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1 Allgemeiner Tell

1.1 Klinische Lebertransplantation

1.1.1 Historischer Ruckblick

Am 01. Marz 1963 wurde die weltweit erste klinisdhebertransplantation vohomas E.
Starzl in Denver durchgefuhrt (114). Jedoch blieben diesewie zahlreiche weitere
Versuche erfolglos, biStarzl1967 die erste erfolgreiche Lebertransplantatiamaiom. 1968
und 1969 berichteteSir Roy Calnén Cambridge und\. Glitgemannn Bonn ebenfalls Uber
gelungene Lebertransplantationen. Nach zunehmerteidahrung in der klinischen
Nierentransplantation und in der experimentellebdrgansplantation starteR Pichlamyr
1972 ein Transplantationsprogramm fir die Lebesptantation in  Hannover
(14,15,90,101).

Die Ergebnisse der klinischen Lebertransplantatioheiner Einjahres-Uberlebensrate von
unter 30% warenedoch sehr unbefriedigend und wurden bis 1978 igs&¥tlichen nur in
drei Kliniken kontinuierlich durchgefuhrt, ndmlidgh Denver/Pittsburg Starz), Cambridge
(Calne und HannoverRichlmayy (116).

Im Laufe der Zeit erlebte die Lebertransplantatene rasante Aufwartsentwicklung, die

durch folgende Faktoren begrindet war:

 Im Jahre 1978 verabreichte Calne erstmals Cyclosporin A an
Transplantationspatienten, nachdem er in umfangeeicStudien an Hunden eine
deutliche Verbesserung der Uberlebenszeit nacheNiemsplantation festgestellt
hatte (18).

* Eine Verminderung des operativen Risikos konntecldutdie Verwendung eines
extrakorporalen Bypass-Systems in der anhepatisehese sowie der Verbesserung
der Gefal3- und Gallengangsanastomosierung errgarialien.

* Durch die Mdglichkeit zur Mehrorganentnahme vergm® sich die Anzahl der
transplantierbaren Organe.

 Die Entwicklung von Organkonservierungslosungen dgiimhte den weiteren

Transport von Organen und eine bessere Organduagitder Transplantation (56).
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 Eine Erweiterung der Operationsindikationen und dworverlegung des

Operationszeitpunktes verbesserten die postopertiegnose.

Diese Weiterentwicklungen fuhrten letztendlich mee Etablierung der Lebertransplantation

als Standardverfahren.

1.1.2 Aktueller Stand der Lebertransplantation

Die Lebertransplantation (LTx) ist mittlerweile e8tandardverfahren zur Therapie von sich
im Endstadium befindlichen, irreversiblen Leberareungen (115).

Wahrend die Anzahl der Lebertransplantationen iat8ehland im Jahre 1985 lediglich 58

betrug, wurden im Jahre 2005 bereits 885 Lebemtantationen durchgefihrt (35). Die 1-

Jahres-Uberlebenszeit nach Lebertransplantaticéidieiheute weit tber 80%, die 5-Jahres-
Uberlebenszeit tiber 70% (46,10).

Im Wesentlichen unterscheidet man heute zwischear erthotopen, einer heterotopen, einer
Split- und einer ,Piggy-Back” Lebertransplantation.

1.1.2.1 Die orthotope Lebertransplantation

Hierbei erfolgt die End-zu-End-Anastomosierung vofra- und suprahepatisch&t. cava
inferior, Anastomosierung des Spendetncus coeliacugauf dieA. hepatica communiam
Konfluenz derA. gastroduodenaljsEnd-zu-End-Anastomosierung der Pfortader und &nd-
Seit-Anastomosierung des Gallengangs. Der venoséfligls zwischen der oberen und
unteren Korperhalfte wird wahrend der anhepatisdPease mit Hilfe eines femoro-porto-
axillaren Bypasses sichergestellt.

1.1.2.2 Die heterotope Lebertransplantation
Das Spenderorgan wird unterstitzend zum geschadigggenorgan an anderer anatomischer

Stelle implantiert.

1.1.2.3 Die Split-Lebertransplantation

Die Split-, sowie die Verwandten-Lebertransplatatgewinnt aufgrund des bestehenden
Organmangels immer mehr an Bedeutung. Urspriindlichdie Lebertransplantation bei
Kindern verwendet, wurde spater eine Leberteilleastik entwickelt, bei der zwei

Leberhélften fur je einen erwachsenen Empfangeongeen werden.



1.1.2.4 Die ,Piggy-Back” Technik

Diese Technik birgt den Vorteil, dass der Verlaef ¥. cava inferiornicht unterbrochen
wird. Vielmehr wird die Spende¥- cava mit der linken und mittleren Lebervene des
Empfangers anastomosiert. Die rechte Lebervene, witd die infrahepatische Spender-
V.cavaligiert. Die Rekonstruktion von Arterie, Pfortadend Gallengang erfolgt wie bei der
orthotopen Lebertransplantation.

Die Indikation zur Lebertransplantation ist immand zu erwagen, wenn bei einem Patienten
eine chronische, progrediente Lebererkrankung egtli und alle konservativen
Therapiekonzepte ausgeschopft sind. Krankheitghildie eine Lebertransplantation
notwendig machen kdnnen, sind Trabelle 1zusammengefasst. Die Dringlichkeit einer
Lebertransplantation wird mit dem MELD-Score erfasgelcher 1998 vom ,US Department
of Health and Human Services" festgelegt wurde denl bis dahin gultigen Child-Turcotte-
Pugh-Score abldste.

Tabelle 1: Indikationen zur Lebertransplantation

Leberparenchymerkrankungen

e posthepatitisch (Hepatitis B, C, D)
e autoimmun

e alkoholisch

* kryptogen

Cholestatische Lebererkrankungen

e Primar bilidre Zirrhose (PBC)

e Sekundér biliare Zirrhose

e Primar sklerosierende Cholangitis (PSC)

e Sekundar sklerosierende Cholangitis (SSC)
e Extrahepatische Gallengangsatresie

e Progressive familare intrahepatsiche Cholestasel{ivkoByler)
e Alagille-Syndrom

* Kongenitale Fibrosen

» Graft-versus-Host-Disease (GvHD)

e Chronische Abstossung

» Cholestatisch verlaufende Sarkoidose

* Medikamentds-toxische Cholestase

e Caroli-Syndrom

Primére Stoffwechselerkrankungen

e al-Antitrypsinmangel

e Morbus Wilson

e Hamochromatose

e Tyrosindmie

e Galaktosdmie

¢ Glykogen-Speicherkrankheiten
» Lysomale Speicherkrankheiten




Crigler-Najjar Typ |

Primare Hyperoxalurie Typ |

Erythropoetische Protoporphyrie

Priméare Blutungsstdrungen (ggf. mit Budd-Chiari-&ym)
Stérungen des Harnstoffzyklus (z.B. Citrullinamie)
familiare Amyloidose

Sekundare Stoffwechselerkrankungen

Kurzdarmsyndrom

Vaskulare Erkrankungen

Fulminante Virushepatitis (Hepatitis A,B,C,D,E)
Intoxikationen

Amanita phalloides (Knollenblatter Pilz),
Paracetamol (Acetaminophen),
Halothan,

Tetrachlorkohlenstoff,

Ecstasy u.a.

Akute Schwangerschaftsfettleber
HELLP-Syndrom

Budd Chiari Syndrom

Primére Nichtfunktion

Maligne Erkrankungen

Hepatozellulares Karzinom

Neuroendokrine Tumore (strenge Indikationsstellung)
Hepatoblastom

Cholangiozellulares Karzinom

Andere Ursachen

Leberzysten
Lebertrauma

Ein groRes Problem, welches heute noch nicht gelést stellt die zunehmende
Organknappheit dar, welche dazu fihrt, dass eiebdidher Teil der Patienten vor Erhalt
einer geeigneten Spenderleber versterben (78,36. ddesem Grund werden immer mehr
marginale (,schlechte*) Organe transplantiert, \welsich tberwiegend durch Zirrhose oder
Leberverfettung auszeichnen (2,45). Die Lebervienfegf ist einer der Hauptgriinde fur das

initiale Leberversagen nach Transplantation (107).




1.2 Pathophysiologie des Ischdmie-/Reperfusionsscdemns

1.2.1 Primares Organversagen

Die schwerste Komplikation, die nach Lebertransgidon durch einen Ischémie-

/IReperfusionsschaden verursacht werden kann, sspdiamare Organversagen PNF=primary
non function). Die Haufigkeit des Auftretens einasmaren Organversagens wird in der
Literatur nicht einheitlich angegeben (4,2-8,4%),8D,94,95).

Das priméare Organversagen nach Transplantatiol stelmultifaktorielles Geschehen dar,

welches sich aus schadigenden Einflissen wahrermd Speenderleberentnahme, der
Organkonservierung und der Reperfusion nach Transgion zusammensetzt. Die Schwere
des Schadens ist abhangig von der kalten und warleeimmiezeit der Leber, der

Konservierungslosung, in der die Spenderleber lnisTzansplantation aufbewahrt wurde, als
auch von der Art der Reperfusion. Weiterhin bestiht enger Zusammenhang zwischen
vorbestehender Schadigung der Leber, insbesondeee ¥erfettung und dem Ischamie-

/IReperfusionsschaden (12,19). Technische Probleleezu einem frihen Versagen des
Spenderorgans fuhren, sind insbesondere Gefal3lisssehso zum Beispiel die Thrombose

derA.hepaticaoder der Pfortader.

1.2.2 Der Ischamie-/Reperfusionsschaden

Jedes Organ, das fur eine Transplantation vorgasishemuss primar konserviert werden.
Nach langen Phasen des Experimentierens wurde Mdte80er Jahre die heute weit
verbreitete University of WisconsirKonservierungslosung in den Kklinischen Alltag mit
groBem Erfolg eingefiihrt (8,56 Weitere Konservierungslosungen, welche heute im
klinischen Alltag Verwendung finden sind di€T K-Bretschneider-Losunglie Eurocollins;
sowie dieCelsiorlosung(92,99,124,12) In der Lebertransplantation ist digniversity of
WisconsinLosung die am haufigsten verwendete Konservielisgag.

Durch den zunehmenden Organmangel ist die Notwkadigyegeben, jedes verfugbare
Organ zu transplantieren und neue Strategien zaimMirung des Schadens, hervorgerufen
durch Konservierung, Ischamie und Reperfusion,rtwiekeln.

Zunachst werden drei verschiedene Phasen, in de&serzur Organischamie kommt
unterschieden: die Phase der kalten Ischamie, ltasdPder warmen Ischamie und die Phase
der Wiedererwdrmung. Die kalte Ischamie ist bedibigjtim Rahmen der Konservierung von

zu transplantierenden Organen, um metabolischeeBsezzu verlangsamen. Die warme



Ischamie entsteht im Rahmen von Trauma, Schockerclirurgie (Pringle Mandver) und
Transplantation, also dann, wenn die physiologidateerdurchblutung gestort ist. Die Phase
der Wiedererwdrmung entsteht wéhrend der Organimugtian vor der Freigabe des
Blutflusses. Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt f adlen Bedingungen der
Lebertransplantation und somit auf der kalten Isdb&und der Ischamie wahrend der
Wiedererwarmung.

Der Ischamie-/Reperfusionsschaden ist fur ca.10 €& primaren Organversagens nach
Lebertransplantation verantwortlich und eine gdiéie Komplikation, die das Leben des
Patienten unmittelbar gefahrdet (38). Zwar gibS&mtegien, welche zu einer Reduktion das
Ischamie-/Reperfusionsschadens fihren, jedoch o@® bis heute noch keine
Behandlungsmdglichkeit, die einen Ischamie-/Remarfisschaden verhindern kénnte.

1.2.2.1 Einfluss des Ischdmie-/Reperfusionsschadem# GefalRendothelzellen

An der Entstehung des Ischamie/Reperfusionsschadams aktivierte Kupfferzellen,
Granulozyten, Sinusendothelzellen (SEC), Epithidrebler postsinusoidalen Venolen und
freie Sauerstoffradikale beteiligt. Die Interaktiaheser Elemente fihrt zu strukturellen
Gewebeschéaden, welche wiederum zu einer hepatl@zetuDysfunktion fihren. Dabei sind
nichtparenchymatdse Zellen (Kupfferzellen, SEC) féalliger fir einen Schaden,
hervorgerufen durch kalte Ischamie, als Hepatoz{&éh Von den Gefal3wanden spalten sich
SEC ab und prolabieren in das Gefal3lumen, dabedemerdas Zytoplasma und das
Zytoskelett dieser Zellen verandert. Durch die ststandene Schadigung der Gefal3wand
kommt es zur Adhasion von Thrombozyten und Leukazytwas eine Stérung der
Mikrozirkulation nach sich zieht (16,76). AulRerdekommt es im Rahmen der kalten
Ischédmie zur Thrombozytendhdsion an SEC und zurpfyse dieser (22,123). Als
Konsequenz dieser Vorgange kommt es zur Gewebslgjpoglche den Energiestoffwechsel
und die Funktion einzelner Enzyme beeintrachtigtrésultiert eine Entleerung von Adenosin
Triphosphat (ATP), eine Verminderung der Aktivitder membranstandigen Natrium-
Kalium-ATPase und daraus folgend eine Erhdhung idgazellularen Natriums und ein
Zellbdem(8). Ein wichtiges Element in der Entstalpules Ischamie-/Reperfusionsschadens
ist die Aktivierung von geschadigten Epithelzellef39). Diese exprimieren
Adhéasionsmolekile auf ihrer Oberflache (z.B. ICAMuhd VCAM-1) sowie major
histocompatibility compleYMHC) Antigene, was zu einer Interaktion zwiscHesukozyten
und Epithelzellen fuhrt (66). Das wichtigste Adlwésmolekil auf Epithelzellen der
postsinusoidalen Epithelzellen ist P-Selektin (138). Dieses kann nicht von SEC gebildet



werden. Allerdings kénnen SEC eine Reihe von amdAdhasionsmolekilen ausbilden. Die
durch diese Interaktion aktivierten Leukozyten &ihrhrerseits zu einer Gewebsschadigung.
Kupfferzellen, die gewebsstandigen Makrophagen lagsergewebes, sind ebenfalls an der
Entstehung des Ischamie-/Reperfusionsschadendidtet8ie werden durch die Reperfusion
nach kalter Ischamie aktiviert (17,30). Nach ihddétivierung setzen die Kupfferzellen eine
Reihe von Entziindungsmediatoren frei, wie z.B. Td\M--1 und IFNy. AulRerdem werden
von aktivierten Kupfferzellen freie Sauerstoffraaléx freigesetzt, welche als direkte
Zytotoxine an SEC, Hepatozyten und Leukozyten wirk?2).

1.2.2.2 Freie Sauerstoffradikale

Freie Sauerstoffradikale gelten als einer der wgskeén Faktoren fur die Entstehung einer
Gewebeschadigung nach der Reperfusion von ischBerisbrganen (27). Sie sind weiterhin
eines der am frihesten erkennbaren Zeichen eiok&nse-/Reperfusionsschadens und schon
wenige Minuten nach Reperfusion in erhdhter Konadian im zirkulierenden Blut
nachweisbar. Zu Beginn der Reperfusion nach kidtdramie werden freie Sauerstoffradikale
von Kupfferzellen exprimiert (51,52). Die spateraeldBng der Radikale geschieht im
Zytochrom-P450-Metabolismus, beim Abbau von Hypdlken zu Xanthin im
Purinstoffwechsel, in aktivierten Granulozyten undSEC (53). Eine erhOhte Konzentration
von freien Sauerstoffradikalen fuhrt zur Schadiguog Proteinen, Enzymen, Nukleinsauren,
des Zytoskeletts und der Zellmembran, hier hauptsficder Lipidkomponenten (31). Als
Konsequenz aus diesen Schadigungsmechanismen kesnmuir erhdohten Permeabilitat der
Zellmembran, was in der Lyse der Zelle resultieleemn. Der Schaden, den freie
Sauerstoffradikale an SEC verursachen, fuhrt zurdgikkulationsstérungen und somit zu
einer Verschlechterung der Transplantatdurchbluturigie Ischédmiezeit und die
Reperfusionsart korrelieren mit der Bildungsrate Weien Sauerstoffradikalen (64,72,128).
Auch konnte ein direkter Zusammenhang zwischen Kotation freier Sauerstoffradikale
und primérem Leberversagen nach Transplantationgeaaesen werden (23,136).

Die Bildung von freien Sauerstoffradikalen ist eessentielles Schlisselereignis fir die
Entstehung des Ischamie-/ReperfusionsschadensEmigicklung neuer Strategien, welche
die Radikalbildung unterdriicken ist ein viel veesgrender Ansatz zur Reduktion des
Isch&mie-/Reperfusionsschadens und des primaren an@egsagens nach
Lebertransplantation.
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1.2.2.3 Die Rolle der Leukozyten beim Ischamie-/Repfusionsschaden

Durch die Aktivierung von Kupfferzellen und deremsschittung freier Sauerstoffradikale
kommt es zur Schadigung und Aktivierung von SEC HEpdihelzellen der postsinusoidalen
Venolen, welche auf diesen Stress mit der Ausbgdeon Adhésionsmolekilen (z.B. ICAM-
1 und VCAM-1) reagieren (5,137). Weiterhin schittesktivierte Kupfferzellen
Entzindungsmediatoren aus (z.B. IL-1 und ®@NFwas zusammen mit der erhthten
Konzentration von freien Sauerstoffradikalen zu eeinAktivierung von neutrophilen
Granulozyten fuhrt (54). Adhésionsmolekile neutrigphGranulozyten interagieren mit den
Adhasionsmolektilen auf Endothelzellen. Die erstéesdieser Interaktion ist die Annaherung
von neutrophilem Granulozyt und Epithelzelle (,Tathg®), fur welche Selektine
verantwortlich sind. Durch die charakteristischgdfischaft der Selektinbindung, innerhalb
kirzester Zeit aktiviert und deaktiviert werden kdnnen, kommt es zum typischen
Phanomen des ,Rolling“. Weitere Zell-Zell-Verbindjgm fluhren zur Anhaftung des
Granulozyten am Epithel (,Arrest) und schlie3lizbr ,Transmigration“ durch das Epithel
hindurch in den extravasalen Raum (98,126). Einmalextravasalen Raum angelangt,
adherieren neutrophile Granulozyten Uber das Cimréinantigen LFA-1 an ICAM-1
Molekilen der Hepatozyten. Darlber hinaus wird Uihes Oberflachenantigen Mac-1 die
Degranulation der Granulozyten bewirkt. Es kommtditekten Schadigung der Hepatozyten
durch Proteasen und freie Sauerstoffradik@#111).

Wie etliche Studien belegen, sind auch T-Lymphazyae der Entstehung des Ischamie-
/IReperfusionsschadens beteiligt. Bereits kurze Zath Reperfusion im Anschluss an kalte
Ischamie kommt es zur Adh&sion von T-Lymphozyte/SBC der Leber (24). Analog zu den
Granulozyten kommt es zu einer Extravasion der iiyhlyozyten. Extravasal bilden sie
Zytokine, Chemokine und Adhéasionsmolekile, was herfiotaxis und erhdhter Adhasion
von weiteren T-Lymphozyten an SEC fiihrt (37). Akaimnte gezeigt werden, dass CD#
Lymphozyten an der Rekrutierung neutrophiler Granylen beteiligt zu sein scheinen (139).
Es wird angenommen, dass die Beteiligung von T-Uyoagten am Ischamie-
/IReperfusionsschaden mit der Auspragung einer Alostgsreaktion in Zusammenhang steht,
was die Notwendigkeit, den Ischamie-/Reperfusidmsden nach Organtransplantation so

gering wie mdglich zu halten unterstreicht (91).

