Beziehung zum Schweregrad der

Organdysfunktion (Bzeizi, Dawkes et al. 1997).
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Durch die Reperfusion wird der Blutfluss wiederhergestellt und die Ischamie beendet.
Die entstandenen Schaden sind bis zu einer gewissen Zeit reversibel, wenn nicht die
spezifische Ischamietoleranz Uberschritten wird. Ist dies der Fall, kommt es zum
Absterben der Zelle (Schon, Hunt et al. 1993). Ist der Blutfluss wiederhergestellt, wird
das Gewebe wieder mit Sauerstoff und Nahrstoffen versorgt und die toxischen
Metabolite abtransportiert. So kann sich wieder ein physiologischer pH-Bereich
einstellen, wodurch Enzyme ihre Funktionen wiederaufnehmen koénnen. Die
Reperfusion ist also unverzichtbar fur die Erholung und Funktionsaufnahme des
Gewebes. Reichen jedoch die Enzym- und Zellfunktionen nicht aus, um die
angefallenen Giftstoffe zu eliminieren und die aggressiven Radikale zu beseitigen,
nehmen die toxischen Stoffe weiter zu und der Schaden dehnt sich aus, was als

,sekundarer Schaden” bezeichnet wird (Bzeizi, Dawkes et al. 1997).

1.4 AbstoBungsreaktion

1.4.1 Histokompatibilitat / Antigenprasentation

Ein Grund fur eine AbstolRungsreaktion ist die HLA-Antigendifferenz der Gewebe
zwischen Spender und Empfanger. Diese Antigene werden durch den ,major
histocompatibility complex® (MHC) exprimiert (Dausset 1981, Hood, Steinmetz et al.
1982, Steinmetz, Winoto et al. 1982, Hood, Steinmetz et al. 1983). Der MHC hat eine
Schlusselrolle in beinah allen Aspekten einer Immunantwort inne, insbesondere in
der Transplantatabstoung. Beim Menschen wird der MHC-Komplex als HLA

(human leukocyte antigen) bezeichnet (Daar, Fuggle et al. 1984).

Es gibt zwei Gruppen von HLA-Antigenen. Klasse I-Antigene (HLA -A, -B, -C) werden
auf fast allen kernhaltigen Zellen im Korper exprimiert, wahrend Klasse |lI-Antigene
(HLA-D, -DR, -DQ,- DP) vor allem auf sogenannten ,immunkompetenten® Zellen wie
B-Lymphozyten, Makrophagen, Monozyten und dendritischen Zellen exprimiert
werden (Hood, Steinmetz et al. 1982, Steinmetz, Winoto et al. 1982, Hood,
Steinmetz et al. 1983, Hood, Steinmetz et al. 1983, Meuer, Cooper et al. 1983, Daar,
Fuggle et al. 1984, Daar, Fuggle et al. 1984, Fuggle, McWhinnie et al. 1986, Anton,
Yewdell et al. 1997). An HLA-Antigenen der Klasse-l werden vor allem zytosolische

Antigene (z.B. virale oder allogene Peptide) prasentiert, die mit Alloantikdrpern und
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zytotoxischen T-Zellen (Anton, Yewdell et al. 1997, Deng, Yewdell et al. 1997)
interagieren. HLA-Antigene der Klasse-Il sind wiederum der Angriffspunkt von T-
Helferzellen. Hier werden exogene Peptide prasentiert, die zunachst von der Zelle

aufgenommen und prozessiert wurden (Zhong, Reis e Sousa et al. 1997)

1.4.2 CD4+/CD8+ T-Zellen und T-Zell-Rezeptor

Fir die adaptive Immunantwort sind zwei Zelllinien, die T-Lymphozyten und die B-
Lymphozyten von grol3er Bedeutung. T-Lymphozyten stammen wie alle anderen
Blutzellen von derselben pluripotenten Stammzelle ab und werden wie diese im
Knochenmark gebildet. Fur die Differenzierung zu T-Lymphozyten spielt allerdings
der Thymus die zentrale Rolle, ohne den eine effektive zellvermittelte Immunantwort
nicht moglich ware. Die Stammzellen mussen also das Knochenmark verlassen und
Uber den Blutweg in den Thymus wandern. Dort erfahren die T-Lymphozyten eine
positive Selektion (MHC-Restriktion) und eine negative Selektion (Pravention von
Autoreaktivitat). Bei der positiven Selektion werden T-Zellen, die Peptide im Komplex
mit eigenen MHC-Molekulen erkennen, aber nicht stark binden, positiv ausgewahlt.
T-Zellen, die dieses Kriterium nicht erfullen sterben durch Apoptose. Dies fuhrt dazu,
dass ein T-Lymphozyt sein spezifisches Antigenfragment nur gleichzeitig mit einem
korpereigenem  Histokompatibilitats-Antigen ~ (MHC-Molekul) erkennt (MHC-
Restriktion). Im Gegensatz zur positiven Selektion werden bei der negativen
Selektion solche T-Zellen, die stark an Eigen-MHC-Molekule mit prasentierenden
Eigenpeptiden binden, eliminiert. Dies verhindert eine Aktivierung des
Immunsystems durch korpereigene Antigene (Autoreaktivitat). Erst wenn sie diese
Selektionsschritte erfolgreich durchlaufen haben, sind die T-Lymphozyten ausgereift,
verlassen den Thymus und zirkulieren als immunkompetente Zellen in Blut und
Gewebe (van Ewijk 1991, Kruisbeek 1993, Buer, Aifantis et al. 1997, Deng, Yewdell
et al. 1997).

Reife T-Lymphozyten werden anhand ihres Phanotyps in 2 Gruppen unterteilt: CD4+
T-Lymphozyten (friher ,T-Helferzellen“), die je nach Differenzierung eine
zellvermittelte (Th1) oder humorale (Thz) Immunreaktion auslosen, und CD8+ T-
Lymphozyten (fruher ,T-Killerzellen®). Diese erkennen an MHC-I-Komplexen

prasentierte Antigene und werden dadurch aktiviert. Nach Aktivierung produzieren
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sie zytotoxische Molekule wie Perforin und Granzym B und lysieren ihre Zielzellen
direkt, weshalb sie auch zytotoxische T-Zellen genannt werden (Macatonia, Taylor et
al. 1989, Pichler 1997).

Die Erkennung des Antigens und die daraus folgende Aktivierung der T-
Lymphozyten geschieht uber den TCR/CD3-Komplex. Der TCR (T-Zell-Rezeptor) ist
ein Heterodimer, bestehend aus einer a-Kette und einer -Kette (Meuer, Cooper et
al. 1983). Dieser steht in Verbindung mit dem CD3-Komplex, der die
Signaltransduktion in die Zelle Ubernimmt (Reinherz, Meuer et al. 1982, Czitrom
1996).

Fir die Interaktion des Antigens (plus MHC) mit den variablen Regionen des TCR
sind antigenunabhangige akzessorische Molekule noétig, welche die Interaktion
verstarken. Dazu gehoren CD4+ und CD8+. Wahrend CD4+ an MHC Klasse-I der
antigenprasentierenden Zellen bindet, ist CD8+ fur eine Bindung an Klasse-II-
Molekile vorgesehen. Die Folge ist eine verstarkte Bindung des Antigen/MHC-
Komplexes an den TCR. AufRerdem sind die akzessorischen Molekile an der
Signaltransduktion beteiligt (Czitrom 1996, Pichler 1997).

1.4.3 T-Zell-Aktivierung und Interleukin-2-Rezeptor-a (CD25)

Nach Aktivierung der T-Zellen wird eine Signaltransduktionskaskade ausgeldst, die
vor allem in der Expression des Interleukin-2-Gens resultiert. Interleukin-2 fungiert
sowohl als parakriner als auch als autokriner Wachstumsfaktor, d.h. Zielzellen sind
sowohl die produzierenden T-Lymphozyten selbst als auch andere T-Zellen in der

nahen Umgebung (Mosmann and Coffman 1989, Kane, Lin et al. 2000).

Die Wirkung von Interleukin-2 (IL-2) wird vermittelt Uber die Bindung an den
Interleukin-2-Rezeptor. Dieser besteht aus drei Oberflachenproteinen:

IL-2-Rezeptor-a (CD25), - (CD122) und -y (CD132) (Boelaars-van Haperen, Baan et
al. 2001). Wahrend sich die o-Kette vor allem auf aktivierten T-Zellen befindet,
werden die p-Kette und die y-Kette auch im Ruhezustand exprimiert. Die a-Kette ist
spezifisch fur den IL-2-Rezeptor. Die p(-Kette hingegen ist zusatzlich eine

Komponente des Rezeptor-Komplexes fur IL-15. Die y-Kette ist sogar an mehreren

21



Rezeptorkomplexen wie IL-4, IL-7, IL-9 und IL-15 beteiligt (Siegel, Sharon et al.
1987, Leonard, Shores et al. 1995).

Durch die Exprimierung von IL-2-Rezeptor-a wird die Affinitat von Interleukin-2 zum
IL-2-Rezeptor-f3 erhdht, so dass nun das Signal bereits bei deutlich niedrigeren IL-2-
Spiegeln Ubertragen werden kann. Folglich kann die Exprimierung des Interleukin-2-
Rezeptors (CD25) als Marker fur die Aktivierung und die beginnende Proliferation

nach erfolgter Immunstimulation angesehen werden (Minami, Kono et al. 1993).

1.4.4 Zellulare Rejektion / Humorale Rejektion

Zur TransplantatabstoBung fuhren letztendlich zelluldare und humorale
Immunmechanismen, die eine komplexe Abwehrkaskade in Gang setzen. Bei der
zellvermittelten Immunreaktion kommt es durch Aktivierung der zytotoxischen T-
Zellen zu direktem Angriff auf die Zielzellen und zu deren Lyse. Durch die Aktivierung
der B-Lymphozyten kommt es zur humoralvermittelten Immunreaktion durch deren
Produktion antigenspezifischer Antikorper. Deren Bindung an die Zielzellen induziert
die  Aktivierung von  Makrophagen (sog. ,Opsonierung“) und der
Komplementkaskade, und fuhrt daher ebenfalls zur einer Lyse der Zellen (Tilney and
Kupiec-Weglinski 1991, Bijur 1996, Horowitz, Friedlaender et al. 1996).

Neben diesen beiden spezifischen Immunreaktionen wird im Transplantat durch
Makrophagen, Monozyten und Granulozyten zusatzlich eine unspezifische
Entzindungsreaktion hervorgerufen. Durch diese Entzindung kommt es durch die
Freisetzung vasoaktiver Substanzen und Iokal gesteigerter Gerinnung zur

Thrombosierung kleiner Transplantatgefalde (Aw 2003).

1.4.5 Apoptose / Nekrose

Die verschiedenen Immunreaktionen fuhren schlieRlich alle zum Absterben der Zelle.
Im Gegensatz zur aktiv regulierten und physiologisch sinnvollen Apoptose ist die
Nekrose der durch eine Noxe ausgeldste ,Unfalltod” der Zelle. Unter pathologischen
Bedingungen konnen Apoptose und Nekrose koexistieren oder ineinander

Ubergehen, aber es lassen sich beide Prozesse anhand charakteristischer
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morphologischer und biochemischer Merkmale unterscheiden (Nicotera and Melino
2004, Galluzzi, Aaronson et al. 2009).

Der Begriff Apoptose bezeichnet das Absterben von Zellen nach einem definierten
Programm, dem sogenannten ,programmierten Zelltod® (Kerr, Wyllie et al. 1972).
Charakteristisch fur apoptotische Zellen ist das Schrumpfen der Zellen, die
Chromatinkondensation, die DNS-Fragmentierung sowie die Aufrechterhaltung der
Membranintegritat (Ellis, Yuan et al. 1991). Im Verlauf der Apoptose schnuren sich
exozytotische Membranvesikel von der Plasmamembran ab, die Zellfragmente
enthalten und als apoptotische Korperchen (apoptotic bodies) bezeichnet werden.
Letztendlich werden diese Vesikel von Makrophagen aufgenommen und abgebaut.
Da es zu keiner Freisetzung von zytosolischen Bestandteilen in den extrazellularen
Raum kommt, Dbleibt beim apoptotischen Zelltod eine nennenswerte
Entzindungsreaktion aus (Hengartner 2000).

Grundsatzlich handelt es sich bei der Apoptose um einen aktiven, ATP-abhangigen,
sowie strikt regulierten biochemischen Prozess. Apoptose ist ein grundlegender
Mechanismus und essentiell fur die Aufrechterhaltung der Zellhomobostase. Sie tritt
physiologischerweise im Rahmen der Embryonalentwicklung und Dbei
Involutionsprozessen auf. Aulerdem spielt sie bei einer Vielzahl von pathologischen
Situationen eine zentrale Rolle, wie bei der Elimination infizierter Zellen, bei
Autoimmunerkrankungen, degenerativen Erkrankungen, ischamischer
Gewebsschadigung und insbesondere bei der Krebsentstehung, wo die Hemmung

der Apoptose zu einer Zunahme der Zellzahl fuhrt (Prof.Dr. Boker 2004).

Durch mechanische Lasionen, Unterversorgung mit Blut (Ischamie) oder Sauerstoff
(Hypoxie) oder Bakterieninfektion der Zelle kann es zum nekrotischen Zelltod
kommen. Durch die beschadigte Plasmamembran stromt Wasser in die Zelle und
bringt diese zum Platzen. Als Folge gelangen zytosolische Bestandteile in den
Extrazellularraum und rufen dort eine Entzindungsreaktion hervor, wodurch das
betroffene Gewebe haufig vernarbt (Prof.Dr. Boker 2004).

Da die Nekrose nicht energieabhangig ist, kann es auch zum nekrotischen Zelltod
kommen, wenn eine Apoptoseinduktion ohne ausreichende Energieversorgung

vorliegt (Fink and Cookson 2005). Die Nekrose wird allgemein als Unfalltod der Zelle
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beschrieben, doch weisen neuere Erkenntnisse darauf hin, dass auch hier
spezifische Signalwege aktiviert werden. Da die beteiligten Signalwege auch im
Verlauf der Apoptose aktiviert werden kam es zur Pragung des Begriffs Nekroptose
oder programmierte Nekrose (Degterev and Yuan 2008, Hitomi, Christofferson et al.
2008, Vandenabeele, Galluzzi et al. 2010).

1.4.6 Klassifikation der AbstoBungsreaktion

Warum manche Transplantate gut vom Empfanger angenommen werden und lange
eine gute Organfunktion zeigen wahrend andere Transplantate durch akute oder
chronische AbstoRung verloren gehen ist noch immer ungeklart. Die traditionelle
Einteilung von Abstoflungsreaktionen nach Organtransplantation ist bis heute im
Wesentlichen unverandert (Snover, Freese et al. 1987, Adams and Neuberger 1990,
Heublein, Haverich et al. 1990, Solez, Axelsen et al. 1993, Portmann, Slapak et al.
1995). Sie richtet sich weniger nach immunologischen oder pathologischen
Mechanismen als nach dem zeitlichen Auftreten/Verlauf der Absto3ungsreaktion, so
dass sie vereinfacht in hyperakut, akut und chronisch eingeteilt wird. Diese
Klassifikation ist klinisch relevant, obwohl Definitionen, die morphologische und
immunologische Vorgange berlcksichtigen, in Bezug auf diagnostische und
therapeutische Relevanz von Vorteil waren. Die Morbiditat und Mortalitat
transplantierter Patienten kann durch eine frihe Diagnosestellung und effektive
Therapie der AbstoRungsepisoden deutlich gesenkt werden. Sowohl Haufigkeit als
auch Schwere akuter Absto3ungsreaktionen stellen einen Risikofaktor fur die
Entwicklung einer chronischen Abstolung dar, die sehr haufig zum
Transplantatverlust fuhrt (Almond, Matas et al. 1993, Demetris, Murase et al. 1997,
Wiesner, Batts et al. 1999). Die Verhitung von AbstoRungsreaktionen ist demnach
nicht nur von Vorteil fir den Patienten und seine Regeneration, sondern senkt

zugleich den Bedarf an knappen Spenderorganen.

1.4.6.1 Hyperakute AbstoRung

Die hyperakute AbstoRung ist eine schwere immunologische Reaktion gegen das
GefalRsystem des Transplantats, die innerhalb von Minuten bis Stunden nach
Transplantation auftritt und auf praformierte zytotoxische Antikorper zurickzuflhren
ist. Die initiale Antikdrperbildung am GefalRendothel fuhrt zu einer Aktivierung der
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Komplement- und Gerinnungskaskade. Dies hat die Invasion von Granulozyten und
eine intravasale Gerinnung zur Folge, die wiederum Stauung, Odem und interstitielle
Blutungen nach sich ziehen. Schlussendlich fuhren diese Prozese zum Zelltod und
Transplantatverlust schon nach Minuten bis Stunden (Gubernatis, Kemnitz et al.
1989, Adams and Neuberger 1990).

