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1. Einleitung

1.1 Historischer Riuckblick

Nachdem Thomas E. Starzl in Uber 200 Tierexperimenten Lebertransplantationen
durchgefuhrt hatte, wagte er am 1. Marz 1963 in Denver (USA) die weltweit erste
orthotope Lebertransplantation am Menschen. Der Patient, ein dreijahriger Junge mit
kongenitaler Gallengangatresie, verstarb jedoch perioperativ infolge nicht
beherrschbarer Blutungen. Auch bei den beiden nachfolgenden
Lebertransplantationen konnte aufgrund von Lungenembolien nur eine postoperative
Uberlebenszeit von 22 beziehungsweise sieben Tagen erreicht werden (Starzl et al.
1963). Schlielllich gelang es Thomas E. Starzl 1967, bei einem 19 Monate alten
Madchen mit hepatozellularem Karzinom die erste Lebertransplantation mit einer
deutlich verlangerten Uberlebenszeit durchzufiihren. Das Méadchen verstarb 13
Monate nach der Transplantation an der bereits metastasierten Tumorerkrankung
(Starzl et al. 1968).

In Deutschland wurde die erste Lebertransplantation von A. Gutgemann 1969 in Bonn
durchgefuhrt (Gutgemann et al. 1969). 1972 startete R. Pichimayr in Hannover das

erste deutsche Lebertransplantationsprogramm.

Aufgrund mangelhafter Moglichkeiten der Organkonservierung, wenig entwickelter
Operationstechniken und begrenzter Effizienz im Bereich der Immunsuppression
waren die Langzeitiiberlebensraten bis Ende der Siebzigerjahre jedoch unbefriedigend
(Starzl und Demetris 1990).

1.2 Immunsuppression

Neben technischen Entwicklungen, verfeinerten Auswahlverfahren flr Organspender,
verbesserter Infektionsprophylaxe und besseren Moglichkeiten der
Organkonservierung wurde die Erfolgsrate nach Transplantation vor allem durch die
Weiterentwicklung der Immunsuppression entscheidend verbessert (Song et al. 2014).
Da eine suffiziente Immunsuppression nach einer Organtransplantation von
entscheidender Bedeutung ist, gelang der Durchbruch 1978, als Calne zum ersten Mal
den Calcineurininhibitor Cyclosporin A verwendete, welcher 1976 aus den

norwegischen Pilzspezies Tolypocladium inflatum und Cylindrocarpon lucidum isoliert
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worden war. Dies eroffnete ein neues Kapitel in der Geschichte der
Lebertransplantation und fuhrte in den folgenden Jahren zu einer Verdoppelung der 1-
Jahres-Uberlebensrate auf 73% im Vergleich zu den bisherigen Versuchen mit

Azathioprin, Cyclophosphamid und Cortison (Calne et al. 1979; Starzl et al. 1989).

Cyclosporin A ist ein Arzneistoff, der die Immunabwehr unterdrickt, indem er indirekt
das Enzym Calcineurin inhibiert. Die Bindung von Calcineurin an NF-AT, ein Gen-
regulierendes  Protein, wird verhindert und damit die Ausschuttung
immunmodellierender Substanzen aus T-Helfer-Zellen, wie Interleukin-2 und
y-Interferon, unterdrickt. Infolgedessen unterbleibt die Aktivierung und Proliferation

von Lymphozyten (Uysal und Dokur 2017).

Eine weitere Verbesserung im Bereich der Immunsuppression wurde gegen Ende der
Achtzigerjahre durch Verwendung von Tacrolimus, Mycofenolat-Mofetil, Sirolimus
und spezifische Antikorpertherapien (anti-IL-2-Rezeptor, anti-CD3-Antikorper)
erreicht. Die vielfaltigen Mdglichkeiten im Bereich der Immunsuppression ermoglichen
heutzutage eine individuelle Therapieempfehlung flr den Patienten (Calne et al. 1979;
Chang et al. 2000; D'Avola et al. 2017; Meirelles Junior et al. 2015; Ruckert 1992;
Starzl et al. 1989; Sterneck et al. 2000).

Als Folge der deutlich verbesserten Uberlebensraten wurde 1983 von der US-
amerikanischen nationalen Gesundheitsbehdrde die Lebertransplantation als
validierte Therapie des terminalen Leberversagens eingefuhrt (Meirelles Junior et al.
2015).

1.3 Operationsverfahren

1.3.1 Piggy-Back-Technik

Neben der konventionellen Operationstechnik, die komplette retrohepatische Vena
cava inferior des Empfangers durch die Vena cava inferior des Transplantats zu
ersetzen, wurde bereits 1968 von Calne ein Verfahren beschrieben, das den kavalen
Ruckstrom des Blutes bestehen lasst, um hamodynamische Komplikationen zu
vermeiden (Calne und Williams 1968; Song et al. 2014). Diese sogenannte Piggy-
Back-Technik wurde erstmals 1988 von A. Tzakis angewandt (Tzakis et al. 1989). Bei

diesem Verfahren bleibt die Vena cava inferior des Empfangers in ihrer Kontinuitat
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erhalten. Die spenderseitige Vena cava inferior wird End-zu-Seit auf eine Lebervene

der partiell ausgeklemmten Empfanger-Cava anastomisiert (Nishida et al. 2006).

Der Vorteil dieser Methode liegt vor allem darin, dass die Verwendung extrakorporaler
Bypasssysteme, wie sie ursprunglich von Thomas E. Starzl beschrieben worden
waren, hinfallig wird. Dadurch kdnnen Komplikationen wie renale Hypoperfusion und
hamodynamische Instabilitat, die auf den verminderten vendsen Ruckstrom in der
anhepatischen Phase zurickzuflhren sind, vermieden werden (Schmidt et al. 2008;
Song et al. 2014). Die Anastomose der Arteria hepatica propria auf einen Patch des
Truncus coeliacus sowie die Anastomose der Vena portae und des Ductus
choledochus unterscheiden sich bei der Piggy-Back-Technik nicht von der

konventionellen Methode.

Da sich die Piggy-Back-Technik aufgrund geringer Komplikationsraten und kurzerer
warmer |Ischamiezeit bewahrt hat, gehort sie heutzutage in den meisten
Transplantationszentren zum Standardverfahren (Schmidt et al. 2008; Tabrizian et al.
2016).

1.3.2 Operationsverfahren zur Erweiterung des Spenderpools

Um der zunehmenden Organknappheit zu begegnen, wurden weitere
Operationsverfahren, wie die Split-Leber-Transplantation, die Leberlebendspende und
die Domino-Transplantation entwickelt. Die Split-Leber-Operationstechnik, die 1988
erstmals von Pichlmayr beschrieben worden war, ist dadurch gekennzeichnet, dass
ein Spenderorgan auf zwei Transplantatempfanger, klassischerweise einen
Erwachsenen und ein Kind, aufgeteilt wird (Pichlmayr et al. 1988). Auch die
Leberlebendspende, erstmal 1990 von Strong et al. erfolgreich durchgeflhrt, basiert
auf dem Konzept, nur eine Halfte der Leber zu transplantieren. Bei der
Leberlebendspende wurde dabei ein erhdhtes Morbiditatsrisiko fur die Entnahme des
rechten Leberlappens gegenuber dem links-lateralen Segment aufgezeigt (Kwon et al.
2003; Song et al. 2014; Umeshita et al. 2003).

Bei der Amyloidose, einer Stoffwechselerkrankung der Leber, kann eine Domino-
Transplantation erfolgen. Im Krankheitsverlauf kommt es zu einer Ablagerung von
Proteinen im Interstitium verschiedener Korpergewebe. Diese Ablagerungen erreichen

dann erst nach 20 bis 30 Jahren einen Krankheitswert. So kann ein Patient mit
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Amyloidose durch eine Lebertransplantation mit einer gesunden Leber geheilt werden.
Die Leber des an Amyloidose erkrankten Patienten kann dann wiederum in einen
anderen Patienten, welcher sehr dringlich eine Lebertransplantation benotigt,
transplantiert werden, da sich dort die Erkrankung der Amyloidose erst nach 20 bis 30

Jahren manifestieren wird.

1.4 Aktueller Stand der Lebertransplantation in Deutschland

Auch in Deutschland hat sich im Verlauf der letzten 20 Jahre die Lebertransplantation
zu einem Routineverfahren entwickelt. Im Jahr 2015 wurden in 23 Kliniken insgesamt
891 Lebern transplantiert. 1308 Patienten wurden 2015 neu zur Lebertransplantation
angemeldet. In den Transplantationszentren werden dabei heutzutage 1-Jahres-

Uberlebensraten von iber 90% erreicht (Tacke et al. 2016).

1.4.1 Indikation

Heute gilt die Lebertransplantation als Standardverfahren in der Therapie von
Patienten mit schweren irreversiblen, progredienten Lebererkrankungen, die das
Leben des Patienten gefahrden. Dabei dirfen weder alternative Therapiekonzepte,
noch  Kontraindikationen gegen eine Transplantation vorhanden sein
("Bundesarztekammer 2013: Richtlinien zur Organtransplantation gem. § 16 Abs. 1 S.
1 Nrn. 2u. 5 TPG" 2013).

Bei Kindern sind es vor allem Stoffwechselerkrankungen und Gallengangsatresien, die
zu einer Transplantation fiuhren. Demgegenuber fuhren bei Erwachsenen das akute
Leberversagen, Malignomerkrankungen, chronische Hepatitiden sowie die nutritiv-
toxische Leberzirrhose am haufigsten zu einer Transplantation. Typischerweise
handelt es sich dabei um eine Alkohol-induzierte Zirrhose, jedoch nimmt auch die
nicht-alkoholische Steatohepatitis (NASH) an Haufigkeit zu (Herzer et al. 2013). Fur
eine Transplantation infolge einer Alkohol-induzierten Leberzirrhose muss eine

Abstinenz von mindestens sechs Monaten nachgewiesen sein.
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1.4.2 Organmangel

Die erreichten Fortschritte in Bezug auf die Uberlebensraten haben seit den frilhen
Neunzigerjahren zu einem erheblichen Zuwachs an Transplantationen gefuhrt. Im Jahr
2014 wurden in Deutschland 879 Lebertransplantationen nach postmortaler
Organspende und 58 nach einer Lebendspende durchgefuhrt. 1336 Patienten wurden
2014 neu zu einer Lebertransplantation angemeldet. 2011 und 2010 war die Anzahl
der Lebertransplantationen am hochsten, jedoch waren diese in Folge des

Transplantationsskandals wieder rucklaufig (Tacke et al. 2016).

In der Bundesrepublik Deutschland regelt seit 1997 das Transplantationsgesetz (TPG)
die Richtlinien fir die Indikationsstellung und Aufnahme eines Patienten auf die
Warteliste. Eine Transplantation kommt nur dann in Betracht, wenn sie eine
Lebensverlangerung oder Verbesserung der Lebensqualitdt im Vergleich zur

konventionellen Therapie erwarten Iasst (Cicinnati et al. 2007; Herzer et al. 2013).

Dem steigenden Bedarf an Organen steht jedoch auch ein zunehmender Mangel an
Spenderorganen gegenuber. In der Vergangenheit war es die Aufgabe der jeweiligen
Arzte eines Transplantationszentrums, den passenden Organempfanger bei
Verflgbarkeit eines Spenderorgans auszuwahlen. In diese Entscheidung gingen
Kriterien wie Zustand des Organempfangers, Gewicht, Grélze, Alter, Grunderkrankung
und logistische Bedingungen ein (Herzer et al. 2013). Die stadndige Kommission
Organtransplantation hat die Allokationskriterien revidiert. Danach entscheidet
heutzutage eine interdisziplinare Transplantationskonferenz (bestehend aus einem
Anasthesisten, Internisten, Chirurgen und einem weiteren unabhangigen Vertreter)
nach dem 6+2-Augen-Prinzip Uber die Listung eines Patienten zur
Lebertransplantation in den Transplantationszentren. Um die Organallokation gerecht
und transparent zu gestalten, erfolgte 2006 die Einfihrung der auf dem MELD-Score

(model of end-stage liver disease) basierten Organallokation (Herzer et al. 2013).



1. Einleitung 6

1.4.3 MELD-Score (model for end-stage liver disease)

Der MELD Score wurde 2002 durch das United Network for Organ Sharing (UNOS) in
den USA eingeflihrt und 2003 im Eurotransplant-Raum (Deutschland, Osterreich,
Slowenien, Kroatien, Ungarn, Niederlande, Belgien, Luxemburg) ibernommen. Er ist
in Deutschland, Belgien und den Niederlanden fur Patienten Uber 16 Jahre die
Grundlage fur die Organallokation und gibt den Schweregrad einer Lebererkrankung

auf der Basis folgender Laborparameter an:

- Serum-Kreatinin (in mg/dl)
- Gesamt-Bilirubin (in mg/dl)

- INR (international normalized ratio)
Aus diesen Parametern kann mit der Formel:
10 * (0,957 * log(Kreatinin) + 0,378 log(Bilirubin) + 1,12 log(INR) + 0,643)

der sogenannte labMELD mit einem Punktwert zwischen 6 und 40 berechnet werden.
Der Punktwert korreliert mit der Uberlebenswahrscheinlichkeit innerhalb der nachsten
drei Monate. Diese betragt, bei einem Punktwert von 6 fast 100%, wahrend sie bei
einem Punktwert von 40 bei nur etwa 1% liegt (Herzer et al. 2013). Dadurch wird
erreicht, dass ein passendes Spenderorgan dem jeweilig bedurftigsten Patienten
zugeordnet werden kann. Ab einem Punktwert von 15 hat der Patient schon im ersten

Lebensjahr einen Uberlebensvorteil durch die Transplantation (Herzer et al. 2013).

Fir rund 30% der Patienten kann jedoch anhand des labMELD die Dringlichkeit einer
Lebertransplantation nicht adaquat beurteilt werden. Um diesem Problem zu
begegnen, wurden sogenannte Standardausnahmen definiert, anhand derer dem
Patienten ein direkter Punktwert, der sogenannte matchMELD zugeordnet wird.
Zusatzlich wurde ein sogenannter HU-Status (high urgency) fur Patienten eingefihrt,
die sich in einer akut lebensbedrohlichen Situation mit wahrscheinlichem Tod innerhalb
der nachsten Tage ohne Transplantation befinden. Folgende Indikationen konnen zu
einer Anerkennung des HU-Status fuhren: akutes Leberversagen, akutes
Transplantatversagen innerhalb 14 Tagen nach einer Transplantation, akute
Dekompensation bei Morbus Wilson oder Budd-Chiari-Syndrom, lebensbedrohliches
Lebertrauma und anhepatischer Zustand als Folge eines akuten Leberversagens mit
toxischem Lebersyndrom (Adam et al. 2012; Herzer et al. 2013; Kaltenborn et al. 2015;
Merion et al. 2011).
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1.4.4 Marginale Organe

Um der Diskrepanz zwischen verfugbaren und bendtigten Spenderorganen zu
begegnen, werden neben der Domino-Transplantation, der Leberlebendspende und
der Split-Leber-Transplantation weitere Konzepte verfolgt, um den Spenderpool zu
erweitern. FlUr diese sogenannten marginalen Organe oder extended donor criteria
(EDC) gibt es keine allgemein anerkannte wissenschaftliche Definition. Vielmehr
bezeichnet der Begriff verschiedene Eigenschaften des zu transplantierenden Organs,
beziehungsweise des Organspenders (J Pratschke et al. 2008). Unterschiedliche

Quellen widersprechen sich hinsichtlich der Kriterien und Grenzwerte.