1.2.2.4 Zusammenspiel Proinflammatorischer Mediatan
Wahrend der friihen Phase der Reperfusion kommireSreisetzung zellularer Proteine, was

zu einer Komplementaktivierung fuhrt. Komplementéakn filhren zu einer erhdhten
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Expression von Mac-1 Oberflachenantigenen auf opbtlen Granulozyten und bewirken
ihre Rekrutierung in die Lebersinusoide (4,119,134es Weiteren muindet die
Komplementkaskade in der Bildung des Membranarsioifnplexes, welcher zu lytischen,
porenférmigen Lasionen in Zellmembranen fihrt.

Wahrend der Reperfusion werden chemotaktisch winksdMolekile wie Zytokine, z.B.
TNF-o und IL-1 von aktivierten Kupfferzellen freigese{di22). Wie Komplementfaktoren
fuhren auch Zytokine zu einer Erhéhung von Mac-E@achenantigenen auf neutrophilen
Granulozyten und zu deren Rekrutierung durch Chaxm{(134). Wahrend der friihen Phase
der Reperfusion werden durch Zytokine auch CD4.ymphozyten chemotaktisch rekrutiert.
Diese Zellen produzieren Mediatoren wie TRIFHFN-y und G-CSF, welche wiederum die
Aktivitdt der Kupfferzellen verstarken und chemdis¢h auf neutrophile Granulozyten
wirken (139).

Von Endothelzellen der Sinusoide und der postsidasen Venolen wird wahrend der
Reperfusion nach kalter Ischamiiarombozyten aktivierender FaktfPAF) freigesetzt. PAF
bewirkt die Produktion von freien Sauerstoffradéin neutrophilen Granulozyten und fuhrt

SO zu einer zusatzlichen Schadigung von Lebergeygbe
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1.3 Korrelation zwischen Organqualitat und Ischamie

/Reperfusionsschaden

Wie bereits oben erwahnt, korreliert die Qualitéee Spenderleber mit der Auspragung des
Ischamie-/Reperfusionsschadens nach TransplantaBesonders verfettete Lebern sind
anfallig fur diese Art der Schadigung und infolgessen anfalliger fur ein primares
Organversagen nach Transplantation (121,88). Ddietzunehmende Organknappheit wird
aber der Druck, qualitativ minderwertigere, martgndebern zu transplantieren immer
groler.

In etlichen Studien konnte nachgewiesen werdens d#er Grad der Verfettung von
Spenderlebern mit dem Auftreten des primaren Orgaagens in Zusammenhang steht
(88,107). Jedoch besteht keine Einigkeit daribdenvelchem Grad der Verfettung mit einer
erhohten Gefahr fur das Auftreten eines primarega@versagens oder sonstiger Schadigung
zu rechnen ist. In Lebern mit gering ausgepragterfetftung konnte kein signifikanter
Unterschied in der Transplantatiberlebenszeit immge&eh zu nicht verfetteten Lebern
nachgewiesen werden (113). Dagegen konnte nachggweerden, dass in Lebern, die einen
hoheren Grad von Verfettung aufweisen, der IschdReperfusionsschaden sehr ausgepragt
ist (88). So werden in diesen Organen im Verglaahnicht verfetteten Organen vermehrt
freie Sauerstoffradikale gebildet, vermehrt Zeldbdn beobachtet und eine Verminderung
der Galleproduktion gemessen. Auch die Anzahl aditar Leukozyten in Lebersinusoiden
und postsinusoidalen Venolen ist erhéht.

Jedoch nicht nur die Verfettung der Leber fihrtdaren Qualitatsverlust, sondern auch
andere Faktoren, wie z.B. chronischer Alkoholkonsdes Spenders. Die alkoholisch
geschadigte Leber zeigt nicht nur metabolische udtign, sondern auch Stdrungen der
Mikrozirkulation, was zu einer Hypoxie fihren kamkufRerdem kommt es im Darm durch
den erhohten Alkoholkonsum zu einer veranderteroiishtion (63). Dies fuhrt zu einer
erhohten Permeabilitat des Darms und somit zu et@grdigen Endotoxindmie. Auch diese
Faktoren fuhren zu einer Erhohten Anfalligkeit deber auf eine Schadigung durch Ischamie
und Reperfusion.
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1.4 Therapieansidtze zur Vermeidung des Ischamie-

/Reperfusionsschadens

In den letzten Jahren konnte das Prinzip des Isieh&Reperfusionsschadens durch intensive
Forschung immer besser nachvollzogen werden. Diésestandnis fluhrte zu einer ganzen
Reihe von Therapieansatzen zur Verminderung di€eyanschadigung. Verschiedene
Strategien wurden entwickelt, welche hierlinpharmakologische2. gentechnologischend

3. chirurgische Strategieminterteilt werden. Im Folgenden werden diese Tieemsatze

besprochen.

1.4.1 Pharmakologische Strategien

Es existiert eine grol3e Anzahl von Substanzen,heellc Bezug auf ihre Wirksamkeit in der
Unterdriickung des Ischamie-/Reperfusionsschadetiessuicht wurden. Die Wirkung solcher
Substanzen liegt darin, dass sie entweder die m@riden Mechanismen in der Zelle
unterbrechen, oder eine pharmakologisch induziBré&konditionierung erreichen. Bei der
pharmakologischen Prakonditionierung wird durch 8ubstanz ein geringes Stresslevel in
den Leberzellen erzeugt. Dies fihrt zu einer Aktivng von zellularen
Abwehrmechanismen, welche die Zellen wahrend deerbehenden, intensiveren Stresses
schitzt. Substanzen, welche die Leber vor einemahae-/Reperfusionsschaden schitzen

werden im Folgenden in Gruppen unterteilt besproche

1.4.1.1 Antioxidantien

Freie  Sauerstoffradikale tragen wesentlich zur téhtsng des Ischamie-
/IReperfusionsschadens bei. Die Hauptquelle furEdistehung der freien Sauerstoffradikale
stellen Kupfferzellen dar (83). In Hepatozyten &iproinflammatorische Zytokine wie z.B.
TNF-a, IL-1 oder Interferons zur Radikalproduktion und -freisetzung. WeiterédBngsorte
sind Makrophagen und Leukozyten (54). Das wohl aeistean toxisch wirkende freie
Sauerstoffradikal, welches in Mitochondrien gehildérd, ist das Hydroxyl-Radikal (OH-).
Sein Hauptangriffspunkt stellt die mitochondrialsl® dar. Freie Sauerstoffradikale zerstoren
aulBerdem die Membranen von Zellen durch Lipidpe&ton. Weiterhin sind freie
Sauerstoffradikale in der Leber wesentlich an d@goptose von Hepatozyten und
Endothelzellen beteiligt (26). Der oxidative Stresiihrt zur Steigerung der
Membranpermeabilitdit von Mitochondrien, was einemtseheidenden Schritt bei der
Apoptose darstellt. Aus den geschilderten Mechammsmesultiert die Idee, den Ischamie-
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/IReperfusionsschaden durch Dezimierung der freianetoffradikale abschwéchen zu
konnen. Einige Beispiele fir medikamentdse Theeyséatze zur Reduktion des oxidativen
Stresses nach kalter Ischamie und Reperfusionisiieblgenden aufgelistet:

* a-Tocopherol

* Idebenone

» Desferroxamin
* Gluthation

* N-Acetylcystein

¢ Bucillamin

Im Tierversuch konnte allen diesen Substanzen eitektiver Effekt auf den Ischamie-
/IReperfusionsschaden nachgewiesen werden (1, 43085106, 133). Allerdings fand keine
dieser Substanzen den Eingang in den klinischeiagilta, obwohl im Tierexperiment Erfolg
versprechend fur keines der Medikamente ein pesitiffekt am Menschen nachweisbar

war.

1.4.1.2 Adenosin und Stickoxid-(NO) Donatoren

Wahrend Ischamie und Reperfusion kommt es im Geweabékkumulation von Adenosin,
welches einen starken Schutz gegen einen Isch&wejgeffusionsschaden bewirkt (9). Der
schutzende Mechanismus, den Adenosin auf das Geaweditht, beruht auf einer Induktion
des Enzyms Stickoxid-Synthase (108). Dies fuhremem erhéhten Stickoxidspiegel, was
den Schaden, den Hepatozyten und Endothelzellerreméihischdmie und Reperfusion
nehmen erheblich vermindert. Pharmakologisch besliehMdglichkeit der Intervention auf
mehreren Ebenen. Zum einen kann der Adenosinraz¢p®A) direkt durch Agonisten
stimuliert werden (z.B. CGS 21680), zum anderenrdiihStickoxid-Donatoren wie z.B.
FK409 und L-Arginin zu einem Schutz vor dem Ischéutiteperfusionsschaden (9,73). Im
Rattenmodell konnte flr eine Reihe von Substanaepretektiver Effekt aufgezeigt werden,
jedoch konnte dieser fiir den Ischamie-/Reperfusidmsden nach Lebertransplantation am
Menschen nicht nachgewiesen werden. Auch gibt eseishen daflr, dass ein erhohter

Stickoxid-Spiegel mit verstarkter Auspragung ei@eganabstol3ung einhergeht (75).
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1.4.1.3 Pentoxyphyllin

Die Methylxanthinverbindung Pentoxyphyllin wird é#andardmedikament in der Therapie
peripherer GefalRerkrankungen eingesetzt. Sein \Wgkmechanismus besteht in der
reduzierten Synthese von TiRind deren Sekretion in verschiedenen Organen (1I2@)
Effekte, welche Pentoxyphyllin in der Leber ausibesstehen in einer verminderten
Aktivierung von Kupfferzellen und einer Verbesseguder Mikrozirkulation (86). Ein
Nachweis fur die Wirksamkeit von Pentoxyphyllin hdebertransplantation beim Menschen

steht noch aus.

1.4.1.4 Prostaglandine

Die Wirkung der Prostaglandine, welche in der Lelmauptsachlich von aktivierten
Kupfferzellen freigesetzt werden besteht in dereihigkeit, die Leberdurchblutung zu
steigern, die Thrombozytenadhasion zu unterdricksh einen zytoprotektiven Effekt zu
besitzen. Weiterhin konnte nachgewiesen werdens das Prostaglandine 12 und E1 die
Proteasenfreisetzung und die Freisetzung freieeiStffradikale in aktivierten Leukozyten
vermindern (44,81). Die Wirksamkeit der Prostaglaednach Lebertransplantation beim
Menschen ist umstritten, zumal auch die systemis®ebenwirkungen dieser Medikamente

ihren Einsatz limitieren.

1.4.2 Gentechnologische Strategien

In den letzten Jahrzehnten wurde eine Reihe votegenologischen Werkzeugen entwickelt,
die es ermdoglichten, Gentherapie auch in der Ttansgionsmedizin Erfolg versprechend
einzusetzen. Zu diesen Werkzeugen gehort eine aliekzerschiedener Viren. Im Einzelnen
handelt es sich dabei um adeno-assoziierte VirelgnAviren, Alphaviren, Lentiviren und
Retroviren. Im Hinblick auf die Lebertransplantatiecheint eine Genubertragung von Genen,
deren Effekt z.B. die Bildung von freien Sauerstaffkalen verhindert, oder Proteine zur
Radikalneutralisierung bildet, auf die Spenderledenvoll (84). Allerdings handelt es sich in
den meisten Fallen der Leberexplantationen um licimgy nicht aufschiebbare Eingriffe, was
eine Gentherapie aus zeitlichen Grinden erschi&ere. mogliche Indikation zur Gentherapie
am Spender ist bei der Lebendleberspende gegelenist durch den ellektiven Charakter
der Operation der zeitliche Rahmen ausreichend. Wifasentlichen werden bei der
Gentherapie zwei Strategien verfolgt, ndmlich aigcxidative und die antiapoptotische.

Bei der antioxidativen Strategie zur Vermeidung efamie-/Reperfusionsschadens mittels
Gentherapie werden die Bildung oder die Wirkung vémeien Sauerstoffradikalen
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unterdrickt. Ein Beispiel fir eine derartige Theeaist der Gentransfer von Genen, welche
fur mitochondriale oder cytosolische Superoxidditasa codieren. In tierexperimentellen
Studien konnte so eine Verminderung des IschanmegéRusionsschadens erreicht werden
(69). Auch fur den Gentransfer von Ham-Oxigenasatchheat shock protein 3ghsp32)
genannt, konnte im Tierexperiment eine Verbessemgy Spenderleberfunktion und der
Uberlebenszeit festgestellt werden (25).

Die antiapoptotische Strategie zur Vermeidung deh&mie-/Reperfusionsschadens mittels
Gentherapie  versucht, den programmierten Zelltod n voHepatozyten nach
Lebertransplantation zu verhindern. Z.B. konnte Tirarversuch gezeigt werden, dass ein
adenoviraler Transfer des Onkogens Bcl-2 die Anzabbptotischer Hepatozyten nach
Ischamie und Reperfusion signifikant verminderteté&ine, die von dem Bcl-2 Gen codiert
werden, sind Regulatoren des programmierten Ze#faghd kdnnen sowohl die Apoptose

verhindern, als auch zu selbiger fuhren (61).

1.4.3 Chirurgische Strategien

Es gibt mehrere Mdoglichkeiten, den Ischamie-/Remeohsschaden durch chirurgische
Mallnahmen zu vermindern. Eine Maoglichkeit ist diegenannte isché&mische
Prakonditionierung (3). Dabei wird vor einer gepéan Leberexplantation oder einem
groReren Lebereingriff eine Phase der warmen Isehameugt, indem mittels Gefaltklemme
oder Loop dad.igamentum hepatoduodenaemporar okkludiert wird (Pringle-Mandver).
Diese Phase der ischamischen Prakonditionierunije seWischen 10 und 15 Minuten
andauern (108). Darauf folgend werden die Lebetmefiden GeféalRe wieder erdffnet und
eine 10-15-mindtige Reperfusion zugelassen. Nacheuter Okklusion beginnt die

eigentliche, lange andauernde ischamische Phase.

1¢-15 mir 1¢-15 mir mehrere Stund:

warme Ischam kalte Ischami

Okklusior Reperfusio Explantation Implantatiol

Abbildung 1: Schema der ischdmischen Prakonditionierung belLe@bertransplantation
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Der Mechanismus, durch den es bei der ischamiseronditionierung zu einer Protektion
der Leber gegentiber einem Schaden durch Ischamidreperfusion kommt, ist bis heute
noch nicht vollstandig verstanden. Man nimmt argsddurch die kurze ischamische Phase,
die einen harmlosen Reiz darstellt, ,Schutzmecimaes in der Zelle aktiviert werden, die
die Zelle wahrend der nachfolgenden langen Ischamviderstandsfahiger machen.
Mediatoren, welchen eine entscheidende Rolle hePdikonditionierung zukommt, sind das
Adenosin, Stickstoff Monoxid, oxidativer Stresse diogenannteheat shock proteinadabei
besonders das HSP 72 und Heme Oxigenase-1 (HSR®ZE TNF. TNFo induziert die
Apoptose in Hepatozyten und Endothelzellen (109).

Die Apoptose ist einer der zwei Mechanismen, didanpostischamischen Phase zum Zelltod
fuhrt, der zweite ist die Nekrose. Durch die isclsiime Prakonditionierung wird die
Apoptose in geringerem MaRe angeregt, wobei sicHJtergang von Apoptose zu Nekrose
flieRend darstellt (70,135). Ein wichtiger Mechanis der Prakonditionierung ist die
Aktivierung der NO-Synthase durch Adenosin (87). M®mindert durch direkte Blockade
von Caspasen die Apoptose. Weiterhin wird durchisitbdmische Prékonditionierung ein
oxidativer Stress im Gewebe ausgelést, was zur vigkting von zelleigenen
Schutzmechanismen fuhrt (112). Unter anderem hande$ sich bei diesen
Schutzmechanismen um Protein Kinase C, AMP-aktwi€rotein Kinase, p38 aktivierte
Protein Kinase, IK Kinase und die Aktivierungsmaégkeit von Transkriptionsfaktor | (108).
Alle diese Faktoren schitzen die Zelle vor Apoptaadivieren antioxidative Prozesse und
fuhren zum Eintritt in den Zellzyklus.

Erganzend wird erwahnt, dass bei Operationen anLdber, die es verlangen, dass der
Blutzufluss unterbrochen wird, um einen gréeremt\&rlust zu vermeiden (Pringle-
Mandver), ein der ischamischen Prakonditionieruhgliéhes Verfahren zur Verminderung
eines Ischamie-/Reperfusionsschadens angewenddt &8 handelt sich dabei um das
Verfahren des intermittierenden Abklemmens. Dabedwschamie und Reperfusion im
Wechsel durchgefiihrt. Als die besten Zykluszeitemds in einer randomisierten Studie eine
15-mindtige Ischamie mit darauf folgender 5-minétieperfusion gefunden (7).
Interessanterweise kann ein Ischamie-/Reperfusibasien auch durch das Erwarmen des
gesamten Korpers oder des siebten Interkostalngebéetes vor einem gréfReren
Lebereingriff oder einer Leberexplantation verminagerden (71). Dieses Verfahren wird als
hypertherme Prakonditionierung bezeichnet und hatahlreichen Tierexperimenten einen
positiven Effekt auf Leberfunktion und Uberlebencima_ebertransplantation gezeigt (79).

Verantwortlich fur den protektiven Effekt dieser a@adlung ist die Induktion voileat
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Shock ProteinefHSP), besonders HSP 70, HSP 72 und Heme Oxigdn@d&P 32) (20).
Diese Proteine gehdren zu der Klasse der Chapermhsind an der rAumlichen Faltung und
dem Transport von anderen Proteinen beteiligt. Imerekperiment konnte auf3erdem
beobachtet werden, dass es durchhgigertherme Prékonditionierurmu einer verminderten
Freisetzung von proinflammatorischen Faktoren wWid=d, IL-6 und IL-10, einer verbesserte
Leberdurchblutung, einer verminderten Expression WGAM-1 und einer verminderten
Infiltration von neutrophilen Granulozyten nach keepansplantation kam, verglichen mit
nicht vorbehandelten Lebern (132).

Als viel versprechend ist der Einsatz von extrakoafen Perfusionssystemen zu bewerten.
Die biologische Zersetzung des Organs im LaufeZaégrwird durch die standige Versorgung
mit essentiellen Substanzen wie Glucose, Aminoséaudekleotiden und Sauerstoff, sowie
durch die Elimination von Giftstoffen verhindertoi8it bleibt eine gute Organqualitéat Gber
langere Zeit erhalten, was sich wiederum positivdan Schaden auswirkt, den das Organ
nach Reperfusion erleidet (42). Jedoch ist die HHahdng solcher Gerate zur extrakorporalen
Perfusion derzeit noch relativ kompliziert, wesweggn standardmaliiger Einsatz in der
Klinik momentan nicht moéglich ist.

Auch die Art der initialen Reprefusion nach Lebamgplantation Ubt einen Einfluss auf den
Isch&amie-/Reperfusionsschaden nach Lebertransptamtaus. Man unterscheidet hier vier
verschiedene Arten der Reperfusion:

initiale portale Reperfusion
initiale arterielle Reperfusion

simultane arterielle und portale Reperfusion

P w0 P

retrograde Reperfusion.