Lange Zeit wurde geglaubt, dass die hyperakute AbstoRung bei
Lebertransplantationen nicht auftritt, sogar wenn bei ABO-Inkompatibilitat oder bei
positivem Crossmatch (Kreuzprobe zwischen Empfanger-Serum und Milzzellen des
Spenders zur Ermittlung von Antikdrpern gegen das gespendete Gewebe)
transplantiert wurde. Mittlerweile konnte sie allerdings tierexperimentell induziert
werden und wird heute, jedoch sehr selten, bei frihen Transplantatverlusten nach
initialer Transplantatfunktion als Ursache angesehen. Die hyperakute Abstol3ung ist
fur Nieren- ,Herz- und heute auch fur Lebertransplantate gut dokumentiert, kann aber
durch Verwendung Blutgruppen-kompatibler Organe und durch die adaquate
Durchfuhrung von Kreuzproben zwischen Spenderlymphozyten und
Empfangerserum fast immer vermieden werden (Kissmeyer-Nielsen, Olsen et al.
1966, Gubernatis, Kemnitz et al. 1989).

1.4.6.2 Akute AbstoRung

Die akute AbstoBung betrifft ca. 70% der Patienten nach Lebertransplantation und
stellt die Hauptursache des frihen Transplantatverlusts dar (Kirby, McMaster et al.
1987, Pichlmayr and Gubernatis 1987, Snover, Freese et al. 1987). Sie zeigt sich ab
dem dritten Tag, in der Regel jedoch eine Woche nach Transplantation. Spezifische
zellulare immunologische Reaktionen, teilweise mit humoraler Komponente, aber
auch unspezifische Entzindungsreaktionen sind fur die akute Absto3ung
verantwortlich. Immunsuppressiva koénnen an verschiedenen Stellen dieser

Reaktionen angreifen.

Das Parenchym des Transplantats exprimiert major histocompatibility complex
(MHC) Klasse-I-Antigene. Die MHC Klasse-ll-Antigene werden neben weiteren
Klasse-lI-Antigenen von den Blutgefallen exprimiert. Aullerdem wandern in das

Gewebe spezielle Leukozyten ein, die Antigen-prédsentierenden Zellen (APC), welche
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eine wichtige Rolle bei der Aktivierung der Immunantwort im Empfanger spielen.

Abbildung 3 zeigt schematisch wie diese Aktivierung im Gewebe ablauft.
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Abb. 3: Ubersichtsschema zur Lymphozytenaktivierung Rang, H.P.; Pharmakology; Page 223
(2008).(Rang 2008)

Im Empfanger sind T-Lymphozyten, sogenannte CD4+ T-Helferzellen und CD8+
zytotoxische  T-Zellen, zusammen mit B-Lymphozyten und  anderen
inflammatorischen Zellen, wie Makrophagen, fur die gegen das Transplantat

gerichtete Immunantwort verantwortlich.

Erkennen die T-Helferzellen die fremden MHC Klasse-Il-Antigene des Spenders,
kommt es zu einer massiven Zellaktivierung und Proliferation. Die nun von den T-
Helferzellen ausgeschutteten Zytokine, wie Interferon-gamma (IFN-y) sowie die
Interleukine (IL) IL-2 und IL-4 aktivieren verschiedene immunologische Prozesse.
Durch IL-2 und IL-4 werden bestimmte immunologische Reaktionen, wie die
Aktivierung spezifischer T- und B-Zell-Antworten angestof3en. Da nun aber IFN-y fur
die Aktivierung von unspezifischen imflammatorischen Vorgangen entscheidend ist,
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sind sowohl die spezifischen als auch die unspezifischen Aspekte des

AbstoRungsprozesses zu berucksichtigen (Tilney and Kupiec-Weglinski 1991).

IL-2 wird zur Zellteilung und Differenzierung der zytotoxischen T-Zellen bendtigt, die
wiederum im aktiven Zustand das Transplantat infiltieren und MHC Klasse-I-
Antigene erkennen konnen. IL-4 ist fur die Aktivierung der humoralen Komponente
zustandig. Es vermittelt die Aktivierung der B-Lymphozyten, die dann die Anti-
Spender-Antikorper bilden, die am AbstolBungsprozess beteiligt sind. Bei der
Aktivierung der unspezifischen inflammatorischen Reaktionen spielt IFN-y eine
wichtige Rolle. Durch Aktivierung von Makrophagen und Regulation der Expression
von Adhasionsmoleklilen am Endothel ermoglicht es die zellulare Infiltration des
Transplantats. AulRerdem fuhrt es an Parenchymzellen zur vermehrten Expression
von Spender-MHC-Antigenen, wahrend es an Antigen-prasentierenden Zellen die

Effektivitat der Antigen-Prasentation steigert.

Histologisch findet man bei der akuten AbstoRung nach Lebertransplantation ein
interstitielles Odem, eine periportale Infiltration von Lymphozyten und
Monozyten/Makrophagen sowie eine Endothelitis mit Destruktion der Gallengénge

(Snover, Freese et al. 1987, Matevossian 2001).

Klinische Zeichen sind eine systemische Reaktion mit Fieber und Unwohlsein. Die
Gallenflissigkeit wird blass und wassrig und die Produktionsmenge nimmt ab. Die
friheste biochemische Veranderung ist normalerweise ein starker Anstieg im Serum-
Bilirubin, auf den dann leichte Anstiege der alkalischen Phosphatase und der

Transaminasen folgen kdnnen (Adams and Neuberger 1990).

1.4.6.3 Chronische AbstoRung

Die chronische AbstoRung ist die progrediente Funktionsminderung des
Transplantats in Abwesenheit anderer Erkrankungen, die sich Uber Monate bis

Jahre, frihestens jedoch 6-12 Wochen nach Transplantation entwickeln kann.

Humorale und zellulare Pathomechanismen fuhren zu einer Schadigung der Gefalde

im Sinne einer Transplantatvaskulopathie. Grande fur die Entstehung der
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chronischen  Abstolung sind sowohl immunologischer als auch nicht-
immunologischer Natur, da das Endothel durch immunologische Stimuli, wie
Antikorper oder Zytokine (IFN-y, TNF-a) und nicht immunologische Stimuli, wie virale
Infektionen (CMV) oder physikalische Ursachen (Hypertension) aktiviert werden
kann. In Abbildung 4 ist eine Ubersicht Uber die immunologischen Prozesse bei

chronischer Transplantatabstoflung dargestellt.
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Abb. 4: Immunologische Mechanismen der chronischen TransplantatabstoBung. Quelle: (Matevossian
2001)

Histopathologisch kommt es bei der chronischen AbstolRung an den Arterien und
Arteriolen zur Intima-Proliferation und dadurch zunehmend zur konzentrischen
Lumeneinengung. Ferner kommt es im Interstitium zur Fibrose und es manifestiert
sich ein sogenanntes ,vanishing bile duct®- Syndrom, ahnlich, wie es bei der primar
bilidren Zirrhose beobachtet wird. Klinisch zeigt sich bei den betroffenen Patienten
zunachst ein Anstieg des Serum-Bilirubins (Snover, Sibley et al. 1984, Demetris,
Lasky et al. 1985, Ludwig, Wiesner et al. 1987) (Demetris, Murase et al. 1997).

Risikofaktoren fur die Entstehung einer chronischen AbstoRung sind

vorausgegangene akute Abstollungsreaktionen, niedrige Immunsuppressiva-Spiegel
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(aufgrund verminderter Aufnahme, erhohter Ausscheidung, reduzierter Patienten-
Compliance), Infektionen und ein starker Ischamie-/Reperfusionsschaden (Howard,
Klintmalm et al. 1990, Almond, Matas et al. 1993, Demetris, Murase et al. 1997).

1.5 Immunsuppressiva bei akuter AbstoRung

Durch den Einsatz immunsuppressiver Substanzen kann das Auftreten von akuten
AbstoRungen verhindert oder zumindest das Ausmal® der AbstoRungen verringert
werden. Es gibt verschiedene Wirkstoffe mit unterschiedlichen Angriffspunkten.
Steroide spielen nach wie vor eine grof3e Rolle sowohl in der Unterdrickung der
akuten Abstol3ung als auch in der Erhaltungstherapie (Post, Douglas et al. 2005). Sie
hemmen die entzundliche Reaktion, indem sie den Vorgangen entgegenwirken, die
durch IFN-y vermittelt werden. Aullerdem unterdricken Steroide die Aktivierung
inflammatorischer Zellen, hemmen die Expression von Adhasionsmolekilen am
Endothel und von MHC-Antigenen im Transplantat und sie reduzieren die Aktivitat
Antigen-prasentierender Zellen. In hohen Dosen bewirken sie sogar die direkte

Apoptose von aktivierten Lymphozyten (Matevossian 2001).

Das Ruckgrat einer jeden immunsuppressiven Therapie heutzutage bilden die
Calcineurin-Inhibitoren wie Cyclosporin A und Tacrolimus (Post, Douglas et al. 2005).
Beide unterdricken die Bildung von Zytokinen, die bei der Aktivierung von
spezifischen und unspezifischen Mechanismen der AbstoRung eine zentrale Rolle

spielen (Matevossian 2001).

Die neuesten Substanzen im immunsuppressiven Schema sind Antimetabolite wie
Mycophenolat Mofetil (MMF) und Mycophenolséure. Sie unterdricken wie altere
Medikamente dieser Gruppe, z.B. Azathioprin, die massive Zunahme der aktivierten
Lymphozyten im Rahmen der Immunantwort. Mycophenolat Mofetii hemmt die
klonale Expansion der B-Lymphozyten sowie deren Antikorperproduktion
(Matevossian 2001, Post, Douglas et al. 2005).

Abbildung 5 zeigt die Wirkung einer im klinischen Alltag angewandten Triple-
Therapie:

29



MHC Klazse | Poin TN
und lI-Maolekdle A i

A , " .
\ ol -"-‘"Tc - @ |'
< ' /

IEN- p@ é_® /’,‘/\‘

—IL-2 -
QJaW -2 \\ _a /, <’ % ,Zértnkorrﬂr
9 b oo v

Tc = zyloloxische T-Zelle - T~ s
Th = T-Helierzelle
B =B-Zelle
plc = prazylotoxische
T-Zelle ES §
o KR s i
igpi g
- o E 3 % ’ Azathioprin/
'L Stercids chr—“ L= | Mycophenolat-fMofetil

Abb. 5: Immunsuppression Triple Therapie, Quelle: (Matevossian 2001)

Steroide, Azathioprin und die Calcineurin-Inhibitoren unterdriicken verschiedene

Vorgange und wirken somit synergistisch.

1.6 Die Lebertransplantation im Rattenmodell

1.6.1 Die Morphologie der Rattenleber

1.6.1.1 Makroskopische Anatomie

Die Leber ist das groRte Organ der Ratte. Sie flllt den gesamten
subdiaphragmatischen Raum aus. Die Oberflache ist glatt und erscheint durch den
Bauchfelliberzug glanzend.

Bei gleicher Rasse, gleichem Alter und gleichem Ernahrungszustand besteht eine
gute Korrelation zwischen dem Gewicht der Ratte und dem der Leber. Bei der Lewis-
Ratte betragt das Lebergewicht ca. 3% des Korpergewichts (S. 1958, Lie, Albrecht et
al. 1974). Abbildungen 6 und 7 zeigen jeweils den Situs einer mannlichen und

weiblichen Ratte.
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1.6.1.2 Lobierung

Die Nomina anatomica veterinaria (Nomenclature. 2005) legt folgende anatomische

Termini fest:

» Lobus hepatis dexter
o Lobus hepatis dexter lateralis
o Lobus hepatis dexter medialis

» Lobus hepatis sinister
o Lobus hepatis sinister lateralis
o Lobus hepatis sinister medialis

» Lobus quadratus
» Lobus caudatus
o Processus papillaris

o Processus caudatus

T.ob sin med

Abb. 8: Leberlappen; FODRA (1991)

Abbildung 8 gibt eine Ubersicht tiber die Einteilung der Leber in die Leberlappen. Die

Leber setzt sich also aus 4 Lappen zusammen, die wiederum unterteilt werden
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konnen. Ventral liegen der Lobus quadratus und der Lobus hepatis sinister. Weiter
dorsal befinden sich der Lobus hepatis dexter und der Lobus caudatus.

Der Lobus quadratus wird durch die Fissura umbilicalis in einen linken und einen
rechten Anteil unterteilt. Dort setzt das Ligamentum falciforme an, Uber welches der
Lobus quadratus am Diaphragma aufgehangt ist. Der rhombenférmige Lobus hepatis
sinister wird zum Teil vom Lobus quadratus verdeckt und verdeckt wiederum den
Lobus caudatus. Der Lobus hepatis dexter wird durch eine tiefe frontale Fissur in
zwei gleiche, pyramidenformige (laterale und mediale) Anteile unterteilt. Anders als
beim Menschen, wo der rechte Leberlappen deutlich grol3er ist als der linke, haben
bei der Ratte rechter und linker Leberlappen annahernd die gleiche Grofle (Martins
and Neuhaus 2007). Der Lobus caudatus wird ebenfalls durch eine tiefe frontale
Fissur in zwei Anteile gegliedert (Proc. papillaris und Proc. caudatus). Zwischen den

beiden Processus verlauft der Osophagus.

Die beim Menschen Ubliche portale Einteilung in 8 Segmente nach Couinaud kann
bei der Ratte Ubernommen werden (Schmidt and Schmidt 1987). Sie ist in Abbildung
9 dargestellt.

Abb. 9: Lebersegmente; Quelle: (www.onkochirurgie.de 2015)

1.6.1.3 GefaRversorgung

Die Leber besitzt eine doppelte Blutversorgung. Den Hauptanteil mit 70-80%

Ubernimmt die Pfortader (Vena portae), durch welche nahrstoffreiches,
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sauerstoffarmes Blut aus den unpaarigen Bauchorganen zur Leber fliet. 20-30%
bekommt die Leber Uber die Leberarterie (Arteria hepatica propria), die als Endast
des Truncus coeliacus sauerstoffreiches arterielles Blut zur Leber transportiert.

Die Pfortader mit einem Durchmesser von 0,1 mm bis 2,0 mm (Wu, Xu et al. 2005)
verlauft im Ligamentum hepatoduodenale und tritt gemeinsam mit der Leberarterie in
die Leberpforte (Porta hepatis) ein. Hier spaltet sich die Pfortader in ihre Lappen- und
Segmentaste auf. Uber verschiedene Aste wird dann das Blut bis in die Venae
interlobulares verteilt. Die Rami terminales aus den Vv. interlobulares versorgen

schlie3lich das sinusoidale Kapillarnetz.

Fur die arterielle Versorgung ist vor allem die Arteria hepatica propria zustandig. Nur
der mediale und kraniale Anteil des Lobus quadratus werden zusatzlich von der
Arteria hepatica sinistra, einem Endast der Arteria gastrica sinistra, versorgt. Die
Arteria hepatica propria, deren Durchmesser zwischen 0,2mm und 0,8mm variiert
(Wu, Xu et al. 2005), stammt aus der Arteria hepatica communis, die wiederum aus

dem Truncus coeliacus, einem Ast aus der Aorta, abzweigt.

Die Aufzweigung der Arterien in ihre Lappen- und Segmentaste erfolgt bis zu den
Arteriae interlobulares weitgehend analog zur Pfortader. Allerdings munden die
Interlobulararterien nicht nur in das sinusoidale Kapillarnetz, sondern ergiel3en sich

zusatzlich in das interlobulare Gewebe.

Die A. hepatica, die V. portae und der Gallengang (Ductus choledochus), sowie
deren Aste verlaufen stets gemeinsam zu den einzelnen Segmenten (Junquera LC
1996). In die Sinusoide tritt also sowohl das arterielle, wie auch das portal-venose
Blut ein. Nach DurchflieBen der Sinusoide gelangt das arteriovendse ,Mischblut® in
die Zentralvenen (Venae -centrales) im Leberlappchen. Am Aullenrand des
Leberlappchens stoldt die Zentralvene auf eine Schaltvene. Diese verlaufen entlang
der Lappchenbasis und vereinigen sich schliel3lich zu Sammelvenen. Das vendse
Blut konfluiert schlieBlich lappchen- und segmentweise zu den Lebervenen (Venae

hepaticae), die dann in die Vena cava inferior munden (Junquera LC 1996) (Abb.10).
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Abb. 10: Lebervenen. Quelle:(Putz R. 2007)

1.6.1.4 Ligamente

Das Ligamentum falciforme entspringt, wie schon erwahnt, an der Fissura
umbilicalis, welche den Lobus quadratus in einen rechten und einen linken Teil
unterteilt und stellt die Verbindung der Leber mit dem Zwerchfell und der Bauchwand
dar. Im Ligamentum falciforme verlauft die obliterierte Nabelvene als Ligamentum

teres hepatis (Martins and Neuhaus 2007).

Das ventral und lateral am Austritt der Vena cava inferior entspringende Ligamentum
coronarium stellt eine weitere Verbindung zwischen Leber und Zwerchfell dar. Das
kleine Netz (Omentum minus) zieht von der kleinen Magenkurvatur (Curvatura
gastrica minor) zur Viszeralflache der Leber und ist hier mit der Leberpforte
verbunden. Es setzt sich aus dem Ligamentum hepatogastricum und dem
Ligamentum hepatoduodenale zusammen. Der Lobus quadratus und der Lobus
hepatis dexter sind Uber das Ligamentum triangulare sinister bzw. dexter mit dem
Zwerchfell verbunden. Diese Bander ziehen von der Leber aus nach dorsolateral
(Martins and Neuhaus 2007).