Von der Bundesarztekammer wurden Kriterien fur die Einschrankung der
Vermittelbarkeit von Spenderorganen definiert. ,Es liegen beispielsweise dann
erweiterte Spenderkriterien vor, wenn der Spender unter einer der nachfolgend

genannten Krankheiten gelitten hat:

Virushepatitis (jeweils alternativ HBS Ag+, anti-HBC+ oder anti-HCV+), Sepsis mit
positiver  Blutkultur,  Meningitis, maligner Tumor in der Anamnese,
Drogenabhangigkeit.

Bisher existieren nur flr die Lebertransplantation spezifizierte erweiterte

Spenderkriterien. Dies sind alternativ:

Alter des Spenders > 65 Jahre, Intensivtherapie einschlieBlich Beatmung des
Spenders > 7 Tage, Adipositas des Spenders mit BMI > 30kg/m?, Fettleber
(histologisch gesichert) > 40%, Serum-Natrium > 165 mmol/l (letzter Wert vor der
Spendermeldung), SGOT oder SGPT > 3 x normal (letzter Wert vor der
Spendermeldung) oder Serum-Bilirubin > 3 mg/dl (letzter Wert vor der
Spendermeldung)“ ("Bundesarztekammer 2006: Bekanntmachungen: Richtlinien zur
Organtransplantation gemaR § 16 TPG" 2006).

Die Transplantation von marginalen Organen ist fur sdmtliche EDC-Kriterien mit einer
schlechteren Funktion des transplantierten Organs und einem insgesamt schlechteren
Outcome fir den Transplantatempfanger assoziiert. Insbesondere gilt dies fur Lebern
mit hohem Verfettungsanteil und Organe von alteren Spendern (Gastaca 2009). Die
Erweiterung der Kriterien fir in Frage kommende Spenderorgane hat dabei die
Sterblichkeit auf der Warteliste und die Wartezeit bis zur Transplantation erheblich
verkurzt (Tector et al. 2006). Jedoch stellt die Akzeptanz dieser marginalen Organe
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ein ethisches Problem dar, da die zu erwartende Sterblichkeit fir den individuellen

Organempfanger nicht vorausgesagt werden kann (Pratschke et al. 2009).

Aufgrund des Organmangels, der sich in den letzten Jahren entwickelt hat, erscheint
es jedoch nicht sinnvoll, potentielle Spenderorgane im Hinblick auf einzelne EDC-
Kriterien abzulehnen. Vielmehr haben sich unterschiedliche Konzepte entwickelt,
diese Organe als Transplantat verwenden zu kdnnen. Neben dem logistischen
Transferziel die kalte Ischamiezeit zu verkirzen, exzellenter praoperativer
Patientenbetreuung, optimierter Operationsablaufe und konsequenter
Nachsorgekonzepte, sind dabei vor allem die pharmakologische Vorbehandlung von

Spender und Empfanger zu nennen.

Um die Bedeutung der Kombination verschiedener EDC-Kriterien evaluieren zu
konnen, wurden verschiedene Berechnungsmodelle, wie beispielsweise das EDC-
scoring system oder der DRI (donor risk index) entwickelt. Dabei konnte gezeigt
werden, dass ein signifikanter Anstieg der Patientensterblichkeit mit zunehmendem

EDC-Score zu verzeichnen ist (Cameron et al. 2006; Feng et al. 2006).

Leberverfettung

Man kann grundsatzlich zwischen mikrovesikularer und makrovesikularer Verfettung
unterscheiden. Die mikrovesikulare Verfettung ist histologisch  dadurch
gekennzeichnet, dass der Zellkern der Hepatozyten zentral liegt und Uber 90% der
Vakuolen klein erscheinen. Bei der makrovesikularen Verfettung finden sich demnach
Uber 10% grofRRe Vakuolen und der Zellkern imponiert an die Zellmembran gedrangt.
(Fishbein et al. 1997; Garcia Urena et al. 1998; Markin et al. 1993).

Die Wahrscheinlichkeit flr das Auftreten einer Leberverfettung und das Ausmal} der
Verfettung kann mit Hilfe des BMI und des Spenderalters ermittelt werden (Rinella et
al. 2001). Angesichts der stetigen Zunahme von Adipositas in der Bevolkerung der
Industrienationen muss davon ausgegangen werden, dass sich auch das Ausmal der
Leberverfettung in der Bevodlkerung ausbreiten wird. Somit wird zuklnftig der
Nutzbarmachung marginaler Organe, insbesondere von Fettlebern, eine

herausragende Bedeutung zukommen (Mensink et al. 2005).

Als Ursache fir das verschlechterte Outcome von Fettlebern nach einer
Transplantation werden verschiedene Pathomechanismen diskutiert. So fuhrt die

Verfettung der Hepatozyten zu einem vergrélRerten Zellvolumen und damit zu einer



1. Einleitung 9

relativen Lumenabnahme der Sinusoide, was wiederum eine Hypoxie bedingt.
Zusatzlich wird durch die Lumenabnahme eine adaquate Perfusion mit der jeweiligen
Konservierungslosung vermindert. Die Schaden, die bei der Reperfusion an
Sinusendothelzellen (SEC) und Hepatozyten entstehen, fihren 2zu einer
Ausschwemmung von Fettsauren in die Sinusoide und behindern damit zusatzlich die
Mikrozirkulation (Koneru und Dikdan 2002; Seifalian et al. 1998).

1.5 Molekulare Mechanismen des Ischamie-/Reperfusionsschadens

Der Ischamie-/Reperfusionsschaden ist charakterisiert durch sinusoidale
Vasokonstriktion aufgrund der Beteiligung von SEC und Epithelzellen der
postsinusuidalen Venulen sowie durch die Entstehung eines intrazellularen Odems der
Hepatozyten. Zusatzlich kommt es zu einer Einwanderung neutrophiler Granulozyten,
Aktivierung von Kupfferzellen, Thrombozytenaggregation und schlieBlich zu
Veranderungen des kapillaren Blutflusses. Die Folge sind Zellschadigung und

Organdysfunktion (Moussavian et al. 2011) .

Die gestorte Mikrozirkulation ist vor allem darauf zurlckzuflihren, dass die
geschadigten SEC ihr Zytoskelett verandern, sich in das sinusoidale Lumen
hineinwélben und vermehrt Adhasionsmolekule prasentieren, was wiederum zu einer
Leukozytenemigration fuhrt. Wahrend die meisten SEC die Phase der Ischamie,
abgesehen von den Veranderungen des Zytoskeletts, lebendig uberstehen, gehen sie
wahrend der Reperfusion in groler Anzahl unter und verursachen ein Leck in der
Endothelbarriere, das zu einer Thromozytenaggregation fuhrt (Cywes et al. 1993;
Selzner et al. 2003; Sindram et al. 2000). Die Folge davon ist eine zusatzliche
Einengung des sinusoidalen Lumens, eine Stérung der Mikrozirkulation und damit eine
relative Hypoxie (Caldwell-Kenkel et al. 1988; Kupiec-Weglinski und Busuttil 2005;
Marzi et al. 1991).

Desweiteren fuhrt die NO-Produktion der Thrombozyten in Kombination mit freien
Sauerstoffradikalen zu einer Bildung von Peroxynitrit, was wiederum ein starker

Induktor von Apoptose der Sinusepithelzellen ist (Gow et al. 1998).

Der durch Ischamie verursachte Sauerstoffmangel verhindert in den Mitochondrien die
oxidative Phosphorylierung. Dies verursacht einen intrazellularen ATP-Mangel. Die

Folge ist eine verminderte Aktivitat der Na*/K*-ATPase, was zunachst zu einer
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intrazellularen Akkumulation von Natriumionen fuhrt und als Folge dessen auch die
intrazellulare Calciumhomadostase stort. Das Resultat ist eine Membraninstabilitat mit
intrazellularem Odem und unter Umstdnden auch der Zelltod. Obwohl die
Zellschadigung, die durch den Sauerstoffmangel versursacht wird, einen signifikanten
Schaden anrichtet, wiegt der Zellschaden, der nach der Reperfusion entsteht, noch
schwerer. Nach der Wiedereroffnung des hepatischen Blutflusses setzt eine massive,
akute Entzundungsreaktion ein, die fur die entscheidende Ursache des hepatischen

Zellschadens nach der Reperfusion verantwortlich gemacht wird (Jaeschke 2003).

Der Ischamie-/Reperfusionsschaden kann, wie im Folgenden aufgefluhrt, in eine frihe

und eine spate Phase unterteilt werden.

1.5.1 Die frihe Phase

In der frihen Phase des Ischamie-/Reperfusionsschadens verursacht die
stressbedingte Zellschadigung nach Einsetzten der Reperfusion eine Freisetzung
verschiedener Molekile wie HMGB1, Hitzeschockproteine sowie RNA und DNA
Fragmente, sogenannter DAMPs (damage-associated molecular patterns), die eine
Entzindungsreaktion initiieren und aufrechterhalten kdnnen (Jaeschke 2011). Diese
DAMPs interagieren mit membranstandigen Toll-like-Rezeptoren (TLR-9 und TLR-4)
der Kupfferzellen und fluhren zu deren Aktivierung. Kupfferzellen koénnen als
leberspezifische Makrophagen angesehen werden, die im sinusoidalen Spaltraum
angesiedelt sind. Sie generieren reaktive Sauerstoffspezies (ROS), die wiederum
direkte zytotoxische Wirkung auf die Hepatozyten und SEC haben kdénnen, wie auch
indirekt Uber die Rekrutierung verschiedener Entzindungsmediatoren zu einer

Immunantwort fuhren (Jaeschke 2003).

Die Bindung von HMGB1 an den TLR-4 Rezeptor fuhrt neben einer direkten
Aktivierung von neutrophilen Leukozyten auch zu einer Aktivierung der NADPH-
Oxidase (NOX-2), dem wichtigsten Superoxid produzierenden Enzym der
Phagozyten. Des Weiteren kommt es zu einer Freisetzung von Cytokinen und
Chemokinen, insbesondere TNF-a, IL-1, IL-6 und Komplementfaktoren (C5a), die
wiederum Kupfferzellen und neutrophile Leukozyten dazu anregen, ROS zu
produzieren und damit eine verstarkte Produktion von Zelladhasionsmolekulen
(CD11b/CD18) auf den neutrophilen Leukozyten und Endothelzellen zu verursachen
(Jaeschke 2003, 2011).
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1.5.2 Die spate Phase

Die gesteigerte Expression von P-Selektin und L-Selektin sowie ICAM-1 und Mac-1
fiuhrt schlieBlich zu einer verstarkten Interaktion mit dem Gefaliendothel und
Emigration der Leukozyten in das Leberparenchym (Jaeschke 2011). Die
Akkumulation der Leukozyten im Leberparenchym kennzeichnet den Beginn der

spaten Phase der Entzindungsreaktion (Lentsch et al. 2000; Teoh und Farrell 2003).

Aktivierte neutrophile Leukozyten setzen darlber hinaus Elastase, Cathepsin G,
Heparanase, Collagenase und catalytische Enzyme frei, die eine direkte zytotoxische

Wirkung auf Hepatozyten haben (Teoh und Farrell 2003).

1.5.3 Freie Sauerstoffradikale

Fur eine entscheidende Beteiligung an der Organschadigung nach der Reperfusion
ischamischer Organe wird das Vorhandensein freier Sauerstoffradikale verantwortlich
gemacht (Connor et al. 1992). Schon wenige Minuten nach der Reperfusion sind die
freien Radikale im zirkulierenden Blut messbar erhéht. An der Bildung der reaktiven
Radikale sind in der frihen Phase des Ischamie-/Reperfusionsschadens vor allem

aktivierte Kupfferzellen beteiligt (Jaeschke et al. 1992).

In der spaten Phase des Ischamie-/Reperfusionsschadens kommt es aufgrund der
Wirkung von Cytokinen, Chemokinen und aktivierten Komplementfaktoren auch zu
einer vermehrten Bildung reaktiver Sauerstoffspezies durch aktivierte Leukozyten und
Sinusepithelzellen. Die Radikale entstehen im Purinstoffwechsel bei der Umwandlung
von Hypoxanthin zu Xanthin auf der Basis eines Cytochrom P-450 Metabolismus
(Jaeschke 1991, 2003; Jaeschke et al. 1992).

Der oxidative Stress, der durch die ROS verursacht wird, fuhrt unter anderem Uber
DNA-Oxidation, Lipidperoxidation und Enzymdenaturierung zu einer direkten
Zellschadigung. Da vor allem die Lipidkomponenten der Zellmembran von dieser
oxidativen Schadigung betroffen sind, kommt es zu einer Instabilitat der Zellmembran,
die unter Umstanden zur Lyse der Zelle fuhrt (Derin et al. 2004). Ebenso werden
Caspasen aktiviert, die wiederum zur Apoptose der Zelle fihren (Klune und Tsung
2010). Auf der Basis dieser Schadigungsmechanismen besteht daher ein

Zusammenhang zwischen Ischamiezeit und der Konzentration freier Radikale, die
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wiederum mit einem hdheren Transplantatversagen korreliert (Lutterova et al. 2001;
van As et al. 2002; Zhong et al. 2005).

1.6 Therapeutische Ansatze zur Reduktion des
Ischamie-/Reperfusionsschadens

Etwa 10% der Falle von primarem Organversagen nach Lebertransplantation konnen
direkt auf den Ischamie-/Reperfusionsschaden zurtuckgefuhrt werden. Es konnte
aulRerdem gezeigt werden, dass die Schwere des Ischamie-/Reperfusionsschaden mit
der Vorschadigung des transplantierten Organs korreliert. Insbesondere bei Fettlebern
konnte ein signifikant haufigeres primares Organversagen nachgewiesen werden. Um
den Anteil des primaren Organversagens aufgrund des Ischamie-
/Reperfusionsschadens insbesondere flir marginale Organe zu verringern gibt es
verschiedene therapeutische Ansatze (Briceno et al. 2002; Caraceni et al. 2005;
Fondevila et al. 2003).

Allen therapeutischen Ansatzen ist gemeinsam, dass sie entweder versuchen eine
direkte Protektion zu erreichen, indem Enzyme gehemmt werden, die flr eine
Schadigung verantwortlich gemacht werden, oder das Ziel haben die Toleranz des
Gewebes gegenuber des Ischamie-/Reperfusionsschadens zu erhéhen. Dazu sollen
hier drei verschiedene Moglichkeiten, namlich chirurgische, gentechnologische und

pharmakologische Strategien unterschieden werden (Selzner et al. 2003).