In einer Reihe von Studien, welche die ersten dezi oben genannten Reperfusionsarten
vergleichen, konnte allerdings keine Einigkeit dbmiierzielt werden, bei welcher es zur
geringsten Auspragung des Ischamie-/Reperfusioadsecis kommt, allerdings sehen die
meisten Studien den positivsten Effekt bei der #mmen Reperfusion (13,74). Die

Uberlegung, die zur initialen portalen Reperfusfahrt, ist die Verkirzung der warmen

Isch&dmie durch Organerwarmung in situ wahrend desfomosierung und in besonderem
Malie die Verkurzung der anhepatischen Phase. Demgkgr steht die Erkenntnis, dass eine
prolongierte Phase der alleinigen portalen Perfudier Leber vor Rearterialisierung zu einer

unzureichenden Sauerstoffversorgung bei schnellevafung fuhrt. Weiterhin konnte
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gezeigt werden, dass es wahrend der alleinigeralpartPerfusion zu einer ausgepragten
Mikrozirkulationsstorung in der Spenderleber kom@t). Auch, da die Gallenwege zum
grof3ten Teil arteriell versorgt werden, sind dibseder initialen portalen Reperfusion einem
Intervall der warmen Ischamie ausgesetzt, was menai erhohten Auftreten von bilidren
Komplikationen, verglichen mit der simultanen Rdpsion, resultiert. Fir die initiale
arterielle Reperfusion konnte in mehren Studiene eMerminderung des Ischéamie-
/IReperfusionsschadens, verglichen mit der initiajrtalen Reperfusion nachgewiesen
werden (128). Weiterhin zeigten sich in klinisct&adien eine Verkirzung und ein milderer
Verlauf des Postreperfusionssyndroms, eine Verkigzder Operationszeit, sowie ein
niedrigerer Bedarf an Transfusionen und antifidgtischer Therapie. Die initiale retrograde
Reperfusion Uber di¥. cavamit nachfolgender anterograder Reperfusion UbePéietader
bei der ,Piggy Back-Technik stellt eine neue Mathoin der Lebertransplantation dar.
Bisher wurde sie im Rahmen retrospektiver Studsé iarzwei Zentren evaluiert. Im Rahmen
dieser Studien wurde eine verminderte TransamiffiEssetzung bei nur unwesentlicher

Stérung der Hamodynamik im Sinne eines Postreperfasyndroms festgestellt.

1.5 Die Rattenlebertransplantation

In dieser Studie wurden drei hamodynamisch verdeme Reperfusionsarten bei der
orthotopen Rattenlebertransplantation evaluierts Aliesem Grunde sollen zunachst die
Morphologie der Rattenleber und die Technik dehatdpen Rattenlebertransplantation

dargestellt werden.

1.5.1 Die Morphologie der Rattenleber

1.5.1.1 Makroskopische Anatomie

Die Leber liegt als gréldte Druse des Kdrpers sytbaleegmal und bei der Ratte anndhernd in
der Transversalebene an fleries abdominalisles Zwerchfells. Mit deflacies visceralisiegt

sie den Baucheingeweiden an. Durch den Bauchfeltilgast die Oberflache der Leber glatt
und glanzend. Bei ein und derselben Rasse undhglelernéhrung der Tiere besteht eine gute
Korrelation zwischen dem Gewicht der Ratte und demLeber. Bei Lewis-Ratten, welche in
dieser Studie als Versuchstiere verwendet wurdetrdfgt das Lebergewicht ca. 3% des

Kdrpergewichts (131).
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1.5.1.2 Lobierung
Fissuren ificisurae interlobulares unterteilen die Leber in vier verschiedene Ledyguen
(lobi hepatic). Diese vier Lappen stehen Uber eine parenchymatgtse um die/. cava

inferior herum miteinander in Verbindung. Im Einzelnen henes sich um den

Lobus medianus
Lobus lateralis sinister

Lobus lateralis dexter

P w0 NP

Lobus caudatus

Die Fissura umbilicalisunterteilt den trapezférmigebobus medianusn einen linken und
einen rechten Anteil. An dieser Stelle setzt dgamentum falciformals Aufhangeband des
Lobus medianuan und stellt eine Verbindung zum Diaphragma dar.

Der rhombenférmig&obus lateralis sinistewird teilweise vomLobus medianubedeckt und
verdeckt seinerseits ddrobus caudatusDer Lobus lateralis dextewird durch eine tiefe
frontale Fissur in zwei gleichgrol3e, pyramidenfdeni(ventrale und dorsale) Anteile
unterteilt. DerLobus caudatusvird ebenfalls durch eine tiefe frontale Fissuzwei Anteile
unterteilt. Zwischen diesen verlauft der Osophagus.

Wie beim Menschen kann man auch bei der Rattenigbeah die portale Aufteilung eine

Differenzierung in VIII Segmente vornehmen.

1.5.1.3 GefalRversorgung

Die Leber besitzt eine doppelte Blutversorgung. Z&inen bekommt sie aus den unpaarigen
Bauchorganen Uber die Pfortad&f. (portag nahrstoffreiches vendses Blut, zum anderen
flieRt sauerstoffreiches arterielles Blut Gber Heberarterie A. hepatica proprig welche
einen Endast deslruncus coeliacusdarstellt, zur Leber. Den Hauptanteil an der
Blutversorgung tbernimmt mit 70-80% dié portae 20-30% des Blutes wird von déx.
hepatica propriageliefert. Die Pfortader verlauft immigamentum hepatoduodenalad tritt
zusammen mit der Leberarterie in die LeberpfoReria hepati¥ ein. Hier spaltet sich die
Pfortader in ihre Lappen- und Segmentaste auf. Wsee unterschiedlicher Ordnung wird
das Blut bis in dieVv. interlobularesverteilt. Das sinusoidale Kapillarnetz wird GlRr.
terminalesaus dernVv. interlobularesrersorgt. Die arterielle Versorgung der Leber gesth
Uberwiegend aus déY. hepatica propriaJedoch werden der mediale und craniale Anteil des

Lobus medianugusétzlich von deA. hepatica sinistraeinem Endast aus dé. gastrica
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sinistra versorgt. Die Aufzweigung der beiden Arterien mel Lappen- und Segmentéste
erfolgt bis zu denAa. interlobularesweitgehend entsprechend der der Pfortader. Jedoch
munden die Interlobulararterien nicht ausschlidfdircdas sinusoidale Kappilarnetz, sondern
ergieRen sich auch in das interlobuldare Gewebe.ADibepatica die Vena portaeund der
Ductus choledochyssowie deren Aste verlaufen stets gemeinsam zu elamelnen
Segmenten (55).

In die Sinusoide tritt sowohl das arterielle, wiecla das portal-vendse Blut ein. Nach
Durchflieen der Sinusoide gelangt das ,Mischblut“die Zentralvenen\{v. centralep
innerhalb des Leberlappchens. Am Aul3enrand desdhégms stol3t die Zentralvene senkrecht
auf eine Schaltvene. Schaltvenen verlaufen entli@nd adppchenbasis und vereinigen sich zu
Sammelvenen. Das vendse Blut konfluiert schliellégpchen- und segmentweise zu den

Lebervenen\{v. hepaticag welche in die/. cava inferiorminden.

1.5.1.4 Ligamente

Die Ligamente der Rattenleber sind sehr fein ausggpDad.igamentum falciforme hepatis
ist sichelférmig und entspringt an dErssura umbilicalis welche denLobus medianusn
einen rechten und einen linken Anteil unterteilt werbindet die Leber mit dem Zwerchfell
und der Bauchwand. Ilnigamentum falciforme hepat®rlauft die obliterierte Nabelvene als
Ligamentum teres hepatiBasLigamentum coronarium hepatigelches ventral und lateral
am Austritt deV. cava inferiorentspringt, stellt eine weitere Verbindung zwisctheber und
Zwerchfell dar. Das kleine NetzOfmentum minys setzt sich aus denkigamentum
hepatogastricunund demLigamentum hepatoduodenaasammen. Es zieht von der kleinen
Magenkurvatur (@Qrvatura gastrica mingr zur Visceralflache der Leber und ist mit der
Leberpforte verbunden. Sowohl davbus medianysals auch dekobus lateralis dextesind
Uber dasLigamentum triangulare sinistebzw. dexter welche von der Leber aus nach

dorsolateral ziehen, mit dem Zwerchfell verbunden.

1.5.1.5 Gallengang und Gallenblase

Der ductus choledochuder aus der Konfluenz der Gallengange der Lebeelapentsteht,
verlauft im Ligamentum hepatoduodenaleer Ductus choledochusst zwischen 12 und 16
mm lang und misst etwa einen Millimeter im Durchsess Er verlauft dorsal am Duodenum
und ventral an Teilen der Pankreas. Der Gallengaingdet etwa 20 mm distal des Pylorus in
einer einen Millimeter hohen Papille in das Duodany/or der Einmindung erhalt der

ductus choledochugulaufe der Bauchspeicheldriise. Eine Gallenblasézi die Ratte nicht.
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1.5.2 Mikroskopische Anatomie

Die Leber ist von einer subserdsen, bindegewebigémnen Kapsel, deGlissonschen
Kapse| umgeben. lhre Auslaufer strahlen von der Lebetpfcausgehend als feines
Bindegewebsgeriist in das Leberinnere ein, gliedéas Parenchym der Leber als
interlobulares Bindegewebe in Lappchen und umddbhedie Gefalle d&lissonschen Trias
Als Glissonsche Trias bezeichnet man die an dertaktianten benachbarter Leberlappchen
verlaufenderAa. undVv. interlobularesund die interlobularen Gallengange. Insgesanteast
Bindegewebsanteil der Rattenleber sehr gering.

Es gibt drei Konzepte zur Strukturierung des Lebmpchyms: das Leberldppchen, das

Portalvenenlappchen und den Leberazinus (Abbil@)ng

Abbildung2: Gliederung der Leber
(LIEBICH 1999)

A: periportale Lappchen mit Lebertrias

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

1: periportale Zone

2: midzonale Zone

3: perizentrale Zone
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1.5.2.1 Leberlappchen

Das Leberlappchen stellt die anatomische Grundegirdex Leber dar. Durch die radiare
Anordnung der Leberzellbalkchen und der Sinusoioiarkt es zu seiner charakteristischen
Struktur. Im Querschnitt hat das Leberlappchendealfall die Form eines Sechsecks, dessen
Zentrum eine abfihrende Zentralvene bildet. Digppetalen Felder zwischen drei bis vier
Leberlappchen beinhalten die GefaRe der Glissonscbeeiecke. Die HOhe eines
Leberlappchens betrdgt ca. 2 mm, sein Durchmesssst ma. 1mm. Es setzt sich aus
Leberzellplatten, welche aus ein bis maximal zwep&tozytenlagen bestehen, zusammen.
Diese bilden ein dreidimensionales Gertst. Im lanater Lappchen wird durch Gitterfasern
ein zartes Raumnetz gebildet, worin die Hepatozgiagebettet sind. Dazwischen liegen die
Leberkapillaren (Sinusoide), welche ebenfalls einds, dreidimensionales Netzwerk bilden.
Ihre Ernahrung geschieht durch die Endaste dersgei@fle. Die Sinusoide streben dem
Zentrum des Lappchens zu und vereinigen sich doderr Zentralvene. Im Gegensatz zu
normalen Kapillaren besitzen sie keine Basalmembltane Innenauskleidung besteht zum
groRten Teil aus Endothelzellen, jedoch findet manh Kupffer-, Ito- und Pitzellen. Uber
Poren und interzellulare Offnungen steht das Kagpilmen mit dem perikapillaren Spalt
(Disse scher Raupin Verbindung. Die Mikrovilli der Hepatozyten rag in derDisse schen
Raum hinein und fihren so zu einem direkten Kortakschen Leberzelle und Kapillarblut.
Auf diese Weise entsteht eine groRe Kontaktflacheischen Leberzellen und
Leberkapillaren. Durch Offnungen in den Leberzeliign kommt es zur Verbindung
zwischen verschiedenen Sinusoiden. Diese werdeimtaisinusoidale Sinusoide bezeichnet.
Die Grenzplatte schliel3t das Leberlappchen gegenimariobulare Bindegewebe ab, es
bleiben jedoch sehr kleine Offnungen fur den Duitthtton TerminalgefaRen frei. Das
Leberlappchen wird vor allem als anatomische Eingpesehen. Da die Bindegewebsbildung
in der Rattenleber nur gering ausgepragt ist, kdien Lappchengliederung nicht immer

deutlich erkannt werden.
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Abbildung 3:
Klassisches

Leberlappchen

ACap: arterielle
Kapillaren

BD: Gallengang

HP: Hepatozytenplatten
IIA: interlobulare
Arterie

[IV: interlobulére Vene
InV: interlobulare
Venolen

LP:Lamina terminalis
LS: Lebersinusoide
O: interzelluléare
Offnungen

PC: Trias

SV: sublobulareVene

VCap:veaKapillaren

1.5.2.2 Portalvenenlappchen

Die Gliederung dar Leber in Portalvenenlappchemestir auf funktionellen Zusammenhange
begriindet. Es ist durch drei Zentralvenen definievelche sich um einen zentralen
Gallengang gruppieren. Auf diese weise beschresbiden Versorgungsbezirk bzw. den
Parenchymbereich, dessen Galle in den gemeinsamwentobularen Gallengang flief3t. Die
Gliederung der Leber in Portalvenenlappchen begathaéso den funktionell, sekretorischen

Drisencharakter der Leber.
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1.5.2.3 Leberazinus

Als weitere funktionelle Einheit der Leber defineeRappaport den Leberazinus. Besonderes
Augenmerk legte Rappaport dabei auf die mikrozatarische Komponente des Azinus. Ein
Leberazinus besteht aus einer Geweberegion, derelmseA aus einem Gefal3biundel
zufuhrender Terminalaste der Pfortader und der Hzsterie, sowie einem terminalen
Gallengang gebildet wird. Ein Glisson-Feld bildetvgils Anfang und Ende der Gefal3achse.
Die anderen Eckpunkte des Leberazinus werden ven lz@nachbart liegenden Zentralvenen
gebildet. Die Sinusoide verlaufen radiar von dehgedes Azinus zu den Zentralvenen. Im
Verlauf der Sinusoide ordnet man die um die Simlsangeordneten Hepatozyten drei
metabolischen, unterschiedlich gut durchblutetenefozu. In Richtung auf die Zentralvene
zu verlangsamt sich der Blutstrom in den Sinusaiden Zone 1 liegen diejenigen
Hepatozyten, die unmittelbar um die Azinusachsermeangeordnet sind und somit als erste
mit dem Blut, das die Leber passiert in Kontaktetne Die Flussgeschwindigkeit in Zone 1 ist
schnell und das arterio-portale Mischblut noch sstoéfreich. In den Zonen 2 und 3
vermindern sich die Flussgeschwindigkeit und dene$stoffgehalt des Blutes zunehmend.
Aus diesem Sachverhalt ergibt sich die Erkenntdéss die Hepatozyten der Zone 3 im
Zentralvenenbereich  am  vulnerabelsten auf HypoxiéNahrstoffmangel und
Burchblutungsschwankungen reagieren. Die Bezieluahgriappchen-Azinus lasst sich nach
Rappaport folgendermalf3en gliedern (Abbildung 2):

» Periportale Zone: Zone 1
» Midzonale Zone: Zone 2

* Perizentrale Zone: Zone 3

Die Gliderung der Leber in Leberazini folgt eineunktionell-stoffwechselaktiven

Beurteilung.

1.5.3 Das Gallengangssystem

Die von der Leber gebildete Galle wird in einemesign Drainagesystem gesammelt. Dieses
System besteht aus Gallekapillaren, welche netafgramgeordnet sind. Gallekapillaren
besitzen keine epitheliale Gefallwand. Vielmehrdrildnodifizierte Oberflachenmembranen
von Hepatozyten ihre Begrenzung. Somit kommt eshddre Erweiterung des interzellularen
Raumes zur Entstehung eines tubuldren Gangsysi@ieses Gangsystem, welches primar

die Galle aufnimmt, setzt sich aus Gallenkanalcf@analiculi biliferiy zusammen. Sie
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besitzen einen Durchmesser von ca. 0,5 bis 1 per. et die Galle in einer dem Blut
entgegengesetzten Richtung. Schlie3lich gelanginstgallengange, die noch aul3erhalb der
periportalen Felder beginnen. Diese werden Hésing-Kanalchenbezeichnet und haben
einen Durchmesser von 15-20 pumdering-Kandlchenminden im periportalen Feld in
Gallengéange [uctus interlobulares bilifgr welche von einem kubischen bis
hochprismatischen Epithel ausgekleidet werden. Duwlen Zusammenschluss v@uctus
interlobulares entstehen immer grof3ere GallenganBeictus bilife), die sich endlich im
Hauptausfihrungsgang, delbuctus hepaticusereinen. Dieser verlasst an der Leberpforte

das Organ.

1.5.4 Der zellulare Aufbau der Leber

Das Lebergewebe setzt sich aus einem zellularemnverh von etwa 80-84% und einem
Extrazellularraum (Sinusoide, Dissescher Raum,eBglinge, extrazellulare Matrix) von ca.
16-20% zusammen. Den gréf3ten Anteil am zellularetuiven bilden mit ca. 74% die
Hepatozyten. Die restlichen ca. 7% bilden die mesgmalen, sinusoidalen Nicht-
Parenchymzellen. Diese Gruppe setzt sich zusamnuen sausoidalen Endothelzellen,

Kupfferzellen, Ito-Zellen und Pit-Zellen.

1.5.4.1 Hepatozyten

Hepatozyten sind 15-30 um grol3, besitzen eine sekige Form und weisen einen, ihren
vielfaltigen Leistungen entsprechenden, adaquatdiorganellenbestand auf. Hepatozyten
kénnen entsprechend ihres Funktionszustandes neepodyploide Zellkerne besitzen. Auch
ist die groRe Anzahl von Mitochondrien (bis zu 30(klle und bis zu 20% ihres
Zytoplasmavolumens) auffallend. Diese dienen denoff@tchsel der Zelle als
Energieliferant. Das rauhe endoplasmatische Retikulegt in den Hepatozyten als dichtes
Netz vor. Seine Funktion ist die Proteinsynthese lol§Gine, Fibrinogen,
Gerinnungsfaktoren). Das glatte endoplasmatischéku®em ist im Zytoplasma der
Hepatozyten diffus verteilt. Es ist am Fettstoffweel beteiligt, z.B. an der Synthese von
Lipoproteinen, Phospholipiden, Cholesterin, Triglgden und freien Fettsauren. Weiterhin
hat es eine zentrale Rolle in der Biotransformatedogener und exogener toxischer
Substanzen. Auch ist es fir die Produktion und ghsislung der Galle zustandig. Dabei
werden Cholesterine zu Gallenséduren bzw. Galleesalangewandelt und gemeinsam mit
Wasser und Bilirubin in die Gallenkanalchen abtpansert. Der Golgi-Apparat speichert die
Substanzen, die im rauhen und glatten endoplasthahs Retikulum gebildet werden.
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Gleichzeitig ist er der Bildungsort zahlreicher mz und von intrazellularen Membranen.
Innerhalb der Zelle befinden sich weiterhin Einsskdrper wie Glykogen und Fettvakuolen.
Die im Normalzustand seltenen Fetttropfchen sindhredd pathologischer Vorgange
vermehrt. Aufgrund der hohen Anzahl von Mitochordriund glattem endoplasmatischen
Retikulum ist das Zytoplasma der Hepatozyten egsiho Die sogenannten basophilen

Kdrper entstehen durch Ansammlungen von rauhemptasinatischen Retikulum.

1.5.4.2 Kupfferzellen

Kupffer-Zellen stammen von Monozyten ab, welche aeitn Blut in die Leber gelangen. Sie
sind Bestandteil des retikuloendothelialen SysteKigpfferzellen bilden einen Teil der

endothelialen Wandauskleidung und sind haufig amtesiischen Punkten des sinusoidalen
Lumens zu finden. Mit ihren Zytoplasmafortsatzefidrasie reversibel am Kapillarendothel
der gleichen aber auch der gegenlberliegenden S@ifeoder sie durchdringen die

Kapillarwand und ragen in demisse'schen RaumDie Kupfferzellen Ubernehmen

phagozytische Aufgeben. So entnehmen sie dem wbrideienden Blut zirkulierende

Zellfragmente, geschadigte Blutzellen und Mikroarigenen. Kupfferzellen machen etwa ein
Drittel der Sinusoidwandzellen aus. Sie besitzenerei grof3en, ovalen und relativ

chromatinreichen Kern, welcher haufig eine Hervetiung ins Gefal3lumen zeigt. Die

Kupfferzellen sind reich an Zellorganellen, besoadan Peroxisomen. Sie zeichnen sich

durch eine hohe Peroxidaseaktivitat aus.