1.6.1.5 Gallengang und Gallenblase

Der Ductus choledochus entsteht aus der Konfluenz der Gallengange der

Leberlappen und verlduft dann im Ligamentum hepatoduodenale dorsal am
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Duodenum und ventral an Teilen des Pankreas. Er ist zwischen 12mm und 16mm
lang und hat einen Durchmesser von ca. 1mm. Der Gallengang mindet ca. 20mm
distal des Pylorus in einer 1mm breiten Papille in das Dudodenum. Vor dieser
Einmindung nimmt er Gange aus der Bauchspeicheldruse auf. Eine Gallenblase gibt
es bei der Ratte nicht (S. 1958, Martins and Neuhaus 2007).

1.6.2 Mikroskopische Anatomie

Die Leber wird von einer dinnen bindegewebigen Kapsel, der Glisson-Kapsel,
umgeben. |hre Auslaufer strahlen ausgehend von der Leberpforte als feines
Bindegewebsgerust in das Leberinnere ein und gliedern das Parenchym in
Lappchen. Aulerdem umschlieBen sie die Gefalke der Arteriae und Venae
interlobulares und die interlobularen Gallengange. Jeweils ein Ast der A. und V.
interlobulares zusammen mit einem Gallengang wird als Glissonsche Trias
bezeichnet. Insgesamt ist aber der Bindegewebsanteil der Leber, insbesondere der

Rattenleber, sehr gering.

Es gibt drei Konzepte zur Strukturierung des Leberparenchyms, diese sind in
Abbildung 11 dargestellt.

1. klassisches Leberlappchen

2. Portalvenenlappchen

3. Leberazinus
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Abb. 11: Gliederung der Leber; LIEBICH (1999)

A: Portalvenenldappchen mit Lebertrias

B: Leberazini mit zonaler Gliederung nach Rappaport
C: klassisches Leberlappchen mit Zentralvene

1: periportale Zone

2: midzonale Zone

3: perizentrale Zone

1.6.2.1 Leberlappchen

Das Leberlappchen stellt die anatomische Grundeinheit der Leber dar. Hier steht die
Zentralvene im Mittelpunkt. Durch die radiare Anordnung der Leberzellbalkchen und
der Sinusoide kommt es zu der charakteristischen sechseckigen Struktur, deren
Zentrum die Zentralvene bildet (Storch V. 2002).

Die periportalen Felder zwischen den Leberlappchen sind aus lockerem
Bindegewebe aufgebaut und enthalten die Aa. und Vv. interlobulares sowie einen
Gallengang. Wie schon erwahnt, werden diese Strukturen als Glisson-Trias
bezeichnet. Aus dem Periportalfeld werden die benachbarten Leberlappchen mit Blut
versorgt. Die Endverzweigungen der Pfortader und der Leberarterie verschmelzen
schon in der Peripherie der Lappchen, sodass das Lappchen von einem Mischblut
durchstromt wird, dessen Sauerstoffgehalt in der Peripherie hoher ist als im

Lappchenzentrum.
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Das klassische Leberlappchen setzt sich aus radiar angeordneten Leberzellen, den
sogenannten Leberzellbalken, zusammen. Diese laufen auf die Zentralvene zu.
Dazwischen liegen die Sinusoide (dunnwandige, relativ weite kapillarahnliche
Blutgefalie), die in die Zentralvene einmunden (Storch V. 2002). Zuflisse bekommen
die Sinusoide aus den Endasten der Triasgefalle. Die Sinusoide besitzen keine
Basalmembran. lhre Innenauskleidung besteht zum Grolteil aus Endothelzellen, es

finden sich jedoch auch v.-Kupffer-, Ito- und Pitzellen.

Zwischen Endothel und Leberzellen befindet sich ein schmaler Bindegewebsraum,
der sogenannte Disse sche Raum (Storch V. 2002). Uber Poren und intrazellulére
Offnungen steht das Kapillarlumen mit dem Disse ‘schen Raum in Verbindung. Die
Mikrovilli der Hepatozyten ragen in den Disse schen Raum hinein und fuhren so zu
direktem Kontakt zwischen Leberzelle und Kapillarblut. So kommt es zu einer grof3en
Kontaktflaiche zwischen Leberzellen und Leberkapillaren. Uber Poren stehen
benachbarte Sinusoide in Verbindung. Diese Verbindungen werden intersinusoidale

Sinusoide genannt.
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Abb. 12: klassisches Leberlappchen; KRSTIC 1991

ACap: arterielle Kapillaren
BD: Gallengang

HP: Hepatozytenplatten
lIA: interlobulére Arterie
IIV: interlobuldre Vene
InV: interlobulédre Venolen
LP: Lamina terminalis

LS: Lebersinusoide

O: interzellulidre Offnungen
PC: Trias

SV: sublobulére Vene
VCap: venose Kapillaren

1.6.2.2 Portalvenenlappchen

Beim Portalvenenlappchen stehen funktionelle Zusammenhange im Vordergrund. Es

besteht aus drei Zentralvenen, die sich um einen zentralen Gallengang anordnen
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und beschreibt somit den Parenchymbereich, dessen Galle in den gemeinsamen
interlobularen Gallengang flief3t. Im Mittelpunkt steht also das Gallengangssystem

und somit der exokrine Drisencharakter der Leber.

1.6.2.3 Leberazinus

Als weitere funktionelle Einheit der Leber definierte Rappaport den Leberazinus
(Rappaport, Borowy et al. 1954). Er legte dabei besonders Wert auf die
mikrozirkulatorische Komponente des Azinus. Ein Leberazinus besteht aus einer
Geweberegion, deren Achse von den Asten der interlobuldren Vene und Arterie,
sowie dem Gallengang gebildet wird. Je eine Glisson-Trias bildet Anfang und Ende
der Gefallachse. Der Azinus hat im Anschnitt eine rhombenférmige Gestalt. Seine

spitzen Eckpunkte werden von zwei benachbarten Zentralvenen gebildet.

Die Sinusoide verlaufen radiar von der Achse des Azinus auf die Zentralvenen zu.
Entlang des Verlaufs der Sinusoide unterscheidet man drei Zonen, die sich anhand
des Sauerstoffgehalts im Blut und anderer funktioneller Parameter unterscheiden
(siehe dazu Abbildung 11):

= Zone 1 = periportale Zone: spindelformige Zone in der Nahe der

Azinusachse; hochster Nahrstoff- und Sauerstoffgehalt

= Zone 2 = midzonale Zone: intermediare Zone; Nahrstoff- und

Sauerstoffgehalt nimmt im Vergleich zu Zone 1 ab

= Zone 3 = periphere Zone. Zentralvenenbereich; der Sauerstoffgehalt
entspricht dem Blut einer Vene; die Nahrstoffe wurden grotenteils schon

resorbiert; enthalt viele Stoffwechselmetabolite.
Aus diesem Sachverhalt ergibt sich die Erkenntnis, dass die Hepatozyten in Zone 3

am vulnerabelsten auf Hypoxie, Nahrstoffmangel und Durchblutungsschwankungen

reagieren.
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1.6.2.4 Das Gallengangsystem

Die von den Hepatozyten gebildete Galle wird in einem eigenen Gangsystem
gesammelt. Dieses System besteht aus Gallekapillaren, die keine epitheliale
Gefallwand besitzen. Vielmehr bildet die Oberflachenmembran der Hepatozyten ihre
Begrenzung. Es kommt also durch eine Erweiterung des interzellularen Raumes zur
Entstehung von Gallenkanalchen (Canaliculi biliferi), die sich dann zu einem
tubularen Gangsystem zusammenschlielen. Die Gallenkanalchen haben einen

Durchmesser von ca. 1um (Doerr 2000).

In den Canaliculi biliferi flie3t die Galle in einer dem Blut entgegengesetzten Richtung
und gelangt schlieRlich in Gallengange, die noch aulerhalb der periportalen Felder
beginnen. Diese werden als Hering-Kanélchen bezeichnet und minden im
periportalen Feld in die Gallengange (Ductus interlobulares biliferi). Schliel3en sich
mehrere Ductus interlobulares zusammen, entstehen immer groRere Gallengange
(Ductus biliferi), die sich schlussendlich zum Hauptausfuhrungsgang, dem Ductus
choledochus, vereinigen. Dieser verlasst an der Leberpforte das Organ, verlauft im
Ligamentum hepatoduodenale und nimmt vor der Einmiundung ins Duodenum die
Gange des Pankreas auf. Die Ratte besitzt keine Gallenblase (H.B. 1980).

1.6.3 Der zellulare Aufbau der Leber

Die Leber besteht zu ca. 80% aus zellularen Bestandteilen und zu ca. 20% aus
einem Extrazellularraum (Sinusoide, Disse’scher Raum, Gallengange und
extrazellulare Matrix). Den groften Anteil am zellularen Volumen bilden mit ca. 74%
die Hepatozyten. Den Rest der Zellen bilden die mesenchymalen, sinusoidalen
Nicht-Parenchymzellen. Diese Gruppe setzt sich zusammen aus sinusoidalen

Endothelzellen, v.-Kupfferzellen, Ito-Zellen und Pit-Zellen.

1.6.3.1 Hepatozyten

Hepatozyten sind 15-30 um grof3 und haben eine sechseckige Form. Sie besitzen
einen schmalen Gallepol, mit dem sie an die Gallencanaliculi grenzen, und einen

breiten Blutpol, der an die Sinusoide grenzt (Storch V. 2002).
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Ihren vielen verschiedenen Leistungen, wie Synthese, Umbau und Speicherung von
Stoffen sowie Entgiftung des Organismus entsprechend, weisen sie einen vielfaltigen
Zellorganellenbestand auf. Hepatozyten konnen je nach Funktionszustand mehrere
polyploide Zellkerne besitzen. Auf Grund der hohen Stoffwechselleistung der Leber
haben die Hepatozyten eine hohe Anzahl an Mitochondrien, die als Kraftwerke der
Zellen Energie liefern. Das raue endoplasmatische Retikulum liegt in den
Hepatozyten als dichtes Netz vor und ist fur die Proteinsynthese (Globuline,
Fibrinogen, Gerinnungsfaktoren etc.) verantwortlich. Das glatte endoplasmatische
Retikulum hingegen ist im Plasma der Hepatozyten diffus verteilt. Es ist am
Fettstoffwechsel beteiligt (Synthese von Lipoproteinen, Phospholipiden, Cholesterin,
Triglyceriden und freien Fettsauren) und spielt eine zentrale Rolle bei der
Biotransformation endogener und exogener toxischer Substanzen. Aullerdem ist es
fur die Produktion und Sekretion der Galle verantwortlich, welche dann am Gallepol
in die Gallencanaliculi abgegeben wird. Der Golgi-Apparat speichert die im rauen und
glatten endoplasmatischen Retikulum gebildeten Substanzen. Gleichzeitig ist er der
Bildungsort zahlreicher Enzyme und von intrazellularen Membranen.

Innerhalb der Zellen befinden sich weiterhin Einschlusskorper wie Glykogen und
Fettvakuolen. Fetttropfchen sind in einer gesunden Leber selten, liegen aber bei
pathologischen Vorgangen und Veranderungen vermehrt im Zytoplasma vor
(Junquera LC 1996).

1.6.3.2 V.-Kupfferzellen

Die v.-Kupfferzellen stammen von Monozyten ab und gelangen Uber den Blutstrom in
die Leber. Sie sind Bestandteil des retikuloendothelialen Systems. In der Leber
differenzieren sie sich zu ortsstandigen Makrophagen (Naito, Hasegawa et al. 2004).
Sie bilden einen Teil der endothelialen Wandauskleidung der Sinusoide und sind
haufig an strategischen Punkten zu finden. Mit ihren Zytoplasmafortsatzen haften sie
reversibel am Kapillarendothel der gleichen aber auch der gegenuberliegenden Seite
an, durchdringen die Kapillarwand und ragen in den Disse ‘'schen Raum.

Eine Hauptaufgabe der v.-Kupfferzellen liegt in der Phagozytose von Zellfragmenten,
geschadigten Blutzellen und Mikroorganismen, die mit dem Blut in die Leber

gelangen.
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Die v.-Kupfferzellen machen etwa 30% der Sinusoidwandzellen aus. Sie haben einen
grol3en, ovalen und relativ chromatinreichen Kern. Sie sind reich an Zellorganellen,
besonders Peroxisomen und zeichnen sich durch eine hohe Peroxidaseaktivitat aus
(Naito, Hasegawa et al. 2004).

1.6.3.3 Ito-Zellen

Die lto-Zelle, auch Lipozyt oder hepatische Sternzelle genannt, befindet sich
subendothelial im Disse’schen Raum. In ihren charakteristischen Fetttropfchen
speichert die lto-Zelle einen Groldteil des im Korper vorhandenen Vitamin-A und ist
somit zustandig fur die Vitamin-A-Homdoostase im Korper (Senoo 2004).

Ilto-Zellen konnen zwei Funktionszustande einnehmen. Neben der physiologischen
Vitamin-A-Speicherfunktion im Ruhezustand koénnen sie z.B. bei einem
Leberschaden induziert durch Botenstoffe wie TNF-a, IL-1 und TGF-$ in ihren
aktiven Zustand Uberfuhrt werden. Aktiviert konnen sich [fo-Zellen in
myofibroblastenahnliche Zellen umwandeln (Hautekeete and Geerts 1997), die dann
extrazellulare Matrix (Kollagen, Proteoglykane und Glykoproteine), also
Bindegewebe produzieren (Senoo 2004). Es konnte somit festgestellt werden, dass
Ito—Zellen eine aktive Rolle bei der Entstehung von Leberfibrose und -zirrhose
spielen (Hautekeete and Geerts 1997).

Ferner besitzen Ilto-Zellen Zytoplasmafortsatze, welche kontraktile Elemente haben.
Diese Fortsatze umschlingen Endothelzellen und flhren bei Kontraktion zur
Einengung des Lumens von Sinusoiden. Auf diese Weise nehmen Ito-Zellen Einfluss
auf die Mikrozirkulation der Leber (Flisiak 1997).

1.6.3.4 Pit-Zellen

Pit-Zellen sind spezialisierte Lymphozyten, die man im Lumen der Sinusoide an
Endothelzellen und v.-Kupfferzellen haftend findet. Sie gehdren zu den nicht-
parenchymatdsen Zellen des Lebergewebes.

Ihre Gestalt ist lokalisationsabhangig. Das Zytoplasma ist arm an Organellen und
enthalt kaum Glykogen. Der Kern von Pit-Zellen entspricht in seinen Merkmalen

einem Lymphozytenkern (Nakatani, Kaneda et al. 2004).

44



Pit-Zellen sind leberspezifische Naturliche Killerzellen (NK-Zellen)(Kaneda, Kurioka
et al. 1984, Nakatani, Kaneda et al. 2004). Sie zeigen viele morphologische
Eigenschaften wie NK-Zellen. NK-Zellen erkennen ihre Zielzellen mit ihren
Oberflachenrezeptoren. Sie besitzen, unter anderem, antitumordse Eigenschaften
indem sie, durch das Freisetzen von Perforinen und Enzymen, in den Zielzellen
Apoptose auslosen (Nakatani, Kaneda et al. 2004). AuRerdem produzieren sie viele
verschiedene Zytokine (z.B. IFN-y), welche die Aktivitat anderer immunkompetenter

Zellen steigern (Nakatani, Kaneda et al. 2004).

1.6.4 Technik der orthotopen Rattenlebertransplantation

S. Lee gilt als Pionier in der Entwicklung der Rattenlebertransplantation. Er stellte
1973 das erste Modell der orthotopen Rattenlebertransplantation (oRLTx) vor (Lee,
Charters et al. 1973).

Analog zur Humanlebertransplantation verwendete er einen extrakorporalen porto-
jugularen Bypass, um das Splanchnikus-Gebiet wahrend der anhepatischen Phase
zu entlasten, in dem in diesem Zeitraum erhohte Druckverhaltnisse herrschen.

Lee fuhrte die Anastomosen der suprahepatischen und infrahepatischen Vena cava
sowie der Vena portae in mikrochirurgischer Nahttechnik durch. Die arterielle
Versorgung des Transplantats erfolgte mit Hilfe eines langen Aortensegments, das er
an der Spenderleber stehen liel und mit der Aorta des Empfangers End-zu-Seit
anastomosierte. Den Gallengang des Spenders implantierte er in das Duodenum des
Empfangers. Auf diese Weise fuhrte er die ersten 67 erfolgreichen
Lebertransplantationen an der Ratte durch und erzielte eine Uberlebensrate von 74%
(Lee, Charters et al. 1973). Die Technik war jedoch sehr komplex und anspruchsvoll,
so dass zunachst keine andere Forschergruppe in der Lage war, diese Methode zu

reproduzieren (R. 1985).

Zwei Jahre Spater veroffentlichte Lee eine vereinfachte und daher leichter zu
reproduzierende Technik der oRLTx. Er veranderte sein bisheriges Modell an zwei
wesentlichen Stellen. Einerseits verzichtete er auf die Arterialisierung der
Spenderleber mit der Begrindung, dass die transplantierte Rattenleber auch ohne
arteriellen Zufluss die Transplantation gut toleriere und sogar fur eine lange Zeit im

Empfanger normal ihre Aufgaben tUbernehme. Dies vereinfachte die Prozedur und
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eliminierte das Risiko von Blutungen aus der Anastomose, welche eine haufige
Komplikation darstellten. Andererseits veranderte er die Reihenfolge der
Anastomosen und den Zeitpunkt der Reperfusion. In der anhepatischen Phase flhrte
er die Anastomosen der suprahepatischen Vena cava inferior und der Vena portae
durch. Danach gab er den Blutfluss durch die Leber frei und erreichte so eine
Verkilrzung der anhepatischen Phase von 35-40 Minuten auf 25 Minuten. Nach der
Reperfusion anastomosierte er die Vena cava infrahepatica. Durch diese Verklrzung
der anhepatischen Phase konnte nun auf den extrakorporalen Shunt verzichtet
werden, wodurch wiederum einige Komplikationen bei der Transplantation vermieden
wurden (Lee S 1975).