1.6.1 Chirurgische Strategien

Ischamische Prakonditionierung

Die ldee der ischamischen Prakonditionierung (IPC) besteht darin, durch eine
einmalige Ischamie, oder wiederholte kurze ischamische Phasen mit anschlie3ender
Reperfusion ein geringes Stresslevel in der Zelle zu erzeugen. Dadurch wird die Zelle
auf die lange Ischamie bei der Transplantation ,vorbereitet® und hat zu diesem
Zeitpunkt verbesserte Schutzmechanismen entwickelt (Banga et al. 2005). Technisch
wird die hepatische Trias aus Vena portae, Arteria hepatica propria und Ductus

choledochus fir 15 Minuten abgeklemmt und damit der Blutzufluss vollstandig
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unterbrochen. Anschlieliend wird die Klemme gedffnet, und es schlieldt sich eine 15-

minutige Phase der Reperfusion an (Selzner et al. 2003).

Bei der IPC kdnnen dabei eine frihe Phase, deren Wirkung wenige Minuten nach der
Reperfusion einsetzt und fur wenige Stunden anhalt, von einer spaten Phase, die etwa
24 Stunden nach Reperfusion beginnt und dann fir einige Tage anhalt, unterschieden
werden (Carini und Albano 2003; Jenkins et al. 1995; Korthuis et al. 2001).

Mit dem Wissen, dass eine unterschwellige Stresssituation ein Reihe von zellularen
Anpassungs- und Schutzmechanismen auslost, um einem erneuten Stressfaktor
ahnlicher Art zukilnftig angepasster begegnen zu kdnnen, werden vor allem
Anpassungsreaktionen von Adenosin, NO, oxidativem Stress, einigen
Hitzeschockproteinen, insbesondere HSP72 und HSP32 und TNF-a, beobachtet. So
kommt es beispielsweise zu einer verminderten Expression von P-Selektin, dessen
Produktion von TNF-a getriggert wird (Lesurtel et al. 2009; Selzner et al. 2003).

Intermitted clamping

Gleich wie bei der IPC wird beim intermitted clamping (IC) der Blutfluss Uber das
Anbringen einer Klemme an der hepatischen Trias unterbrochen. Im Unterschied zur
IPC wird jedoch die bestehende Ischamie durch mehrere kurze Phasen der
Reperfusion unterbrochen, da gezeigt werden konnte, dass dies von der Leber besser
toleriert wird als eine dauerhafte Ischamie (Belghiti et al. 1999; van Wagensveld et al.
1999). Die zytologischen Anpassungsreaktionen sind beim IC vergleichbar mit der
IPC, jedoch liegt der Vorteil dieser Methode darin begrindet, dass die intraoperative
Ischamiezeit deutlich ausgedehnt werden kann. Da jedoch weder fur IPC noch fur IC
ein Einfluss auf die Morbiditat nachgewiesen werden konnte, werden beide Verfahren
heutzutage nicht bei der Lebertransplantation angewandt (Gurusamy et al. 2009;
Lesurtel et al. 2009; Man et al. 1999).

1.6.2 Gentherapeutische Ansatze

Jungste Ergebnisse in der Gentherapie haben Anlass zur Hoffnung gegeben, diese
Werkzeuge auch flr die Reduktion des Ischamie-/Reperfusionsschadens
erfolgversprechend anwenden zu kénnen. So kommen in der Theorie verschiedene
Moglichkeiten in Frage. Dazu gehdren Manipulation der Keimbahn (beispielsweise

durch Oocyteninjektion), Stammzellentransformation mit Rlckfihrung in den Embryo
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und das Erreichen von spezifischen Zellen oder Organen, indem Vektoren oder Viren
verwendet werden, um ein Gen einzuschleusen. Wahrend die ersten beiden
Maoglichkeiten keine ethische Akzeptanz in der Bevolkerung gefunden haben, stellt die
dritte Moglichkeit durchaus einen therapeutischen Ansatz zur Therapie angeborener
und erworbener Krankheiten dar. Bei der Lebertransplantation wirde dies jedoch die
Prakonditionierung des Spenders mit einem entsprechenden Genprodukt bedeuten.
Neben ethischen Problemen ist dabei vor allem entscheidend, dass eine
Lebertransplantation zumeist ein akutes Ereignis darstellt (Selzner et al. 2003). Fur

Leberlebendspenden wirde dieses Modell jedoch weiterhin in Betracht kommen.

Ein mdglicher Ansatzpunkt der Gentherapie ist beispielsweise die Apoptosekaskade.
Hier konnte im Mausmodell sowohl flr transgene als auch fir Adenovirus-beladene
Mause gezeigt werden, dass bei einer erhdhten Expression des antiapoptotisch
wirksamen Bcl-2-Proteins, der Ischamie-/Reperfusionsschaden deutlich geringer
ausfiel (Bilbao et al. 1999; M Selzner et al. 2002).

Ebenso konnte ein antiapoptotischer Effekt fur Bag-1, einem Bcl-2 Bindungsprotein
nachgewiesen werden. Daruber hinaus scheint Bag-1 den TNF-Rezeptor R1 in seiner
Aktivitat einzuschranken, was wiederum den Entziindungsprozess limitiert. So konnten
verringerte Entziindungsindikatoren flr TNF-qa, IL-2, CD25 und Interferon-y auf Ebene
der messenger RNA gezeigt werden (Sawitzki et al. 2002; Selzner et al. 2003;
Takayama et al. 1995).

Des Weiteren wurde versucht, die oxidative Stressantwort zu vermindern, indem
Proteine wie die mitochondriale und zytosolische Superoxid-Dismutase oder HSP32

angesteuert wurden (Murphy et al. 1991; Zwacka et al. 1998).

1.6.3 Pharmakologische Strategien

Es gibt eine Vielzahl von Pharmaka, die hinsichtlich ihres protektiven Effekts auf den
Ischamie-/Reperfusionsschaden untersucht wurden. Einige davon haben sich nicht
nur im experimentellen Modell bewahrt, sondern konnten Einzug in den klinischen
Alltag finden. So unterschiedlich diese pharmakologischen Strategien auch sind, ist
ihnen gemeinsam, dass sie entweder versuchen, einen postoperativen
Schadigungsmechanismus positiv. zu beeinflussen, oder im Sinne einer

Prakonditionierung, ahnlich wie bei den Ansatzen der chirurgischen
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Prakonditionierung, ein subletales Stresslevel in den Zellen zu erzeugen, was diese
dazu bringt, Schutzmechanismen gegenuber ahnlichem oder gleichem Stress zu

entwickeln.

Nachfolgend werden einige Substanzklassen und Pharmaka hinsichtlich ihres

protektiven Effekts fur den Ischamie-/Reperfusionsschaden dargestellt.

Adenosin-Agonisten und Stickstoffdonatoren

Die Akkumulation von Adenosin wahrend der Ischamie und Reperfusion flhrt zu einem
wirksamen Schutz des entsprechenden Gewebes (Ben-Ari et al. 2005; Parratt 1994).
So konnte in der Rattenleber nachgewiesen werden, dass einerseits durch eine
Blockade das Adenosinrezeptor A2A und andererseits durch die Metabolisierung von
endogenem Adenosin eine Verstarkung des Ischamie-/Reperfusionsschadens
resultierte (Peralta et al. 1999). Dartber hinaus konnte gezeigt werden, dass die von
Adenosin erzeugte Protektion auf die Aktivierung der NO-Synthase zurlckzufuhren ist.
Erhohte Stickstoffspiegel begrenzen den Ischamie-/Reperfusionsschaden an SEC und
Hepatozyten erheblich. Infolgedessen bieten sich als Pharmaka sowohl direkte
Stickstoffdonatoren wie L-Arginin, NONOate und FK409 an, deren Effekt vor allem fur
warme Ischamie gezeigt werden konnte, als auch Adenosin—Rezeptor-Agonisten wie
beispielsweise GGS-21680 (Selzner et al. 2003).

Antioxidantien

Die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) hat eine entscheidende Bedeutung flr
die Auspragung des Ischamie-/Reperfusionsschadens. ROS entstehen hauptsachlich
in aktivierten Kupfferzellen, jedoch kommt es auch zu einer Freisetzung von ROS aus
Hepatozyten, Leukozyten und Monozyten durch proinflammatorische Zytokine wie
TNF-a, IL-1, oder Interferon-y (Adamson und Billings 1992; Clavien et al. 1993;
Jaeschke et al. 1990). Neben der direkten oxidativen Schadigung von RNA und DNA
fihrt vor allem die ROS-bedingte Lipidperoxidation der Zellmebranen zu zellularer
Schadigung. Die resultierende Instabilitat und Lyse der mitochondrialen Lipidmembran
und die Aktivierung verschiedener Caspasen sind entscheidende Apoptoseinduktoren
(Rauen et al. 1999).
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FUr eine Reihe verschiedener Pharmaka, darunter N-Acetylcystein, a-Tocopherol,
Gluthation, Desferroxamin, Ascorbinsaure, Bucillamin, a-Liponsaure, und Idebenine
konnte in tierexperimentellen Studien (Duenschede et al. 2007; Seo und Lee 2002)
(Amersi et al. 2002; Gondolesi et al. 2002; Park et al. 2003; Schauer et al. 2004; Schutz
etal. 1997; Weigand et al. 2001) eine Reduktion des Ischamie-/Reperfusionsschadens
infolge von vermindertem oxidativem Stress nachgewiesen werden, jedoch erhielt

keines dieser Medikamente Einzug in die klinische Praxis.

Prostaglandine

Prostaglandine werden hauptsachlich von aktivierten Kupfferzellen wahrend der
Reperfusion freigesetzt (Decker 1990). In Tierexperimenten konnte gezeigt werden,
dass sie die hepatische Mikrozirkulation verbessern, die Thrombozytenaggregation
hemmen und darlber hinaus einen direkten zytoprotektiven Effekt haben (Araki und
Lefer 1980). Diese Wirkung ist bei Prostaglandin E1 und 12 auf eine Hemmung der
Radikalfreisetzung aktivierter Leukozyten und eine verminderte Freisetzung von

Proteasen zurtickzufihren (Fantone und Kinnes 1983; Quiroga und Prieto 1993).
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1.7 Grundlage dieser Studie

In vorausgegangenen Studien von Moussavian et al. 2011 und von Heesen et al. 2012,
konnte im Ex-vivo-Perfusionsmodell gezeigt werden, dass mit einer Kombination
mehrerer Medikamente (MDDP), namlich Curcumin, Simvastatin, N-Acetylcystein,
Erythropoietin, Pentoxiphyllin, Melatonin, Glycin und Methylprednisolon der kalte
Ischamie-/Reperfusionsschaden bei Leberexplantaten effektiv, auch bei steatotischen
Lebern, reduziert wird. Demzufolge war das Ziel dieser Studie, den Effekt dieser
MDDP-Prakonditionierung bei Lebertransplantationen im Rattenmodell in vivo zu
analysieren und die Reduktion des Ischamie-/Reperfusionsschadens bei
Lebertransplantationen mit nicht-steatotischen und steatotischen Lebern im
Rattenmodel zu evaluieren. Die von Moussavian et al. 2011 uUbernommene
Vorgehensweise zur MDDP-Prakonditionierung wird in Abschnitt 2.3.1 genau
dargestellt. Die von Moussavian et al. 2011 tbernommenen Medikamente (Curcumin,
Simvastatin, N-Acetylcystein, Erythropoietin, Pentoxiphyllin, Melatonin, Glycin
Methylprednisolon) werden im Kapitel ,Diskussion® einzeln vorgestellt und deren
protektive Wirkung hinsichtlich einer Minderung des Ischamie/-Reperfusionsschadens
diskutiert.

1.8 Hypothesen

1. Mit einer MDDP-Prakonditionierung des Spendertiers wird der Ischamie-/

Reperfusionsschaden eines nicht-steatotischen Transplantats vermindert.

2. Mit einer MDDP-Prakonditionierung des Spendertiers wird der Ischamie-/

Reperfusionsschaden eines steatotischen Transplantats vermindert.

3. Eine MDDP-Prakonditionierung des Spendertiers flhrt zu einer verbesserten

Mikrozirkulation des nicht-steatotischen Transplantats.

4. Eine MDDP-Prakonditionierung des Spendertiers fuhrt zu einer verbesserten

Mikrozirkulation des steatotischen Transplantats.
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1.9 Studienparameter

1.

2.

Ausmal} der Leberschadigung und der Grad der Leberverfettung uber die
Laborwerte der Transaminasen (AST, ALT), alkalische Phosphatase (AP),
Laktatdehydrogenase (LDH), Gamma-Glutamyl-Transferase (y-GT),
Triglyceride, High Densitiy Lipoprotein (HDL), Low Density Lipoprotein (LDL),
Bilirubin.

Ausmal} der Leberschadigung anhand einer histologischen Beurteilung der
transplantierten Lebern mit Auswertung folgender Parameter: Vakuolisierung,
Grobscholligkeit, Organintegritat, Nekrose.

Beurteilung der Mikrozirkulation mittels intravitaler Mikroskopie mit Auswertung
folgender Parameter:

hepatozellulare Apoptosen, sinusuidales Perfusionsversagen, Leukostase in
den Sinusoiden, Leukozytenadhasion in den postsinusoidalen Venulen,

Leukozytenrolling in den postsinusoidalen Venulen.
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Samtliche fur diese Studie durchgefuhrten Tierversuche wurden am 26.02.2013 vor
Beginn der Experimente gemal} dem Tierschutzgesetz von der zustandigen Behdrde,
dem Niedersachsischen Landesamt fur Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit, genehmigt. Das Aktenzeichen fur die Genehmigung ist 509.6-
42502/3-1. Die Haltung und die Behandlung der Versuchstiere erfolgte nach den

nationalen Tierversuchsrichtlinien.

Fir samtliche Experimente wurden mannliche syngene Sprague-Dawley-Ratten
verwendet. Die Versuchstiere wurden bei Charles River Laboratories (Sulzfeld,
Deutschland) gekauft. Das Gewicht der insgesamt 340 Versuchstiere betrug 345+50g,
wobei darauf geachtet wurde, dass das Gewicht des Empfangertiers um etwa 10%
hoher war als das Gewicht des Spendertiers, um die Operation technisch zu
erleichtern. Die Versuchstiere mit nicht-steatotischen Lebern wurden zwei Wochen vor
der jeweiligen Operation geliefert, damit sich die Tiere an die neue Umgebung
gewohnen konnten und somit das praoperative Stresslevel gering gehalten werden

konnte.