1.5.4.3 Ito-Zellen

Ito-Zellen befinden sich subendothelial imisse 'schen Raunund werden auch als

Fettspeicherzellen bezeichnet, da sie Vitamin-AtidplLipidtropfen enthalten. Ito-Zellen

konnen zwei Funktionszustidnde einnehmen, den remendd den aktiven. Im ruhenden
Zustand speichern sie Fetttropfchen, welche mit @ angeschwemmt werden. Durch
Botenstoffe wie TNE, IL-1 und TGFB werden sie in den aktiven Zustand uberfuhrt.
Aktiviert kdnnen sich Ito-Zellen in Fibroblasten wandeln, welche extrazellulare Matrix,

also Bindegewebe produzieren. Auch besitzen ItéeAelZytoplasmafortsatze, welche
kontraktile Elemente enthalten. Diese Fortsatzechimgyen Endothelzellen und fuhren bei

Kontraktion zur Einengung des Lumens von Sinusoiden
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1.5.4.4 Pit-Zellen
Pit-Zellen sind in das Endothel der Sinusoide diegtete, ortsstandige Lymphozyten, welche
als Naturliche Killerzellen fungieren.

1.5.5 Entwicklung der orthotopen Rattenlebertranspantation

Das Erste Modell, das die orthotope Transplantaioer Rattenleber beschrieb, wurde 1973
von S. Leepubliziert (67). Um das Splanchnikus-Gebiet wabrdar anhepatischen Phase zu
entlasten, in dem wahrend dieses Zeitraums erlidhuekverhaltnisse herrschen, benutzte er
analog der Lebertransplantation beim Menschen eieenakorporalen, porto-jugularen
Bypass. Die Anastomosen dsuprahepatischemund infrahepatischen Vena cava inferior
sowie derVena portaefihrte er in mikrochirurgischer Nahttechnik durdbie arterielle
Versorgung der Transplantatleber rekonstruiertenelem er an der Spenderleber ein langes
Aortensegment stehen liel3, das er End-zu-Seit eniddrta das Empfangers anastomosierte.
Der Gallengang des Spenders wurde in das DuodemsnEnhpfangers implantiert. Jedoch
war diese Methode extrem anspruchsvoll und mit reldberlebensrate von 74% nicht
zufriedenstellend (67).

Eine weniger anspruchsvolle und leichter zu repreatende Technik vertffentlicht®. Lee
zwei Jahre spater. Bei seiner neuen Technik veetieher auf die Arterialisierung der
Spenderleber mit der Begrindung, dass die transgitn Rattenleber ohne Arterie sowohl
die Transplantation gut vertrage, als auch flr éamge Zeit normal im Empfanger arbeite.
Weiterhin anderte er die Reihenfolge der Anastomosed auch den Zeitpunkt der
Reperfusion. Wéahrend der anhepatischen Phase mraséote er zuerst deuprahepatische
Vena cava inferiorgefolgt von deiVena portae Nach diesen beiden Anastomosen gab er
dem Blutfluss durch die Leber frei und erreichteegme Verkirzung der anhepatischen Zeit
von 35-45 Minuten auf etwa 25 Minuten. Erst nach Beperfusion anastomosierte er die
infrahepatischeVena cava inferiar Durch diese Modifikation konnté&s. Lee auf die
Benutzung des extrakorporalen Shunts verzichten (68

Eine revolutiondre Technik der ortothopen Rattesgbnsplantation verdffentlichteN.
Kamada und Roy Y. Calneim Jahre 1979. Sie verzichteten wie Lee auf eine
Arterialisierung und einen extrakorporalen Shuatlath anastomosierten sie tiena portae
und spéater auch diefrahepatische Vena cava inferiarittels eines Polyathylen-Cuffs (57).
Sie konnten mit dieser Methode die anhepatischesd?haf 15-17 Minuten verkirzen. Eine
Weitere Modifikation stellte die Rekonstruktion dgallengangs dar. Hierbei verwendebén
Kamada und Roy Y. Calnezwei Kunststoff-Splints, die sie nach Platzierung den
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Gellengangen von Spenderleber und Empfange telaskgppineinander schoben und
fixierten. Die Uberlebensrate (langer als eine W&)cllie durch dieses neue Modell erreicht
wurde, betrug 83,3% (57).

Eine weitere Vereinfachung der orthotopen Rattesrtednsplantation vertffentlichte. A.
Zimmermanrebenfalls im Jahre 1979. Er verwendete fur dieoRskuktion des Gallengangs
lediglich einen Teflon-Splint, Gber welchen er sblvden Gallengang der Spenderleber als
auch den des Empfangers sttlpte und in dieseriétos$itierte (138).

M. Miyata veranderte 1980 die orthotope Rattenlebertransgiant dahingehend, dass er
auch die Anastomose der suprahepatischema cava inferiormit der Cuff-Technik
anastomosierte. Er konnte damit eine VerkirzungadbBepatischen Phase auf 13-14 Minuten
erreichen. Nach einer Woche lebten noch 85 % deeTnach zwei Monaten zeigte sich eine
Uberlebensrate von 55% (77).

Eine weitere Technik, die es vorsieht, die supratispheVena cavamit einem Cuff zu
anastomosieren wurde 1986 vén Settafpubliziert. Er erreichte eine Verkirzung der
anhepatischen Phase auf 11 Minuten. Die 2-Monatsieliensrate betrug bei dieser Technik
70% (110).

Eine ahnliche Methode publizier& Tsuchimotamn Jahre 1988 und erreichte eine 100-Tage-
Uberlebensrate von 71,4% (125).

1985 publizierteEngemanneine Rattenlebertransplantationstechnik mit Reatisierung.
Diese erreichte er durch die End-zu-Seit Anastoemosg eines Spenderaortensegmentes mit
der Empfangeraorta. Die Rekonstruktion des Gallegea fihrte er mit Hilfe eines Teflon-
Splintes durch, analog zu dem vdnA. Zimmermannbeschriebenen Modell. Jedoch
verwendete er nicht die Cuff-Technik zur Anastorensig der Venen, sondern
anastomosierte sie mittels mikrochirurgischen Nai3a).

Ein besonderes Augenmerk liegt bei der Rattenleiesplantation auf der Arterialisierung.
Einige Studien konnten erfolgreiche Rattenlebesgjptantationen ohne Rearterialisierung
aufgezeigt (57,68). Jedoch besteht heutzutage Keihigartiber, dass eine Arterialisierung der
Leber nach orthotoper RattenlebertransplantatieriTdansplantatieber von dieser Mal3hahme
profitieren lasst (37).

In der Literatur werden zahlreiche Techniken zurafRialisierung beschrieben. So
veroffentlichteY. Hasuikel988 eine Methode, bei der er nach rechtsseitiggahrektomie
die rechteArteria renalisdes Empfangers mit einem Spender-AortensegmentfiiT@chnik

anastomosierte (47).
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1989 wurde vorR. Stefferein Modell vorgestellt, bei dem er ddmuncus coeliacusles

Spenders mit deirteria hepatica communigas Empfangers in Cuff-Technik anastomosierte

(117).
Der Erste, der einen Kunststoffsplint fur die Atloasosierung der Leberarterie benutzte, war

W. Gaoim Jahre 1993 (40).
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2 Fragestellung

Es existiert eine Vielzahl von Studien, welche sitit der Sequenz der Reperfusion bei der
Lebertransplantation und deren Einfluss auf dendste-/Reperfusionsschaden beschéftigen.
Im Einzelnen handelt es sich dabei um folgenderAdier Reperfusion:

* Sequentielle, initial portale Reperfusion
* Sequentielle, initial arterielle Reperfusion
* initiale simultane Reperfusion

* initiale retrograde Reperfusion.

Wahrend die ersten drei genannten orthograden Respmrsarten bereits in etlichen
tierexperimentellen, sowie klinischen Studien vietgdn und untersucht wurden, existieren
momentan nur zwei retrospektive Studien flr dieograde Reperfusion.

Somit erschien es sinnvoll, eine tierexperiment8ligdie zu dieser Thematik durchzuftihren,
da hierbei durch das Versuchsdesign die Rahmentpaagen in allen Gruppen exakt die
Selben sind.

In der hier Vorliegenden Arbeit sollten folgendegen beantwortet werden:

1. Ist die retrograde Reperfusion im Rattenmodell kifiderbar?

2. Zeigen retrograd reperfundierte Lebern nach Leaesplantation laborchemisch
einen geringeren Ischamie-/Reperfusionsschadenorisgrad, initial portal und
orthograd, initial simultan reperfundierte Lebern?

3. Kann histologisch eine bessere Organqualitat 48 d&tn nach Lebertransplantation

festgestellt werden, wenn die initiale Reperfusietrograd durchgefihrt wurde, im
Vergleich zur anterograd durchgefihrten Reperfuaion
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3 Material und Methode

3.1 Genehmigung der Tierversuche

Die fur diese Studie durchgefuihrten Tierversucheewagemald des Tierschutzgesetzes von
der zustandigen Behérde (Regierung von Oberbaydimchen) unter dem Aktenzeichen
209.1/211-2531-89/04 vor Beginn genehmigt worden.

3.2 Versuchstiere

Fur die Experimente wurden mannliche syngene L&@iten (Charles-River Wiga GmbH,
Sulzfeld, BRD) verwendet. Es handelt sich hierlrai Tiere aus Inzuchtstdmmen, fur deren
Aufbau 10-50 Jahre kontrollierter Zuchtarbeit edfentich sind. Uber mindestens 20
Generationen wird in engster Verwandtschaftspaaaimguchtkern fortgefiihrt, bei dem die
Weiterfihrung zur nachsten Generation fur die gdPapulation jeweils auf einem einzigen
Bruder-Schwester Paar beruht. Durch regelmaRigetr&lten an vielen verschiedenen
Genorten wird gewabhrleistet, dass es sich tatgdchiin genetisch nahezu identische Tiere
handelt.

Das Gewicht der Tiere betrug 250-300 g, wobei dasviht des Empfangers um ca. 20
Gramm hoher sein sollte als das des Spenders, & sme technische Erleichterung der
Transplantation erreicht wird.

Die Tiere wurden einzeln in Microlonkéafigen (Ehr&mbH, Emmendingen, BRD) auf
Einstreu und bei einer Raumtemperatur von 19-24d\Wie einem Beleuchtungsintervall von
6.00 bis 18.00 Uhr im Tierstall des Zentrums fléktinische Forschung (ZPF), Klinikum
rechts der Isar der Technischen Universitat Mingchgehalten. Sie erhielten Wasser und eine
Haltungsdiat (Pressfutter, Altromin 1324 Standaitidiage, BRD) jeweilad libitum
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3.3  Versuchsgruppen

Insgesamt wurden 3 Versuchsgruppen gebildet. Esdesmurnur solche Tiere in die
Auswertung einbezogen, die folgende Uberlebenslaiteerfiillten: Keinerlei intraoperative
Komplikationen, intraoperativer Blutverlust unter50ml, anhepatische Phase unter 25

Minuten, Gesamt-Anasthesie- und Operationsdauer dnb Stunden.

Gruppe | Die Reperfusion der Transplantatleber erfolgte gritiber die/.portag wobei
die Er6ffnung deA.hepatica propriegé Minuten danach erfolgte. (n=7)

Gruppe Il Die Reperfusion der Transplantatleber erfolgte bymc sowohl tber die

V.portaeals auch tber diA.hepatica propria(n=7)

Gruppe lll  Die Reperfusion der Transplantatleber erfolgte ogrtad Uber die

infrahepatisch&.cava inferior (n=7)

Die Blutentnahmen erfolgten 1h, 24h und 4&¥st operationemwobei jeweils 0,6 ml Blut
aus derV. femoraliszur Bestimmung der Leberfunktionsparameter entnemmurden. Im
Anschluss an die letzte Blutentnahme wurde die tete histologischen Aufarbeitung

entnommen ( siehe 3.5.2).

3.4  Chirurgisches Vorgehen

3.4.1 Operationsvorbereitung und Anasthesie

Praoperativ. mussten die Tiere eine 8-stindige Nwwskarenz einhalten. Vor der
Transplantation musste eine Bronchopneumonie acisigasen werden. Diese haufigsten
Infektionen in der Rattenzucht kénnen die Widerdsddhigkeit der Tiere gegenliber dem
atemdepressorisch wirkenden und atemwegsreizeraflurln (1-Chlor-2,2,2-trifluorathyl-
difluormethylather) soweit herabsetzen, dass esorschei niedrigen Dosierungen zu
unverhaltnismafiig tiefen Narkosen oder sogar zuamAtillstand kommen kann. Symptom

dieser Pneumonien sind deutlich horbare Rasselgenaubei der Auskultation. Bei der
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Sektion erkrankter Tiere fanden sich ausgedehnigémnabszesse und Atelektasen. Tiere in
schlechtem Allgemeinzustand wurden von den Versuelisgeschlossen.

Der operative Eingriff, die Blutentnahmen und diek$on wurden unter Forene® (Abbot
GmbH, Wiesbaden, BRD) Inhalationsnarkose durchgefibiese Narkose hat den Vortell
der guten Steuerbarkeit und der mit 0,17% sehrigiea Metabolisierungsrate des Isoflurans,
was eine Nieren- und Leberschadigung nicht erwdésst. Auch lasst sich diese Narkose in
der anhepatischen Phase sehr gut steuern.

Die Isofluran-Narkose fuhrt zur reversiblen Ausstihrey des Bewusstseins, einer
Verminderung der Schmerzempfindung, einer Abschwéigh der Schmerz- und
Schutzreflexe, sowie zur Muskelrelaxation.

Die therapeutische Konzentration des Isoflurargt leei 1,0-2,0 Vol.%, welche mittels eines,
in einem Narkosegerat (Fa. Volker, BRD) integriertéerdampfers geregelt wird. Als
Tragergas wurde D100% verwendet. Die Narkosetiefe lasst sich duBebbachtung der
Atmung und des Muskeltonus bestimmen. Ist eineestlsende Narkosetiefe vorhanden, ist
die Atmung ruhig und regelméRig, der Muskeltonusgelboben und die Muskelreflexe
erloschen.

Eine Pramedikation ist bei der Isofluran-Narkosedse Ratte nicht notwendig. Die Narkose
wird in einer Ganzkorperkammer eingeleitet. Dabeandelt es sich um einen
Kunststoffzylinder mit einer LaAnge von ca.30 cm widem Durchmesser von ca.10cm. An
beiden Deckflachen der Kammer befindet sich einchhss fir den Gas zu- und Gas
abfuhrenden Schlauch des Narkosegeréates.

Nach Einsetzen der Ratte in die Ganzkdrperkammet @ine Isoflurankonzentration von 5
Vol% in selbiger erzeugt, was nach ca. einer Mirateeiner vollstandigen Anésthesie des
Tieres fuhrt. Nach Erléschen der Stellreflexe kah@ Ratte aus der Ganzkdrperkammer
genommen und auf der Operationsunterlage positiomierden. Zur Aufrechterhaltung der
Narkose wird der vordere Teil des Kopfes in eingpfkammer verbracht. Dabei handelt es
sich um einen Kunststoffzylinder mit einer Langenw@a. 6¢cm und einem Durchmesser von
4cm an dessen Seitenflache sich zwei Anschlisseldiir Gas zu- und Gas abfiihrenden
Schlauch des Narkosegerats befinden. Weiterhin este Deckflache durch eine
Kunststoffmembran ersetzt, in deren zentralem @ieié Offnung fur den vorderen Teil des
Rattenkopfes liegt. In der Kopfkammer wird eineflis@n-Konzentration von 1,5-2,5 Vol%
aufrechterhalten.
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Ein Nachteil der Isofluran-Narkose ist die Abnahdes Blutdrucks, jedoch stehen dem die
Vorteile der einfachen Handhabung, der guten Sheukeit, der Abnahme des portalen
GefalRwiderstandes und des schnellen postoperdivesichens gegeniiber(28,105).
Um einem Auskihlen der Versuchstiere entgegenzewjrkvurde die Operationsunterlage
mittels einer Warmematte (Fa. Horn GmbH, GottmaeimdRD) auf 37°C erwéarmt.

3.4.2 Operationstechnik

Die Operation wurde als arterialisierte orthotopatt&lebertransplantation (oRLTx) mit
mikrochirurgischer Nahttechnik durchgefiihrt. Dig¢eaelle Versorgung wurde mittels einer
extrem schnell durchfihrbaren Splinttechnik rekanstt, um eine direkte Vergleichbarkeit

der Versuchsgruppen zu gewahrleisten.

3.4.2.1 Praparationsphase der Spenderoperation

Zu Beginn wurde die Bauchhaut rasiert und desieffizNach medianer Laparotomie von der
Symphyséis zumXyphoidwurde der Situs mittels vierer Haltehaken expdnied in dieser
Position fixiert. DasXiphoid wurde mit Hilfe einer Haltenaht nach kranial gemogund
fixiert. Nach Durchtrennung dddg. falciformewurde die linkeV. phrenicadoppelt ligiert
und abgesetzt. Weiterhin wurden die hepatophrearschnd hepatogastrischen Bénder
abgesetzt und das GefaRbiindel zwischen Leber utetenm Osophagus koaguliert und
abgesetzt.

Zur Praparation dekig. hepatoduodenalevurde zunachst derobus medianusler Leber in
Kunststofffolie eingeschlagen und nach kranial gpgt. Das Darmkonvolut wurde in eine
feuchte Mullkompresse eingeschlagen und nach lggtagert. Zunachst wurde dBuctuc
choledochudreiprapariert und leberfern ligiert. Unter leieht Zug am Ligaturfaden wurde
der Ductus choledochusun inzidiert, ein an den Enden angeschragtereGgdingssplint
(6mm Lange, BD Vasculon Plus 0.6 x 19mm) in seimkn eingefuhrt und mit einer Ligatur
(Pharma-Hand Seide, 7-0) in seiner Position fixielierbei ist darauf zu achten, dass der
Splint nicht zu weit in den Leberhilus hineingedo@o wird, damit eine Drainage aller sich
im Hilus zumDuctus choledochusereinigenden Gallengdnge gewahrleistet ist. Nugte
die doppelte Ligatur und Durchtrennung dérgastroduodenalisowie das Freipraparieren
derV. portaevon der Einmindung déf. lienalisbis zum Leberhilus. Nach Verlagerung des
Darmkonvoluts nach rechts wurde diegastroduodenalidoppelt ligiert und abgesetzt, dann
der Verlauf derA. hepatica propriaund A. hepatica communibis zumTruncus coeliacus

freiprapariert. Nach Ruckverlagerung des Darmkamgohach links wurden die Abgange der
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A. gastrica sinistraund derA. lienalis aufgesucht, die Arterien freiprapariert, doppmgielt
und abgesetzt. Um defruncus coeliacusm ganzen einsehen zu konnen, wurde \ie
splenica doppelt ligiert und abgesetzt. Nun konnte deuncus coeliacusis zur Aorta
freiprapariert werden, sodass nun die arteriellesdigung der Leber isoliert und von der
Aorta bis zum Leberhilus mobilisiert war. Dabei @drauf zu achten, dass sich zwischen
Truncus coeliacusndA. mesenterica superi@ine derbe Bindegewebsplatte befindet.