N. Kamada und R.Y. Calne revolutionierten im Jahre 1979 die Technik der
Rattenlebertransplantation. Sie verzichteten wie S. Lee auf eine Arterialisierung und
den extrakorporalen Shunt. Sie verwendeten allerdings fur die Anastomose der Vena
portae und der infrahepatischen Vena cava inferior Polyathylen-Cuffs, was die
Anastomosierung deutlich vereinfachte und dadurch die anhepatische Phase
wiederum verkurzte, auf nur noch 15-17 Minuten (Kamada and Calne 1979, Kamada
and Calne 1983, Settaf, Gugenheim et al. 1986, Kamada 1987). Da die Implantation
des Gallengangs in das Dudodenum, wie von S. Lee beschrieben, haufig zu
aszendierender Cholangitis, Gallengangsnekrosen und zu lokalen Nekrosen des
Duodenums fuhrte, modifizierten N. Kamada und R.Y. Calne auch die
Rekonstruktion des Gallengangs. Sie verwendeten zwei Kunststoff-Splints, die nach
Platzierung in den Gallengangen von Spender- und Empfangerleber teleskopartig
ineinander geschoben und fixiert wurden. Durch die bei dieser Methode gewonnene
Verkirzung der Pfortaderabklemmzeit erreichten N. Kamada und R.Y Calne eine
Uberlebensrate (langer als eine Woche) der Tiere von ca. 83% (Kamada and Calne
1979, Kamada 1987). Bald wurde dieses Modell zur Erforschung von
Konservierungsfragen und immunologischen Aspekten der Lebertransplantationen
zahlreich verwendet (Kamada and Calne 1983, Tamaki, Kamada et al. 1986, Tamaki,
Kamada et al. 1987).

Noch im selben Jahr (1979) verdffentlichte F.A. Zimmerman eine weitere
Vereinfachung der oRLTx. Er rekonstruierte den Gallengang lediglich mit einem

Teflon-Splint, auf den er sowohl den Gallengang der Spenderleber als auch den der
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Empfangerleber aufzog und anschlieBend fixierte (Zimmermann, Butcher et al.
1979). M. Miyata verwendete dann 1980 die Cuff-Technik auch fur die Anastomose
der suprahepatischen Vena cava inferior und erreichte damit eine weitere
Verkirzung der anhepatischen Phase auf 13-14 Minuten. Die Uberlebensrate nach
einer Woche stieg auf 85%, nach zwei Monaten lebten noch 55% der Tiere (Miyata,
Fischer et al. 1980).

Auch A. Settaf stellte 1986 eine Technik der oRLTx vor, bei der die suprahepatische
Vena cava Anastomose mit einem Cuff wiederhergestellt wurde. Er erreichte sogar
eine Verklrzung der anhepatischen Phase auf 11 Minuten. Mit dieser Technik betrug
die zwei-Monats-Uberlebensrate schon 70% (Settaf, Gugenheim et al. 1986). 1988
beschrieb S. Tsuchimoto eine ahnliche Methode, mit der er eine 100-Tage-

Uberlebensrate von 71, 4% erreichte (Tsuchimoto, Kusumoto et al. 1988).

R. Engemann publizierte wiederum 1985 eine oRLTx-Technik mit Rearterialisierung.
Wie S. Lee fuhrte er die Anastomose mit einem Spender-Aortensegment durch, das
er End-zu-Seit mit der Empfanger-Aorta anastomosierte. Er verzichtete auf
Kunststoff-Cuffs und fluhrte alle Gefallanastomosen in mikrochirurgischer
Nahttechnik durch. Zur Rekonstruktion des Gallengangs verwendete er wie F.A.
Zimmermann einen Teflon-Splint (Kamada and Calne 1979, Zimmermann, Butcher et
al. 1979, R. 1985).

Einige Studien haben erfolgreiche Rattenlebertransplantationen ohne Arterialisierung
der Empfangerleber gezeigt (Lee S 1975, Kamada and Calne 1979). Allerdings weil}
man heute, dass sich eine Rearterialisierung nach orthotoper
Rattenlebertransplantation positiv auf das Transplantat auswirkt (Fan, Praet et al.
2000).

Y. Hasuike, R. Steffen  und Ww. Gao entwickelten verschiedene

Rearterialisierungstechniken:
* 1988 anastomosierte Y. Hasuike die rechte Arteria renalis des Empfangers mit

einem Spender—Aortensegment mit Hilfe der Cuff—=Technik (Hasuike, Monden
et al. 1988).
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e 1989 stellte R. Steffen ein Modell vor, bei dem der Truncus coeliacus des
Spenders mit der Arteria hepatica communis des Empfangers unter

Verwendung eines Cuffs anastomosiert wurde (Steffen, Ferguson et al. 1989).

* 1993 war W. Gao der erste, der einen Kunststoffsplint fur die Anastomose der

Leberarterie nutzte (Gao, Lemasters et al. 1993).

1.7 Fragestellung der vorliegenden Arbeit

Die orthotope Lebertransplantation stellt dank der Optimierung chirurgischer Technik
und dem Einsatz neuer Immunsuppressiva ein Verfahren mit akzeptablen
Langzeitergebnissen dar. Trotz der fortschreitenden Entwicklung kommt es bei
einigen lebertransplantierten Patienten zu einer oder mehreren
AbstoRungsreaktionen, die zu einer drastischen Erhdhung der immunsuppressiven
Therapie fuhren, um den drohenden Transplantatverlust zu verhindern. Akute
AbstoRungsreaktionen bestimmen also noch immer mal3geblich die Morbiditat und

Mortalitat des Organempfangers.

In der vorliegenden tierexperimentellen Studie wurde der Einfluss der prolongierten
Ischamie auf die akute AbstoRungsreaktion nach orthotoper Lebertransplantation
untersucht. Hierfur wurde der Ischamie-/Reperfusionsschaden mittels konventioneller
Histologie und Laboranalytik evaluiert und die nach Reperfusion erfolgte
Immunmodulation mittels Immunhistochemie quantifiziert. Es wurde postuliert, dass
der intensivere Ischamie-/Reperfusionsschaden aufgrund prolongierter Ischamie zu

einer beschleunigten und verstarkten akuten Absto3ungsreaktion fuhrt.

2 Material und Methode

2.1 Genehmigung der Tierversuche

Die Tierversuche, die in dieser Studie durchgefuhrt wurden, waren zuvor gemaf dem

Tierschutzgesetz von der zustandigen Behorde (Regierung von Oberbayern,
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Munchen, BRD) unter dem Aktenzeichen 55.2-1-54-2532.3-18-05 genehmigt

worden.

2.2 Versuchstiere

Zur Durchfuhrung der Experimente wurden mannliche weille Lewis-Ratten und
mannliche graue DA- (Dark Again) Ratten (Charles-River Wiga GmbH, Sulzfeld,
BRD) mit einem Gewicht von ca. 220-250g verwendet. Hierbei wurde das Gewicht
des Empfangers ca. 10-20g hoher als das des Spenders gewahlt, um die
Lebertransplantation technisch zu erleichtern und das Transplantationsergebnis zu
optimieren.

Die Tiere wurden in Macrolonkafigen (Ehret GmbH, Emmendingen, BRD) auf
Einstreu, bei einer Raumtemperatur von 19-24°C sowie einem Beleuchtungsintervall
von 06:00 bis 18:00 Uhr im Tierstall des Zentrums fur Praklinische Forschung (ZPF)
der TU Munchen, Klinikum Rechts der Isar, gehalten. Sie erhielten Wasser und eine
Haltungsdiat (Pressfutter, Altromin 1324 Standarddiat, Lage, BRD) jeweils ad libitum.

2.3 Versuchsgruppen

Es erfolgte eine Einteilung in drei Gruppen mit zweistindiger, sechsstindiger und
achtstundiger Ischamiedauer. Jede Gruppe umfasste 4 Tiere (n=4) bei denen die Ltx
erfolgreich durchgefiihrt wurde. Auf ein postoperatives Uberleben und Beobachten
wurde aufgrund der Fragestellung verzichtet, so dass die Tiere nach erfolgreicher

Transplantation lege artis euthanasiert wurden.

2.4 Chirurgisches Vorgehen

2.4.1 Vorbereitung und Anasthesie:

Praoperativ mussten die Tiere eine 8-stindige Nahrungskarenz einhalten.
Zur Einleitung und Aufrechterhaltung der Narkose wurde /sofluran (1-Chlor-2,2,2-
trifluorathyl-difluormethylather) -Forene® (Abbot GmbH, Wiesbaden, BRD) mit einem

entsprechenden Verdampfer (Fa. Vodlker, BRD) verwendet. Diese Narkoseform
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zeichnet sich durch eine gute Steuerbarkeit und gute Dosierungsmaoglichkeit, sowie
eine geringe Metabolisierungsrate (0,17%) des Isoflurans aus, wodurch es zu einer
nur geringen Belastung fur Leber und Nieren kommt und so eine Organschadigung
unwahrscheinlich macht (Imai, Kon et al. 1996). Aulderdem ist diese Narkose gerade
in der anhepatischen Phase sehr gut zu steuern.

Die therapeutische Konzentration des Isoflurans liegt bei 1,0-2,0 Vol%, die anhand
des schon genannten Verdampfers (Fa. Volker, BRD) geregelt wird. Als Trager des
Narkosegases wurde 100%iger Sauerstoff verwendet.

Eine Pramedikation ist bei der Isofluran-Narkose einer Ratte nicht notwendig. Zur
Narkoseeinleitung wurde die Ratte in eine Ganzkorperkammer aus Plexiglas mit
einer Lange von ca. 30cm und einem Durchmesser von ca. 10cm gesetzt. An beiden
Deckflachen der Kammer ist ein Anschluss fur den Narkosegas zu- und Narkosegas
abfuhrenden Schlauch des Narkosegerats befestigt. Nach Einsetzen der Ratte in die
Ganzkorperkammer wurde eine Isoflurankonzentration von 5 Vol% in dieser erzeugt,
was nach ca. einer Minute zu einer vollstandigen Anasthesie des Tieres fuhrte.

Die Narkosetiefe lasst sich durch Beobachtung der Atmung und des Muskeltonus
bestimmen. Bei ausreichender Narkosetiefe ist die Atmung ruhig, der Muskeltonus
aufgehoben und die Muskelreflexe erloschen. Nach Erléschen der Stellreflexe wurde

die Ratte aus der Kammer entnommen und auf dem OP-Tisch platziert (Abb. 13).
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Abb. 13: Lagerung der Ratte auf dem OP-Tisch

Die Nasenspitze der Ratte wurde in einer Narkosekammer, die auf dem OP-Tisch
angebracht war, fixiert. Dabei handelte es sich um einen Kunstoffzylinder mit einer
Lange von ca. 6cm und von ca. 4cm Durchmesser, an dessen Seitenflachen zwei
Schlauche mit Verbindung zum Narkosegerat angebracht waren, so dass in ihr eine
Isofluran-Konzentration von 1,5-2,5 Vol% aufrechterhalten werden konnte.

Auf diese Weise war eine konstante Narkotisierung gewahrleistet. Als Kontrolle der
Narkosetiefe wurde die Atemfrequenz der Tiere herangezogen, da eine zu tiefe
Narkose eine Atemdepression oder gar einen Atemstillstand hervorrufen kann.
Wiederum fuhrt eine zu oberflachliche Narkose aufgrund des erhalten gebliebenen
Schmerzempfindens zu einer Erhdhung der Atemfrequenz als Folge der
Stressreaktion.

Nachteile der Isofluran-Narkose sind die Abnahme des Blutdrucks und eine
Erhéhung der Herzfrequenz (Eger 1981), jedoch Uberwiegen die Vorteile der
einfachen Handhabung, der guten Steuerbarkeit und der Abnahme des portalen
Gefallwiderstands (Cray, Crawford et al. 2001, Schmidt, Hoetzel et al. 2004).
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Um ein Auskihlen der Tiere zu verhindern, wurde der OP-Tisch durch eine
Warmematte (Fa. Horn GmbH, Gottmadingen, BRD) auf 37°C erwarmt.

2.4.2 Spenderoperation

Zu Beginn der Operation wurde die Bauchhaut rasiert und desinfiziert. Nach
medianer Laparotomie von der Symphyse bis zum Xiphoid wurde der Situs mit Hilfe
von vier Gummizigen aufgespannt und in dieser Lage fixiert (Abb. 14).

Abb. 14: OP-Situs

Das Xiphoid wurde mittels Naht (Vicryl 3.0) nach kranial gezogen und fixiert.

Nach dem Ligieren der linken V. phrenica wurden das Lig. falciforme, die
hepatogastrischen und hepatophrenischen Bander durchtrennt. Das Gefaltkonvolut
zwischen Leber und unterem Osophagus wurde koaguliert und abgesetzt.

Zur Praparation des Lig. hepatoduodenale musste der Lobus medianus nach kranial
geklappt werden (Abb. 15).
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Abb. 15: Lig. hepatoduodenale und Leberhilus

AnschlieBend wurde das Darmkonvolut in eine feuchte Mullkompresse
eingeschlagen und nach links gelagert. Zunachst wurde dann der Ductus
choledochus freiprapariert, leberfern ligiert und durchtrennt. Da es flr unsere
Fragestellung (finaler Versuch) nicht relevant war, wurde der Gallengang im
Empfangertier nicht anastomosiert.

Nun folgte die doppelte Ligatur und Durchtrennung der V. gastroduodenalis sowie
das Freipraparieren der V. portae von der Einmundung der V. lienalis bis zur
Leberpforte.

Nach Verlagerung des Darmkonvoluts nach rechts wurde die A. gastroduodenalis
doppelt ligiert und abgesetzt, sowie der Verlauf der A. hepatica propria und A.
hepatica communis bis zum Truncus coeliacus freiprapariert.

Nach Ruckverlagerung des Darmkonvoluts nach links wurden die Abgange der A.
gastrica sinistra und der A. lienalis aufgesucht, die Arterien freiprapariert, doppelt
ligiert und abgesetzt. Um den Truncus coeliacus vollstandig einsehen zu konnen,
wurde die A. splenica doppelt ligiert und durchtrennt. Nun konnte der Truncus
coeliacus bis zur Aorta freiprapariert werden, so dass die arterielle Versorgung der

Leber isoliert und von der Aorta bis zum Leberhilus mobilisiert war (Abb. 16).

53



Abb. 16: frei praparierte Aorta abdominalis

Hierbei ist zu beachten, dass sich zwischen Truncus coeliacus und A. mesenterica
superior eine derbe Bindegewebsplatte befindet, die durchtrennt werden muss.

Der infrahepatische Verlauf der V. cava inferior wurde nun oberhalb der Einmindung
der linken V. renalis freigelegt und die rechte V. suprarenalis gemeinsam mit der
benachbarten Lumbalvene cavanah koaguliert und abgesetzt.

Anschlielend folgte die Ligatur der rechten V. renalis. Durch Kkurzzeitiges
linksseitiges Verlagern der Leber konnten Leber und suprahepatische V. cava inferior
von dorsal eingesehen und von Retroperitoneum und Diaphragma abgelost werden.
Nach stumpfem Praparieren des Retroperitonealraumes folgte die Freilegung des
Aortensegments vom Zwerchfelldurchtritt bis zur Bifurkation. Nun wurde die
Aortenbifurkation mittels eines Mikrogefaliclips (Mehdorn-Biemer-Gefaliclip,
Aesculap AG&Co KG, Tuttlingen, BRD) abgeklemmit.

2.4.3 Perfusion

Mit dem Abklemmen der infrahepatischen V. cava zwischen der Einmindung der
rechten und linken V. renalis mittels Mikrogefaliclip begann die Perfusionsphase.
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Im Anschluss wurde die Aorta oberhalb des Truncus coeliacus mit einem weiteren
Microgefaliclip abgeklemmt.

Mit einer bifurkationsnahen Punktion der Aorta abdominalis und dem EinfUhren eines
Perfusionskatheters (14-G, Venflon®2, ABOC Health Care Company, Helsingborg,
Schweden) (Abb. 17) begann die Auswaschperfusion mit der auf 4°C gekihlten
Perfusionslosung.

Abb. 17: Perfusion

Der Perfusionsdruck lag bei 100mmHg, entsprechend dem physiologischen
Aortendruck der Ratte. Es wurden 50ml Custodiol verwendet, was dem zur
Aquilibrierung erforderlichen 6-fachen des Organgewichts einer Ratte entspricht
(Holscher and Groenewoud 1991).

Unmittelbar nach Beginn der Perfusion wurde Uber eine Zwerchfellinzision die
suprahepatische V. cava durchtrennt, um einen durch die Perfusion bedingten
Uberdruck zu vermeiden und den Abfluss von Blut und Perfusat zu erméglichen
(Frenzel, Kremer et al. 1976).