Nach ihrer Ankunft wurden die Tiere untersucht und anschlie3end jeweils vier Tiere
pro Kafig in der Tierversuchsabteilung der Universitat Gottingen bei einer
Raumtemperatur von 22 Grad Celsius und einem Tag-Nacht-Rhythmus von je 12
Stunden gehalten. Alle Tiere hatten freien Zugang zu Trinkwasser, wobei diesem zwei
Tage vor Versuchsbeginn Metamizol zugefiigt wurde, um die Versuchstiere an den
veranderten Geschmack zu gewdhnen und somit die postoperative Wasseraufnahme
zu gewabhrleisten. Die Versuchstiere fur die Experimente mit nicht-steatotischen
Lebern erhielten freien Zugang zu Pressfutter (10 mm Pellets, Sniff Special Diet,
Soest, Germany). Die Versuchstiere fur die Fettleberexperimente wurden vier Wochen
vor Versuchsbeginn geliefert, um in diesem Zeitraum eine Verfettung der Leber unter
LDC-Diat (Lieber-DeCarlieDiet) (EF Lieber DeCarlie, HF (Regular) for Ethanol
application; Purified diet, meal, Sniff Special Diet, Soest, Germany) mit dem Zusatz
von Maltodextrin (Maltodextrin 10, Dextroseequivalent 8.0-9.9, Sniff Special Diet,

Soest, Germany) zu erreichen.
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Aufbereitung und Futterungsweise der LDC-Diat

Das von der Firma Sniff zubereitete Pulver der LDC-Diat wurde mit Maltodextrin unter
der Zugabe von Wasser gelost und verquirlt. Die flussige Nahrung wurde anschliel3end
abgefullt und ggf. maximal bis zu drei Tagen im Kuhlschrank aufbewahrt. Die durch
die Firma Sniff vorbereiteten und gelieferten Komponenten wurden im Kuihlraum des

Labors bei 6° C gelagert.

Im Folgenden sind die einzelnen Arbeitsschritte zur Bereitung der LDC-Diat fur 1000

Gramm aufgezeigt:

> Abwiegen der Spezialnahrungskomponenten mittels Prazisionswaage
(NAME®,Sartorius AG, Goéttingen, Germany)

1. 132,18 g LDC-Pulver (EF Lieber DeCarlie, HF (Regular) for Ethanol

application;Purified diet, meal, Sniff Special Diet, Soest, Germany)

2. 89,6 g Maltodextrin (Maltodextrin 10, Dextrose equivalent 8.0-9.9, Sniff Special

Diet,Soest, Germany)
» Abmessen der Wassermenge mittels Messzylinder
778,22 ml Wasser

» Zusammenfligen der abgemessenen Komponenten und Herstellung einer
dickflissigen Lésung unter Einsatz eines handelstblichen Handmixers.
> Abflllen der fertigen Nahrung in Aufbewahrungsgefalie, ggf. direkte Fltterung

im Tierstall bzw. Lagerung bei 5-7° C im Kiuhlschrank.

Die flissige Nahrung wurde taglich zwischen 9.00 und 11.00 Uhr in Laborschalen
(Contactoschalen B6®, Medchrom, Heidelberg, Germany) gefullt und den Tieren in
den Kafig gestellt. Die Futtermenge pro Tier wurde mit ca. 100-120 ml taglich
veranschlagt, wobei den Tieren die LDC-Diat ad libertum angeboten wurde. (Alwahsh
et al. 2014b; Alwahsh et al. 2014a).
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2.2 Versuchsgruppen

Die 340 Versuchstiere wurden in 20 Gruppen eingeteilt. Es wurden 162
Lebertransplantationen durchgeflihrt. Die kalte Ischamie Zeit betrug bei samtlichen
Versuchen 8 Stunden. Von den 162 transplantierten Tieren haben 118 den jeweils

festgelegten Studienendpunkt erreicht.

Der Studienendpunkt wurde dabei, abhangig von der jeweiligen Gruppe, auf eine
Uberlebensdauer von einem Tag, drei Tagen, finf Tagen und sieben Tagen nach der

Transplantation festgelegt.

Transplantatgruppen (Gruppe 1-16)

Die folgenden beiden Abbildungen zeigen die Verteilung der 118 transplantierten
Versuchstiere auf 16 Transplantat-Versuchsgruppen (Gruppe 1-16). Dabei zeigt (n)
die Anzahl der Versuchstiere fur die jeweilige Versuchsgruppe an. Abb. 1a bezieht
sich dabei auf die Versuchstiere mit nicht-steatotischen Lebern, Abb. 1b auf die

Versuchstiere mit steatotischen Lebern.
Baseline (Gruppe 17-20)

Zusatzlich zu den transplantierten Versuchstieren wurden vier Gruppen mit jeweils vier
Tieren fur einen Referenzwert (Gruppe 17-20) gebildet. Bei diesen Baseline-Gruppen
erfolgte die Blutentnahme vor der Leberexplantation. Die Leberpraparate wurden nach
der Explantation acht Stunden kalter Ischamie ausgesetzt, bevor sie flr die

histologische Beurteilung fixiert wurden.
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Versuchstiere mit nicht-steatotischen Lebern:
Anzahl der
Tiere (n)
Studienende Tag 1 Tag 3 Tag 5 Tag 7 baseline
Control n=11 n=7 n=9 n=7 n=4
Gruppe 1 Gruppe 3 Gruppe 5 Gruppe 7 Gruppe 17
MDDP n=12 n=7 n=10 n=7 n=4
Gruppe 2 Gruppe 4 Gruppe 6 Gruppe 8 Gruppe 18

Abb. 1a: Verteilung der transplantierten nicht-steatotischen Versuchstiere auf die Versuchsgruppen (Gruppe 1-8).

Control: Diese Versuchstiere (Gruppe 1,3,5,7) erhielten vor der Transplantation keine Medikamente.

MDDRP: Diese Versuchstiere (Gruppe 2,4,6,8) erhielten eine MDDP-Prikonditionierung gemdf3 dem Versuchsprotokoll
(2.3.1).

Der Studienendpunkt wurde vor der Transplantation auf einen Tag, (Gruppe 1+2), drei Tage (Gruppe 3+4), fiinf Tage (Gruppe
5+6), sieben Tage (Gruppe 7+8) festgelegt.

Gruppe 17+18 bilden die Referenzgruppe (baseline).

Versuchstiere mit steatotischen Lebern:

Anzahl der
Tiere (n)
Studienende Tag 1 Tag 3 Tag 5 Tag 7 baseline
Control n=4
Gruppe 19
MDDP n=14 n=5 n=3 n=3 n=4
Gruppe 10 Gruppe 12 Gruppe 14 Gruppe 16 Gruppe 20

ADbb. 1b: Verteilung der transplantierten steatotischen Versuchstiere auf die Versuchsgruppen (Gruppe 9-16).

Control: Diese Versuchstiere (Gruppe 9,11,13,15) erhielten vor der Transplantation keine Medikamente.

MDDP: Diese Versuchstiere (Gruppe 10,12,14,16) erhielten eine MDDP-Prdkonditionierung gemdf3 dem Versuchsprotokoll
(2.3.1).

Der Studienendpunkt wurde vor der Transplantation auf einen Tag, (Gruppe 1+2), drei Tage (Gruppe 3+4), fiinf Tage (Gruppe
5+6), sieben Tage (Gruppe 7+8) festgelegt.

Gruppe 19+20 bilden die Referenzgruppe (baseline).
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2.3 MDDP (multi drug donor preconditioning)
Korpergewicht | benétigtes
Wirkstoff Handelsname | Dosierung | Teilportion Spendertier | Volumen
mg/kg mg/ml 300 ml
.| Curcumin Curcumin 50 10 15 1,500
i.g.
g Simvastatin Simvastatin 5 4 1,5 0,375
N-Acetycystein Fluimucil 150 200 45 0,225
i Erythropoietin EPO 3000 4000 900 0,225
P [ pentoxiphyliin Trental 50 20 15 0,750
Melatonin Melatonin 10 8 3 0,375
. Glycin Glycin 100 80 30 0,375
i.v.
Methylprednisolon | Urbason 5 4 1,5 0,375

Abb. 2: Die Tabelle zeigt beispielhaft den Applikationsort und die gewichtsadaptierte Dosierung der verwendeten Medikamente
fiir ein Spendertier mit 300g Kdorpergewicht.
i.g.. intragastral; i.p.: intraperitoneal; i.v.: intravends

Der exakte Zeitpunkt sowie die exakte Durchfihrung der Applikation der MDDP-
Pharmaka wird im folgenden Abschnitt dargestellt.

2.4 Mikrochirurgische Technik der Lebertransplantation

2.4.1 Spenderoperation, Explantation

Der Arbeitsplatz war mit einem Mikroskop flr mikrochirurgische Operationen
ausgestattet. Eine eisgeflllte Thermoschale zur Kihlung der explantierten Lebern
sowie die Medikamente fur die Prakonditionierung wurden vor Beginn der Operation

vorbereitet. Zunachst wurden die Versuchstiere am Bauch rasiert.

Die Anasthesie erfolgte bei samtlichen operativen Eingriffen unter Inhalationsnarkose
mit Sevofluran (Sevorane®, AbbVie Deutschland GmbH, Ludwigshafen) und 1,5 I/min
Sauerstoff. Die Versuchstiere wurden fir die Einleitung der Narkose in einen Kafig aus
Plexiglas gesetzt, dieser war mit einer Offnung fiir die Narkosegaszufuhr, sowie mit
einem Luftfilter ausgestattet. FUr die Narkose wurde ein stufenlos regulierbarer

Verdampfer (Vapor® 2000, Drager, Lubeck) verwendet.

Die Einleitung der Narkose erfolgte unter 1,5 I/min Sauerstoff und 4% Vol Sevofluran.
Nach Einsetzen einer ausreichend tiefen Narkose wurde das Versuchstier in
Ruckenlage an den Extremitaten mit Pflasterstreifen auf dem Operationstisch fixiert.
Aus hygienischen Grinden wurde zusatzlich eine Unterlage (MoliNea® 60 cm x

90 cm, Hartmann, Heidenheim) verwendet. Um die Narkose wahrend der Operation
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aufrecht zu erhalten, wurde der Kopf des Versuchstiers in einer Kunststoffrohre
(Durchmesser ca. 3 cm) platziert, diese war Uber einen Absaugkatheter mit dem
Narkosegasverdampfer verbunden, um das Gas kontinuierlich im Sinne einer
Narkosemaske zuzufiuhren. Nach der Einleitung wurde die Dosis auf 2% Vol reduziert
und die Wirksamkeit der Narkose durch Druck mit einer Pinzette auf die
Zehenzwischenraume des Versuchstiers Uberpruft, wobei die Dosis gegebenenfalls
erneut angepasst werden musste. Im Anschluss daran erfolgte die Desinfektion der
Operationsflache des Versuchstiers mit Hautdesinfektionsmittel (kodan®, Tinktur forte

farblos, Schilke & Mayr, Zirich) getrankten Kompressen.

Samtliche Operationen erfolgten in sauberer, nicht steriler Umgebung mit
mikrochirurgischen Instrumenten. Die Ligaturen erfolgten mit (Seide 6/0 nicht
resorbierbar, geflochten, RESORBA, Nurnberg).

Zu Beginn wurden bei den MDDP-Spendertieren fir die Prakonditionierung
gewichtsadaptiert zunachst N-ACC, Erythropoietin, Pentoxiphyllin und Melatonin

intraperitoneal, danach Glycin und Methylprednisolon in die V. dorsalis penis injiziert.

Die Schnittfihrung begann mit der Erdffnung des Abdomens mittels medianer
Laparotomie vom Bereich der Symphyse bis zum Xiphoid. Daran anschlieRend wurde
das Operationsgebiet beidseits durch laterale Schnitte entlang des Rippenbogens
erweitert. Die Bauchwandlappen wurden mit Klemmen seitwarts gezogen, und mit
Kanllen (20G Sterican®, B.Braun, Melsungen) am Operationstisch fixiert. Das
Xiphoid, von einer Klemme gehalten, wurde nach cranial umgeschlagen, und ebenfalls
am Operationstisch fixiert. Im Ergebnis war das Operationsgebiet nun in maximaler

Weite einsehbar.

Bei den MDDP-Versuchstieren erfolgte nun die Injektion von Curcumin und
Simvastatin, ebenfalls gewichtsadaptiert, in den Magen. Daran anschliefend wurde
der Darm mit einem stumpfen Wattestabchen mobilisiert, mit einer NaCl-0,9 %-
getrankten Kompresse umwickelt und auf die rechte Seite neben das Versuchstier
gelegt.

Im Anschluss daran wurde das Lig. falciforme bis zur suprahepatischen V. cava inferior
durchtrennt und die V. infradiaphragmatica sinistra ligiert. Unter stumpfer Praparation
erfolgte die Darstellung des Ductus choledochus. Aus einer Venenverweilkanulle 22G

(Vasofix® Braunlle®, B.Braun, Melsungen) wurde ein ca. 4 mm langer Stent
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hergestellt, dieser wurde beidseitig schrag angespitzt und Uber eine Inzision in den
Ductus choledochus etwa 2 mm weit eingefuhrt und fixiert. Nun wurde die V. splenica
nach doppelter Ligatur nahe ihrer Einmundung in die V. portae durchtrennt. Des
Weiteren wurden die subhepatische V. cava inferior sowie die V. renalis dextra unter
stumpfer Praparation vom umliegenden Gewebe separiert, um schliellich die V.

renalis dextra sowie die V. suprarenalis dextra ligieren zu konnen.

Daran anschlielend wurden 300 Einheiten Heparin (Heparin-Natrium,
ROTEXMEDICA, Trittau) tGber die V. dorsalis penis infundiert und eine Klemme direkt
proximal der iliakalen Bifurkation der Aorta sowie eine weitere Klemme subhepatisch
an der Aorta angebracht. Die Aorta konnte nun direkt proximal der iliakalen Klemme
inzidiert und mit HTK-L6ésung (Custodiol® ,Dr. F. Kéhler Chemie GmbH, Bensheim)
4° C perfundiert werden. Fur die Perfusion wurde eine auf eine Perfusorsenpritze
aufgesteckte Venenverweilkaniile 18G (Vasofix® Braunile®, B.Braun, Melsungen)
verwendet. Unter vorsichtiger Perfusion wurde nun die V. cava inferior cranial ihrer
renalen Zuflisse durchtrennt. Insgesamt wurden 20 ml HTK-Lésung infundiert. Das
freie Blut im Bauchraum wurde wahrenddessen von Bauchtlichern aufgenommen.
Daran anschliel3end wurde das Diaphragma mit einer Schere durchtrennt, um den Tod
des Versuchstiers mit einem Herzschnitt herbeizufiihren. Nach Todeseintritt wurde die
Narkose beendet. Darauf folgte die Absetzung der V. cava inferior zwischen Leber und
Diaphragma sowie der V. renalis dextra. Erneut wurden 10 ml HTK-LAsung Uber den
bestehenden Zugang infundiert. SchlieRlich wurden V. portae, A. hepatica sowie der
Truncus coeliacus moglichst leberfern abgesetzt, um die Gefalistumpfe fur die spatere
Anastomisierung nutzen zu koénnen. Infolgedessen konnte die Leber vollstandig
entnommen und in einer mit HTK-Losung gefullten Schale im Kuhlschrank bei 4° C

Uber einen Zeitraum von 8 Stunden gelagert werden.
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2.4.2 Empfangeroperation, Implantation

Ex-situ-Praparation der Transplantatleber

Zu Beginn musste das Transplantat fur die Implantation vorbereitet werden, dazu
wurde es in einer Glasschale auf Eis in HTK eingebettet. Zunachst erfolgte die
Herstellung eines Plastikstents, um die spatere Anastomose der infrahepatischen V.
cava inferior und der V. portae zu ermoéglichen. Dazu wurde aus einem
Venenverweilkatheter (Angiocath 12G, BD, Mexico) ein etwa 5 mm langer Plastikring
abgeschnitten. Dieser Ring wurde nun zirkular mit einer Klemme eingedrickt, um ein
Profil fur die spatere Fixierung mit einem Faden zu schaffen. Schliel3lich wurde der
Plastikring, einen Winkel von 30° einschlieRend, an zwei Stellen etwa 2 mm weit
inzidiert. Zwischen den Inzisionen wurde das Plastik abgeschnitten. Der dadurch
entstandene Span wurde stehengelassen, um den Stent spater mit einer Klemme

halten zu kdnnen und somit die Handhabung maoglich zu machen.