Der infrahepatische Verlauf d&. cava inferiorwurde oberhalb der Einmindung der linken
V. renalisisoliert und die recht¥. suprarenalissowie die benachbarte Lumbalvene cavanah
koaguliert und abgesetzt. Darauf folgte die Ligater rechterV. renalis Durch kurzzeitiges,
linksseitiges Verlagern der Leber konnten Leber sogdrahepatisch¥.cava inferiorvon
dorsal eingesehen und von Retroperitoneum und Dagpia abgeldst werden.

Nach stumpfem Praparieren des Retroperitonealrauriodgte die Freilegung des
Aortensegments vom Zwerchfelldurchtritt bis zuruBiKation. Mittels eines Microgefal3clips
(Mehdorn-Biemer-Gefal3clip, Aesculap AG&Co KG, Togen, BRD) wurde die
Aortenbifurkation abgeklemmit.

Wahrend der gesamten Spenderoperation wurde dgeachtet, dass die Manipulationen an
der Leber auf das Notwendigste beschrankt blieb@h diese so schonend wie mdglich
erfolgten, da sich schon leichte Manipulationenatiegauf die Qualitat der Spenderleber
auswirken konnen (104).

3.4.2.2 Perfusionsphase und Organkonservierung

Die Perfusionsphase wurde mit dem Abklemmen deralpatischerV. cava inferior
zwischen der Einmundung der rechten und linkerenalismittels Microgefal3clip begonnen.
Im Anschluss daran wurde die Aorta oberhalb desincus coeliacusmit einem
MicrogefalRclip abgeklemmt. Zur Auswaschperfusion rdeu die Aorta abdominalis
bifurkationsnah punktiert und ein Perfusionskath@enflon Pro 0,9x25mm) eingefuhrt. Als
Perfusionslosung wurde NaCl 0,9% L6sung mit einemperatur von 4°C verwendet. Der
Perfusionsdruck lag bei 100 mmHg. Dies entspriarh ¢hysiologischen Aortendruck der
Ratte. Es wurden 50 ml der NaCl-Losung perfundRigs entspricht dem zur Aquilibrierung
erforderlichen 6-fachen Organgewicht (49).

Unmittelbar nach Beginn der Perfusion wurde Ubeneri Zwerchfellschnitt die
supraphrenisch¥. cava inferiorgrof3zuigig inzidiert, um einen, durch die Perfusiedingten
Uberdruck, zu vermeiden und den Abfluss von Blud @erfundat zu ermoglichen. Wahrend

der Perfusion wurde die suprahepatisdhe cava inferior direkt am GefalR-Zwerchfell-
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Ubergang zirkular abgesetzt. Die infrahepatis¢heava inferiorwurde unmittelbar proximal
der Einmindung der recht&h renalisabgesetzt. Nach Durchtrennung ¥eportaeproximal
der Einmindung de¥.splenicaund des Absetzens dd&suncus coeliacusinter Belassen
eines Aortenpatches wurde die simultane portaléduslen beendet. Die Leber wurde an
einem, am Stumpf der infrahepatischehcava inferior platzierten Microgefal3clip
entnommen und fur zwei Stunden in einem 4°C kildenservierungsbad (NaCl-Losung

0,9%) gelagert.

3.4.2.3 Praparationsphase der Empfangeroperation

In Isofluran-Allgemeinnarkose erfolgte nach Rasieuvnd Desinfizieren der Bauchhaut die
Eroffnung des Abdomens durch eine mediane Lapailietoran der Symphyse bis zum
Xyphoid. Die Bauchhohle wurde mit Hilfe von vier BBa@ndeckenhaken aufgespannt. Das
Xyphoid wurde wie bei der Spenderoperation nachiktdixiert.

Wie bei der Spenderoperation wurde zunachst.apdalciformedurchtrennt und die linke.
phrenica doppelt ligiert und abgesetzt. AnschlieBend wurden hepatophrenischen und
hepatigastrischen Bander durchtrennt, sowie dagRbéhdel zwischen Leber und Osophagus
koaguliert und abgesetzt.

Bei der sich nun anschlieRenden PraparationLagshepatoduodenalevurde derDuctus
choledochusdebernah freigelegt, knapp distal seiner Aufzwaggn im Leberhilus ligiert und
proximal der Ligatur abgesetzt. Dabei wurde einddds Ligaturfadens etwa 0,5 cm lang
belassen, was das spatere Auffinden erleichtereeVDgastroduodenalisvurde aufgesucht,
doppelt ligiert und abgesetzt. DM. portae wurde bis zur Einmindung déf. lienalis
freiprapariert.

Die infrahepatisch&/. cava inferiorwurde zwischen Leber und Einmindung der rechten
renalis freiprapariert. Die recht¥. suprarenalisund deren benachbarte Lumbalvene wurden
lebernah koaguliert und abgesetzt. Durch kurzzstigerlagern der Leber nach links konnte

diese von dorsal eingesehen und mobilisiert werden.

3.4.2.4 Einfuhren eines Splints in die A. hepaticaommunis

Zunachst wurde das Darmkonvolut nach links verlaged der Abgang deA. hepatica

communisaus demTruncus coeliacusaufgesucht. Direkt distal des Abgangs wurde Alie
hepatica communimit einem Microgefal3clip abgeklemmt. Dabei war dému achten, dass
weder die A. splenica noch die A. gastrica sinistra abgeklemmt wurden. Nach

Ruckverlagerung des Darmkonvolutes nach rechtstkondie A. gastroduodenalisind A.
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hepatica propria ligiert werden. Nun wurde dié\. hepatica communiglirekt an der
Bifurkation inzidiert und ein, mit Heparin beschieter Splint (BD Vasculon Plus 0.6 x
19mm) in das Lumen vorgeschoben und mittels Ligé@marma-Hand Seide, 7-0) in seiner
Position fixiert. AbschlieRend konntén gastroduodenalisnd A. hepatica proprigproximal

ihrer Ligaturen abgesetzt werden.

3.4.2.5 Explantation der Eigenleber

Initial wurde die infrahepatisch¥. cava inferiorproximal der Einmindung der recht¥n
renalis dann dieV. portae an der Einmindung dev. splenicamittels Microgefal3clip
abgeklemmt. Nun wurde eine Satinsky-Klemme an d@rahepatischev. cava inferior
angebracht, die Leber mittels Vessel-loop nach &bhuerlagert und die Klemme am
Ubergang von suprahepatischér cava inferiorund Zwerchfell geschlossen. Daraufhin
konnten die suprahepatische und infrahepatis¢heava sowie dieV. portae lebernah
abgesetzt und die Leber entnommen werden. NachcMess derV. portae begann die
kritische anhepatische Phase, die einen Zeitraum2&dMinuten nicht Gberschreiten sollte.
Vor Einbringung des Transplantats wurde eine feaclgekihlte Mullkompresse in das
Leberbett eingelegt. AnschlieRend wurde die zu splmtierende Leber aus dem
Konservierungsbad gehoben und orthotop im Empféitger platziert. Um einen
Leberschaden durch Austrocknung zu verhindern, &urdas Spenderorgan mit

Kunststofffolie abgedeckt.

3.4.2.6 Anastomosierung der suprahepatischen V. cawnferior

Mittels Eckfaden (9-0 Prolene, Fa. Ethicon, Norteis BRD) wurden die Ecken der
suprahepatischel. cava inferiorvon Spender und Empfanger verknotet. Die Hintedvan
wurde daraufhin fortlaufend von innen genaht. Beimeichen der gegenuberliegenden
Ecknaht wurde dieser Faden nun am zwerchfellseitig@mpf nach aul3en durchgestochen,
mit dem zweiten Eckfaden verknotet und anschlie3&irddie Naht der Vorderwand
verwendet. Um Luftblaschen zu eliminieren und dedueine Luftembolie zu vermeiden

sollte vor Vervollstandigung der Anastomose dasiGlkeimen geflusht werden.
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3.4.2.7 Anastomosierung der Pfortader

Nach Entfernung der Mullkompresse und Hochlagem ldebus medianus und des Lobus
lateralis sinister liel3 sich die Leberpforte ddlste Die beiden Ecknahte (9-0 Prolene)

wurden so angelegt, dass der kleinere Kreisbogenden Hinterwand gebildet wurde, und

sich dadurch die Hinterwand starker als die Vordemvanspannte. So konnte die Hinterwand
fortlaufend von innen gendht werden. Nach Erreictiengegentberliegenden Ecknaht und
Ausstechen des Fadens wurde er mit dem zweitera@tekfverknotet. Mit demselben Faden

wurde nun die Vorderwand genaht.

3.4.2.8 Anastomosierung der infrahepatischen V. cavnferior
Die Gefalinaht der infrahepatischéncava inferiorerfolgte ebenfalls mit einem 9-0 Prolene-

Faden in einer zur Pfortaderanastomosierung analégehnik.

3.4.2.9 Wiederherstellung der arteriellen Versorgug

Der sich an der Transplantatleber befindliche matler Schenkel, bestehend afishepatica
propria, A. hepatica communis, Truncus coeliaausd Aortenpatch wurde an letzterem
gegriffen und der -zuvor in di&. hepatica communides Empfangers eingebrachte- Splint in
das Lumen deJruncus coeliacugieschoben. Mittels Ligatur ( Pharma-Hand Seid®) 7-
wurde er in seiner Position fixiert. Dieser Opemasischritt hat eine Zeitspanne von 30

Sekunden nicht Uberschreiten.

3.4.2.10 Reperfusion der Transplantatleber
Die Reperfusion der Transplantatleber wurde grugperifisch vorgenommen.

Gruppe I:  Unmittelbar nach Fertigstellung der portaeAnastomose wurde die Satinsky-
Klemme an der suprahepatischéncava inferiorund der Microgefal3clip an der
V. portae entfernt. Damit war der temporare Blutstau in dempaarigen
Bauchorganen aufgehoben und die kritische anhepati®hase beendet. Die
arterielle Versorgungsbahn wurde wiederhergestieitt der Microgefal3clip an

derA. hepatica communides Empféangertieres nach 6 Minuten entfernt.
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Gruppe II: Hier wurde nach Fertigstellung det portaeAnastomose direkt die arterielle
Versorgung rekonstruiert. Im Anschluss daran wumdienSatinsky-Klemme der
suprahepatischevi. cava inferiorsowie die Microgefal3clips av. portaeund A

hepatica communizgeitgleich entfernt.

Gruppe lll: Im Gegensatz zu den beiden anderen Gruppen wuide rach der
Anastomosierung desuprahepatischerV. cava inferiornicht dieV. portae
sondern dienfrahepatische V. cavanastomosiert. Nach Fertigstellung der Naht
wurde der Microgeféal3clip an der infrahepatischéncava inferior entfernt.
Somit wurde die Transplantatleber retrograd Ubee Wi cava inferior
perfundiert. Nach einem Blutverlust von 0,2-0,3 ibler den Gefal3stumpf der
SpenderyV. portaewurde dieser mit einem Microgefaliclip abgeklemmd die
Naht der Pfortader vorgenommen. Nach FertigsteldeigAnastomose wurden
Satinsky-Klemme und die Microgefal3clips an Weportaeentfernt. Nun wurde
die arterielle Versorgung wiederhergestellt und déicrogefal3clip derA.

hepatica communi6 Minuten nach Er6ffnen der Pfortader entfernt.

3.4.2.11 Rekonstruktion des Gallengangs

Im Anschluss an die Reperfusion und Arterialisigrudes Transplantats folgte die
Rekonstruktion des Gallengangs. Der GallengangEshegfangers wurde quer inzidiert und
der durch eine Ligatur im Spender-Gallengang fieie®plint an seinem freien Ende in den
Empfanger-Gallengang eingefiihrt. Uber den Splintden die beiden Gallengangsstiimpfe
mittels zweier Ligaturen miteinander verbunden fixieért (Pharma-Hand Seide, 7-0).

Die Empfangeroperation wurde mit mehrmaliger Spdluter Bauchhohle (NaCl-Lésung

0,9%) und Verschluss der Bauchdecke in zwei SohichfMuskel/Faszie und Haut)

abgeschlossen.
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3.5 Postoperative Nachsorge

Nach der Operation kamen die Tiere in Einzelkafiged hatten sofort Zugang zu
Trinkwasser. Weiterhin wurde eine Warmezufuhr rfsttefrarotlampe wahrend der ersten 12
Stunden durchgefuhrt. Die Nahrungskarenz wurde opesativ nicht weitergefihrt. Die

postoperative Beobachtungszeit betrug 48 Stunden.

3.5.1 Blutentnahmen

Blutentnahmen wurden 1, 24 und 48 Stunden naclderation vorgenommen. Dazu wurde
in Isofluran-Inhalationsnarkose die femoralispunktiert und ca.600 pul Blut enthommen und
in einer heparinisierten Eppendorf-Kanile aufgeégmgNach 10-minttigem Zentrifugieren
bei 3000 Umdrehungen pro Minute (EBA 12; Fa. Hattiduttingen, BRD) wurde das

Plasma abpipettiert und bis zur laborchemischenwagtsing der Serumwerte bei -80°C

aufbewabhrt.

3.5.2 Sektion

Nach 48 Stunden wurde die Sektion vorgenommeniehert Isofluran-Inhalationsnarkose
wurde die Leber explantiert und die rechte Halfés ldobus medianysdesLobus lateralis
dexter sowie desLobus lateralis sinisterzur weiteren histologischen Bearbeitung
entnommen. Zuvor wurde die Durchgangigkeit alleangplantatversorgenden Geféal3e,

insbesondere dét. hepaticadistal der Anastomosen mittels Inzision tUberprift.

3.6  Untersuchungsmethoden

3.6.1 Intraoperatives Monitoring
Intraoperativ. wurde die Atemfrequenz, Herzfrequepzo Minute, die periphere
Sauerstoffsattigung des Blutes und die Korperteatpebeim Spendertier nach Laparotomie,

beim Empfangertier nach Laparotomie und Reperfugemessen.
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3.6.2 Leberfunktionsparameter

Serum-GOT, -GPT, Gesamtbilirubin, AP, und -GLDH dem beim Empfanger 1 Stunde, 24
Stunden und 48 Stunden postoperativ bestimmt. Qjerannte Leberfunktionsparameter
wurden mit optimierten Standardmethoden der Deetscbesellschaft fur Klinische Chemie
im Mikroanalysegerat (Hitachi® 747, Institut fur iKische Chemie und Pathobiochemie,

Klinikum rechts der Isar der TU Minchen) photonssthi bestimmit.

3.6.2.1 Laborchemische Bestimmungsmethoden
Bei der Bestimmung der GOT-Aktivitat handelt eshsion einen optimierten UV-Test nach

den Empfehlungen der Deutschen Gesellschatft fimigthe Chemie:

GOT
Oxalacetat + L-Glutamat

v

L-Aspartat + 2-Oxoglutarat

MDH

Oxalacetat + NADH + H Malat + NAD'

v

Die Geschwindigkeit der NADH-Abnahme wird photonsth bei einer Wellenldnge von
340 nm und einer Temperatur von 37°C bestimmt. Sie der GOT-Aktivitat im
Probenmaterial direkt proportional.

Auch die Bestimmung der GPT-Aktivitat ist ein opi@mier UV-Test nach der Empfehlung

der Deutschen Gesellschaft fur Klinische Chemie:

GPT
L-Alanin + 2-Oxoglutarat —>  Pyruvat + L-Glutamat

LDH
Pyruvat + NADH + H » L-Lactat + NAD

Auch bei dieser Messung wird die NADH-Abnahme haee Wellenlange von 340 nm und
einer Temperatur von 37°C bestimmt. Sie ist der @Riivitdt im Probenmaterial direkt
proportional.

Die Bilirubinkonzentration wird photometrisch nadbr Methode von Jandrassik und Grof

durchgefuhrt. Das an Glucuronsaure gebundene kfeife Bilirubin wird mit diazotierter
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Sulfanilsdure gespalten. Dadurch kommt es zur Biddueines Azopigmentes mit
Indikatoreigenschaften, welches im alkalischen &dilphotometrisch gemessen wird.

Das nicht glucuronidierte (,indirekte®) Bilirubirst im Serum an Albumin gebunden. Vor der
Reaktion mit diazotierter Sulfanilsdure wird es @ibffeinsaure aus dieser Bindung gelost
werden. Nach dieser Methode wird das Gesamtbilirbleistimmit.

Bei der Bestimmung der alkalischen Phosphataseefta@sl sich um einen optimierten UV-

Test, dem folgende Reaktion zugrunde liegt:

AP, pH 10
p-Nitrophenylphosphat + 1D »  p-Nitrophenolat + HPF

Das entstandene p-Nitrophenolat wird bei 405 notgrhetrisch gemessen.

Die GLDH wird photometrisch wie folgt bestimmt:

GLDH
2-Oxoglutarart + NH4+ NADH »  L-Glutamat + NAD + H,0

Die Abnahme von NADH wird photometrisch bei 340 gemessen.

3.6.3 Histologie

Fur die histologische Auswertung wurde in alleni ddeuppen die Leber nach 48 Stunden
entnommen und bis zur Weiterverarbeitung in 6%idermalin fixiert und vor Lichteinfall
geschutzt. Das so fixierte Gewebe wurde in Paragiimgebettet. Nach Erharten der so
gewonnenen Blécke konnten jtim dinne Gewebsschichten mit Hilfe eines Mikrotoms
gewonnen werden. Diese wurden anschlieRend aufh €éxogekttrager aus Glas aufgebracht.
Nach Aufbringen des Gewebes auf den Objekttradgtefalie Farbung mit Hematoxylin und
Eosin.

In allen Gruppen wurden die rechte Halfte dedbus medianysder Lobus lateralis dexter
sowie derLobus lateralis sinisteuntersucht.

Die histologische Auswertung geschah durch zweh®agien, welche die Schnitte geblindet,

sowie unabhéngig voneinander auswerteten.
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Die Proben wurden anhand des Typs und der Ausdghden Nekrosen, bezogen auf
Rappaport-Zonen, der Anzahl von Nekroseherden gsidBtsfeld, sowie auf das begleitende

perivaskulare Odem beurteilt.

3.7  Statistische Auswertung

Von allen gemessenen Werten wurde gruppenbezogearidemetische Mittelwert (mean)
gebildet, sowie die Standardabweichung des Mittelge (SEM) ermittelt. Samtliche in
dieser Arbeit gefundenen Werte werden als Mittelwer Standardabweichung des
Mittelwertes angegeben. Die Berechnung des Sigmftkiveaus erfolgte mit dem
kommerziell erhéltlichen Statistikprogramm SPSSe Qraphischen Darstellungen wurden
mit dem kommerziell erhaltlichen StatistikprogramyMlicrosoft Excel“ fur Office XP
erstellt.

Bei der Auswertung der Laborwerte wurde zum Veoyleder Werte von mehr als zwei
Gruppen die ,one-way ANOVA* Varianzanalyse angedetn Wurden zwei Gruppen direkt
miteinander verglichen, kam als ,post hoc test* demest zur Anwendung. Fir eine
statistische Signifikanz wurde ein p-Wert kleinedd®angenommen. Als Tendenz galt ein p-
Wert kleiner 0,15.

Bei der statistischen Auswertung der histologisckegebnisse kam aufgrund einer nicht
anzunehmenden Normalverteilung der ,exakte Tedh Ré&cher”, sowie der ,Kruskal Wallis

Test" zur Anwendung.
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Abbildung 5: Darstellung des Lebersitus mit rechter V. phrenica
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Abbildung 7: Perfusion der Spenderleber tber die Aorta
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Abbildung 8: Die Leber nach erfolgter Explantation

Abbildung 9: Vorbereitung der Leberarterie zum Einbringen debngp
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Abbildung 11: Naht der Riuckwand deuprahepatischen V. cava inferior
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Abbildung 12: Fertiggestellte Anastomose der suprahepatischerava inferior

Abbildung 13: Anastomosierung der V. portae




!