Wahrend der Perfusion wurde die suprahepatische V. cava direkt am Gefal3-
Zwerchfell-Ubergang zirkular exzidiert und die zuvor ligierte linke V. phrenica
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abgesetzt. Nach Durchtrennung der infrahepatischen V. cava nahe der Einmindung
der rechten V. renalis folgte das Absetzen der rechten V. suprarenalis. Durch Inzision
der proximalen Pfortader wurde die simultane portale Perfusion beendet und die
Pfortader an der Inzisionsstelle vollstandig abgesetzt. Die Aorta wurde direkt
oberhalb des Truncus coeliacus unterbunden und proximal dieser Ligatur ebenfalls
abgesetzt. Nach Durchtrennung des hepatooesophagealen Bandes wurde die Leber
an dem infrahepatischen V. cava-Gefaliclip entnommen und in einem auf 4°C
gekuhlten Konservierungsbad (Custodiol) fur die vorgesehene Ischamiezeit gelagert
(Tamaki, Kamada et al. 1986, Tamaki, Kamada et al. 1987).

2.4.4 Empfangeroperation

Nach Rasieren und Desinfizieren der Bauchhaut erfolgte die Eroffnung des
Abdomens durch eine mediane Laparotomie von der Symphyse bis zum Xiphoid.
Wie bei der Spenderoperation wurde die Bauchhohle mit Hilfe von vier
Bauchdeckenhaken aufgespannt und das Xiphoid nach kranial fixiert.

Die Hepatektomie erfolgte weitgehend analog zu den Schritten beim Spendertier,
sodass hier nur die Abweichungen beschrieben werden: Die linke V. phrenica und
die rechte V. suprarenalis wurden leberfern ligiert. Die Pfortader wurde von der
Einmundung der V. lienalis bis zur Aufzweigung in die beiden portalen Hauptstamme
isoliert. Die A. hepatica propria wurde ligiert und durchtrennt. Der Hauptgallengang
wurde lebernah ligiert und von der Leber abgesetzt. Dann wurde zunachst die
infrahepatische V. cava an der Einmundung der rechten V. renalis, anschliel3end die
Pfortader an der Einmundung der V. lienalis mit Hilfe von Mikrogefaliclips
abgeklemmt und die zwerchfellnah an der suprahepatischen V. cava angebrachte
GefalRklemme (Satinsky-Klemme) geschlossen.

Mit dem Verschluss der V. portae mittels Mikrogefaliclip begann die kritische
anhepatische Phase des Empfangertiers.

Nach Durchtrennung der linken V. phrenica distal der Ligatur wurde die
suprahepatische V. cava am Leber-GefaR-Ubergang abgesetzt. Danach wurden die
Pfortader und die infrahepatische V. cava lebernah abgesetzt. Nach Koagulation der

V. suprarenalis konnte die Leber enthommen werden.
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2.4.5 Transplantation

Vor Einbringen des Transplantats wurde eine feuchte, gekuhlte Mullkompresse in
das Leberbett gelegt. Anschlieend wurde die zu transplantierende Leber aus dem
Konservierungsbad entnommen und orthotop im Empfangersitus platziert.

Es folgten die Anastomosen in mikrochirurgischer Technik.

2.4.5.1 Anastomose der suprahepatischen V. cava inferior

Zunachst wurden zwischen der zu anastomosierenden V. cava der Spender- und
Empfangertiere zwei Eckfaden (9/0 Prolene, Fa. Ethicon, Norderstedt, BRD)
angelegt und verknotet, so dass ein Kreisbogen vor der Hinterwand entstand.

Abb. 18: Vorbereitung zur fortlaufenden Naht
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Die Hinterwand wurde daraufhin von innen fortlaufend genaht (Abb. 18). Bei
Erreichen der gegenuberliegenden Ecknaht wurde dieser Faden nun am
zwerchfellseitigen Stumpf nach auf’en durchgestochen, mit dem zweiten Eckfaden
verknotet und anschlieBend fir die Naht der Vorderwand verwendet. Vor
Vervollstandigen der Anastomose wurde, um Luftblaschen zu eliminieren und
dadurch eine Luftembolie zu vermeiden, das Gefalllumen mit isotoner
Kochsalzlésung (NaCl 0,9%) gesplilt.
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Abb. 19: vollstindige Anastomose

2.4.5.2 Anastomose der V. portae und infrahepatischen V. cava inferior

Nach Entfernung der Mullkompresse und Hochlagern des Lobus medianus und des
Lobus lateralis sinister liel3 sich die Leberpforte darstellen.

Pfortader und V. cava inferior wurden fortlaufend analog zur suprahepatischen V.
cava mit einem 9/0 Ethilon Faden anastomosiert.
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Abb. 20: Pfortaderanastomose

Sofort nach Fertigstellung der Pfortaderanastomose (Abb. 20) wurde der
Gefalmikroclip an der Pfortader und die Satinsky-Klemme an der suprahepatischen
V. cava entfernt, die Reperfusion des Organs erfolgte, und die Blutstauung in den

unpaaren Bauchorganen wurde aufgehoben.

2.4.5.3 Anastomosierung der arteriellen Versorgung

Zur Rearterialisierung des Transplantats wurde das Aorten-patch der Spenderleber

fortlaufend an die A. hepatica communis des Empfangertiers anastomosiert.

2.4.5.4 Rekonstruktion des Gallengangs

Die Rekonstruktion des Gallengangs war fur unsere Fragestellung, auf Grund des
Finalversuchs, nicht relevant und wurde daher nicht durchgefuhrt.
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2.5 Untersuchungsmethoden

Zunachst erfolgte ca. 20 Minuten postoperativ die Blutabnahme. Da es sich um einen
finalen Versuch handelte, wurden die Tiere im Anschluss lege artis euthanasiert und
das Transplantat entnommen.

Die Blutproben wurden 5 Minuten bei 3000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert
(EBA 12, Fa. Hettich, Tuttlingen, BRD) und es erfolgte die Auswertung des Plasmas
mittels VetTest® (Firma IDEXX, Ludwigsburg, BRD).

Getestet wurden folgende Laborparameter: y-GT, ALT, AST, Urea, Glucose und
LDH.

2.5.1 Laborparameter

Zur Evaluierung des Leberschadens wurden oben genannte Laborparameter im
Serum mittels VetTest® (Firma IDEXX, Ludwigsburg, BRD) bestimmt.

Transaminasen

Die Hauptaufgabe der Transaminasen AST (GOT) und ALT (GPT) ist die
Desaminierung von Aminosauren und dadurch deren Abbau. Sie kommen in vielen
Geweben vor, jedoch in unterschiedlich hohen Konzentrationen, wodurch sich eine
gewisse Organspezifitat ergibt.

Die ALT hat in der Leber die hochste Konzentration und ist hier vor allem im
Zytoplasma der Hepatozyten zu finden.

Die AST kommt ebenfalls Uberwiegend in der Leber vor, danach folgen Herz und
Skelettmuskulatur. Sie ist im Zytoplasma und in den Mitochondrien lokalisiert (Dorner
2003).

Aus diesem Grund ist es mdglich, Uber die Serumparameter einen ersten
Ruckschluss auf die Schadigung zu ziehen. Ein erhdhter AST-Wert weist auf eine

starkere Schadigung hin, da auch die Mitochondrien betroffen sind.

Gamma-Glutamyltranspeptidase (y-GT)
Auch die y-GT kommt in mehreren Organen vor und ist am Transport von
Aminosauren in die Zelle beteiligt. Sie ist an den Strukturen der Zellmembran

angelagert und kann von dort relativ leicht entfernt werden - zum Beispiel unter
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vermehrter Einwirkung von Gallensauren bei Cholestase - und dann ins Serum
gelangen. Sie ist daher ein Marker fur die Gallensauren-Produktion bzw. einer
Abflussstorung in der Leber (Dorner 2003).

Lactatdehydrogenase (LDH)

Die LDH ist ein Teil des Prozesses der Milchsauregarung, kommt daher praktisch in
allen Zellen vor und ist bei einer Reihe von Erkrankungen erhoht.

Wichtig bei der Analytik ist, dass das verwendete Serum absolut frei von
Blutbestandteilen ist, da bereits eine geringe Hamolyse das Messergebnis verfalscht.
Im Grunde st sie nur als Marker von Zelluntergang geeignet, eine
Lokalisationsbestimmung ist anhand der LDH nur sehr bedingt mdglich (Dorner
2003).

2.5.2 Konventionelle Histologie

Nach Explantation der Leber wurden Biopsien zur histologischen Aufarbeitung
entnommen und in 3,7%iger, gepufferter Formalinlosung (Merck, Darmstadt, BRD)
konserviert.

Die Entnahme erfolgte nach folgendem, fur die Pathologie verblindetem Schema:

1 = Lobus hepatis dexter

2 = Lobus hepatis sinister

3 = Lobus caudatus

4 = sonstiges Lebergewebe

Die Gewebeproben wurden zunachst mithilfe eines Paraffin-Einbettsystems (Firma
MEDITE, Burgdorf, BRD) in Wachsblocke gegossen. Anschlielend wurde nach
Ausharten jeder Paraffinblock mit einem Mikrotom in 5 um dinne Membranen
geschnitten und der Schnitt auf einem Objekttrager aufgebracht. Fur jedes
Versuchstier wurden so vier Praparate in Hamatoxilin-Eosin-Farbung (Merck,
Darmstadt, BRD) angefertigt.

2.5.3 Immunhistochemie

Ein anderer Teil der enthommenen Transplantate wurde zur Anfertigung der
Immunhistochemie mit Einbettmedium (Tissue freezing medium®, Leica instruments

GmbH, Nussloch, BRD) ubergossen. Anschliefend wurden sie fur ca. 10 Sekunden
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in, mit flussigem Stickstoff gekihltem Isomethylbutan (2-Methylbutan, Sigma Aldrich,
Steinheim, BRD) getaucht. Die so gewonnenen Gefrierblocke wurden dann bei einer
Kammertemperatur von -23°C im Kryostat (Leitz KG, Minchen, BRD) auf dem
Schneidetisch fixiert und Schnitte mit einer Dicke von ca. 5-7 um angefertigt. Diese
Schnitte konnten auf Objekttrager aufgebracht werden und mussten dann mit Aceton

fixiert und bis zur Farbung bei -20°C gelagert werden.

Fir die immunhistochemischen Farbungen wurden monoklonale Antikorper (mAb)
verwendet, die nach Bindung an ihr jeweiliges Epitop und nach den erforderlichen
Auswasch- und Reinigungsschritten mit der Peroxidase/Antiperoxidase-Methode

gefarbt wurden. Folgende Strukturen wurden so gefarbt:

- Makrophagen (ED2x, Firma Serotec, UK)
- T-Lymphozyten (CD8x, Firma Serotec, UK)
- IL-2 Rezeptor der T-Lymphozyten (CD25+, Firma Pharmingen, USA)

* Maus-anti-Ratte monoklonale Antikorper (mAb, 1gG)

Gegengefarbt wurde mit Peroxidase konjugiertem F(ab)-Fragment von Ratte-anti-
Maus IgG (Firma Pharmingen, USA).

3 Ergebnisse

3.1 Auswertung der Laborparameter

3.1.1 Transaminasen

Der Referenzbereich fur ALT im Serum befindet sich bei 20-61 U/L und ist in
Abbildung 21 innerhalb des gestrichelten Bereichs unten dargestellt.

Zu allen drei Ischamiezeitpunkten wurden erhdohte Serumkonzentrationen der ALT
gemessen. Nach zweistundiger Ischamie ergab sich ein Mittelwert von 234,0 = 45,9
U/L. Nach sechs Stunden Ischamie konnte ein Mittelwert von 448, 7 = 273,7 U/L und
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nach acht Stunden Ischamie ein Mittelwert von 177,7 + 61,2 U/L ermittelt werden. Es
wird ersichtlich, dass der grote Anstieg nach sechsstiundiger Ischamiezeit zu
beobachten ist, wahrend nach acht Stunden im Vergleich zu beiden vorangegangen

Gruppen ein Ruckgang zu verzeichnen ist. Dies ist in Abbildung 21 dargestellt.
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Abb. 21: Punktdiagramm ALT(U/L) je Ischamiezeitpunkt

Die Unterschiede zwischen den Ischamiezeiten waren nicht signifikant (p = 0,184).

Die gemessenen Werte der AST-Serumkonzentration zum jeweiligen

Ischamiezeitpunkt sind in Abbildung 22 dargestellt:
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Abb. 22: Punktdiagramm AST(U/L) je Ischdmiezeitpunkt
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Nach zwei Stunden Ischamie wurde ein Mittelwert von 323,0 = 32,8 U/L ermittelt.
Nach sechs Stunden wurde auch hier die grof3te Zunahme der Serumkonzentration
mit einem Mittelwert von 501,3 = 273,9 U/L beobachtet. Der Mittelwert nach
achtstundiger Ischamie betrug 219, 7 = 67,6 U/L und liegt damit sogar unter dem
Mittelwert nach zwei Stunden Ischamie. Die Unterschiede zwischen den

Ischamiezeiten waren nicht signifikant (p = 0,185)

3.1.2 Gamma-Glutamyltranspeptidase (y-GT)

4 -

3 o
= GGT (U/L)
g 2- Mo
< 2
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Ischamie

Abb 23: Serumkonzentration GGT je Ischiamiezeitpunkt

Der y-GT—Referenzwert liegt laut VetTest® bei 1-6 U/L. Bei den postoperativen
Messungen im Rahmen dieser Arbeit gab es nur eine einzelne Messung nach einer
Ischamiezeit von sechs Stunden bei der ein Wert von 2 (U/L) festgestellt werden
konnte. Die restlichen Messungen ergaben den Wert 0 (U/L) oder wurden von dem
Gerat fur ungultig erklart.

Die Unterschiede zwischen den Ischamiezeiten waren mit einem p-Wert von 0,472
nicht signifikant.
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3.1.3 Lactatdehydrogenase (LDH)

Der Referenzbereich der Lactatdehydrogenase liegt bei 167-1428 U/L. Hier zeigte
das Gerat bei allen Messungen zu samtlichen Ischamiezeiten immer Werte von

> 2800 U/L an. Genauere Angaben konnten von dem Gerat nicht gemacht werden,
so dass hier keine Unterschiede zwischen den Ischamiezeiten gemessen werden
konnten. Es wurde lediglich eine deutliche Zunahme der Serumkonzentration der
LDH zu jedem Ischamiezeitpunkt, also unabhangig von der Ischamiedauer,

festgestellt.

3.2 Auswertung der konventionellen Histologie

Die histologische Auswertung ermoglicht eine objektive Untersuchung des
Ausmales der hepatozellularen Nekrotisierung. Anhand der untersuchten Merkmale

wurden folgende drei Schweregrade eingeteilt:

Grad 1 Grad 2 Grad 3

beginnende  hypoxische | Hypoxische Stark ausgepragte

Vakuolisierung Vakuolisierung, zusatzlich | hypoxische Vakuolisierung
Cholestase mit Cholestase

Sinusoidale Dilatation und | Sinusoidale Dilatation und | Sinusoidale Dilatation und

Hyperamie Hyperamie Hyperamie
Disseminierte Disseminierte Einzelzellnekrosen
Einzelzellnekrosen Einzelzellnekrosen (>3 pro Gesichtsfeld)

(max. 3 pro Gesichtsfeld) | (max. 3 pro Gesichtsfeld)

Vermehrt granuliertes | Zusatzlich kleinere | Gruppenzellnekrosen
Zytoplasma Gruppenzellnekrosen (>10 Hepatozyten)

(<10 Hepatozyten)

Zellodem Karyorhexis Nekrosen
v.a. lappchenzentral mit
ausgepragter zellularer

Reaktion
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Die Auswertung der histologischen Proben erfolgte nach folgendem, unter 2.4 schon

genanntem Schema:

n.1 = rechter Leberlappen
n.2 = linker Leberlappen

n.3 = Lobus caudatus

Nach den jeweiligen Ischamiezeiten wurden unterschiedliche Schweregrade
festgestellt. Auch innerhalb der Gruppen mit derselben Ischamiedauer traten
Unterschiede in den Schweregraden auf. Tabelle 3 zeigt eine Ubersicht:

Dauer
2h 6h 8h Signifikanz
1 Anzahl |1 1 2
Grad 2 Anzahl |3 2 2 0,566
3 Anzahl |0 1 0

Tabelle 3: Ubersicht Nekrosegrade je Ischdmiedauer

Die Unterschiede zwischen den Schweregraden waren nicht signifikant (p = 0,566).
Abbildung 24 zeigt die Verteilung der Nekrosegrade in Abhangigkeit von der
Ischamiedauer:

3_

Grad
B Grad 1

I Grad 2
Grad 3

Anzahl

2h 6h 8h
Ischamie

Abb. 24: Nekrosegrade in Abhédngigkeit von der Ischamiedauer
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Es zeigt sich kein linearer Anstieg, sondern eine unregelmalige Verteilung der
Schweregrade. Nach zweistiindiger Ischamiedauer uUberwiegt Nekrosegrad 2
gegenulber Grad 1, wahrend Grad 3 gar nicht nachweisbar ist. Nach sechs Stunden
Ischamie kamen alle 3 Schweregrade vor, allerdings Uberwiegt Grad 2 gegeniber
Grad 1 und Grad 2, die gleich haufig vorkamen. Nach achtstlindiger Ischamiedauer

kamen Grad 1 und Grad 2 gleich haufig vor. Grad 3 trat nicht auf.