Abb. 3:
Links: Schemazeichnung des Plastikstents. Als Matrize diente ein Venenverweilkateter (Angiocath 12G).
Rechts: Das Foto zeigt die Fixierung des Plastikstents an der V. cava inferior der Transplantatleber.

An der subhepatischen V. cava inferior des Transplantats wurde nun eine Klemme
lebernah angebracht und deren Stumpf durch den Splint gezogen, zirkular Uber
dessen Rand gestulpt und schliel3lich mit einem Faden am Stent fixiert. Ein Abrutschen
des Fadens wurde auf Grund des zuvor geschaffenen Profils des Stents verhindert.
Dasselbe Verfahren wurde auch bei der V. portae angewendet.

Die subhepatische V. cava inferior sowie die V. portae des Transplantats wurden mit
jeweils 10 ml NaCl 0,9% vorsichtig perfundiert. Zur Perfusion diente eine

Perfusorspritze mit einer aufgesteckten Venenverweilkanile. Schlie8lich wurde die
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suprahepatische V. cava inferior des Transplantats rechts und links lateral mit einem
Faden (Prolene® 7-0 nicht resorbierbar, ETHICON, Norderstedt) fur die spatere
Gefallnaht durchstochen. Damit war die Vorbereitung des Transplantats

abgeschlossen.

Transplantation

Die Schnittflhrung begann mit medianer Laparatomie von der Symphyse bis zum
Xiphoid, allerdings wurde diese, im Gegensatz zur Spenderoperation, nicht lateral
erweitert. Stattdessen wurde ein eigens daflr angepasster Haltehaken verwendet, um
die Bauchwandlappen seitwarts zu ziehen und die Operationsflache zu spreizen. Die
Haltehaken wurden uber ein Gummiband am Operationstisch fixiert. Das Xiphoid
wurde, von einer Klemme gehalten, nach cranial umgeschlagen. Die Klemme wurde

ebenfalls mit Kanulen im Operationstisch fixiert.

Unter stumpfer Praparation mit einem Wattestdbchen wurden die Bauchorgane
mobilisiert, der Darm wurde in eine NaCl-0,9 %-getrankte Kompresse gewickelt und

rechts neben das Versuchstier gelegt.

Im Anschluss daran wurde das Lig. falciforme bis zur suprahepatischen V. cava inferior
durchtrennt und die V. infradiaphragmatica sinistra ligiert. Weiterhin wurden die
subhepatische V. cava inferior sowie die V. portae vom umgebenden Fettgewebe

separiert und dargestellt.

Die A. hepatica propria sowie die A. gastroduodenalis wurde unterfahren, doppelt
ligiert und durchtrennt. Weiterhin wurde die V. suprarenalis dextra und der Ductus
choledochus ligiert und proximal der Ligatur durchtrennt. Die Leber wurde nun
vollstandig mobilisiert, indem Bander und Verwachsungen gelost wurden.
Anschlieiend wurden 10 Einheiten Heparin sowie 4 ml NaCl 0,9% im Sinne eines

Volumenersatzes in die V. dorsalis penis infundiert.

Am Versuchstier wurde jetzt die suprahepatische V. cava inferior von einer
Gummischlinge unterfahren. Als Gummischlinge diente ein etwa 3 mm breiter Streifen,
der zuvor aus dem Saum eines handelsublichen Einmalhandschuhs gefertigt worden

war.
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Die infrahepatische V. cava inferior wurde nun cranial der V. renalis abgeklemmt. Im
Anschluss daran wurde auch die V. portae abgeklemmt. Dies markierte den Zeitpunkt
fur den Start der Messung der anhepatischen Zeit. Da wahrenddessen keine
hepatische Metabolisierung des Narkosegases mehr stattfand und das
Herzzeitvolumen stark erniedrigt war, wurde die Narkose fur die Dauer der

anhepatischen Zeit auf 0,5% Vol reduziert.

Die suprahepatische V. cava inferior wurde unter Mithahme eines schmalen

diaphragmatischen Saumes abgeklemmt.

Schlielich wurden die suprahepatische und infrahepatische V. cava inferior, sowie die
V. portae moglichst lebernah durchtrennt, wobei die zuvor an der suprahepatischen V.
cava angebrachte Gummischlinge der Mobilisation der Leber dienlich war. Die Leber

konnte anschlie3end vollstandig entnommen werden.

Das Transplantat wurde jetzt anatomiegerecht im Versuchstier platziert und zunachst
die Gefallnaht, unter Verwendung der bereits am Transplantat angebrachten Faden,
in Form einer ,knotenlosen Naht“ der suprahepatischen V. cava inferior, vollzogen.
Vor endgultigem Verschluss der Naht wurde NaCl 0,9% uber eine Venenverweilkanule
18G im Bereich der Naht in die V. cava inferior unter leichter Kompression der Leber
infundiert, um eine Luftleere der Vene zu erreichen und eine mogliche Luftembolie zu
vermeiden. Bei sicherer Luftleere der Vene konnte die Naht schlielich verschlossen

werden.

Etwa 6 mm proximal der bereits vorhandenen Klemme wurde jetzt eine zweite Klemme
an der V. portae angebracht, um diese zwischen den Klemmen inzidieren zu kénnen.
Nun wurde der Stent, welcher zuvor an der infrahepatischen V. cava inferior des
Transplantats fixiert worden war gefasst, in die geschaffene Inzision gefuhrt und
schliel3lich mit einem Faden fixiert. Dieser Vorgang fand unter Betropfen der
Inszisionsstelle mit NaCl 0,9 % aus einer Perfusorenspritze statt, um eine Luftembolie
zu vermeiden. Mit dem Offnen der beiden Klemmen an der V. portae war die
anhepatische Zeit beendet, und die Narkose wurde wieder auf die Ausgangsdosis von
2% Vol erhoht. AnschlieRend wurde auf die gleiche Weise auch die infrahepatische V.
cava inferior mit Hilfe des Splints anastomisiert und die Klemme gedffnet. Die Offenheit
der geschaffenen Anastomosen wurde durch den Farbumschlag der jetzt
durchbluteten Leber ersichtlich.
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Abb. 4: Das Foto zeigt die suffiziente Anastomose der V. portae. Am linken Bildrand ist die beginnende

Reperfusion der Leber mit einem Farbumschlag direkt nach dem Offnen der Klemme zu erkennen.

Abb. 5: Die infrahepatische V. cava inferior wird fiir die Inzision vorbereitet. Der Plastikstent (unten im

Foto) kann daraufhin in die Inzision eingefiihrt und fixiert werden.
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Der Bauchraum des Versuchstiers wurde nun mehrmals mit auf 37° C erwarmtem
NaCl 0,9% gespult, um das Versuchstier wieder zu erwarmen und eventuelle

Blutkoagel auszuspulen.

Die A. hepatica wurde anschliellend mit einer GefalRnaht (Prolene® 7-0 nicht
resorbierbar, ETHICON, Norderstedt) anastomosiert. Der zuvor am Transplantat im
Ductus choledochus fixierte Stent wurde nun zur Halfte in den Ductus choledochus
des Empfangertiers eingefihrt und die entstandene Anastomose mit einem Faden

fixiert.

Erneut wurde der Bauchraum mit warmen Wasser gespult und samtliche Nahte
Uberpruft. Daraufhin  erfolgte die Injektion von 0,5ml Bicarbonat 8,4%
(NATRIUMHYDROGENCARBONAT 8,4%, Braun, Melsungen) und 1,5 ml NaCl 0,9%
in die V. dorsalis penis, um die wahrend der Operation entstandene Azidose

auszugleichen.

Es folgte die Naht der Bauchmuskulatur und die Hautnaht mit resorbierbarem
Nahtmaterial (Vicryl® 2-0, ETHICON, Norderstedt). Abschliefiend wurde die Narkose
beendet, die Fixierung der Extremitaten gelost und das Versuchstier in einen

Einzelkafig unter eine Warmelampe gelegt.

2.5 Gewebeentnahme und Fixierung

Nach Erreichen des individuellen Studienendpunktes von einem, drei, finf oder sieben
Tagen nach der Transplantation wurden die Versuchstiere fur die Organentnahme
vorbereitet. Die Ausstattung des Arbeitsplatzes und die Einleitung der Narkose
entsprachen dabei dem Vorgehen der Spender- und Empfangeroperation. Jedoch
wurde fur die Aufrechterhaltung der Narkose ein hoherer Fluss des Narkosegases von

5 I/min gewahlt, um eine tiefe Narkose bei der Organentnahme zu gewabhrleisten.

Zunachst wurde das Abdomen unter medianer Schnittfihrung entlang der
Transplantationsnarbe eroffnet. Unter stumpfer Praparation der subhepatischen V.
cava inferior mit einem Wattestdbchen wurde diese fir die anschlielende
Blutentnahme prapariert. Mit einer Kanile (25G Sterican®, BRAUN, Melsungen)
wurde die maximal mogliche Blutmenge (8-12 ml, abhangig vom Gewicht des

Versuchstiers) entnommen. Daran anschlieRend wurde die Leber enthommen.
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Das Blut wurde in heparinisierte Monovetten geflllt, um anschlie3end zentrifugiert zu
werden. Nach der Zentrifugation (10 min, 22°C, 3000 rpm) wurde das Plasma in

Eppendorfgefalle pipettiert und bei -80° C konserviert.

Die entnommene Leber wurde in Wurfel mit einer Kantenlange von etwa 3 mm
geschnitten, in flissigem Stickstoff schockgefroren und anschlieRend ebenfalls bei

-80° C konserviert.

2.5.1 Herstellung der Gewebeschnitte, HE-Farbung

Fur die Herstellung der Gewebeschnitte wurde jeweils ein zentraler Wurfel des Lobus
caudatus inferior bei der Organentnahme in 4%-igem gepufferten Formalin fur 24
Stunden fixiert. Diese Gewebewirfel mit einer Kantenlange von 0,5 cm durchliefen
anschliflend fir die Entwasserung eine aufsteigende Ethanolreihe sowie ein Xylolbad
in einem vollautomatischen Einbetteautomaten (Histokinette). Nachdem dieser
Durchlauf in 56° C warmem Paraplast geendet hatte, konnten die Gewebeblocke mit
Paraffin in Kasetten eingebettet werden und schlie3lich mit einem Rotationsmikrotom

in Sektionen von 5 pm Dicke geschnitten werden.

Anschlielend wurden diese Schnitte auf Objekttrager (Super Frost Plus, Microm,
Walldorf) aufgebracht und 12 Stunden in einem Warmeschank bei 37° C getrocknet.
Dabei wurde das Paraffin abgeschmolzen und die Gewebeschnitte flr die
Hamatoxylin-Eosin-Farbung vorbereitet. Diese erfolgte an einem Stainix-

Farbeautomaten nach folgendem Protokoll:

1. Rehydrieren in absteigender Alkoholreihe: 100 % EtOH (2 min) 80 % EtOH (2 min)
2. Spulen mit dH20 (2 min) 3. Anfarben mit Meyers Hamalaun (4 min)
4. Spulen mit dH20 (1 min) 5. Blauen mit flieRendem Leitungswasser (15 min
6. Anfarben mit Eosin (7 min) 7. Spuilen mit dH20 (1 min)
8. Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe: 80 % EtOH (1 min) 100 % EtOH (1 min)
100 % EtOH (2 min) 9. Xylol (3 min)

Blauen: Farbumschlag der zuvor durch Hamatoxylin rétlich-braun gefarbten Zellkerne
in das typische blau-violett durch Erhéhung des pH-Wertes mittels Spllung mit

flieRendem Leitungswasser.
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2.6 Histologische Auswertung

Fur die histologische Analyse wurde ein Durchlichtmikroskop (Olympus BX43) mit

aufgesetzter Kamera (Olympus DP21) verwendet.

Aufgrund der Betrachtung des Leberlappchens als funktionelle Einheit nach Rappaport
wurde dieses - fur die histologische Auswertung von Vakuolisierung, Grobscholligkeit,
Gewebeintegritdt und Apoptosen - in eine perizentrale, mittzonale und periportale
Zone aufgeteilt. Das Praparat wurde unter vierhundertfacher Vergrof3erung
meanderformig begutachtet. Von jeder Zone wurde ein Foto gemacht, das als
Referenzfeld (high-power field) der GroRe 190 um x 250 ym fir die Auswertung
diente. Dieses Vorgehen wurde an funf reprasentativen Leberlappchen pro Praparat
wiederholt, sodass schlieRlich 15 high-power fields pro Praparat entstanden, die

anschlie3end anhand eines semiquantitativen Scores ausgewertet wurden.

pp

&
v

250 pm

Abb. 6: Die Schemazeichnung zeigt die Aufteilung eines Leberldppchens in funktionelle Zonen nach Rappaport.
Links oben: pp=Periportalzone; Zentral: mz=Mittelzone; Rechts unten: pz=Perizentralzone
VP=Vena portae, DC=Ductus choledochus, VC=Vena centralis

Rechts unten ist der Mafistab fiir ein high-power-field aufgetragen.
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Vakuolisierung

Fur die Auswertung der Vakuolisierung wurde dem Anteil der vakuolisierten Zellen pro

high-power-field semiquantitativ ein Zahlenwert zwischen 1 und 5 zugeordnet:

0-20%
20-40%
40-60%
60-80%
80-100%
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Abb. 7a: Das Foto zeigt ein high-power field aus der Periportalzone. Rechts oben im Foto erkennt man die Gefdfstrias
bestehend aus Portalvenenast, Gallengang und arteriellem Gefdf; aus der A. hepatica propria.
Nahezu alle Hepatozyten sind stark vakuolisiert. Zahlenwert=5
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Abb. 7b: Das Foto zeigt ein high-power field aus der Perizentralzone. Links oben im Foto erkennt man die Zentralvene des
Leberldppchens.
Es finden sich wenig vakuolisierte Hepatozyten. Zahlenwert=1
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Grobscholligkeit

Fur die Auswertung der Grobscholligkeit wurde dem prozentualen Anteil der
grobscholligen Zellen eines high-power-fields semiquantitativ ein Zahlenwert von 1 bis

5 zugeordnet.
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Abb. 8: Das Foto zeigt ein high-power field aus der Periportalzone. Rechts oben im Foto erkennt man die Gefiftrias aus
Portalvenenast, Gallengang und arteriellem Gefdf3 aus der A. hepatica propria.