Abbildung 15: Situs nach Lebertransplantation und Vollendungralleastomosen
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4 Ergebnisse

Die Ergebnisse, die im Laufe dieser Arbeit erhobemden, setzen sich aus den indirekten
Zeichen einer Leberschadigung, namlich den LabdeneGOT, GPT, AP, Bilirubin und
GLDH, als auch aus dem histologischen Aspekt, ia¢kte Methode zur Objektivierung einer
Lebergewebsschadigung zusammen. Aber auch der opatrative Befund war

ausschlaggebend fur eine Aufnahme in eine der \¢bsguppen.

4.1  Makroskopischer Aspekt nach Reperfusion

In eine der Studiengruppen wurden nur Tiere aufgenen, deren Transplantatleber direkt
nach Reperfusion eine homogene, sowie ausreichngehblutung zeigte. Die Lebern

zeigten eine intensive und rasche, dunkelrote Faylommittelbar nach Eroffnen der Klemme
an der V. portae in den Gruppen | und Il. In deagpe Il wurde die Leber bereits durch die
retrograde Reperfusion intensiv dunkelrot gefarbt.

Tiere, bei denen es nach der Reperfusion (antedtogder retrograd) nicht zu einer
homogenen Durchblutung kam, was auf eine operdagohsische Komplikation hindeutet,

wurden aus der Studie ausgeschlossen.

4.2  Der postoperative Verlauf

In der hier vorgestellten Studie wurden insgesamtl 2erfolgreiche
Rattenlebertransplantationen durchgeftihrt (dreip@em mit jeweils 7 Versuchstieren). Die
Uberlebensrate bis zur Entnahme der Transplan&tléB Stunden nach Beendigung der
Operation betrug in allen drei Gruppen 100%.

Interessanterweise kam es nach Beendigung der @@petzei den Tieren der Gruppe Il
(retrograde Reperfusion) deutlich schneller zu reirtewachen aus der Narkose, als bei den

Tieren aus den Gruppen | und Il (anterograde Repierf). Wéahrend die Tiere der Gruppen |
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und Il zwischen 20 und 25 Minuten zur Wiedererlargyuhres Bewusstseins bendtigten,
erwachten die Tieren der Gruppe Ill schon nachi4@% Minuten aus der Narkose.

Weiterhin erholten sich die Tiere gut von der Opera was anhand der Fellqualitat, der
Agilitdt und der Bereitschaft zu fressen zu erkennar. Die Tiere fingen unmittelbar nach
Erwachen aus der Narkose mit der Fellpflege anséiihrten sie auch im weiteren
postoperativen Verlauf durch. Auch wurden die Tiare postoperativen Verlauf immer
aktiver. 24 Stunden nach der Operation war in BeauigAgilitat schon kein Unterschied

zwischen operierten und nicht operierten TieretsteBbar.

4.3  Auswertung der Laborparameter

43.1 GOT
Der Mittelwert der Aktivitat der GOT war in allemrad Versuchsgruppen 48 Stunden nach der

Operation bereits wesentlich gegentiber dem einad8tumach der Operation gemessenen
Wert abgefallen. In deBruppe | fiel die GOT von 1893,4 + 402,4 U/l, gemessen &hede
post OP uber 1723,7+235,5 U/l, 24 Stunden nachTdansplantation auf einen Wert von
425+86,9 U/l, 48 Stunden nach der Operation. In @euppe Il stieg der im Serum
gemessene GOT-Wert zundchst von 2026,4+350, meidh( einer Stunde) auf 2613,3+343,9
U/l, gemessen nach 24 Stunden, um dann endlicG8&8)8+67,9 U/l zu fallen. Die geringsten
Serum GOT-Werte konnten in déruppe Il gemessen werden. Der anfangliche GOT-Wert
nach einer Stunde betrug im Mittel 1756,0+367,3. B¥ach 24 Stunden war bereits eine
Abnahme auf 1186,4+252,9 U/l nachweisbar. 48 Stanaeh der Lebertransplantation war
die GOT bereits auf 213,7+44,1 U/l abgesunken.

Signifikante Unterschiede (p<0,05) ergaben sichdezi GOT erstmals bei den 24 Stunden
nach der Lebertransplantation gemessenen Wertelei Rmterschieden sich im direkten
Vergleich der Gruppen die Serumwerte @Guppen | und Il , sowie die deGruppen I

und 1l . Zwischen Gruppe | und Il konnte 24 Stunden nach der Operation kein
signifikanter Unterschied in Bezug auf die GOT destellt werden.

Beim direkten Vergleich der Serum-GOT Werte naclstihden zeigte sich ein signifikanter
Unterschied bei allen drei Gruppen (Abb. 16).
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GOT im Verlauf
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Abbildung 16: Serum GOT Aktivitat

Signifikanzen nach 24 Stunden: zwischen Grupped @Gruppe Il: p=0,008; zwischen
Gruppe Il und Gruppe llI: p<0,001

Signifikanzen nach 48 Stunden: zwischen Grupped Gruppe II: p=0,039; zwischen
Gruppe | und Gruppe lll: p=0,01; zwischen Gruppeaihid Gruppe IlI: p<0,001
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432 GPT

Wie auch die GOT, waren die Mittelwerte der gemesseSerumaktivitat der GPT im
zeitlichen Verlauf rickgéngig. In dé&ruppe | betrug der gemessene Mittelwert der GPT-
Aktivitat im Serum eine Stunde nach der Operati@8886 U/I+442,80. Dieser fiel im
weiteren Verlauf stark ab. Nach 24 Stunden war neichWert von 1089,71+171,02 U/
messbar, 48 Stunden nach der Operation lediglic eme Aktivitat von 214,57+46,1 U/l
Die Gruppe Il zeigte eine Stunde nach der Operation eine geme&smmaktivitat an GPT
von 1677,71+285,85 U/l. Dieser Wert sank bis zur @#stoperativen Stunde nur wenig auf
einen Wert von 1598,43+159,36 U/I. Innerhalb deshsten 24 Stunden sank der Serum-GPT
Wert jedoch stark ab, auf einen Wert von 332,0+48]9Am geringsten waren im Mittel die
Serumaktivitdtswerte der GPT in degruppe Ill. Bei einem initialen Wert von
1462,14+357,52 U/l nach einer Stunde sank die geemesAktivitat bis zur 24. Stunde nach
Lebertransplantation auf 662,57+160,7 U/l ab. 48n8én nach der Operation war nur noch
eine Serumaktivitat der GPT in Hohe von 106,29+31)4 messbar.

Signifikante Unterschiede (p<0,05) in Bezug auf déitelwert der Serumaktivitaten der
GPT ergaben sich zwischen allen drei Gruppen beMderten, gemessen 24 Stunden und 48

Stunden nach der Lebertransplantation (Abb. 17).
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GPT im Verlauf
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Abbildung 17: Serum GPT Aktivitat

Signifikanzen nach 24 Stunden: zwischen Grupped Gruppe II: p=0,009; zwischen
Gruppe | und Gruppe lll: p=0,025; zwischen Gruppend Gruppe IlI: p<0,001
Signifikanzen nach 48 Stunden: zwischen Grupped @Gruppe Il: p=0,016; zwischen
Gruppe | und Gruppe llI: p=0,024; zwischen Gruppend Gruppe 1ll: p<0,001
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4.3.3 Bilirubin

Der Bilirubinwert wies zu keinem Zeitpunkt signiikte Unterschiede auf. Auch waren alle
Werte stets im Normbereich (Abb. 18).

Bilirubin im Verlauf
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Abbildung 18: Serum-Konzentration des Bilirubins
Keine Signifikanzen feststellbar
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4.3.4 Alkalische Phosphatase

Eine Stunde nach der Lebertransplantation lag derm®wert der alkalischen Phosphatase bei
allen drei Gruppen in einem ahnlichen Bereich. Diedrigste Wert konnte bei d&ruppe

[l gemessen werden und lag bei 113,57+9,47 U/l. InGleppe |l betrug die gemessene
Serumaktivitdt 126,29+9,90 U/l, in deGruppe | 120,29+12,90 U/l. Wé&hrend die
Serumaktivitdt der alkalischen Phosphatase nactstehden in derGruppe Il nahezu
konstant blieb und eine Aktivitat von 111,43+13118 aufwies, fiel sie in deGruppe Il auf
94,86+9,07 U/l und in deGruppe | auf 88,0+19,65 U/l. Bis zur Stunde 48 nach der
Operation war die Serumaktivitat in allen drei Grap erneut angestiegen. Dabei zeigte sich
ein starker Anstieg in desruppe | auf 142,86+13,69 U/l. Di&ruppe Il zeigte bis zur 48.
postoperativen Stunde den geringsten Anstieg dem$ktivitat der alkalischen Phosphatase
auf 108,57+16,52 U/l. In déeruppe Ill stieg der Wert auf 145,14+12,03 U/I.

Ein signifikanter Unterschied (p<0,05) war zwiscltamGruppen | und Il , sowie zwischen
denGruppen Il und Ill 48 Stunden nach der Transplantation nachweishats.(29).
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alkalische Phosphatase im Verlauf
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Abbildung 19: Serumaktivitat der alkalischen Phosphatase
Signifikanzen nach 48 Stunden: zwischen Grupped @Gruppe Il: p=0,037; zwischen
Gruppe Il und Gruppe llI: p=0,027
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4.3.5 GLDH

Der Anstieg der GLDH-AKktivitat war in allen drei Gupen wéhrend der ersten 24 Stunden
nach der Transplantation sehr grof3. So stieg dieviéék in derGruppe | von 138,89+52,55
U/l auf 975,71+426,84. In deGruppe Il war der starkste Anstieg der Aktivitdt zu
verzeichnen. Diese stieg wahrend der ersten 24 d8tunnach der Operation von
180,97+63,51 U/l auf 1500,57+323,75 U/Il. Die Aktatiin derGruppe Il stieg wéhrend der
ersten 24 Stunden von 237,63£103,84 U/l auf 610,047 U/l. 48 Stunden nach der
Lebertransplantation war die GLDH-Aktivitat in all@rei Gruppen wieder abgesunken. Die
starkste Abnahme der Aktivitat wurde in deruppe Ill gefunden. Die Aktivitat sank hier
auf 267,81+66,51 U/l. In deGruppe | wurde 48 Stunden post operationem noch eine
Aktivitat von 489,0+145,96 U/l gefunden, in déruppe Il noch 921,97+178,19 U/I.
Signifikant niedriger (p<0,05) waren hier die Mitterte derGruppe Il im Vergleich zu
denen deGruppe Il nach 24 Stunden. Nach 48 Stunden waren sowohhktigitaten der

Gruppen [ und 1l niedriger als die deBruppe Il (Abb. 20).
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GLDH im Verlauf
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Abbildung 20: Serum GLDH Aktivitat

Signifikanzen nach 24 Stunden: zwischen GruppedIGruppe Ill: p=0,002

Signifikanzen nach 48 Stunden: zwischen Grupped Gruppe II: p=0,009; zwischen
Gruppe Il und Gruppe lll: p<0,001
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4.4  Auswertung der Histologie

4.4.1 Nekrosetypen

In der vorliegenden Arbeit wurde zwischen vier wbisdenen Arten von Nekrosen

unterschieden:

+ Keine Nekrosen
* Einzelzellnekrosen
* |solierte Nekrosen

+ Konfluierende Nekrosen.

Tabelle 2 gibt die Verteilung der verschiedenenrds&arten pro Gruppe wieder.

Versuchstier | Gruppe 1 | Gruppe 2 | Gruppe 3
1 3 1 2

N o o B WD
W W N W ww
Ol N W Wl w w
N O W o o N

Tabelle 2: Verteilung der Nekrosearten pro Gruppe
0= keine Nekrose

1= Einzelzellnekrose

2=Isolierte Nekrose

3= Konfluierende Nekrose
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Eine Prozentuale Verteilung der einzelnen Nekrgeatypro Gruppe ist in Tabelle 3

dargestellt.

Nekroseart Gruppe 1 Gruppe 2 | Gruppe 3

keine 0% 14,30% 42,90%
EinzelzelIn. 0% 14,30% 0%

isoliert 14,30% 14,30% 42,90%
konfluierend 85,70% 57,10% 14,30%

Tabelle 3: Nekrosetypen pro Gesichtsfeld in Prozent

In einem statistischen Vergleich, welcher eine ®ikrhg der Nekrosen in Bezug auf deren
Ausdehnung zwischen den einzelnen Gruppen untdrseechibt sich ein signifikanter
Unterschied zwischen deBruppe | und derGruppe Il . Der hierflr ermittelte p-Wert
betragt p=0,029. Der Vergleich zwischen déruppen Il und 1l (p=0,184) und den
Gruppen | undll (p=0,706) ergab keine Signifikanz.

4.4.2 Perivaskulares Odem

Das Vorkommen eines perivaskularen Odems wird lrella 4 aufgezeigt.

Versuchstier | Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

N~ o g N w N R
o r R O o o
o o r r o o o
o o o o o o o

Tabelle 4: Verteilung des perivaskularen Odems pro Gruppe
0= kein Odem
1= Odem
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Die Auszahlung zeigt hier das Vorkommen eines OdemdsrGruppe | bei 3 Tieren
(42,9%), inGruppe Il bei 2 Tieren (28,6%) und in d&ruppe Il bei keinem der
Versuchstiere (0%). Jedoch kann hier aufgrund dengen Fallzahl kein signifikanter

Unterschied zwischen den Gruppen festgestellt werde

4.4.3 Anzahl der Nekroseherde

Die Anzahl der Nekroseherde im hepatischen Gewelnelevpro Gesichtsfeld ausgezahlt.
Hierbei zeigte sich eine signifikant geringere Amz& der Gruppe Il gegenuber den

Gruppen Iund Il . Die genaue Verteilung der Nekrosen ist in Tablitrgestellt.

Versuchstier | Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

1 13 2 3
2 5 11 1
3 29 13 0
4 14 0
5 11 6
6 12 0
7 20 0 1

Tabelle 5: Anzahl der Nekroseherde pro Gesichtsfeld

Im Mittel ergibt sich in deGruppe | eine Anzahl von Nekroseherden von 11,57+4,97emn d
Gruppe Il eine Anzahl von 9,0+2,8 und in d&ruppe Ill eine Anzahl von 1,57+1,1.
Signifikanzen ergeben sich zwischen @muppe | und derGruppe Il (p=0,007), sowie

zwischen deGruppe Il undder Gruppe Il (p=0,026) (Abb. 21).
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Abbildung 21: Anzahl der nekrotischen Herde pro Gesichtsfeld

Signifikanzen zwischen Gruppe | und Gruppe lll: @8 und zwischen Gruppe Il und
Gruppe IlI: p= 0,026.
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4.4.4 Minimale Grof3e der Nekroseherde

Die durchschnittliche MindestgroR3e der im Leberdgesveorkommenden nekrotischen Herde
erbrachte keine signifikanten Unterschiede zwisctien einzelnen Gruppen. Im Einzelnen

gibt Tabelle 6 Auskunft Uber die Verteilung in danzelnen Gruppen.

Versuchstier | Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

1 0,3 0 0,1
2 0,7 0,1 0,1
3 0,1 0,3 0
4 0,05 0,2 0
5 0,05 0,1 0,02
6 0,05 0,05 0
7 0,05 0 0,02

Tabelle 6: Durchschnittliche, minimale GrofRe der Nekrosehendeam

Durchschnittlich betrug die minimale Grdl3e der nékchen Herde ifisruppe | 0,19£0,12
mm, in derGruppe Il 0,11+0,05 mm und in dé€sruppe Il 0,03+£0,02 mm (Abb. 22).
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Abbildung 22: Durchschnittliche Mindestgrol3e der nekrotischendéer
Keine Signifikanzen nachweisbar
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445 Maximale Grol3e der Nekroseherde

Als wesentlicher Bestandteil der histologischen werdung wurde die durchschnittliche
Maximalgrof3e der Nekroseherde bestimmt. Hierbealergich der geringste Wert fir die
Gruppe lll (Tabelle 7).

Versuchstier | Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

1 4 0 1
2 4 1 0
3 4 3 0
4 2 1,8 0
5 1 15
6 2 0
7 4 0

Tabelle 7: Durchschnittliche, maximale GroRRe der Nekrosehd@ndam

Der durchschnittliche Wert fur die maximale Grolee Nekroseherde betrug fir dsruppe

| 3£0,65 mm, fur dieGruppe Il 2,4+1,55 mm und fir di&ruppe Il 0,36£0,31 mm.
Signifikant war hier der Unterschied zwischen Geuppe | und derGruppe Il (p=0,001).
Zwischen derGruppe 1l und der Gruppe lll war eine Signifikanztendenz erkennbar
(p=0,073).
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Abbildung23: Durchschnittliche Maximalgrof3e der nekrotischen dher

Signifikanter Unterschied zwischen Gruppe | undgpeulll feststellbar (p=0,001).
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4.4.6 Zonenaufteilung der Nekrosen

Weiterhin wurde in der histologischen Auswertungs déransplantatlebergewebes die
Verteilung der Nekrosen zwischen den verschiededenen eines Leberazinus nach

Rappaport untersucht (Tabelle 8)

Versuchstier | Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

1 1,2,3 3 3
2 1,2,3 2,3 3
3 1,2,3 1,2,3 0
4 1,2,3 1,2,3 0
5 2,3 1,2,3 2,3
6 1,2,3 2,3 0
7 2,3 0 3

Tabelle 8: Vorkommen von Nekrosen in den einzelnen Zonehetb&razini

Im Einzelnen zeigt sich hier fir diéone 1 eine Nekrosehaufigkeit fur déruppe | von
71,4%, fur dieGruppe Il von 42,9 % und fur di&ruppe 1l von 0%. Eine Signifikanz
ergibt sich zwischen d&ruppe | und derGruppe Il (p=0,021).

In derZone 1l zeigte sich eine Nekrosehaufigkeit von 100% in @exppe I, 71,4% in der
Gruppe 1l und 14,3% in deGruppe Il . Signifikant war hier der Unterschied zwischen der
Gruppe | und derGruppe 11l (p=0,005).

In Zone Il konnten in allen Gruppen die groRte Haufigkeitesi Nekrosevorkommens
festgestellt werden. IGruppe | kam mit einer Haufigkeit von 100% zu einer Nekrose
Gruppe Il betrug die Haufigkeit 85,7% und iGruppe Ill noch 57,1%. Signifikante

Unterschiede zwischen den Gruppen lieRen sichnincét feststellen.
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Abbildung 24: Veranschaulichung der Nekroseverteilung zwischen@eippen
A=Gruppe |, B=Gruppe Il und C=Gruppe llI
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5 Diskussion

5.1 Problematik des Ischamie-/Reperfusionsschadersei der

Lebertransplantation

Eine der folgenschwersten Komplikationen nach elrsdrertransplantation stellt das primare
Organversagen dar. Nach einer erfolgreichen Ledesplantation kommt es mit einer
Wahrscheinlichkeit von 4,2-8,4% zu einem primaregadversagen, was fir den Patienten
eine absolut lebensgefahrliche Situation darstelliglche lediglich mit einer Re-
Transplantation zu beheben ist (11,80,94,95).

Eine der Hauptursachen fir das Versagen einer Ualrernach der Transplantation ist der
Ischéamie-/Reperfusionsschaden. Dieser wiederum iist seiner Auspragung von
verschiedensten Faktoren wie Dauer der IschamjeZedtd der Leberverfettung und Art der
Reperfusion abhangig.

Hauptsachlich sind freie Sauerstoffradikale fir dientstehung eines Ischamie-
/IReperfusionsschadens und den daraus folgendelweits erheblichen Leberschaden
verantwortlich. Freie Sauerstoffradikale werden hakalter Ischémie, gefolgt von
Reperfusion hauptsachlich von Kuppferzellen, ahshavon Leukozyten und Hepatozyten
freigesetzt (51,52,53).