3.3 Immunhistochemische Auswertung

Der Antikorper ED2 farbt spezifisch residente Makrophagen der Ratte (Abb. 25),
wahrend Monozyten, Dendritische Zellen, sowie Granulozyten (peritoneal) negativ
bleiben. Ferner ist der Antikdrper geeignet, corticale (ED2+) von medullaren (ED2-)

Makrophagen zu unterscheiden (Dijkstra, Dopp et al. 1985).

Abb. 25: Inmunhistochemische Farbung ED2-AK (Makrophagen)
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Mit dem Antikérper CD8 wurden T-Lymphozyten im Allgemeinen nachgewiesen
(Abb. 26a), wahrend der Antikdrper CD25 mit dem Interleukin-2 Rezeptor auf
aktivierten T-Lymphozyten reagiert (Abb. 26b)(quartett 2015).

Abb. 26: Inmunhistochemische Farbungen, CD8-T-Zellen (a) und CD25-aktivierte T-Zellen (b)

Untersucht wurden die Zellzahlen (Score) nach 2 Stunden und nach 8 Stunden
Ischamie. Es konnten alle drei Zellreihen sowohl nach zwei Stunden Ischamie als
auch nach acht Stunden Ischamie nachgewiesen werden, wie in folgender Ubersicht

dargestellt wird:

Score (Zellzahl)
. . L Perzentil Perzentil .

Zeitpunkt Mittelwert Minimum 25 75 Maximum

2h 0,8 0 0 1 2
CD25

8h 4.4 2 3 5 7

2h 1,2 0 0 2 4
CD8

8h 9,3 0 0 25 29

2h 1,3 0 0 3 3
ED2AK

8h 5,6 0 0,5 7,5 19

Tabelle 4: Zellzahlen nach 2h und 8h Ischamie




Wie in Abbildung 27 ersichtlich ist, konnte eine Zunahme aller drei Zellreihen nach
achtstindiger Ischamie nachgewiesen werden im Vergleich zu einer Ischamiezeit

von lediglich 2 Stunden.

30

20 -
o
o BCD25
O 8 CD8
%2 B ED2AK

10 -

2h 8h
Zeitpunkt

Abb. 27: Zellzahlen der drei Zellreihen nach 2h Ischamie und nach 8h Ischamie

Der p-Wert nach 2h Ischamie betragt 0,849, der nach 8h Ischamie 0,986.

Innerhalb der Zellreihen unterscheidet sich der Score damit in keinem der Zeitpunkte
signifikant Uber die CD25, CD8 und ED2AK. Zur Berechnung wurde der Kruskall-
Wallis-Test verwendet.

Die einzelnen Zellreinen in Bezug auf die Ischamiezeit sind in Abbildung 28
dargestellt:
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Abb. 28: Die einzelnen Immunzellreihen nach 2h Ischamie und nach 8h Ischamie

Alle drei Zellreihen unterscheiden sich deutlich je nach Ischamiezeit. Bei den mit
CD25 gefarbten aktivierten T-Lymphozyten ist der Unterschied signifikant
(p = 0,004). Zur Berechnung wurde hier der Mann-Withney-U-Test verwendet.

4 Diskussion

4.1 Die Laborratte als Versuchstier

Diverse Faktoren beeinflussen das Outcome einer Lebertransplantation. Das Alter
von Spender und Empfanger, die Lebensfuhrung des Spenders, die Zeit, die er auf
der Intensivstation verbracht hat und die Medikation, mit der er dort behandelt wurde,
haben wesentlichen Einfluss auf die Qualitdt und Funktionalitéat seiner Organe. Bei
der klinischen Lebertransplantation sind diese Faktoren nur schwer beeinflussbar. Im
Gegensatz dazu bietet das Tiermodell den Vorteil den Ablauf zu standardisieren und
alle Faktoren mit Einfluss auf die Organqualitat konstant zu halten, so dass man sich
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auf bestimmte Parameter, in dieser Arbeit der Ischamie-/Reperfusionsschaden und

die AbstoRungsreaktion, konzentrieren kann.

Die Ratte als Versuchstier bietet den Vorteil der standigen Verfugbarkeit von Tieren
mit demselben Alter und Gewicht. Sie ist deutlich preisglnstiger als andere
Versuchstiere wie Schweine oder Hunde und ihre Unterbringung und Pflege ist
unkompliziert. Obwohl die GroRe der Ratten das Konnen einer schwierigen
mikrochirurgischen Operationstechnik erfordert und es viel Zeit und Ubung bedarf,
diese zu erlernen und standardisiert durchzufuhren, eignen sich Ratten auch flr

aufwendige Operationen.

Leider sind die Ergebnisse nicht direkt auf den Menschen extrapolierbar. Um
konkrete Aussagen Uber Lebertransplantationen beim Menschen machen zu kénnen

sind daher zusatzliche Studien bei klinischen Lebertransplantationen naotig.

Grundsatzlich hat man bei Tierexperimenten die Moglichkeit einer syngenen
Untersuchung an genetisch identischen Tieren. In der Schwesterstudie wurden die
Transplantationen an syngenen Ratten durchgefuhrt, um eine Abstol3ungsreaktion
auszuschlielfen und isoliert den Ischamie-/Reperfusionsschaden zu untersuchen
(Haiges 2015), wahrend in dieser Studie allogene Ratten verwendet wurden, um
zusatzlich die Phanomene einer Absto3ungsreaktion zu demonstrieren, wie sie im

klinischen Alltag vorkommt.

4.2 Interpretation der Ergebnisse

Viele Faktoren bestimmen das Outcome nach Lebertransplantation. Trotz der
Fortschritte in der Transplantationsmedizin ist es heute noch immer nicht moglich,
samtliche Komplikationen wie die Initial Poor Function (IPF) oder Primary Non
Function (PNF), chirurgische Komplikationen oder AbstolRungsreaktionen
vollkommen zu beherrschen. Um die Langzeitergebnisse nach
Lebertransplantationen weiter zu verbessern, muss der Zusammenhang zwischen
Organqualitat und Outcome noch besser verstanden werden.

Die Organqualitat ist von vielen Faktoren abhangig. In den letzten Jahren wurde auf

dem Gebiet der verwendeten Perfusionsidsungen viel erforscht und verbessert. Auch
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die angewandten Operationstechniken konnten optimiert werden, um das
Transplantationsergebnis zu verbessern. Die von uns durchgefuhrte Studie konnte
zeigen, dass die prolongierte Ischamie einen erheblichen Einfluss auf das Ausmafl
der AbstolRungsreaktion und unter anderem dadurch auf die Organqualitat hat. In
dieser Arbeit wurde anhand einer tierexperimentellen Studie versucht, diesen
Umstand zu erklaren und mogliche Losungsansatze zu finden, um das Outcome

nach Lebertransplantation zu verbessern.

Die prolongierte Ischamie fuhrte zu einer strukturellen Leberschadigung durch
Nekrose der transplantierten Lebern, sowie zu einer Dissemination der Transplantate

mit Immunzellen, was als verstarkte akute Abstol3ungsreaktion zu interpretieren ist.

Bei der Laboranalytik war ein hoherer Anstieg der Leberwerte nach prolongierter
Ischamie im Vergleich zur kurzen kalten Ischamiezeit von 2 Stunden zu erwarten.
Die Leberenzyme ALT und AST, die fur den Aminosaurestoffwechsel in der Leber
verantwortlich sind, zeigten zu allen drei Ischamiezeitpunkten eine Erhohung ihrer
Serumkonzentrationen. Das Enzym AST befindet sich vorwiegend in den
Mitochondrien der Hepatozyten. Eine Erhohung dieses Enzyms spiegelt einen
groReren Schaden in diesem Bereich wider, da diese Zellorganellen mitbetroffen
sind. AuRerdem fehlt durch die Zerstorung der Mitochondrien, der Kraftwerke der
Zellen, die Energie fur eine mogliche Regeneration nach Transplantation. Dies bietet
einen moglichen Erklarungsansatz fur den nachfolgenden Abfall der ALT und AST
bei achtstundiger Ischamie. Den durch Ischamie in Mitleidenschaft gezogenen
Hepatozyten fehlt die Energie zur Herstellung ihrer Uberlebenswichtigen
Transaminasen, so dass die Serumkonzentration, trotz progredienter Zellschadigung

nicht zunimmt und sogar absinkt.

Eine weitere mogliche Erklarung fur den deutlichen Anstieg nach sechsstundiger
Ischamiedauer ist, dass es bei zwei der Transplantationen zu Komplikationen kam.
Bei einem Empfangertier setzte nach Clipping der suprahepatischen V. cava inferior
die Atmung aus. Das Tier musste zunachst reanimiert werden, der Clip wurde wieder
geoffnet und der Blutfluss wiederhergestellt. Nach einiger Zeit setzte die Atmung
wieder ein und der Clip konnte erneut, diesmal ohne Apnoephase, gesetzt werden.

Bei dem anderen Empfangertier zeigte sich die Pfortaderanastomose zunachst
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insuffizient und musste umstochen werden. Dies fuhrte zu einer verlangerten
Transplantationsdauer und somit zu einer langeren Warmischamiezeit. Durch die
moglicherweise verursachte starkere Schadigung der Hepatozyten, kann es

durchaus zu der deutlich erhohten Serumkonzentration der Transaminasen kommen.

Ein weiterer Erklarungsansatz fur die deutlichere Erhdhung nach sechs Stunden
Ischamie als nach acht Stunden ist, dass die Messung mit dem VetTest® (Fa.
IDEXX, Ludwigsburg, BRD) durchgefuhrt wurden und nicht von einem zertifizierten
Labor gemessen wurde. Das VetTest®-Analysegerat wird hauptsachlich von
Veterinarmedizinern zur zeitnahen Diagnostik vor Einleitung einer Therapie
verwendet. Trotz regelmalliger Kalibrierungen und Qualitatskontrollen ist es
durchaus mdglich, dass die Messungen nicht mit der Genauigkeit einer Messung von
geschultem und erfahrenem Laborpersonal dienen kdonnen. Hierflr spricht auch die
grol3e Streuung in der Messung nach sechs Stunden Ischamie, zu sehen an dem
einmaligen Ausreil3er (sowohl bei AST und ALT), die beide am gleichen Tag
gemessen wurden. Dagegen spricht allerdings die relativ konstante Erhdhung nach 2

und nach 8 Stunden Ischamie, bei denen keine Ausreil3er zu verzeichnen sind.

Auch die Serumkonzentration der Lactatdehydrogenase (LDH) zeigt zu allen drei
Ischamiezeitpunkten eine deutliche Erhohung. Leider werden auch hier die Grenzen
des VetTest®-Analysegerats deutlich. Es konnte lediglich die deutliche Erhohung auf
Werte uber 2800 U/L angezeigt werden, genauere Angaben waren leider nicht
moglich. Diese deutliche Erhohung zeigt zwar einen drastischen Zelluntergang, es
sind aber keine Unterschiede nach den unterschiedlich langen Ischamiedauern
ersichtlich. Auch bei den Messungen der y-GT ergaben sich mit dem VetTest®-
Analysegerat Probleme. Die meisten Messungen ergaben den Wert O U/L oder
wurden fur ungultig erklart. Nur bei einzelnen Messungen nach sechsstundiger
Ischamiezeit konnte ein Serumwert von 2 U/L festgestellt werden, der wiederum
innerhalb des Referenzwerts von 1-6 U/L liegt. Bei prolongierter Ischamie ware
eigentlich eine Erhdhung der y-GT zu erwarten gewesen, da diese den Status der
Gallenepithelzellen sowie die sekretorische Leistung der Leber anzeigt, die durch
Ischamie in Mitleidenschaft gezogen werden. Bei prolongierter Ischamie kommt es
haufiger zu Gallekomplikationen, die jedoch anhand unserer Laborergebnisse nicht

aufgezeigt werden konnten.
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Ein weiterer, sich auf die Messungen auswirkender Punkt ist die geringe
Stichprobenanzahl mit der gearbeitet wurde. In den einzelnen Gruppen wurde mit
n=4 Tieren zu den definierten Zeitpunkten eine Lebertransplantation durchgefuhrt.
Eine Erhéhung der Anzahl der Versuchstiere und damit eine groRere
Wiederholungsrate konnte die festgestellte Tendenz bestatigen und zu deutlicheren
Ergebnissen fuhren. Dabei sollte allerdings auch der ethische Aspekt erwogen
werden. Ein unnotig hoher Einsatz von Tieren fur die Versuche ist vom ethischen

Standpunkt nicht vertretbar.

Die Ergebnisse der histologischen Untersuchung zeigen eine unregelmalige
Verteilung der Schweregrade uber die Ischamiezeiten. Nach zweistundiger Ischamie
zeigten sich bereits mehrere kleinere Gruppenzellnekrosen, entsprechend
Nekrosegrad 2. Grad 2 kam hier haufiger vor, als Grad 1 mit nur beginnender
Vakuolisierung und Einzelzellnekrosen. Dies spricht daflr, dass der
Leberzellschaden bereits nach zweistindiger Ischamiedauer relevant ist. Die
histologische Auswertung nach sechsstindiger Ischamie war in dieser Studie die
einzige, in der eine drittgradige Nekrose nachweisbar war. Hier zeigte sich eine stark
ausgepragte hypoxische Vakuolisierung mit deutlicher Cholestase und viele
Gruppenzellnekrosen, v.a. lappchenzentral. Eine mdgliche Erklarung hierfur ist, dass
es bei zwei der Transplantationen nach sechsstundiger Ischamiezeit zu den bereits
genannten Komplikationen mit Apnoe/Reanimation und zunachst insuffizienter
Pfortaderanastomose, die umstochen werden musste, kam. Eine verlangerte
Transplantationsdauer sowie eine langere Warmischamiezeit waren die Folge.
AuRerdem ist zu beiden Tieren noch anzumerken, dass es zu Schwierigkeiten bei
der Narkoseeinleitung mit Tachykardie und Tachypnoe kam. Es besteht durchaus die
Moglichkeit, dass die dargestellten Komplikationen durch den damit verbundenen
erhohten oxidativen Stress mit dem erhohten Nekrosegrad in Verbindung stehen.
Nach 8 Stunden Ischamie kamen Grad 1 und Grad 2 gleich haufig vor, Grad 3 trat
nicht auf. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass eine zweistlindige Ischamie
ahnlich starke Auswirkungen auf die Leberzellfunktion hat, wie eine achtstindige
Ischamiedauer. Allerdings ist dies weder zu erwarten noch wahrscheinlich, da in
mehreren klinischen wie experimentellen Studien im Tiermodell und auch bei

humanen Lebertransplantationen gezeigt werden konnte, dass eine prolongierte
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Ischamie zu einer verminderten Leberzellfunktion fihrt und vermehrt Komplikationen
mit sich bringt (Furukawa, Todo et al. 1991, Ploeg, D'Alessandro et al. 1993).

Heutzutage ist die histologische Auswertung zur Beurteilung der Leberzellfunktion
noch immer der Goldstandard. Es stellt sich die Frage, ob es nicht
Untersuchungsmethoden gibt, die eine genauere Evaluation der Leberzellfunktion
zulasst. In der Schwesterstudie zum Beispiel konnte gezeigt werden, dass der ATP-
Abfall in den Mitochondrien der Hepatozyten im Laufe der Ischamie eine sensitivere
Methode =zur Evaluation der Transplantatfunktion und -regeneration nach
Lebertransplantation bietet (Haiges 2015). Hier handelt es sich allerdings um den
ersten Versuch der Darstellung einer solchen Methodik, es mussen zur Bewertung

noch weitere Studien folgen.

Mit Hilfe der Immunhistochemie wurden spezifische Immunzellen, die bei einer
akuten AbstoRungsreaktion eine Rolle spielen, gefarbt und so nachgewiesen.
Abbildung 27 zeigt eine Zunahme aller drei Zellreihen (CD8, CD25 und der
Makrophagen) nach acht Stunden Ischamie im Vergleich zur zweistindigen
Ischamiezeit. Am deutlichsten war die Zunahme in der Reihe der CD25-aktivierten T-
Zellen. Hier war der Unterschied zwischen den Ischamiezeiten statistisch signifikant.
Die genannten Immunzellen kommen auch unter physiologischen Bedingungen in
der Leber vor. Die vermehrte Infiltration des Transplantats nach prolongierter
Ischamie legt die Vermutung nahe, dass sich hier bereits eine akute
AbstoRungsreaktion ereignete. Dies wlrde bedeuten, dass die akute AbstoRung bei
prolongierter Ischamie deutlich friher auftritt als bei kurzen Ischamiezeiten. In
friheren Studien wurde gezeigt, dass die akute Abstoldungsreaktion nicht vor dem
funften Tag nach Transplantation sichtbar ist (Wiesner, Demetris et al. 1998,
Matevossian, Huser et al. 2008, Matevossian, Novotny et al. 2008, Matevossian, Doll
et al. 2009, Weng, Xu et al. 2011, Wang, Wu et al. 2014), wahrend in unseren
Untersuchungen immunhistochemische Veranderungen im Sinne einer akuten

AbstoRungsreaktion nun schon direkt nach Reperfusion nachgewiesen wurden.