Stark grobschollige Hepatozyten (+) lassen sich von weniger grobscholligen Hepatozyten (-) anhand der Farbstoffaufnahme
differenzieren.
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Nekrosen

Fir die Auswertung der Nekrosen wurde das gesamte Praparat unter
vierhundertfacher Vergroflerung meanderféormig durchsucht und schlieBlich dem
gesamten Gewebeschnitt gemal dem prozentualen Anteil der Nekrosen ein

semiquantitativer Zanlenwert von 1 bis 5 zugeordnet:

0%
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20-50%
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Abb. 9: Das Foto zeigt ein high-power field aus der Perizentralzone. Rechts oben im Foto erkennt man die Zentralvene.

In der oberen Bildhilfte sind intakte Hepatozyten (-) und eine histologisch intakte Gewebestruktur zu sehen.

Die untere Bildhdlfte zeigt ein nekrotisches Areal (+) innerhalb eines Leberldppchens. Zellgrenzen sind nicht mehr zu
differenzieren, zusdtzlich sind Kernfragmente sichtbar.
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Gewebeintegritat

Fur die Auswertung der Gewebeintegritat wurde anhand der folgenden Parameter ein

Gesamteindruck des Gewebeschnitts erstellt:

- Differenzierung von Zellgrenzen

- Erkennen des funktionellen Aufbaus eines Leberlappchens mit Zentralvene und
Portalvene

- Abgrenzbarkeit von Nucleus und Zytoplasma

- Intaktheit der Sinusoide

- Korrelation von entzindlicher Proliferation zu intakten Hepatozyten

Diesem Gesamteindruck wurde ebenfalls anhand eines semiquantitativen Scores ein

Zahlenwert zwischen 1 und 5 zugeordnet.

Abb. 10a: Das Foto zeigt ein high-power field aus der Mittelzone. Eine histologisch intake Gewebestruktur mit abgrenzbaren
Zellgrenzen und Sinusoiden ist nicht mehr zu erkennen. Es finden sich Zelltriimmer und entziindliche Proliferation.

Abb. 10b: Das Foto zeigt ein high-power-field aus der Perizentralzone. Links oben im Foto erkennt man die Zentralvene des
Leberldppchens.

Die Hepatozyten sind intakt, Zellgrenzen sowie Sinusoide und Zentralvene lassen sich differenzieren.



2. Material und Methoden 37

2.7 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie

2.7.1 Physikalische Grundlagen

Die Fahigkeit eines Korpers zu leuchten, wenn er mit Licht angestrahlt wird, bezeichnet
man als Lumineszenz. Dabei kann man weiterhin die Phosphoreszenz von der
Fluoreszenz unterscheiden. Wahrend bei der Fluoreszenz die Leuchterscheinung nur
so lange anhalt, wie der Korper angestrahlt wird, leuchtet ein phosphoreszierender

Korper weiter, auch wenn er nicht mehr bestrahlt wird.

Die Leuchterscheinung kommt dabei entweder durch das angestrahlte Molekul selbst
oder aber durch einen fluoreszierenden Farbstoff, der an ein Molekil gebunden hat,

zustande.

Die Fluoreszenzmikroskopie unterscheidet sich von der Hellfeldmikroskopie fir den
Betrachter vor allem dadurch, dass das Gesichtsfeld zunachst dunkel ist, und nur die

angefarbten Strukturen in ihren entsprechenden Fluoreszenzfarben aufleuchten.

Wenn ein Korper mit Licht bestrahlt wird, so absorbiert er die zugefihrte Energie. Die
Elektronen des bestrahlten Molekils oder Fluoreszenzfarbstoffes kollidieren mit den
einfallenden Photonen und nehmen deren kinetische Energie auf. Dabei werden die
Elektronen aus ihrem energiearmen Grundzustand in einen angeregten sogenannten
Singulett-Zustand Uberfuhrt. Die zugefUhrte Energie versetzt also den angeregten
Korper in einen energetisch hdéheren Zustand. Dabei wird die zugeflihrte Lichtenergie
in andere Energieformen (Rotationsenergie, Schwingungsenergie, Anregungsenergie)

umgewandelt und gespeichert.

Da jedoch der stabilste Zustand eines Systems gleichzeitig der energiearmste ist,
versucht der jeweilige Korper, diese Energie schnellstmdoglich wieder loszuwerden und
in seinen stabilen Grundzustand zurtckzukehren, indem er die Uberschussige Energie
in Form von Warme, chemischer Energie oder elektromagnetischer Energie (Licht)

wieder abgibt.

Dieser Vorgang gehorcht der Stokesschen-Regel, die besagt, dass ein gewisser Anteil
der eingestrahlten Lichtenergie nicht als Licht zurtickgestrahlt wird, sondern in andern

Energieformen wie beispielsweise Warme abgegeben wird.
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Demnach sind die emittierten Lichtquanten entsprechend der physikalischen Formel:

2 =th*c¢)/E
(A : Wellenliinge; h: Planck’sches Wirkungsquantum, c: Lichtgeschwindigkeit; E: Energie)

energiearmer und langwelliger als die einfallenden Lichtquanten.

Das Spektrum des emittierten Lichts ist dabei unabhangig von der
Anregungswellenlange. Lediglich die Fluoreszenz-Eigenschaften des angeregten
Korpers bestimmen die Wellenlange des emittierten Lichts. Diese unterschiedlichen
Wellenlangen macht man sich bei Fluoreszenzmikroskopie zunutze, um, durch die
Verwendung spezieller Filter, das anregende Licht von dem emittierten trennen zu

konnen.

Bei der Fluoreszenzmikroskopie konnen grundsatzlich sowohl Durchlicht als auch
Auflicht angewandt werden. Aufgrund dessen, dass als Praparat ein intakter

Leberlappen diente, wurde diese Studie in Auflichttechnik durchgeflhrt.

Filteranordnung

Der erste Filter hinter der Lichtquelle ist der sogenannte Anregungsfilter. Dieser isoliert
aus dem gesamten Lichtspektrum der Lichtquelle denjenigen Wellenlangenbereich,
der spezifisch fur die Anregung des jeweiligen Fluorochroms ist. Nachfolgend erreicht
das angeregte Licht den dichromatischen Teilerspiegel. Dieser hat die spezielle
Funktion, einerseits das anregende Licht vollstandig auf das zu mikroskopierende
Objekt zu reflektieren und andererseits, das emittierte Fluoreszenzlicht des Objekts
vollstandig auf den nachgeschalteten Sperrfilter passieren zu lassen. Hierbei kommt

es also zu der Auftrennung von anregendem Licht und emittierten Fluoreszenzlicht.

Der im Abbildungsstrahlengang liegende Sperrfilter isoliert schliel3lich aus den
verbleibenden Spektren denjenigen Wellenlangenbereich, der fir den jeweilig
angewendete Fluoreszenzfarbstoff spezifisch ist. Dadurch wird die Passage von

anderem Fluoreszenzlicht und dem reflektierten Licht des Praparats verhindert.
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Prinzip der Auflicht-Fluroreszenz
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Mbb. 11: Schemazeichnung zum Aufbau einer Auflichtfluoreszenzapparatur

Verwendete Fluoreszenzfarbstoffe

Natriumfluorescein

Hierbei handelt es sich um ein niedermolekulares Molekul, das von den Hepatozyten
aufgenommen wird und sich im Zytoplasma verteilt. Bei einer Wellenlange von 485 nm
hat es sein Absorptionsmaximum. Der Emmissionsbereich liegt bei 520-530 nm.

Rhodamin 6G

Rhodamin 6G hat einen anregenden Wellenlangenbereich von 530-560 nm und eine

Emissionswellenlange >580 nm. Es dient zur in-vivo-Farbung von Leukozyten.
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Bismenzimid

Bisbenzemid wird von den Hepatozyten aufgenommen und interkaliert dort mit der
DNA-Doppelhelix. Dadurch kann das Chromatin fluoreszierend dargestellt werden.

Der Anregungsbereich betragt 330-380 nm, der Emissionsbereich >415 nm.

2.7.2 Durchfiihrung

Versuchsgruppen

Fir die Versuche der intravitalen Mikroskopie wurden insgesamt vier
Versuchsgruppen entsprechend der Einteilung in Abb. 1a und 1b gebildet. Fur alle
Versuchstiere war der Studienendpunkt Tag 1 nach der Lebertransplantation. Die
Versuchstiere wurden in Gruppen mit nicht-steatotischen Lebern und steatotischen
Lebern eingeteilt und diese wiederum unterteilt in MDDP prakonditionierte Tiere und

Kontrolltiere.

nicht-steatotisch |steatotisch

control |Gruppe 1; n=5
MDDP Gruppe 2; n=7 GruppelO; n=8

ADbb. 12: Verteilung der transplantierten Versuchstiere fiir die Versuche der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie.
Control: Diese Versuchstiere (Gruppe 1,9) erhielten vor der Transplantation keine Medikamente.
MDDP: Diese Veruschstiere (Gruppe 2,10) erhielten eine MDDP-Prdkonditionierung gemdf3 dem Versuchsprotokoll (2.3.1).

Die Einleitung und Aufrechterhaltung der Narkose glich bei den Versuchen der
intravitalen Mikroskopie exakt dem Vorgehen bei den zuvor durchgefihrten

Transplantationen.

Nach der Fixierung auf einer schwenkbaren Platte folgte die Anlage eines zentralen
Venenzugangs. Dazu wurde die V. jugularis externa in der Fossa supraclavicularis
freiprapariert, doppelt umschlungen und schlie3lich ein Polyethylenkateter darin fixiert.
Dieser Zugang diente der Applikation der Fluoreszenzfarbstoffe wahrend der

Mikroskopie.

Nach medianer Laparotomie entlang der Transplantationsnarbe wurde die Sicht auf
das Abdomen durch einen weiteren Schnitt entlang der Flanken erweitert und die



2. Material und Methoden 41

entstandenen Bauchwandlappen mittels an Magnetstandern befestigter Haken
cranialwarts aufgespannt und an der schwenkbaren Platte fixiert. Die Platte wurde nun

entlang der Langsachse des Versuchstiers um 45° seitwarts geneigt.

Um die Storungen durch Atemexkursion wahrend der Mikroskopie zu verringern,
wurde der linke Leberlappen vorsichtig auf einem mit Knetmasse ausmodellierten, in
allen Raumebenen frei bewegbaren Teeldffel ausgelagert. AnschlieRend wurde der
ausgelagerte Leberlappen mit einem Deckglas abgedeckt, mit physiologischer

Kochsalzl6sung superfundiert und schlieRlich exakt parallel zur Fokusebene unter dem

Objektiv ausgerichtet.

Abb. 13a: Positionierung des Versuchstiers auf dem Versuchstisch fiir die intravitale Auflichtfluoreszenzmikroskopie.
Dargestellt ist der auf einem Loffel ausgelagerte linke Leberlappen, der in waagerechter Position unter dem Objektiv des
Mikroskops positioniert wird. Uber den zentralen Venenkatheter kénnen wdhrend der Mikroskopie Farbstoffe appliziert
werden.
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Abb. 13b: Dargestellt ist der auf einem Loffel ausgelagerte linke Leberlappen, der in waagerechter Position unter dem Objektiv
des Mikroskops positioniert wird. Der Leberlappen wird mit NaCl 0,9% superfundiert, um den Kontakt zum aufliegenden
Objekttriger zu gewdhrleisten.

Uber den zentralen Venenzugang wurden nun die Fluoreszenzfarbstoffe Natrium-
Fluoreszein (2 ymol/kg), Rhodamin 6G (1 pmol/kg) Bisbenzimid (2 pmol/kg)
nacheinander injiziert. Das von den Fluoreszenzfarbstoffen emittierte Licht wurde mit
Hilfe einer am Mikroskop befestigten Kamera in Echtzeit an einen Computer
Ubertragen und anschlieend mit Hilfe der Mikroskopiesoftware (Carl Zeiss ZEN 2012
blue edition) Videodateien (20 Sekunden) fir die spatere Offlineauswertung generiert.
FUr jedes der Versuchstiere wurden 10 Leberazini und 5 post-sinusuidale Venulen mit

allen drei Filtersystemen fur jeweils 20 Sekunden aufgezeichnet.

2.7.3 Auswertung der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie

Die intravitale Mikroskopie ermdglicht neben der direkten Darstellung der Morphologie
auch eine Beurteilung der Mikrozirkulation wahrend der Perfusion. Unter Verwendung
der verschiedenen  Fluoreszenzfarbstoffe = konnten  dabei  verschiedene
mikrozirkulatorische Parameter ausgewertet werden. AnschlieRend wurden die
Videos, die wahrend der Versuche aufgezeichnet worden waren, mit Hilfe der Software
Caplmage 5.03 (Zeintl, Heidelberg, Deutschland) ausgewertet. Um die einzelnen
Leberlobuli voneinander abgrenzen zu koénnen, wurden optimierte Schablonen

angefertigt, innerhalb derer wiederum eine periportale, mittzonale und perizentrale
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Zone abgegrenzt werden konnten. Somit konnten die zu beurteilenden
mikrozirkulatorischen Prozesse auf den von der Schablone vorgegebenen Bereich
begrenzt werden. Folgende Parameter wurden hierbei bewertet.

Sinusoidale Perfusion

Um den Anteil des Perfusionsdefizits innerhalb eines Leberlobulus angeben zu
kénnen, wurden Aufnahmen mit dem Blaufiltersystem verwendet. Zunachst wurden
alle Sinusoide im Bereich der mittleren Zone einer Schablone gezahlt und diese mit

der Anzahl der nicht-perfundierten Sinusoide ins Verhaltnis gesetzt. Somit konnte das

prozentuale Perfusionsdefizit errechnet werden.

Abb. 14: Dargestellt ist eine Momentaufnahme der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie mit Blaufiltersystem. Der Pfeil

markiert einen Lebersinus mit Perfuisonsversagen, ZV= Zentralvene.

GefaRdurchmesser der postsinusoidalen Venulen

Um den Gefalddurchmesser der postsinusoidalen Venulen messen zu kdnnen,

wurden ebenfalls die Aufnahmen des Blaufiltersystems verwendet. Unter der
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Annahme, dass ein GefalRabschnitt der Geometrie eines Zylinders angenahert ist,
wurde jeweils ein GefalRabschnitt der Lange | = 100 um festgelegt. Innerhalb dieses
GefalRabschnitts wurde der Durchmesser an verschiedenen Stellen bestimmt, um
schliel3lich den mittleren Durchmesser des GefalRabschnitts angeben zu kdnnen.
Anhand dessen konnte die Mantelflache des Zylinders, welche in unserem Modell der

Endotheloberflache des Gefalkabschnittes entspricht, mit der Formel

A=d*m*1/10%[mm? berechnet werden.