Es wurden in den letzten 20 Jahren zahlreiche &tudiit dem Ziel durchgefiihrt, den
Ischéamie-/Reperfusionsschaden nach Lebertransptamtau verringern. Dabei wurden
verschiedene Strategien verfolgt. Im Einzelnen b#res sich dabei, wie im allgemeinen Tell
ausfuhrlich besprochen, um pharmakologische, gbnt#agische und chirurgische
Strategien.

Besonders kontrovers diskutiert wird nach wie weelche Sequenz der Reperfusion den
geringsten Ischamie-/Reperfusionsschaden naclzsbh Dabei unterscheidet man zwischen
initialer portaler Reperfusion, initialer arterell Reperfusion und synchroner Reperfusion.
Wahrend die initiale Reperfusion Uber d portae direkt nach Fertigstellung der
GefalRanastomose Uber einen langen Zeitraum alsst@otthrd in der Lebertransplantation
gesehen wurde, da dadurch die warme Ischamieze®dgans so kurz wie moglich gehalten
wird, sind heute auch alternative Reperfusionsanteder Praxis gebrauchlich. So konnten
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z.B. P.C.B. Massarollo, S. Miesind S. Raiaeinen protektiven Effekt der simultanen
arteriellen und portal-vendsen Reperfusion auf Gaflengangssystem, im Vergleich zur
initialen portalen Reperfusion, feststellen (74)ied® Ergebnisse wurden von der
Arbeitsgruppe umBrockmann JG untermauert, welche einen klaren Vorteil in der
Organfunktion simultan reperfundierter Lebern ndafbertransplantation aufzeigte (13).
Auch war in den Ergebnissen dieser Arbeitsgruppegd&3te Leberschaden, hervorgerufen
durch Ischamie und Reperfusion bei initial arténieperfundierten Lebern zu finden. Diese
Ergebnisse stehen in Kontrast zu den ErgebnisseArtbeitsgruppe unvan As ABwelche
einen geringeren Leberschaden nach initial arteridReperfusion zeigte, verglichen mit
initial portaler Reperfusion (128). Eine weiterebAitsgruppe, welche voRolak WGgeleitet
wurde, konnte weder einen signifikanten Vorteil diie priméar portale Reperfusion, noch fur
die simultane Reperfusion feststellen (93).

Neben den oben genannten Mdglichkeiten der Repernfugurde in den letzten Jahren eine
neue Reperfusionsvariante publiziert, die sich den bisher genannten durch die initiale
Flussrichtung des Blutes durch die Leber untersigteDabei wird der Blutstrom durch die
Leber schon nach Fertigstellung der AnastomosechwisV. cava inferiorund Lebervenen
bei der Piggy-Back-Technik freigegeben, was zurelaegsamen, retrograden Reperfusion
der Leber mit cavalem Blut fuhrt (65). In mehreretrospektiven klinischen Studien konnte
ein Vorteil dieser Reperfusionstechnik gegenubeiktiessischen initial portalen Reperfusion,
sowie gegenuber der simultanen Reperfusion gezeigten (29,48).

Es existiert also eine Vielfalt von Studien zu derierschiedlichen Arten der Reperfusion,
welche die unterschiedlichsten Ergebnisse aufwei¥éeiterhin existiert allerdings keine
tierexperimentelle Studie, welche unter standagdisn Rahmenbedingungen die retrograde
Reperfusion mit anderen Arten der Reperfusion esrit.

Daher war das Ziel dieser tierexperimentellen ®uden vermeintlichen Vorteil der
retrograden Reperfusion nach orthotoper Leberttansgion unter standardisierten

Bedingungen zu evaluieren.
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5.2 Die Ratte als Versuchstier

Bei der Entstehung des Ischamie-/Reperfusionssosadsielen eine groRe Anzahl
verschiedenster Faktoren eine entscheidende Ré&#lieder humanen Lebertransplantation
sind diese Faktoren nur schwer beeinflussbar. $alespz.B. das Alter von Spender und
Empfanger, die Zeit, die ein Spender auf der Intestetion verbracht hat und die Medikation,
die dieser bekommen hat eine entscheidende Rolle das Ergebnis einer
Lebertransplantation. Auch ist die Lebensfiihrung, €ln Spender hatte wesentlich an der
Qualitat seiner Organe beteiligt. Im Gegensatz klinischen Situation koénnen die
Versuchsbedingungen im Tiermodell konstant gehalterden, so dass der Fokus auf einen
bestimmten Parameter, in diese Arbeit ist es ddrdimie-/Reperfusionsschaden, konzentriert
werden kann.

Die Entscheidung fur die Ratte als Versuchsobjelstde in dieser Studie aus mehreren
Griunden getroffen. Zum einen stellt die Unterbrimg@uch einer groRen Anzahl von Ratten
kein wesentliches Problem dar und die Pflege didsere ist unkompliziert. Ein weiterer
wichtiger Vorteil der Ratte ist die standige Veibadgkeit groRer Mengen von Tieren mit
demselben Alter und Gewicht. Auch ist die Ratte emigch preisglnstiger als andere
Versuchstiere wie z.B. Schweine oder Hunde.

Fur die experimentelle Chirurgie eignen sich Ratiesgezeichnet aufgrund ihrer, auch fr
aufwendige Operationen, ausreichenden GroRe. Wéileiarr tierexperimentellen Operation
ist die Wahrung von Sterilitét, wie es wahrend e@eeration im klinischen Alltag Standard
ist, nur sehr schwer maglich. Aus dieser Probleknatyibt sich ein erneuter Vorteil der Ratte
als Versuchstier, da fir das Uberleben des Tietesli&it nicht zwingend notwendig ist.
Auch sind Ratten gegeniber einem hohen Blutvedebt resistent. Aufgrund der geringen
GroRRe der Rattenleber wird diese wahrend der Rerfus der Spenderoperation schnell
abgekihlt, so dass keine langen Zeiten warmer fsighéntstehen.

Fur diese Studie war weiterhin die Existenz vonutmstammen mit genau bekannten
Gewebsantigenen bei der Ratte ein wesentlichegrinh flr die Entscheidung fur dieses
Versuchstier. Bei der Ratte existieren ein MHC (2R¥®ystem, sowie mehrere nicht-MHC
Systeme. Das RT1-System beinhaltet drei versche&eibloci, A, B und C. Der Sublocus A
codiert fur Klasse I-Antigene, welche auf allen pénzellen der Ratte gefunden werden
konnen. Der Sublocus B kodiert fur Klasse Il-Antige die vor allen Dingen auf B-
Lymphozyten und Makrophagen exprimiert sind. Deubl8cus C kodiert fur Klasse I-
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Antigen ahnliche Genprodukte, die nur auf Lymphemygefunden werden. Auf die nicht-
MHC-Systeme soll hier nicht weiter eingegangen werd

Bei der genetischen ldentitat von Spender und Engei§d wie es bei der Verwendung der
LEWIS-Ratte als Versuchstier der Fall ist, sprioh&n von einer syngenen Kombination.
Alloreaktionen gegen Transplantationsantigene rirdtier nicht auf. Somit ist es mdglich,
nach erfolgter Lebertransplantation isoliert deché&nie-/Reperfusionsschaden zu beurteilen
(67).

5.3  Vergleich verschiedener Lebertransplantationsnaelle

Wie bereits im Allgemeinen Teil beschrieben, egidti eine Vielzahl von
Lebertransplantationsmodellen in der Ratte. Dagrirgyliche Modell, welchekeeim Jahre
1973 publizierte, orientierte sich weitgehend an Algatomie der Ratte und hatte die exakte
Rekonstruktion selbiger zum Ziel (67). Weitere Mibeleur Transplantation, wie z.B. das von
Kamadaund Calne 1979 verdoffentlichte, verzichtete auf die Artesa#rung sowie auf eine
weitgehend physiologische Gefal3anastomosierung aostén einer Vereinfachung der
Methode (57). Trotz der fehlenden Leberarterie lébéen 95,3 % der Tiere.

Dennoch wurde fir die, dieser Arbeit zugrunde Imetgn Studie ein arterialisiertes
Lebertransplantationsmodell gewéhlt, da neuere f¥éartichungen zeigen konnten, dass die
Arterialisierung der Leber fur deren einwandfreignktion von groBer Wichtigkeit ist (37

Das arterielle Blut aus der Leberarterie hat Esglauf die:

Sauerstoffversorgung ( 96)

* Mikrozirkulation (96)

* AbstoRungsreaktion ( 41)

» initiale Transplantatfunktion (96)

* Transplantatmorphologie (34)

» Komplikationen der Gallengénge (50)
« Uberlebensrate (40)

Bisher wurde eine Vielzahl von Techniken zur Femig der Anastomose der Leberarterie
publiziert. Im Einzelnen handelt es sich hierbeidiemikrochirurgische Nah(67), dieCuff-
Technik(57), dieTeleskop-Technik59) und dieSplint-Technik(138). In der Vorliegenden
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Studie wurde dieSplint-Technikzur Arterialisierung der Leber verwendet, da eg@hr
schnelle Durchfiihrbarkeit dieses Operationsschritten enormer Wichtigkeit fir die
Vergleichbarkeit der drei Gruppen war. So betrug deit zur Fertigstellung der arteriellen
Anastomose, welche nach den Anastomosen suprahepatischer V. cavand V. portae
durchgefuhrt wurde lediglich 25-30 Sekunden.

Fur die Durchfihrung der Anastomosen wvafra- und suprahepatischer V. cavand V.
portaestehen zwei Methoden zur Auswahl: @eff-Technikund diemikrochirurgische Naht
Beide Methoden haben spezifische Vor- und NachtBikr grol3te Vorteil de€Cuff-Technik
ist ohne Zweifel der Zeitgewinn, welchen man dudadse Technik erzielt. Alsl. Kamada
1979 die Cuff-Technik einfuhrte, konnte er die anhepatische Phase auf71Minuten
verkirzen (58). Die Anastomose driprahepatischen V. cawa Cuff-Technik,wie sie von
M. Miyata publiziert wurde, konnte sich auf Dauer nicht dws&tzen (77). Es konnte sogar
gezeigt werden, dass dieser Cuff zu Leberabflusssgén und somit zum Leberschaden und
zum frihen Tod der Empfangerratte fuhrt (117). Veard. portaeund infrahepatische V.
cavamit einem Cuff anastomosiert, kann es dabei zu éiremdkdrperreaktion und damit zu
einer Bindegewebsbildung kommen. Zweitere flhreibeits zu einer Stenosierung der
Anastomose, was zu einer portalen Hypertensioreimat Bildung von Kollateralvenen fuhrt
(62).

Eine Stenosierung durch eine Fremdkorperreaktibas dermikrochirurgischen Nahtder
Anastomosen nicht zu befiirchten. Allerdings kanrhies zu einer mechanischen Stenose
durch zu starken Zug am Faden kommen. Dieses zneiden, sowie die Durchfihrung der
Anastomosen vosuprahepatischer V. cawnd derV. portaeunter der kritischen Grenze von
25 Minuten erfordert viel Ubung des Operateurs.iDaer humanen Lebertransplantation
eine Anastomosierung nur mittels Naht durchgefulird, ist die Technik der
mikrochirurgischen Naht an der Ratte realitadtsnaher

Aufgrund der Realitatsnahe der mikrochirurgischexfaBnaht und dem Zeitvorteil, den die
arterielle  Rekonstruktion  mittels Splint-Technik gegentber anderen arteriellen
Rekonstruktionsmdglichkeiten bietet, entschlossénuns, fir diese Studie eine orthotope
Rattenlebertransplantation mit mikrochirurgischenenésen Gefalanastomosen und
arteriellen, sowie bilidren Splint-Anastomosen tatdihren.

Die Zeitspanne zwischen der Explantation der Eigjesl beim Empfangertier und der
Reperfusion war durch die verwendete Technik ireraldrei Gruppen identisch. Dies
ermdglichte einen direkten Vergleich der drei Greppund insbesondere einen direkten

Vergleich von antegrader Reperfusion mit der readgn Reperfusion.
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5.4 Intra- und postoperative Komplikationen

5.4.1 Komplikationen hervorgerufen durch die Narko®

Die Isofluran-Anasthesie stellt eine sehr komplixasarme Form der Narkose dar. Fur die
Langzeitanasthesie bei der Ratte ist sie aus nmehf@rinden ein sehr attraktives Modell. So
ist die Isofluran-Narkose aufgrund des ginstigent-Blas-Verteilungskoeffizienten von

Isofluran ¢=1,4) sehr gut steuerbar. Auch wirkt Isofluran lmloodilatatorisch, was eine gute

Oxigenierung des Organismus der Ratte unterstiimtscheidendes Kriterium fir die

Narkose mit Isofluran in dieser Studie war die éelldle Hepatotoxizitat von Isofluran

gegenuber anderen Anasthetika.

Allerdings birgt die Verwendung von Isofluran aladsthetikum die Gefahr der Atem- und
Kreislaufdepression. Nicht selten kann es so zeregefahrlichen Hypoxamie, gefolgt von

Atemstillstand kommen. Auch bewirkt Isofluran eidgokarddepression, was hauptséachlich
in der, fur das Herz der Ratte extrem belastend@rematischen Phase von Belang ist
(60,100.

5.4.2 Komplikationen bei der Praparation des Spends

Gleich zu Beginn der Spenderoperation wurde dieelM. phrenicadargestellt und von der
V.cavaaus wenige Millimeter in ihrem Verlauf zirkulaefprapariert. Dabei kann es zu einer
Ruptur des GefaRes kommen, was zu einer schwenrbehiearen Blutung fihrt. Nach
Auftreten dieser Komplikation ist eine erfolgreicheeberexplantation nach unseren
Erfahrungen in der Regel nicht mehr moglich.

Nach der Praparation des Gallengangs wurde dieberféern inzidiert und mit einem Splint
versorgt. Dabei besteht die Gefahr, den Splint eit im den Gallengang vorzuschieben und
somit die Gallendrainage eines oder mehrerer Laeppen zu Verlegen. Aul3erdem besteht
die Gefahr, den Gallengang in seiner gesamten Laumgezidieren, wenn der Splint an
seinem Ende kleinste Stufen, hervorgerufen durclawivere Anfertigung, aufweist.

Wahrend der Perfusion kann es dazu kommen, dasglemmehrere Leberlappen nicht, oder
nur unzureichend perfundiert werden. Der Grund diégt meistens in einer Torsion dieser
Leberlappen. Besteht diese Torsion bereits Ubendiéngeren Zeitraum, ist eine vollstandige
Perfusion dieses Leberlappens nicht mehr moglidswegen eine derart geschadigte Leber

nicht mehr fir die experimentelle Transplantatiofnage kommt.
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5.4.3 Komplikationen bei der Lebertransplantation

Die Komplikationen bei der Praparation des Empféasgeren weitgehend dieselben wie die
bei der Spenderoperation.

Weitere Komplikationen kénnen wéahrend der Durchfiigr der GefalRanastomosen in
mikrochirurgischer Nahttechnik entstehen. Zum eikemmt es bei nicht exakt orthotoper
Platzierung des Spenderorgans im Empfangersitggafien Zugkraften an bereits vernahten
Gefallbezirken, was an diesen Stellen zum Einreilkeser Bezirke fihren kann. Auch ist
eine Gefallanastomose, die in fortlaufender Nahiteaurchgefuhrt wurde derart gefahrdet,
dass durch zu starken Zug am freien FadenendeS¢éamosierung des Gefalies auftritt. Eine
Stenosierung kann weiterhin durch einen Gefal3spassmarvorgerufen werden. Dieser ist
allerdings in den meisten Féllen frih reversibeilweise kommt es nach der Eréffnung eines
anastomosierten Gefal3es zur Entstehung einer Tlosemion Anastomosenbereich. Dieses
kann allerdings durch Spulen der Anastomose mérdieparinisierten NaCl-Losung vor dem
Setzen des letzten Stiches der Naht und der Endgfdes Gefales vermieden werden. Dieses
Spulen der Anastomose sollte auch deswegen dukiigeferden, da es sonst leicht zu einer
Luftembolie durch im Lumen verbleibende Luft kommemn. Wie bereits oben erwahnt, ist
die Zeit, in der die Anastomosen angefertigt werdegrenzt. Die anhepatische Phase wird
von der Ratte nicht langer als 25 Minuten toler(88). Dies liegt daran, dass einerseits das
Herzminutenvolumen der Empfangerratte in der animgeen Phase durch den Verschluss
derV. portaeund derV. cava inferiormassiv absinkt und andererseits durch den Bluistau
Splanchnikusgebiet und in den Nierenvenen ein Sciecvorgerufen wird, den das Tier
nach unseren Erfahrungen nicht langer als 25 Mmuiberlebt. Nach Anfertigung der
GefaRanastomosen und deren Wiedererdffnung kamu @&utungen aus diesen Bereichen
kommen. Eine solche Blutung kann oftmals durchhiedKompression gestillt werden. Ist
dies nicht der Fall, kann versucht werden, dendecBereich zu Ubernahen. Allerdings ist
dieses nur in seltenen Fallen ohne erheblicherv8ilutst moglich.

Eine besondere Komplikation kann beim Abklemmenstdgrahepatischen V. cawurch die
Satinski-Klemme entstehen. Diese kann durch Reizi@si\. phrenicusinen Atemstillstand
hervorrufen. Dieser ist nach unseren Erfahrunglendahgs wieder reversibel, verringert man
den Druck auf den Nerven, indem man die Klemmenginig |0st.

In dieser Studie wurde flir die AnastomosierungG@laitengénge von Spender und Empfanger
die 1979 vonZimmermanneingefuhrteSplint-Technikverwendet (138). Diese Methode ist

praktikabel und arm an Komplikationen. Aul3er dédaden Drainage einzelner Leberlappen
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bei zu weitem Hineinschieben des Splints in dem8eeist flr einen Zeitraum von mehreren

Wochen nicht mit sonstigen Komplikationen zu reehne

5.5 Aussagekraft der Laborwerte

Das Organ, dessen Schaden im Rahmen dieser Studrswucht worden ist, ist die Leber. Die
gangigen Parameter, um einen Leberschaden Ubem@erte abschéatzen zu kénnen sind
besonders die GOT und GPT, sowie alkalische PhesgdaBilirubin und die GLDH. Diese
Laborwerte stellen einen Standard in der Absch@tzaimes Leberschadens dar (21,89).

Die GOT stellt dabei ein Enzym dar, welches hawgbtiséh in der Leber vorkommt und dort
die grof3te Konzentration in den Mitochondrien au$iveAllerdings kommt sie auch in
gré3eren Konzentrationen in Herz und Skelettmustel

Die GPT hingegen ist Uberwiegend in der Leber Isiet und zeigt ihre groften
Konzentrationen im Cytoplasma der Hepatozyten. arfmlgt, dass bereits ein geringer
Leberschaden zu einer Erhdhung der GPT fuhren karhrend die GOT noch im
Normbereich steht.

Die Bestimmung der alkalische Phosphatase wird tsaaplich fir die Diagnostik von
Knochenerkrankungen durchgefuhrt. Allerdings isé dilkalische Phosphatase auch ein
aussagekraftiger Cholestaseparameter und ist b# @6r hepatobiliaren Erkrankungen
erhoht. Aus diesem Grund sollte sie nicht bei eikmenpletten Leberdiagnostik fehlen.
Bilirubin ist ein Produkt aus dem koérpereigenen &blvon Hamoglobin. Es fallt im Kérper
primar als wasserunldsliches, ,indirektes Biliraban, welches an Albumin gebunden zur
Leber transportiert wird. Dort geschieht die Glukideirung zu wasserléslichem, ,direktem*
Bilirubin. Liegt ein erhdhter GesamtbilirubinwerhiSerum vor und kann ein prahepatischer
Ikterus, sowie ein Verschluss der posthepatischale@vege ausgeschlossen werden, spricht
der erhohte Wert fir das Vorliegen einer Leberfioridstérung. Fur die Entstehung eines
prahepatischen Ikterus gab es im Kollektiv der Wehstiere in dieser Studie keinen Anhalt.
Ein Verschluss der posthepatischen Gallenwege woedeer Sektion des Tieres 48 h nach
der Operation anhand des makroskopischen Aspektelsetber und des Gallengangssplintes
ausgeschlossen.