Aus vorangegangenen Studien ist bekannt, dass die prolongierte Ischamie einen
starkeren Ischamie-/Reperfusionsschaden zur Folge hat. Das Ziel dieser Studie war

es zu zeigen, dass die prolongierte Ischamie zu einer verstarkten
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AbstoRRungsreaktion fuhrt und die Rolle des Ischamie-/Reperfusionsschadens bei der
Ausbildung der akuten Absto3ung zu charakterisieren. Wir konnten nachweisen,
dass nach acht Stunden Ischamie eine starkere Infiltration des Transplantats mit
Immunzellen stattgefunden hatte als nach einer kurzen Ischamiedauer von zwei
Stunden. Dies spricht fur eine Verstarkung der AbstoRungsreaktion durch
prolongierte Ischamie.

Die akute AbstoRungsreaktion ist ein komplexer Vorgang mit zellularen und
humoralen Komponenten. Es stellt sich nun die Frage, welchen Einfluss die

Organischamie auf diese Vorgange nimmt.

Ein moglicher Grund fur die rasante und verstarkte AbstoRungsreaktion ist eine
erhdohte Immunogenitat des vorgeschadigten Transplantats, die wiederum zur einer
beschleunigten Alloreaktivitat fuhrt. Diese erhohte Immunogenitat wird durch die
Aktivierung von Zytokinen, Adhasionsmolekilen und als Folge durch die Infiltration
von T-Lymphozyten, Granulozyten und Monozyten/Makrophagen hervorgerufen
(Kotsch 2008).

Eine wichtige Rolle bei der Absto3ungsreaktion spielt die Antigenprasentation. Hier
werden Peptide an MHC-Klasse-Il Proteine prasentiert, die zuvor aufgenommen und
prozessiert wurden. Hierdurch werden CD4+-T-Zellen aktiviert, die dann wiederum
die humorale Immunantwort auslosen kdnnen. Kédme es nun zu einer verstarkten
Expression dieser MHC-II-Klasse Proteine, hatte dies eine verstarkte Aktivierung von
CD4+-T-Zellen zur Folge, welche dann zu einer Verstarkung der humoralen
Immunantwort fuhren wurde. Eine frihe, massive Lymphozyten-Infiltration des
Transplantats und die Aktivierung von Makrophagen ware die Folge, wie sie sich in
unseren immunhistochemischen Ergebnissen zeigt.

In experimentellen Studien mit Nierentransplantationen im Rattenmodell konnte eine
derartige MHC-Klasse-Il ,Hyperexpression® festgestellt werden. Hier kam es durch
die Ischamie zu einer Zunahme von MHC-Klasse-IlI Proteinen an Endothelzellen und
Tubuluszellen des Transplantats. Dies provozierte eine erhdhte immunologische
Reaktivitat des Empfangers und daher einen signifikant friheren Beginn der
Zellinfiltration und der Tubulitis im Vergleich mit allogenen Transplantaten ohne
Ischamie (Kouwenhoven, de Bruin et al. 2001). Ferner haben Serrick et al (1997) bei

Untersuchungen im Rahmen von experimentellen Lungentransplantationen an
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Hunden festgestellt, dass die prolongierte Ischamie auch hier eine verstarkte MHC-
Klasse-ll-Protein  Expression induziete und so zu einer verstarkten
AbstoRungsreaktion fuhrte (Serrick, Giaid et al. 1997). Auch in klinischen Studien zur
humanen Herztransplantation wurde diese MHC-Klasse-llI-Hyperexpression
gefunden und mit akuter AbstoRung in Verbindung gebracht (Carlquist, Hammond et
al. 1990).

Bei der Lebertransplantation spielt das HLA-Matching keine vergleichbar bedeutende
Rolle wie bei der Nieren- oder Lungentransplantation. Ob also hier die MHC-
Hyperexpression zur Verstarkung der akuten Abstof3ung fuhrt, muss noch untersucht
werden. Es ist aber durchaus denkbar, dass im Regelfall das HLA-Matching
vernachlassigbar ist, es aber im speziellen Fall der prolongierten Ischamie zur MHC-

Hyperexpression kommt und dies zur erhohten Immunogenitat fuhrt.

In der immunhistochemischen Untersuchung im Rahme unserer Studie wurde schon
direkt nach Reperfusion eine massenhafte Leukozyten-Infiltration des Transplantats
festgestellt. Da der Blutfluss nur eine kurze Zeit wiederhergestellt war, muss
aufgrund der sehr kurzen Zeitspanne, in der die Leukozytenmigration in das
Transplantat moglich war, ein starkes Signal vorhanden gewesen sein, um derart
viele Leukozyten anzulocken. Leukozyten bendtigen zur Aktivierung und Migration
bestimmte Botenstoffe, die Zytokine und Chemokine. Manche Zellen des Korpers
sind zur Zytokin- oder Chemokinproduktion fahig, dazu gehdren unter anderem die
v.-Kupfferzellen, die ortsstandigen Makrophagen in der Leber. Es besteht die
Maoglichkeit, dass die v.-Kupfferzellen bei prolongierter Ischamie aktiviert werden,
Zytokine bzw. Chemokine produzieren und so fur die massenhafte Leukozyten-
Infiltration nach Reperfusion verantwortlich sind. Jassem et al. (1998) haben bei
molekularen Studien Uber den Ischamie-/Reperfusionsschaden eine solche v.-
Kupfferzellen-Aktivierung festgestellt (Jassem 1998). Es ist also durchaus denkbar,
dass diese Aktivierung der v.-Kupfferzellen wahrend der prolongierten Ischamie
durch die konsekutive Zytokinproduktion die Immunogenitat des Transplantats
verstarkt und zu einer Entzindungsreaktion im Sinne einer akuten Absto3ung

beitragt.
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Ferner wurde festgestellt, dass es nach Kaltischamie und Reperfusion zur Bildung
von reaktiven Sauerstoffspezies kommt (Jassem 1998). Diese freien Radikale
konnen mit dem Endothel interagieren und dieses zur vermehrten Bildung von
Adhasionsmolekllen anregen. Adhasionsmolekile wie P-Selektin, E-Selektin und
ICAM-1 spielen eine Rolle bei der Leukozytenmigration aus den Blutgefalden in das
Gewebe (Jassem 1998). Hier bleiben im Blutstrom zirkulierende Leukozyten Uber
Adhasionsmolektle am Endothel haften, es kommt Uber Integrine zur Adhasion und
konsekutiv zur Diapedese. Es ist denkbar, dass es bei prolongierter Ischamie zu
vermehrten Bildung von freien Radikalen kommt, die wiederum das Endothel starker
aktivieren und zur vermehrten Bildung von Adhasionsmolekulen anregen. Es kame

zur gesteigerten Leukozytenmigration und zur verstarkten Entziindungsreaktion.

Abbildung 29 bietet einen Uberblick Uber die Auswirkungen des Ischamie-

/Reperfusionsschadens:
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Abb 29: Ischamie-/Reperfusionsschaden und Auswirkungen, Quelle:(Koo 2000)

In Experimenten mit Nierentransplantationen wurde eine derartige Endothel-
Aktivierung durch freie Radikale mit konsekutiver Hyperexpression von
Adhasionsmolekilen festgestellt (Koo 2000). Bei experimentellen

Herztransplantationen im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass die Endothel-
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Aktivierung durch reaktive Sauerstoffspezies aullerdem auch zu einer vermehrten
Produktion des Endothels von akute-Phase-Zytokinen wie 1I-1, IL-6 und TNFa fuhrt
(siehe Abbildung 29) (Ishii, Schenk et al. 2010). Vor allem dem TNF-a kommt in
Bezug auf die akute AbstoRungsreaktion eine besondere Rolle zu, da es zur
Infiltration des Allotransplantats mit Neutrophilen und zur Neutrophil-abhangigen
Infiltration von CD-8+-T-Zellen beitragt (Ishii, Schenk et al. 2010). Der Vergleich mit
anderen Studien lasst also die Interpretation zu, dass die Endothel-Aktivierung durch
reaktive Sauerstoffspezies bei prolongierter Ischamie eine Ursache der verstarkten

AbstoRungsreaktion darstellen kann.

In der von uns durchgefuhrten Studie konnte eine statistisch signifikante Zunahme
der CD25 aktivierten T-Zellen nach prolongierter Ischamie im Vergleich zur kurzen
Ischamiedauer von 2 Stunden gezeigt werden. Dies lasst sich als eine fruher
auftretende und starker ausgepragte Absto3ungsreaktion nach prolongierter
Ischamie interpretieren. Bereits 1989 hatten Perkins et al. (1989) festgestellt, dass
Empfanger von Lebertransplantaten, die Episoden akuter Abstol3ungen erlitten,
erhohte Serum-Level des l6slichen Interleukin-2-Rezeptors (=CD25) aufwiesen,

gegenuber Empfanger ohne Abstol3ungsreaktionen (Perkins, Nelson et al. 1989).

Lun et al. (2002) stellten sich in ihrer Studie der Frage nach dem Einfluss des
Immunstatus der Empfanger vor der Lebertransplantation auf das Auftreten von
akuten Absto3ungsreaktionen. Hierzu wurde unter anderem die Expression von
CD25 vor der Ltx gemessen. Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen
Patienten, die eine Episode mit akuter Absto3ung entwickelten und Patienten, bei

denen dies nicht der Fall war, festgestellt werden (Lun, Cho et al. 2002).

Somit liegt die Vermutung nahe, dass der Ischamie-/Reperfusionsschaden zu einer
Zunahme der CD25 aktivierten T-Zellen im Transplantat fuhrt und dadurch eine

beschleunigte und verstarkte Abstofdungsreaktion auslost.

4.3 Klinische Relevanz

Die akute AbstoBung stellt ein zentrales Problem im klinischen Alltag dar. Sie

bestimmt maligeblich die Morbiditdt und Mortalitat des Patienten und beeinflusst
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dessen Lebensqualitat, unter anderem durch die resultierende Einnahme von

Immunsuppressiva (Post, Douglas et al. 2005, Sanchez-Fueyo 2013).

Unter anderem  wurde  festgestelll, dass  AbstoRungsreaktionen  zur
Transplantatdysfunktion beitragen (Klintmalm, Nery et al. 1989). In einer
retrospektiven klinischen Studie, in der Biopsien von 104 Empfangern nach
Lebertransplantation untersucht wurden, konnte bestatigt werden, dass 60,6% der
Transplantatdysfunktionen auf akute Absto3ungsreaktionen zuruckzufuhren waren
(Klintmalm, Nery et al. 1989).

Eine unzureichende Immunsuppression stellt einen Risikofaktor fur das Auftreten der
chronischen Abstolung dar. Werden die zur adaquaten Unterdrickung des
Immunsystems bendtigten Wirkspiegel nicht erreicht kommt es zu wiederholten
Episoden akuter AbstoBungsreaktionen. Diese konnen das Entstehen der
chronischen AbstoRung begunstigen (Almond, Matas et al. 1993, Neuberger and
Adams 1998).

Ferner wurde festgestellt, dass auch die Gradeinteilung der akuten AbstoRung mit
dem Outcome des Patienten assoziiert ist. Je schwerer die akute Abstol3ung auftritt,
desto groRer ist die Wahrscheinlichkeit der Wiederholung und dadurch der
Entstehung der chronischen AbstoRung mit konsekutivem Transplantatverlust
(Wiesner, Demetris et al. 1998, Charlton 2013). Studien haben gezeigt, dass in
manchen Fallen Mycophenolat-Mofetil die chronische AbstoRung erfolgreich
verhindern konnte, dies gilt jedoch nicht fur alle betroffenen Patienten, so dass die
Retransplantationsrate bei chronischer Abstoflung noch immer bei ca. 16% liegt
(Snover, Freese et al. 1987, Asfar, Metrakos et al. 1996).

Die Langzeitprognose der lebertransplantierten Patienten wird heute im
Wesentlichen von den Nebenwirkungen der immunsuppressiven Therapie bestimmt.
Cyclosporin A und Tacrolimus sind effektive Medikamente zur Unterdruckung der
AbstoRungsreaktion, allerdings  konnen  diese  auch  schwerwiegende
Nebenwirkungen wie Neurotoxizitat, Diabetes mellitus oder gastrointestinale
Beschwerden hervorrufen. Besonders hervorzuheben ist die Nephrotoxizitat, die eine

akute, aber auch eine langfristige Komplikation darstellen kann, und fur 20% des
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Nierenversagens nach Lebertransplantation verantwortlich ist (Post, Douglas et al.
2005, Charlton 2013). Insbesondere bei Patienten mit vorgeschadigten Nieren gilt es
das Risiko der akuten Abstolung gegenuber der Gefahr einer weiteren
schwerwiegenden Nierenschadigung abzuwagen und ein individuell angepasstes

Immunsuppressionsschema anzuwenden.

Ferner gilt die Uberlegung, bei diesen Patienten Transplantationen von Organen mit
prolongierter Ischamie, durch die mit einer verstarkten AbstolRungsreaktion zu
rechnen ist, zu vermeiden. So konnte verhindert werden, dass diese Patienten einem
harteren Schema zugefuhrt werden massen.

Vor dem Hintergrund des herrschenden Organmangels muss allerdings immer
haufiger auf marginale Organe mit prolongierter Ischamie zurtckgegriffen werden.
Daher sollten Uberlegungen angestellt werden, wie die immunsuppressive Therapie

bei Patienten mit bereits eingeschrankter Nierenfunktion angepasst werden konnte.

Wie in der von uns durchgefuhrten Studie gezeigt, fihrt die prolongierte Ischamie
unter anderem zu einer signifikanten Zunahme von CD25 aktivierten T-Zellen, die
eine zentrale Rolle in der Abstol3ungsreaktion einnehmen.

Baan et al. (2001) konnten zeigen, dass Anti-CD25 Antikorper wie Basiliximab das
Auftreten von akuter AbstoRung bei Nieren-Transplantaten reduzieren konnten
(Boelaars-van Haperen, Baan et al. 2001).

Basiliximab ist ein monoklonaler Antikorper, der sich gegen die alpha-Kette (CD25)
des hochaffinen Interleukin-2 Rezeptors richtet. Diese Antikdrper blockieren die IL-2-
abhangige klonale Expansion von antigen-aktivierten T-Zellen ohne einen Effekt auf

ruhende T-Zellen auszuuben (Williams, Thiel et al. 1999).

Bei Cantarovich et al (2002) konnte dank dem Einsatz von Anti-CD25 Antikdrpern
eine akute AbstoRung vermieden werden. Hier musste bei organtransplantierten
Patienten, die aufgrund der immunsuppressiven Therapie ein akutes Nierenversagen
entwickelten, die Calcineurin-Dosis reduziert werden (Cantarovich, Metrakos et al.
2002).

Es besteht daher die Moglichkeit, dass durch den Einsatz von Anti-CD25 Antikdrpern

die Dosis von nephrotoxischen Calcineurin-Inhibitoren wie Cyclosporin A eingespart

81



werden konnte. Gassel et al. (20000 haben anhand ihrer Studie mit
Lebertransplantationen im Rattenmodell gezeigt, dass eine Kombination von
monoklonalen Antikérpern gegen CD25 und ICAM-1 mit einer subtherapeutischen
Dosis Cyclosporin A sowohl akute als auch chronische Abstollungen vermeiden
konnte und sogar eine gewisse Toleranz gegenuber dem Transplantat induziert
wurde (Hong and Kahan 1999, Gassel, Otto et al. 2000). Als klinische Konsequenz
konnte das bedeuten, dass Cyclosporin A in einer Kombinations-Therapie mit
monoklonalen Anti-CD25 Antikdrpern eingespart und dadurch Nierenschadigungen
mit konsekutivem Nierenversagen vermieden werden konnten. Auch der Gebrauch
von Kortikosteroiden kann reduziert werden, wenn weniger Episoden mit akuten

AbstoRungen auftreten.

Kortikosteroide sind heute noch immer in der Therapie der akuten AbstoRung, sowie
in der Erhaltungstherapie im Einsatz. Auch sie haben viele Nebenwirkungen wie
Hypertension, Hyperglykdmie, Osteoporose und das vermehrte Auftreten von
Magenulzerationen. Entscheidend fur das Outcome des lebertransplantierten
Patienten ist allerdings die Tatsache, dass sie nicht selektiv den AbstolRungsvorgang
gegen das implantierte Organ unterdricken, sondern auch die Abwehr gegen
allgemeine Krankheitserreger. Dadurch besteht bei den Patienten eine erhohte
Anfalligkeit fur bakterielle Infektionen und Pilzinfektionen, sowie ein erhohtes Risiko
fur das Auftreten maligner Erkrankungen (Post, Douglas et al. 2005). Besonders
Pilzinfektionen bei immunsupprimierten Patienten sind stark mit einer erhdhten
Mortalitat assoziiert (Kirby, McMaster et al. 1987, Asfar, Metrakos et al. 1996).