Hepatozellulare Apoptose

Fir die Quantifizierung der hepatozellularen Apoptose wurde das UV-Filtersystem
verwendet. Darunter kommt es zu einer Fluoreszenz der mit Bisbenzimid angefarbten
Kerne der Hepatozyten. Liegen bei Hepatozyten morphologische Korrelate der
Apoptose wie Kernkondensation, Marginantion, Fragmentation oder sogenannte
.,apoptotic bodies“ vor, so konnen diese Hepatozyten anhand der verstarkten
Fluoreszenz gegenuber anderen Hepatozyten abgegrenzt werden. Die Anzahl der

apoptotischen Hepatozyten wurde fir die einzelnen Zonen separat bestimmt.

Mikrovaskulare Leukozytenretention

Um die in vivo mit Rhodamin 6G gefarbten Leukozyten sichtbar zu machen, und damit
eine Analyse der Interaktion mit dem Endothel im Sinne einer Leukozyten-Retention
zu zeigen, wurde das Grunfiltersystem verwendet. Als in Sinusoiden stagnierende
Leukozyten wurden diejenigen definiert, die ihre Position tUber einen Zeitraum von 10
Sekunden nicht veranderten. Hierbei wurde wiederum eine Gliederung in Zonen mit
Hilfe der Schablonen vorgenommen und die jeweilige Anzahl der adharenten

Leukozyten zonal bestimmt.

FUr die Bestimmung der adharenten Leukozyten in den postsinusoidalen Venulen
wurde ebenso die Anzahl der Leukozyten, die fur einen Zeitraum von 10 Sekunden
ihre Position innerhalb eines Gefallabschnitts von 100 um nicht veranderten, gezahlt.
Aus der Anzahl der adharenten Leukozyten und der zuvor errechneten
Endotheloberflache des Gefallabschnittes konnte schliel3lich die Anzahl der

adharenten Leukozyten pro mm? GefaRBoberflache ermittelt werden.
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2.8 Statistik

Die Daten, die bei der Auswertung der intravitalen Mikroskopie, der HE- histologischen
Analyse und der laborchemischen Serumanalyse erhoben werden konnten, wurden in
ein Tabellenkalkulationsprogramm (Microsoft excel 2013) eingetragen, um eine
elektronische Datenverarbeitung zu ermdglichen. AnschlieRend wurden mit Hilfe der
Software SigmaPlot (Jandel Corp., San Rafael, USA) Saulendiagramme erstellt.
Diese zeigen die absoluten oder prozentualen Mittelwerte mit dem Standardfehler des
jeweiligen Mittelwerts (MW £ SEM).

Um die erhobenen Daten statistisch auszuwerten, wurden diese zunachst auf deren
Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov-Test) und Gleichheit der Varianzen (Levene-
Test) Uberprift. Dies erfolgte mit der Software SigmaStat® Statistical Software,
Version 2.03 (Jandel Scientific, San Rafael, CA, USA).

Es wurden sowohl bei den nicht-steatotischen Versuchstieren, als auch bei den
steatotischen Versuchstieren die Kontrollgruppe mit der MDDP-Gruppe verglichen.
Dieser Vergleich wird in den folgenden Diagrammen bei Erreichen einer Signifikanz
mit “*“ gekennzeichnet.

Darlber hinaus wurden sowohl die Kontrolltiere der nicht-steatotischen Gruppe mit
den Kontrolltieren der steatotischen Gruppe verglichen, als auch die MDDP-Tiere der
nicht-steatotischen Gruppe mit den MDDP-Tieren der steatotischen Gruppe. Dieser
Vergleich wird in den folgenden Diagrammen bei Erreichen einer Signifikanz mit “#*

gekennzeichnet.

Dazu wurde ein Student’s t-Test fur unverbundene Stichproben durchgefihrt. Wenn
die Voraussetzungen flur diesen Test nicht erfullt waren, wurde stattdessen ein
Rangsummentest fur unverbundene Stichproben (Mann Whitney-Test) durchgefuhrt.
Die Ergebnisse innerhalb einer Gruppe zu den verschiedenen Studienendpunkten
(baseline, Tag1, Tag3, Tagb, Tag7) wurden mittels ANOVA-Test auf signifikante
Unterschiede der Varianzen innerhalb dieser Gruppe uberprift. Wenn sich aus den
durchgefuihrten Tests eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0.05 ergab, wurden diese
Unterschiede im Ergebnis als signifikant angenommen. Es erfolgte keine weitere
Unterscheidung hinsichtlich  bestimmter Signifikanzniveaus beim Auftreten

signifikanter Unterschiede.

JFatty* steht’ fur ,steatotische” Lebern, ,non-fatty” fir ,nicht-steatotische” Lebern.
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3. Ergebnisse

3.1 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie

3.1.1 Sinusoidales Perfusionsversagen
Nach der Injektion von Natriumfluorescein wurde der prozentuale Anteil der nicht
perfundierten Sinusoide innerhalb der Mittelzone nach Rappaport mit Hilfe der

Intravitalmikroskopie quantifiziert.
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Abb. 15: sinusoidales Perfusionsversagen bei nicht-steatotischen (non-fatty) Lebern (schwarze Séule:
control: n=5; weille Sédule: MDDP: n=7)) und steatotischen (fatty) Lebern (schwarze Séule: control: n=7;
weilRe Séule: MDDP: n=8) MW = SEM, # p<0.05 vs. MDDP non-fatty

Innerhalb der nicht-steatotischen Lebern zeigte sich in der statistischen Analyse nach
der MDDP-Prakonditionierung mit 12,26+1,20% nicht-perfundierter Sinusoide nicht
signifikant verbesserte Perfusion gegentber der Kontrollgruppe mit 14,81+2,00%
nicht-perfundierter Sinusoide. Bei den steatotischen Lebern war der Unterschied
zwischen der MDDP-Gruppe mit 19,95+3,04% und der Kontrollgruppe mit

16,9912,45% ebenso nicht signifikant. Ein signifikanter Unterschied zeigte sich
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zwischen der MDDP-Gruppe der nicht-steatotischen Versuchstiere und der MDDP-

Gruppe der steatotischen Versuchstiere.

3.1.2 Hepatozellulare Apoptose

Die Injektion von Bismenzimid flhrt nach der Interkalierung des Farbstoffs in die DNA
zu einem hellen Aufleuchten des dekondensierenden Chromatins. Dadurch kdnnen
mittels intravitaler Mikroskopie apoptotische Zellen detektiert werden. Ausgewertet

wurde die Anzahl der apoptotischen Zellen pro Lobulus.
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Abb. 16: Hepatozelluldre Apoptose bei nicht-steatotischen (non-fatty) Lebern (schwarze Séule: control:

n=5; weille Sdule: MDDP: n=7)) und steatotischen (fatty) Lebern (schwarze Sé&ule: control: n=7; weille
Séule: MDDP: n=8) MW + SEM

0,0 -

Wahrend sich in der Gruppe der nicht-steatotischen Lebern in der statistischen
Analyse eine nicht signifikant verringerte Anzahl apoptotischer Zellen nach MDDP-
Prakonditionierung gegenuber der Kontrollgruppe zeigte, war die Apoptoserate in der
Gruppe mit Fettlebern nach einer MDDP-Prakonditionierung gegenuber der

Kontrollgruppe deutlich, aber ebenfalls statistisch nicht signifikant gesteigert.
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3.1.3 Intrahepatische Leukozytenretention

Mit der Applikation von Rhodamin 6G konnten Leukozyten in vivo gefarbt werden und
deren Interaktions- und Adhd&sionsverhalten untersucht werden. Sowohl in den
Sinusoiden eines Lobulus, als auch in den postsinusoidalen Venulen wurden die
Leukozyten gezahlt, die sich Uber einen Zeitraum von 10 Sekunden nicht bewegten

und damit als adharent definiert.

Daruber hinaus wurde in den postsinusoidalen Venulen die Endothel-Leukozyten-
Interaktion untersucht, indem Uber einen Zeitraum von 10 Sekunden innerhalb eines
Gefallabschnittes von 100 ym Lange diejenigen Leukozyten gezahlt wurden, die im
Sinne einer Endothel-Leukozyten-Interaktion an der Gefallwand entlang rollten

(Leukozyten-Rollen) und somit diesen Gefalkabschnitt passierten.
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3.1.4 Sinusoidale Leukostase
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Abb. 17: Sinusoidale Leukostase bei nicht-steatotischen (non-fatty) Lebern (schwarze Sé&ule: control:
n=>5; weille Sdule: MDDP: n=7)) und steatotischen (fatty) Lebern (schwarze Sé&ule: control: n=7; weille
Séule: MDDP: n=8) MW = SEM, # p<0.05 vs. control non-fatty

Die quantitative Analyse der sinusoidalen Leukostase zeigte nach MDDP-
Prakonditionierung einen diskreten, jedoch statistisch nicht signifikanten Anstieg der
stagnierenden Leukozyten pro Lobulus sowohl bei nicht-steatotischen Lebern als auch
bei steatotischen Transplantaten. Jedoch zeigten sich bei steatotischen
Transplantaten der Kontrollgruppe signifikant mehr stagnierende Leukozyten im

Vergleich zu nicht-steatotischen Transplantaten der Kontrollgruppe.
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3.1.5 Venulares Leukozyten-Rollen
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Abb. 18: Venuldres Leukozyten-Rollen bei nicht-steatotischen (non-fatty) Lebern (schwarze Sé&ule:
control: n=5; weile S&ule: MDDP: n=7) und steatotischen (fatty) Lebern (schwarze Séule: control: n=7;
weille Sédule: MDDP: n=8) MW £ SEM, * p<0.05 vs. control

Die quantitative Analyse der intravitalmikroskopischen Untersuchung des venularen
Leukozyten-Rollens zeigte nach MDDP-Prakonditionierung bei nicht-steatotischen
Lebern eine deutliche Reduktion rollender Leukozyten pro Quadratmillimeter
Endotheloberflache pro Sekunde. Bei steatotischen Lebern war die Leukozytenzahl
mit einer Veranderung von 24,5914 ,09 bei der Kontrollgruppe auf 41,9515,49 bei der
MDDP-Gruppe hingegen signifikant erhdht. Der Vergleich der Kontrolltiere der nicht-
steatotischen Gruppe mit den Kontrolltieren der steatotischen Gruppe zeigte keinen

signifikanten Unterschied.
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3.1.6 Venulare Leukozyten-Adhasion
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Abb. 19: Venuldre Leukozyten-Adhésion bei nicht-steatotischen (non-fatty) Lebern (schwarze Séule:
control: n=5; weille Sdule: MDDP: n=7) und steatotischen (fatty) Lebern (schwarze Séule: control: n=7;
weilBe Séule: MDDP: n=8) MW + SEM

Die Analyse der Leukozyten-Adhasion in post-sinusoidalen Venulen zeigte sowohl fur
nicht-steatotische Lebern als auch fur steatotische Lebern eine gesteigerte

Leukozyten-Adhasion nach MDDP-Prakonditionierung.

Der Vergleich von Kontroll- und MDDP-Gruppen sowie der Vergleich von steatotischen

und nicht-steatotischen Lebern ergab dabei keine Signifikanz.
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3.2 Histologische Auswertung

3.2.1 Vakuolisierung
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Abb. 20: Vakuolisierung der Hepatozyten bei nicht-steatotischen (non-fatty) Lebern (Gruppe
1,3,5,7=control=schwarz vs. Gruppe 2,4,6,8=MDDP=weil3)und steatotischen (fatty) Lebern (Gruppe
9,11,13,15=control=schwarz vs. Gruppe 10,12,14,16=MDDP=wei}) MW + SEM. #p<0.05 vs. non-fatty

Die quantitative Auswertung der hepatozellularen Vakuolisierung zeigte im Zeitverlauf
nach der Transplantation sowohl bei nicht-steatotischen als auch bei steatotischen
Transplantaten eine Zunahme der Vakuolisierung mit einem Maximum am dritten bis
funften Tag nach der Transplantation. Dabei ergaben sich im Vergleich von MDDP-
prakonditionierten Gruppen mit den jeweiligen Kontrollgruppen in der statistischen
Analyse keine signifikanten Unterschiede. Am Tag 1 nach der Transplantation zeigte
sich eine signifikant erhdhte Vakuolisierung bei steatotischen Transplantaten im
Vergleich zu nicht-steatotischen Transplantaten sowohl fur die MDDP-Gruppe als auch

fur die Kontrollgruppe.
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3.2.2 Grobscholligkeit
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Abb. 21: Grobscholligkeit der Hepatozyten bei nicht-steatotischen (non-fatty) Lebern (Gruppe
1,3,5,7=control=schwarz vs. Gruppe 2,4,6,8=MDDP=weil3) und steatotischen (fatty) Lebern (Gruppe
9,11,13,15=control=schwarz vs. Gruppe 10,12,14,16=MDDP=weil3) MW + SEM. #p<0.05 vs. non-fatty

Die Analyse der Grobscholligkeit zeigte flir nicht-steatotische und steatotische Lebern
sowohl fur die Kontrolltiere als auch fir die MDDP-prakonditionierten Tiere einen
Anstieg, der sein Maximum im Bereich von Tag 3 bis Tag 5 nach der Transplantation
erreichte und bis zum Tag 7 wieder reduziert war. Ein signifikanter Unterschied
zwischen nicht-steatotischen und steatotischen Transplantaten zeigte sich in der
statistischen Analyse lediglich zwischen der Kontrollgruppe der nicht-steatotischen
Tiere und der Kontrollgruppe der steatotischen Tiere am Tag 7.

Darlber hinaus zeigten samtliche Gruppenvergleiche keinen signifikanten

Unterschied.
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3.2.3 Nekrose
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Abb. 22: Nekrose bei nicht-steatotischen (non-fatty) Lebern (Gruppe 1,3,5,7=control=schwarz vs.
Gruppe 2,4,6,8=MDDP=weil3)und steatotischen (fatty) Lebern (Gruppe 9,11,13,15=control=schwarz vs.
Gruppe 10,12,14,16=MDDP=weil3). MW + SEM. #p<0.05 vs. non-fatty

Bei den steatotischen MDDP-Gruppen von Tag 5 und Tag 7 zeigte sich eine signifikant

kleineren Ausdehnung der Nekrose gegenuber den jeweils entsprechenden nicht-

steatotischen Lebern von Tag 5 und Tag 7 nach MDDP-Prakonditionierung.