Die hochste Aktivitat der GLDH findet sich Uberwssgl in den Mitochondrien von
Hepatozyten und hier hauptsachlich in zentroazm@edlen. Daraus folgt, dass hohe GLDH

Werte mit einer tiefgreifenden Zerstérung von Leleden einhergehen.
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5.6 Interpretation der Ergebnisse

Der Ischamie-/Reperfusionsschaden stellt ein Ises#it langem bekanntes Phanomen dar,
welches sowohl bei der Transplantation solider @egaals auch im Rahmen von
Organischamien, wie sie z.B. bei Operationen vorkem, beobachtet wird. Uber eine Reihe
von zellularen und extrazellularen Mechanismentfdler Ischamie-/Reperfusionsschaden zu
einer Schadigung des betroffenen Organs.

In der vorliegenden Studie wurden LEWIS Ratten\&ssuchstiere verwendet. Durch die
Syngenitat dieser Tiere ist davon auszugehen, dass der Schaden, den eine
Transplantatleber im Laufe der Transplantation nipsich lediglich in der Auspragung des
Isch&amie-/Reperfusionsschadens von dem Schademeandansplantatlebern unterscheidet,
da alle fir das Organ schadigenden Faktoren zwisaen unterschiedlichen Gruppen
identisch waren. Schéadigende Faktoren waren z.8.kdite Ischamiezeit, die langsame
Wiedererwarmungszeit wahrend der Transplantatioml wie Manipulationen an der
Spenderleber im laufe von Explantation und Tramgpleon.

Die Auspragung des Leberschadens und somit die rAgspg des Ischamie-
IReperfusionsschadens wurde hier anhand der obeangen Laborparameter 1, 24 und 48
Stunden nach der Operation und anhand der 48 Stumaleh der Operation gewonnenen
Histologie bestimmt. Dabei zeigte sich bei alleei @ruppen eine Stunde nach der Operation
ein erheblicher Leberschaden. Dieser wurde bessratg@tand der Transaminasen sichtbar,
welche sich eine Stunde nach der Transplantati@inem Maximum befanden. Lediglich in
der Gruppe Il stieg die GOT bis zur 24. Stunde nach der Lebesplamtation an, was flr
einen tiefgreifenden Leberzellschaden in dieserp@euspricht. Allerdings kann die GOT
aufgrund ihres Vorkommens in anderen Organen, vBe Herz, Skelettmuskel und Gehirn
durchaus nicht als leberspezifisch angesehen we&tEmit kann ein alleiniger Anstieg der
GOT, ohne gleichzeitigen Anstieg, oder sogar AbtEl GPT auch ein Zeichen flr eine
andersartig bedingte Pathologie sein, wie z.B.relehaden groRerer Muskulaturanteile nach
einer Operation.

Die GLDH war in allen drei Gruppen eine Stunde nagr Transplantation auf ihrem
Tiefststand und erreichte erst innerhalb der er@&rStunden ihre maximalen Werte. Dies
spricht offensichtlich am ehesten dafir, dass siohLeberzellschaden nicht nur in der Zeit
der kalten Ischdmie, sondern viel mehr auch imeweit Verlauf nach Lebertransplantation
als Folge der Reperfusion und der daraus resultiere schadigenden Mechanismen

entwickelte. Wahrend die Transaminasen, bis aufGid in Gruppe Il schon 24 Stunden
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nach der Lebertransplantation abgefallen waren bisdzur 48. Stunde weiter abfielen,
begann sich die Serumaktivitat der GLDH erst naéhSunden zu verringern. Dies kann
durchaus als Zeichen dafur interpretiert werdessdach ca. 24 Stunden die ,akute Phase*
des Ischamie-/Reperfusionsschadens voruber istalzsioch die Transaminasen zwischen der
24. und 48. Stunde rapide verbesserten. Ein atamli¢brlauf von Transaminasen und GLDH
konnte auch von der Arbeitsgruppe udeidenhain Cin einer klinischen Studie zur
retrograden Reperfusion festgestellt werden (4&r. gunstige Verlauf der Transaminasen
konnte weiterhin auch von der Gruppe urscheliessnigg K.-Hhachgewiesen werden. Auch
konnte diese Gruppe einen direkten Vorteil derogrmden Reperfusion gegenuber der
Kontrollgruppe, welche initial portal reperfundievurde, in Bezug auf die Syntheseleistung
der Leber anhand von Prothrombinzeit und Antithroml feststellen (64).

Im Gegensatz zu diesen erfreulichen Ergebnisseht sias erhohte Auftreten von
Komplikationen der Gallenwege nach retrograder Kapin in einer klinischen Studie (18
Um den Leberzellschaden, der nach einer Lebertiamspion auftritt zu objektivieren,
wurde in dieser Studie das Gewebe der transpléatierebern, welche 48 Stunden nach der
Transplantation enthommen wurden, histologischrantit. Besonderes Augenmerk wurde
in der histologischen Begutachtung auf den Nekraslaweis gesetzt. Die Entstehung einer
Nekrose durch den Ischamie-/Reperfusionsschadem kauf unterschiedliche Weise
geschehen. So kommt es durch den Ischamie-/Remerésshaden zu einer Schadigung des
GefalRendothels, was zu Mikrozirkulationsstérunget somit zu einer Gewebehypoxie fuhrt
(16,76). Ein weiterer Entstehungsmechanismus eiNekrose durch den Ischéamie-
/IReperfusionsschaden ist der direkte zytotoxisctiekEvon freien Sauerstoffradikalen auf
parenchymatdse Zellen der Leber. Aber auch neuteogBranulozyten, genauso wie T-
Lymphozyten fihren nach Aktivierung und Extravastoneinem Untergang von Leberzellen.
Vereinfacht kann man davon ausgehen, dass je awdggep der Schaden, hervorgerufen
durch kalte Ischamie ist, sich umso mehr und gef3also ausgepragtere Nekroseherde
finden.

In der vorliegenden Studie konnten die gréfdten begfiormationen in deGruppe |
gefunden werden und waren sogar signifikant gré@erdie Nekroseformationen in der
Gruppe Il . Zusammen mit der Auszahlung der Nekroseherdeheeh erGruppe 11l , also
der retrograd reperfundierten Gruppe, verglicheh d@n beiden anderen Gruppen eine
signifikant geringere Anzahl zeigte, kann man vanee geringeren Auspragung des
Ischéamie-/Reperfusionsschadens in @enppe Il ausgehen. Auch wird diese These von der

Tatsache untermauert, dass die maximale Grol3e el@osdkherde iGGruppe Il signifikant
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geringer war als inGruppe | und tendenziell geringer als in degruppe II.
Zusammenfassend kann also gesagt werden, dassrirVatsuchsgruppe, in der die
Transplantatlebern initial retrograd reperfundeudrden die Nekrosen seltener vorkamen und
kleiner waren als in den beiden Ubrigen Gruppesadierograd reperfundiert wurden.

Eine weitere wichtige Frage ist diejenige nach demalen Verteilung der Nekrosen. Als
Bezugsformation wurde der Leberazinus nach Rappagewdahlt. Hierbei bilden die
terminalen Arteriolen von Pfortader und Leberagaine von Leberzellen umgebene Achse.
Das in den Azinus gelangende Blut aus Vene undriariiel3t dann von dieser Achse zu den
Vv. centraleswobei es drei verschiedene Zonen durchfliel3t. Zziken der einzelnen Zonen
haben, wie bereits im Allgemeinen Teil besprochersehiedene Spezialisierungen in Bezug
auf den Stoffwechsel. Ein weiterer wichtiger Aspd&t Zoneneinteilung nach Rappaport ist
der absteigende Sauerstoff- und NéahrstoffgehalBligtes entlang der Strecke durch die drei
Zonen. Diese nehmen von der Zone 1 (peripher) bis Zone 3 (zentralvenennah)
kontinuierlich ab. Daraus ergibt sich, dass didefetler Zone 3 am vulnerabelsten fur eine
Hypoxie oder einen Nahrstoffmangel sind.

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werdassas nach einer Lebertransplantation in
der Ratte bei der Verwendung der retrograden Regerf signifikant seltener zu einer
Nekrose in den Zonen 1 und 2 kommt, als nach Lebesplantation mit initial portaler,
antegrader Reperfusion. Ein essentielles Elementisbbamie-/Reperfusionsschadens ist die
Mikrozirkulationsstérung. Je ausgepragter ein |suk&Reperfusionsschaden im Gewebe
stattfindet, desto starker ausgepragt ist auctMikeozirkulationsstérung und desto geringer
das Sauerstoffangebot in den Zonen 1 bis 3, wasva@rmehrten Hypoxie in den Leberzellen
in Zentralvenennahe bedeutet. Je grol3er also cdeirise-/Reperfusionsschaden, desto weiter
wandert die Gewebshypoxie mit ihrer begleitendenwé&bsnekrose von der Leberazinus-
Zone 3 in Richtung Zone 1. In Zusammenschau mitldengewonnenen Ergebnissen kann
von einem geringeren Ischamie-/Reperfusionsschadash retrograder Reperfusion

ausgegangen werden.

82



Mit Hilfe der Ergebnisse, welche in dieser Studiewgnnen wurden konnen folgende

Schlusse gezogen werden:

* Die Lebertransplantation mit retrograder Reperfusgt an der Ratte standardisiert
durchfuhrbar.

* Laborchemisch ist der Leberschaden nach einer mRealbiertransplantation signifikant
geringer, wenn die Technik der retrograden Repienfiusum Einsatz kommt, als nach

antegrader Reperfusion.

» Achtundvierzig Stunden nach einer Rattenlebertiansgtion kann histologisch eine
geringere Auspragung eines Leberschadens bei rattogreperfundierten
Transplantatlebern gefunden werden, verglichen wmitegrad reperfundierten

Transplantatlebern.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen unter standiemteén Bedingungen einen deutlichen
Vorteil der retrograden Reperfusion bei der Lelamdplantation verglichen mit der
antegraden Reperfusion in der Ratte. Es erscheimhral dieser Ergebnisse sinnvoll, die

retrograde Reperfusion auch in der klinischen Ligdesplantation weiter zu evaluieren.
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6 Zusammenfassung

Die Lebertransplantation ist heute eine Standardthe in der Behandlung von
Lebererkrankungen, welche mit einem Organversagdrerehen. Trotz ihrer Stellung als
Standardverfahren ist die Lebertransplantation niocmer mit einer Reihe von Risiken
behaftet. Eine der schwerwiegendsten Komplikatiomem Lebertransplantation ist das
primare Organversagen. Hierbei kommt es kurze @ath der Transplantation zu einem
Leberausfall, welcher mit einer hohen Mortalitatregrgeht.

Einer der Hauptrisikofaktoren fur die Entstehungesi priméren Organversagens ist der
Ischamie-/Reperfusionsschaden. Dieser ist als eitifaktorielles Ereignis zu verstehen, bei
dessen Entstehung eine Vielzahl von Faktoren bgtesind. Besonders anféllig fir einen
Schaden durch Ischamie und darauf folgende Repenfsend Lebern mit einem hohen Grad
an Verfettung. Aufgrund der vorherrschenden Orgapkheit werden allerdings immer mehr
Fettlebern zur Lebertransplantation angenommens Digerstreicht die klinische Relevanz,
protektive Mechanismen gegen den Ischamie-/Reperfsschaden zu entwickeln.

Nach einer erfolgreichen Lebertransplantation stfi@ den Empfanger erforderlich, sich
einer lebenslangen immunsupressiven Therapie zraiehen, da es in dessen Kdrper sonst
zu einer AbstofRungsreaktion kommen wiirde. Dieserafiie ist allerdings mit enormen
Nebenwirkungen verbunden, welche nicht zuletzthiren Auspragung dosisabhangig sind.
Die Schwere des Ischamie-/Reperfusionsschadendliédrénier mit der Schwere einer
chronischen AbstofRungsreaktion. Dies unterstr@ohgut dessen klinische Relevanz.

Ein viel versprechender Ansatz zur Minimierung tehamie-/Reperfusionsschadens ist die
retrograde Reperfusion der Spenderleber Uber drahiepatischeV. cava inferior Eine
Tierexperimentelle Studie zu diesem Thema wurdegedislang nicht durchgefihrt.

Ziel der vorliegenden Studie war es also, 1. eereliperimentelles Modell mit einer
retrograden Reperfusion bei der Lebertransplamtatio der Ratte zu entwickeln, 2. zu
evaluieren, ob laborchemisch ein geringerer IschdReperfusionsschaden nach retrograder
Reperfusion, verglichen mit der anterograden Repgeh nachweisbar ist und 3., ob auch
histomorphologische Unterschiede zwischen antedsgraund retrograder Reperfusion

nachgewiesen werden kdnnen.
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Modell:

In der vorliegenden Arbeit wurden drei verschieder@perationstechniken der
Lebertransplantation anhand dreier verschiedenersué¢bsgruppen miteinander im
Rattenmodell verglichen. Die Gruppengrol3e betrugi@re. Als Versuchstiere wurden
LEWIS-Ratten verwendet. Diese zeichnen sich dadare) dass durch jahrelange Inzucht
genetisch identische Tiere entstehen. Durch dieseetgche Identitat kann nach der
Lebertransplantation eine Abstolungsreaktion wigigdend vermieden werden.

Fur die Gruppe |, sowie die Gruppe Il kamen etatdi®attenlebertransplantationsmodelle
zum Einsatz. Dabei unterschieden sich diese beBteppen lediglich in dem Zeitpunkt der
arteriellen Reperfusion. Wahrend diese in der Geuperst 6 Minuten nach der portalen
Reperfusion stattfand, wurde in der Gruppe Il eayechrone Reperfusion durchgefihrt, bei
der Pfortader uné.. hepaticagleichzeitig die Reperfusion ausmachten.

Fur die Lebertransplantationen der Gruppe Il ¢gtade Reperfusion vM. cavg musste im
Rahmen dieser Studie ein neues Lebertransplansatiotell an der Ratte entwickelt werden.
Dabei wurde nach der Fertigstellung der Anastonuesesuprahepatischeh cava inferior
nicht wie in den bisherigen Rattenlebertranspl@mnamodellen die Anastomose der
Pfortader gefertigt, sondern vorerst die infrahisge V. cava inferioranastomosiert. Nun
konnte durch Freigabe des Blutstromes in der iefpabischenV. cava inferior eine
retrograde Reperfusion stattfinden.

Da der Zeitaufwand flr die Anastomosierung der tattar oder der infrahepatischéncava
inferior etwa derselbe ist, war die Zeitspanne zwischeretedplantation und Reperfusion in
allen drei Gruppen nahezu identisch.

Nach 1, 24 und 48 Stunden post transplantationenndemu bei den Versuchstieren
Blutentnahmen durchgefiihrt und die Serumwerte vadT GGPT, Bilirubin, alkalischer
Phosphatase und GLDH im Institut fur klinische Creeomd Pathobiochemie des Klinikums
rechts der Isar der TU-Munchen bestimmt.

48 Stunden nach der Lebertransplantation wurdenV@iesuchstiere sarkifiziert und die
Transplantatlebern entnommen. Diese wurden imtirstiir Pathologie und pathologische
Anatomie des Klinikums rechts der Isar der TU-Miewhaufgearbeitet und histologisch

untersucht.
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Ergebnisse:

Die retrograd reperfundierten Transplantatlebengtes sowohl laborchemisch, wie auch
histologisch geringere Anzeichen fur eine Schadigafs die anterograd reperfundierten
Lebern. So war die Aktivitat der GOT in der Grugdflebereits nach 24 Stunden signifikant
geringer als in der Gruppe Il. Nach 48 Stunden dexr Wert der Gruppe Il signifikant
geringer als in den beiden anderen Gruppen. Ahnlathielt sich die Aktivitat der GPT.
Diese war sowohl 24 als auch 48 Stunden nach deertransplantation in der Gruppe der
retrograden Reperfusion (Gruppe Ill) signifikantigger als in den Gruppen mit anterograder
Reperfusion. Auch die alkalische Phosphatase zeigien signifikanten Vorteil zugunsten
der retrograden Reperfusion verglichen mit der #enmen Reperfusion, allerdings erst nach
48 Stunden. Die GLDH-Aktivitat war in der Gruppeé slowohl nach 24, als auch nach 48
Stunden signifikant geringer als in der GruppeDle Bilirubinwerte waren in den drei
Gruppen zu keinem Zeitpunkt signifikant different.

Zwischen den Gruppen | und Il zeichnete sich eint&bfir die Gruppe mit nicht simultaner
Reperfusion ab. Signifikant niedriger war hier gr &ruppe | im Vergleich zur Gruppe Il die
Serumaktivitdt von GOT und GPT nach 24, sowie nd8hStunden und die Aktivitat der
GLDH nach 48 Stunden.

Die durchgefiihrte histologische Untersuchung dem3plantatlebern konnte das Ergebnis
der laborchemischen Untersuchungen untermauerrtbédikonnten in der Gruppe der
retrograden Reperfusion signifikant weniger Nekhesde gefunden werden, als in den
Gruppen | und Il. Auch die maximale Gréf3e der gdamen Nekrosen war in der Gruppe |l
signifikant geringer als in der Gruppe I. Die Ned@averteilung in den verschiedenen Zonen
eines Leberazinus zeigte ein signifikant haufig&fekkommen von Nekrosen in den Zonen 1

und 2 der Gruppe | im Vergleich zu denen der Grufpe
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Schlussfolgerung:

Nach einer Lebertransplantation kommt es in dem3ptantatleber zu einem Ischamie-
/Reperfusionsschaden, welcher zu einer Mikrozitkoesstorung und Zelluntergang fuhrt.
Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass der dstk-/Reperfusionsschaden, den eine
Transplantatleber nach einer Lebertransplantatiorder Ratte erfahrt, deutlich geringer
ausgepragt ist, wenn die initiale Reperfusion natterograd, also tUber die Pfortader und die
Leberarterie geschieht, sondern retrograd, vorVdeava inferioraus stattfindet.

Gegenstand weiterer Forschungen sollte es nun d@nAuswirkungen der retrograden
Reperfusion auf die Transplantatfunktion in demikichen Lebertransplantation weiter zu
evaluieren und die Technik der retrograden Repienfiusn klinischen Alltag zu verbessern.
Die Technik der retrograden Reperfusion konnte 30 aner Minimierung von
Komplikationen nach einer Lebertransplantation andeiner Verbesserung des Uberlebens

von Patienten fuhren.
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8 Abkirzungen

AMP Adenosin 5° Monophosphat

AP alkalische Phosphatase

ATP Adenosin-Triphosphat

G-CSF Granulozyten koloniestimuliernder Faktor
GLDH Glutamatdehydrogenase

GOT Glutamatoxalacetattransaminase
GPT Glutamatpyruvattransaminase
v-GT Gamma-Glutamyltranspeptidase
HSP-32 Hitzeschock-Protein-32

HSP-72 Hitzeschock-Protein-72

ICAM-1 Intrazellulares Adhasionsmolekul-1
IFN-y Interferon-y

IL-1 Interleukin-1

LFA-1 Leukozyten-Funktions-Antigen-1
LTx Lebertransplantation

MHC major histocompatibility complex
PAF platelet activating factor

PNF primares Organversagen

SEC Sinusendothelzellen

TNF-o Tumor-Nekrose-Faktor:

VCAM-1 Vascular Cell Adhesion Molecule-1
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