Bei Patienten, die sich aufgrund einer chronischen Hepatitis-C-Infektion (HCV) einer
Lebertransplantation unterzogen haben, gestaltet sich die posteroperative Nachsorge
bezogen auf die immunsuppressive Therapie besonders kompliziert. Es konnte
gezeigt werden, dass HCV-Patienten besonders empfindlich auf akute AbstoRungen
reagieren und ihre Mortalitat signifikant erhoht war, wenn sie eine Episode der
akuten Abstol3ungsreaktion entwickelten (Charlton 2013). Dies bedeutet, dass bei
diesen Patienten durch angepasste Immunsuppression AbstoRungsreaktionen streng
vermieden werden mussen. Andererseits besteht durch das geschwachte
Immunsystem die erhdhte Gefahr einer Hepatitis-C-Reinfektion (Post, Douglas et al.

2005). Auch hier ist eine Risikoabwagung und Entwicklung einer stark
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individualisierten immunsuppressiven Therapie indiziert. Es wurde zum Bespiel
festgestellt, dass Tacrolimus bei HCV-Patienten bezuglich des Outcomes von
Transplantat und Patient einen Vorteil gegenuber Cyclosporin A bietet (Charlton
2013). Durch eine Kombination der Therapie mit Anti-CD25 konnte speziell bei HCV-
Patienten die Calcineurin-Dosis eingespart werden und so HCV-Reinfektionen

vermieden werden, ohne ein erhohtes Risiko von vermehrten Abstof3ungsreaktionen.

Ein weiterer LOsungsansatz zur Einsparung von Immunsuppressiva ware zum
Beispiel die Herstellung einer speziellen Perfusionslosung. Steurer et al. (1995)
fanden in ihrer experimentellen Studie anhand von Pankreas-Transplantationen im
Mausmodell heraus, dass durch eine einstindliche Vorbehandlung der Transplantate
mit CTLA4/Fc eine erhodhte Toleranz des Empfangers induziert werden konnte.
CTLA4/Fc ist ein Fusionsprotein, welches die Proliferation von Lymphozyten in
Mausen blockiert. Steurer et al. (1995) entdeckten dass, obwohl vollstandig auf
systemische Immunsuppression verzichtet wurde, eine Toleranzinduktion stattfand,
es nicht vermehrt zu AbstoBungsreaktionen kam wund sogar die primare
Transplantatfunktion verbessert werden konnte (Steurer, Nickerson et al. 1995).
Vielleicht ware es eine Option, mit einer speziellen Anti-CD25-Perfusionslosung die
Lebertransplantate, bei denen mit prolongierter Ischamie zu rechnen ist,
vorzubehandeln und so wieder die systemische Immunsuppression zu reduzieren,

ohne vermehrt AbstoRungsreaktionen zu provozieren.

Zusammenfassend lasst sich folgendes postulieren: Kommt es nach Transplantation
von Organen mit prolongierter Ischamie frGher und starker zur akuten AbstofRung,
wie in dieser Studie festgestellt, bedeutet dies fur den Patienten die vermehrte
Einnahme von Immunsuppressiva mit den aufgefuhrten Nebenwirkungen und
Langzeitrisiken. Ferner bedeutet es die erhohte Gefahr der chronischen AbstoRung
mit konsekutivem Transplantatverlust und der Notwendigkeit der Retransplantation.
Insbesondere vor dem Hintergrund des herrschenden Organmangels sollte
Uberdacht werden, fur welche Patientengruppen marginale Organe mit prolongierter

Ischamie in Betracht gezogen werden konnen.
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4.4 Eigene Anmerkungen zur durchgefuihrten Studie

In dieser Studie wurde der Einfluss der prolongierten Ischamie auf das Auftreten und
das Ausmald der akuten AbstoBungsreaktion untersucht. Hierzu wurden

Lebertransplantationen an gesunden allogenen Lewis- und DA-Ratten durchgefuhrt.

Dabei wurde nicht berucksichtig, dass auch weitere Faktoren einen Einfluss auf die
akute AbstolRung haben. Zum Beispiel spielt die zugrundeliegende Erkrankung, die
zur Indikationsstellung der Transplantation gefuhrt hat, eine gro3e Rolle bezuglich
des Risikos, ob eine akute Abstofdung auftritt oder nicht. Patienten, die aufgrund
einer Hepatitis B oder einer Autoimmunhepatitis transplantationspflichtig wurden,
haben mit 60% ein doppelt so hohes Risiko im Vergleich zu Patienten mit
alkoholischer Lebererkrankung, mindestens eine Episode der akuten AbstoRung zu

entwickeln (Wiesner, Demetris et al. 1998).

Ferner wurde festgestellt, dass der Hirntod des Spenders mit dem nachfolgenden
Verlust vieler vitaler Funktionen ebenso Auswirkungen auf die Immunantwort hat und
zur beschleunigten Absto3ung fuhrt (Koo 2000). Im Vergleich zu Lebendspenden ftritt
eine Abstoldungsreaktion bei Empfangern von hirntoten Spendern deutlich haufiger
auf. Gruinde hierfir sind einerseits die Auswirkungen des Hirntods selbst auf
immunologische Vorgange und die im Durchschnitt Iangeren Ischamiezeiten als bei

Lebendspenden andererseits (Jassem, Koo et al. 2003).

Ein weiteres Kriterium mit Einfluss auf akute Absto3ungen ist das Alter sowohl des
Spenders als auch des Empfangers. Ein jungerer Empfanger entwickelt deutlich
haufiger Episoden der akuten Abstoldung als ein alterer Patient, da die Reaktivitat
des Immunsystems im Alter stetig abnimmt. Beim Spender wiederum flhrt ein
fortgeschrittenes Alter zu einem erhohten Abstof3ungsrisiko (Wiesner, Demetris et al.
1998).

Ferner wurde festgestellt, dass gesundere Empfanger eher eine akute

AbstoRungsreaktion entwickeln, als Patienten mit Aszites oder eingeschrankter

Nierenfunktion (Wiesner, Demetris et al. 1998).
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Im Vergleich zu den Spendern in unserer Studie sind die Organspender im klinischen
Alltag sehr selten vollstandig gesund. Um eine noch genauere klinische
Vergleichbarkeit zu erzielen, ware es sinnvoll zusatzlich die Einflussfaktoren des
Spenders zu berucksichtigen. Im Tiermodell ware es zum Beispiel durchaus moglich,
Laborratten mit Fettlebern zu transplantieren und den Einfluss der prolongierten
Ischamie bei zusatzlich vorgeschadigten Organen zu evaluieren. Fettlebern bei
Ratten kdnnen durch eine spezielle Ernahrung induziert werden.

In der von uns durchgefuhrten Studie handelte es sich um Finalversuche. Das
bedeutet, dass die Tiere direkt nach Transplantation euthanasiert wurden, um die
Transplantate zu enthehmen und zu untersuchen. In darauf aufbauenden Studien
bietet es sich an, die Tiere eine gewisse Zeit Uberleben zu lassen, vielleicht sogar mit
dem Ableben der Tiere als Endpunkt, und zu beobachten, wie sich die

Transplantatfunktion im Verlauf entwickelt.

Um die Frage nach der klinischen Relevanz der Ergebnisse dieser Studie vollstandig
zu beantworten, mussen also weitere Studien abgewartet werden. Die vorliegenden
Daten zeigen jedoch, dass die prolongierte Ischamie prinzipiell Einfluss auf die akute
AbstoRung und damit auf die Transplantatfunktion und das Outcome des Patienten

nimmt.

4.5 Anmerkungen zur Transplantationsmedizin

Aufgrund des eklatanten Organmangels werden marginale Organe mit prolongierter
Ischamie immer haufiger transplantiert. Es sollten Uberlegungen angestellt werden,
wie die Organfunktion nach Transplantation verbessert und so die Morbiditat des
Empfangers reduziert werden kann. Da akute AbstoRungsreaktionen die
Transplantatfunktion verschlechtern kdnnen und folglich zur Morbiditat des Patienten
beitragen und seine Lebensqualitat beeinflussen, ist es durchaus sinnvoll,

Anstrengungen zu unternehmen, diese zu vermeiden.

Es ware zum Beispiel denkbar, bei der Vergabe von Organen mit prolongierter
Ischamie eher altere Empfanger zu berucksichtigen, die aufgrund des weniger
reaktiven  Immunsystems einem  geringeren Risiko  ausgesetzt sind,

AbstoRungsreaktionen zu entwickeln. Andererseits stellt sich die Frage, ob es
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ethisch vertretbar ist, dass altere Patienten bevorzugt marginale Organe nur
aufgrund ihres Alters erhalten und damit vermehrt dem Risiko der schlechteren

Transplantatfunktion ausgesetzt sind.

Alternativ kdonnte man auch erwagen, Organe mit prolongierter Ischamie je nach
Grunderkrankung bzw. anhand des Risikos der Rekurrenz der Grunderkrankung
durch verstarkte Immunsuppression zu allokieren. Zum Beispiel besteht bei der
alkoholtoxischen Leberzirrhose oder beim Paracetamol-induzierten Leberversagen
kein Risiko des Wiederauftretens durch verstarkte Immunsuppression, wahrend das
Risiko der Rekurrenz eines hepatozellularen Karzinoms deutlich erhoht ist. Bei der
Autoimmunhepatitis hat die Immunsuppression sogar einen protektiven Effekt
(Trotter 2013).

Bei der Vergabe marginaler Organe mit prolongierter Ischamie sollte dringend eine
der wichtigsten Nebenwirkungen der immunsuppressiven Therapie mit Calcineurin
Inhibitoren wie Cyclosporin A oder Tacrolimus berlucksichtig werden: die
Nephrotoxizitat. Patienten mit vorgeschadigten Nieren sind bei verstarkter
Immunsuppression enorm gefahrdet, ein akutes Nierenversagen zu entwickeln.
Bisher werden jedoch besonders diese Patienten, aufgrund ihres hohen MELD-
Scores, bei der Vergabe von Organen berucksichtigt. Daher ist es gerechtfertigt, die
gangige Organallokation zu hinterfragen. Nach Einfuhrung der Allokation anhand des
MELD-Scores konnte zwar die Mortalitat der Patienten auf der Warteliste von 20 auf
10% gesenkt werden, allerdings ist das 1-Jahres-Uberleben nach Transplantation
von 90% auf 80% gesunken (Schrem, Till et al. 2008). Aufgrund des Organmangels
kann ein Patient erst transplantiert werden, wenn er schon sehr stark durch seine
Erkrankung beeintrachtigt ist. Hat der Patient aber einen MELD-Score von gro3er als
30 erreicht, ist seine Uberlebenswahrscheinlichkeit im Vergleich zu einem Patienten
mit niedrigerem MELD-Score deutlich reduziert (Weismuller, Fikatas et al. 2011).
Erhalt nun ein Patient mit hohem MELD-Score ein marginales Spenderorgan, sinken
die Chancen auf eine erfolgreiche Transplantation. Um die Ergebnisse der
Lebertransplantation zu verbessern, sollte man tberlegen, ob der MELD-Score zur
Organallokation noch zeitgemal ist oder ob die Richtlinien, besonders unter
Berucksichtigung der immer haufigeren Verwendung marginaler Organe, erweitert

werden sollten. Keller et al. (2014) stellten hierzu Uberlegungen an und kamen zu
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dem Schluss, dass ein ,survival benefit-based liver allocation® Modell eine
verbesserte Effektivitat bei Lebertransplantationen zur Folge hatte (Keller, Kwo et al.
2014).

Langfristig muss es allerdings das Ziel sein, die Spendebereitschaft in der
Bevolkerung zu erhdhen, um durch mehr Organspenden dem stetig wachsenden
Bedarf an Spenderorganen gerecht zu werden. Zwar zeigt die Reform der
Organspenderegelung von einer Zustimmungslosung zur Entscheidungslosung im
Jahre 2012, dass die Politik das Problem der ungentigenden Spenderzahlen erkannt
hat, dennoch ist dies nur ein kleiner Schritt in die richtige Richtung, fur vermehrte und
verbesserte Aufklarung in der Bevolkerung zu sorgen. Ideal ware die Einfuhrung
einer Widerspruchslosung, wie sie in Landern mit starken Spenderzahlen, wie
Osterreich oder Spanien, praktiziert wird. Diese Regelung macht jeden Biirger
automatisch zum Organspender, auller er hat sich zu Lebzeiten aktiv dagegen
ausgesprochen. Von Vorteil ist hier besonders, dass im Falle des Falles kein
trauernder Angehoriger die schmerzliche Entscheidung Uber den mutmalilichen

Willen des Verstorbenen treffen muss.

Daruber hinaus ist es wichtig, das Personal in den Kliniken gezielt aufzuklaren und
so, sowie durch bessere Strukturen und bessere Organisation in den Kliniken, die
Organspendezahl zu erhdhen. Schon im Medizinstudium bei der Ausbildung
zukinftiger Arzte sollte das Thema Organspende einen deutlich hdheren Stellenwert

einnehmen als dies jetzt noch der Fall ist.

5 Zusammenfassung

Die Lebertransplantation stellt heutzutage ein klinisch etabliertes Verfahren zur
Therapie von zahlreichen irreversiblen Lebererkrankungen im Endstadium dar.

Trotz der standigen Weiterentwicklung in der Transplantationsmedizin ist es noch
immer ein Verfahren, das nicht frei von Risiken ist. Die akute Abstof3ung nach
Transplantation ist zum Beispiel trotz adaquater Immunsuppression weiterhin ein

relevantes klinisches Problem. Methoden ausfindig zu machen, um
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AbstoRungsreaktionen zu vermeiden, ist somit stets von grof3er klinischer

Bedeutung.

Aus vorangegangenen Studien ist bekannt, dass die prolongierte Ischamie einen
starkeren Ischamie-/Reperfusionsschaden zur Folge hat. Das Ziel dieser
experimentellen  Studie im  allogenen  Rattenmodell der  orthotopen
Lebertransplantation war zum einen zu zeigen, dass die prolongierte Ischamie zu
einer beschleunigten und verstarkten Absto3ungsreaktion fuhrt und zum anderen die
Rolle des Ischamie-/Reperfusionsschadens bei der Ausbildung der akuten

AbstoRung zu charakterisieren.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass bei Transplantation von Organen mit prolongierter
Ischamie eine massive Infiltration des Transplantats mit Immunzellen bereits direkt
nach Reperfusion stattgefunden hat. Untersucht wurden drei Zellreihen: CD8 T-
Zellen, CD25 aktivierte T-Zellen und Makrophagen. Diese massive Infiltration zeigt,
dass sich hier bereits eine akute Abstoflungsreaktion ereignete. Entgegen der
bisherigen Annahme, dass eine akute AbstoRungsreaktion nicht vor dem funften Tag
nach Transplantation sichtbar ist, zeigen diese Ergebnisse, dass die akute
AbstoBung bei prolongierter Ischamie deutlich fruher auftritt, als bei kurzen

Ischamiezeiten.

Ferner wurde gezeigt, dass die Zunahme der beobachteten drei Zellreihen (CDS,
CD25 und Makrophagen) nach prolongierter Ischamie (acht Stunden) im Vergleich
zur zweistundigen Ischamiedauer deutlicher ausfiel. Dies spricht fur eine Verstarkung

der AbstoRungsreaktion nach prolongierter Ischamie.

Im Rahmen einer Lebertransplantation kommt es nach Reperfusion zu einem
Ischamie-/Reperfusionsschaden. Dieser fallt nach prolongierter Ischamie starker aus
als nach kurzen Ischamiedauern. Die vorliegende Arbeit zeigt, dass die prolongierte
Ischamie und damit ein groRerer Ischamie-/Reperfusionsschaden zu einer

beschleunigten und verstarkten akuten Absto3ungsreaktion fuhrt.
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Tabelle 4: Zellzahlen nach 2h und 8h Ischamie

9 Abkirzungen

A

Aa

AP
APC
ATP
DSO
EAD
ET
GLDH
GvHD
GOT
GPT
HBV
HCC
HCV
HELLP
HLA
ICAM-1
I/R

IFN
IFN-y
IL

INF
IPF
LDH
LTx
MELD
MHC
MMF
NK-Zellen

Arterie

Arterien

alkalische Phosphatase

Antigen Prasentierende Zelle
Adenosintriphosphat

Deutsche Stiftung Organstrasplantation
early allograft dysfunction
Eurotransplant
Glutamatdehydrogenase
Graft-versus-Host-Disease
Glutamat-Oxal-Acetat-Dehydrogenase
Glutamat-Pyruvat-Dehydrogenase
Hepatitis-B-Virus

Hepatozellulares Karzinom

Hepatitis-C-Virus

Haemolysis, Elevated Liver enzymes, Low Platelets

human leucocyte antigen
intercellular adhesion molecule 1
Ischamie-/Reperfusionsschaden
Interferon

Interferon-gamma

Interleukin

Initial non function

Initial poor function
Lactatdehydrogenase
Lebertransplantation

Model for endstage liver disease
major histocompatibility complex
Mycophenolat Mofetil

naturliche Killerzellen
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ORLTX
PAF
PBC
PDF
PMNL
PNF
PSC
SsC
TCR
TGF-p
TLR
TNF

VP
Vv.
v-GT

orthotope Rattenlebertransplantation
Plattchen-aktivierender Faktor
primar biliare Zirrhose

primary dysfunction

polymorph nukleare Leukozyten
primary non function

primar sklerosierende Cholangitis
sekundar sklerosierende Cholangitis
T-Zell-Rezeptor

Transforming growth factor beta

toll like receptor

Tumor Nekrose Faktor

Vene

Vena Portae

Venen

Gamma-Glutamyltranspeptidase
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