Im zeitlichen Verlauf fand sich die groRte Auspragung der nekrotischen Areale am Tag

3 und 5. Am Tag 7 waren diese bereits wieder ricklaufig. Insbesondere waren nach

der MDDP-Prakonditionierung die nekrotischen Areale ausgepragter als ohne MDDP-

Prakonditionierung.
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3.2.4 Gewebestruktur
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Abb. 23: Gewebestruktur bei nicht-steatotischen (non-fatty) Lebern (Gruppe 1,3,5,7=control=schwarz
vs. Gruppe 2,4,6,8=MDDP=weill)und steatotischen (fatty) Lebern (Gruppe9,11,13,15=control=schwarz
vs. Gruppe 10,12,14,16=MDDP=weil3). MW + SEM. #p<0.05 vs. non-fatty.

Die Analyse der Gewebestruktur zeigte nach der Transplantation eine zunehmende
Verschlechterung der Organintegritat fur alle Versuchsgruppen, die ihr Maximum 5
Tage nach Transplantation erreichte und anschlieliend wieder regredient war.
Signifikante Unterschiede zwischen Kontrollgruppe und MDDP-prakonditionierter
Gruppe fanden sich zu keinem Zeitpunkt. Lediglich am Tag 1 zeigte sich bei MDDP-
prakonditionierten Spenderorganen ein signifikanter Unterschied zwischen

steatotischen und nicht-steatotischen Transplantaten.
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3.3 Klinische Chemie

Die Folgenden Diagramme zeigen graphisch die jeweiligen Werte der klinischen
Chemie im Serum. Fur die Gruppe: fatty, control, Tag 3, konnten infolge technischer
Probleme bei der Auswertung im Labor keine Werte gemessen werden. Diese Gruppe
wird dahingehend in den Diagrammen nicht aufgefuhrt und statistisch nicht

bericksichtigt. Die Aussagekraft der Laborwerte wird in der Diskussion besprochen.

3.3.1 AST

Die AST ist in den Mitochondrien der Hepatozyten lokalisiert. Erst bei schweren
Gewebeschaden, bei denen er zu einer Zerstorung der mitochondrialen Membran
kommt, resultiert eine Freisetzung der AST aus den Mitochondrien und es kommt zu
einer Ausschuittung ins Blut. Somit ist die AST gut geeignet, das Ausmal der

hepatuzellularen Schadigung zu quantifizieren.
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Abb. 24: AST bei nicht-steatotischen (non-fatty) Lebern (Gruppe 17,1,3,5,7=control=schwarz vs.
Gruppe 18,2,4,6,8=MDDP=weil3) und steatotischen (fatty) Lebern (Gruppe
19,9,11,13,15=control=schwarz vs. Gruppe 20,10,12,14,16=MDDP=wei3). MW + SEM.
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Die Analyse der AST im Serum unter baseline-Bedingungen zeigte bei allen Gruppen
Werte zwischen 64,25+5,68-76,25+8,18U/l. Nach der Transplantation zeigte sich in
der statistischen Analyse ein rasanter Anstieg der AST im Serum auf Werte Uber
6000U/I am Tag 5. Vor allem die steatotischen Lebern zeigten zwischen Tag 3 und
Tag 5 stark erhdhte AST-Serumspiegel. Am Tag 7 waren die Spiegel bereits wieder
abgefallen. Die statistische Analyse zeigte keinen signifikanten Unterschied, weder
zwischen Kontrollgruppen und MDDP-Gruppen noch zwischen steatotischen und

nicht-steatotischen Versuchstieren.
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3.3.2ALT

Die ALT ist eine leberspezifische Transaminase, die nur im Zytoplasma von
Hepatozyten vorkommt. Wird die Zellmembran der Hepatozyten zerstort, kommt es
zu einer Ausschuttung der ALT ins Blut. Somit ist die ALT sehr gut geeignet, eine

Schadigung von Hepatozyten anzuzeigen.
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Abb. 25: ALT bei nicht-steatotischen (non-fatty) Lebern (Gruppe 17,1,3,5,7=control=schwarz vs.
Gruppe 18,2,4,6,8=MDDP=weil3) und steatotischen (fatty) Lebern (Gruppe
19,9,11,13,15=control=schwarz vs. Gruppe 20,10,12,14,16=MDDP=wei8) MW + SEM. *p<0.05 vs.
control

Die Analyse der ALT im Serum zeigte deutlich geringere Blutspiegel fur die nicht-
transplantierten baseline-Tiere mit Werten zwischen 33,00+3,70U/l und 39,75+2,75U/I
im Vergleich zu den transplantierten Tieren. Ab Tag 1 nach der Transplantation kam
es zu einem erheblichen Anstieg der ALT im Serum. Am Tag 7 hatte die ALT im Serum
mit einem Minimum von 76,00+28,50U/I fast wieder den Ausgangswert der baseline
Versuchstiere erreicht, wobei mit der MDDP-Prakonditionierung in der statistischen
Analyse ein signifikanter Unterschied zu den Kontrolltieren am Tag 7 gezeigt werden

konnte.
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3.3.3 LDH

Die LDH kommt im Zytoplasma aller Zellen vor. Bei Zerstorung der zellularen
Membran kommt es somit zu einem Anstieg im Blut. Aufgrund ihres ubiquitaren

Vorkommens ist sie jedoch nicht spezifisch fur die Leber.
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Abb. 26: LDH bei nicht-steatotischen (non-fatty) Lebern (Gruppe 17,1,3,5,7=control=schwarz vs.
Gruppe 18,2,4,6,8=MDDP=weil3) und steatotischen (fatty) Lebern (Gruppe
19,9,11,13,15=control=schwarz vs. Gruppe 20,10,12,14,16=MDDP=weil8).MW = SEM. *p<0.05 vs.
control.

Die LDH-Spiegel der nicht transplantierten baseline-Tiere lagen zwischen
160,00+£17,67U/I und 252,00£16,16U/1 und damit deutlich unter den Spiegeln der
transplantierten Tiere. Schon ab Tag 1 kam es zu einem enormen Anstieg der LDH-
Werte mit einem Maximum bei 5281,57+1323,67U/I bei Gruppe 10. Ab Tag 3 fielen die
Spiegel der LDH wieder und erreichten zwischen Tag 5 und Tag 7 fast wieder die
Ausgangswerte der baseline-Gruppe. Vor allem die LDH-Werte der steatotischen Tiere
stiegen sehr stark an und blieben bis zum Tag 5 auf einem hohen Niveau bestehen.
Ein signifikanter Unterschied zeigte sich in der statistischen Analyse am Tag 5 bei den

nicht-steatotischen Tieren zwischen Kontrollgruppe und MDDP-Gruppe.
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3.3.4y-GT
Die y-GT ist eine Transferase, die in verschiedenen Geweben vorkommt. Somit ist
sie nicht spezifisch flr eine hepatozellulare Schadigung. Die Serumwerte der y-GT
korrelieren sehr gut mit dem Ausmal} der Organschadigung, insbesondere bei

toxischen Leberschaden kommt es zu einer Ausschuttung der y-GT.
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Abb. 27: y-GT bei nicht-steatotischen (non-fatty) Lebern (Gruppe 17,1,3,5,7=control=schwarz vs.
Gruppe 18,2,4,6,8=MDDP=weil3) und steatotischen (fatty) Lebern (Gruppe
19,9,11,13,15=control=schwarz vs. Gruppe 20,10,12,14,16=MDDP=weil8) MW + SEM.

Die y-GT zeigte einen verzogerten Anstieg nach der Tranplantation bei allen
Versuchsgruppen. Wahrend am Tag 1 samtliche y-GT-Werte unter 10U/l ahnlich
niedrig wie bei den nicht transplantierten baseline Tieren lagen, zeigte sich vor allem
bei den nicht-steatotischen Versuchstieren ein starker Anstieg der y-GT mit einem
Maximum bei 23,43+9,00U/I bei Gruppe 3. Am Tag 7 waren die Blutspiegel bei allen
Gruppen bereits wieder gesunken. Signifikante Unterschiede zeigten sich in der
statistischen Analyse weder zwischen steatotischen und nicht-steatotischen

Versuchtieren noch zwischen Kontrollgruppen und MDDP-Gruppen.
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3.3.5AP

Die alkalische Phosphatase ist nicht leberspezifisch, jedoch kann sie als klassischer

Cholestaseparameter gut herangezogen werden, um diese zu quantifizieren. Dies

wird in der Diskussion genauer beschrieben.
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Abb. 28: aP bei nicht-steatotischen (non-fatty) Lebern (Gruppe 17,1,3,5,7=control=schwarz vs. Gruppe
18,2,4,6,8=MDDP=weil3) und steatotischen (fatty) Lebern (Gruppe 19,9,11,13,15=control=schwarz vs.
Gruppe 20,10,12,14,16=MDDP=weil3) MW + SEM. *p<0.05 vs. control

Die Analyse der alkalischen Phosphatase im Serum zeigte einen sehr verzdgerten

Anstieg. Bei den nicht-steatotischen,

MDDP-prakonditionierten Versuchstieren

(Gruppe 2 und 4) war an Tag 1 und Tag 3 sogar ein abfallender Blutspiegel zu sehen,

der sich an Tag 3 signifikant von der Kontrollgruppe unterscheidet.

Der Maximalwert wurde mit 518,00+£139,23 von Gruppe 13 am Tag 5 erreicht. Auch

an Tag 7 war kein deutlicher Abfall der aP-Werte im Serum zu erkennen.
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3.3.6 Bilirubin
Bei Hamolyse, unzureichender hepatischer Konjugationsleistung oder Cholestase
kommt es zu einem Anstieg des Bilirubins im Serum. Genaueres dazu folgt in der

Diskussion.

baseline Tag 1 Tag 3 Tag 5 Tag 7

Bilirubin [mg/dI]

i i

ctl MDDP ctl MDDP ctrl  MDDP ctl  MDDP ctl MDDP ctl  MDDP ctrl  MDDP ctl MDDP ctrl MDDP ctl  MDDP

non-fatty fatty non-fatty fatty non-fatty fatty non-fatty fatty non-fatty fatty

Abb. 29: Bilirubin bei nicht-steatotischen (non-fatty)Lebern (Gruppe 17,1,3,5,7=control=schwarz vs.
Gruppe 18,2,4,6,8=MDDP=weil3)und steatotischen (fatty) Lebern
(Gruppe 19,9,11,13,15=control=schwarz vs. Gruppe 20,10,12,14,16=MDDP=wei§) MW + SEM

Die Analyse des Bilirubins im Serum zeigte bereits an Tag 1 bei allen Versuchsgruppen
einen Anstieg des Bilirubins nach der Transplantation. Die hochsten Werte wurden an
Tag 3 und Tag 5 erreicht (Gruppe 3 und Gruppe 6). AuRerdem zeigte sich, dass der
Bilirubinspiegel bei den nicht-steatotischen Versuchstieren weniger stark stieg.
Signifikante Unterschiede zeigten sich in der statistischen Analyse weder zwischen
steatotischen und nicht-steatotischen Versuchtieren noch zwischen Kontrollgruppen
und MDDP-Gruppen.
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3.3.7 Triglyceride
Die Triglyceride wurden im Serum bestimmt, um den Einfluss der MDDP-

Prakonditionierung auf den Fettstoffwechsel zu zeigen.
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Abb. 30: Triglyceride bei nicht-steatotischen (non-fatty) Lebern (Gruppe 17,1,3,5,7=control=schwarz vs.
Gruppe 18,2,4,6,8=MDDP=weil3) und steatotischen (fatty) Lebern (Gruppe
19,9,11,13,15=control=schwarz vs. Gruppe 20,10,12,14,16=MDDP=wei3) MW = SEM. *p<0.05 vs.
control.

Bei der Analyse der Triglyceride im Serum zeigte sich ein signifikanter Unterschied bei

den steatotischen baseline-Gruppen (Gruppe 19 und 20).

Sowohl bei den steatotischen Versuchsgruppen, als auch bei den nicht-steatotischen
Versuchsgruppen zeigte sich nach der Transplantation ein Anstieg der Triglyceride im

Serum, der zwischen Tag 3 und Tag 5 sein Maximum erreichte.

Signifikante Unterschiede zeigten sich in der statistischen Analyse nach der
Transplantation weder zwischen steatotischen und nicht-steatotischen Versuchtieren,

noch zwischen Kontrollgruppen und MDDP-Gruppen.
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3.3.8 LDL

Die LDL wurde im Serum bestimmt, um den Einfluss der MDDP-Prakonditionierung

auf den Fettstoffwechsel zu zeigen.
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Abb. 31: LDL bei nicht-steatotischen (non-fatty) Lebern (Gruppe 17,1,3,5,7=control=schwarz vs.
Gruppe 18,2,4,6,8=MDDP=weil3) und steatotischen (fatty) Lebern (Gruppe
19,9,11,13,15=control=schwarz vs. Gruppe 20,10,12,14,16=MDDP=wei8) MW + SEM. *p<0.05 vs.
control.

Bei der Analyse der LDL im Serum zeigte sich, dass die MDDP-Prakonditionierung
geringere LDL-Werte im Serum bei der steatotischen baseline-Gruppe (Gruppe 20)
zur Folge hatte. Hier bestand in der statistischen Analyse ein signifikanter Unterschied
gegenuber der Kontrollgruppe (Gruppe 19). Weitere signifikante Unterschiede konnten
in der statistischen Analyse nicht gezeigt werden. Die baseline-Tiere (Gruppe
17,18,20) zeigten deutlich geringere LDL-Werte als die Versuchstiere nach einer
Transplantation. Wahrend die LDL-Spiegel der nicht-steatotischen, prakonditionierten
Versuchstiere (Gruppe 2,4,6,8) nach der Transplantation bestandig angestiegen
waren, blieben diese bei allen anderen Versuchsgruppen nach der Transplantation

konstant oder fielen am Tag 5 bis Tag 7 bereits wieder ab.
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3.3.9 HDL

Die HDL wurde im Serum bestimmt, um den Einfluss der MDDP-Prakonditionierung

auf den Fettstoffwechsel zu zeigen.
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Abb. 32: HDL bei nicht-steatotischen (non-fatty) Lebern (Gruppe 17,1,3,5,7=control=schwarz vs.
Gruppe 18,2,4,6,8=MDDP=weil3) und steatotischen (fatty) Lebern (Gruppe
19,9,11,13,15=control=schwarz vs. Gruppe 20,10,12,14,16=MDDP=weil3). MW + SEM.

Die Analyse der HDL im Serum zeigte flr alle baseline Versuchstiere hohere Werte
(19,25+£1,03-28,00+2,12mg/dl) als die HDL-Werte der Versuchstiere nach einer
Transplantation. Der hochste Wert von 17,67+4,84mg/dl wurde nach der

Lebertransplantation von Gruppe 20 am Tag 7 erreicht.

Nach der Lebertransplantation fielen die HDL-Spiegel ab, wobei sie ihr Minimum
zwischen Tag 3 und Tag 5 erreichten. Bis zu Tag 7 zeigten sich wieder steigende
Werte der HDL. Signifikante Unterschiede zeigten sich in der statistischen Analyse
nach der Transplantation weder zwischen steatotischen und nicht-steatotischen

Versuchtieren, noch zwischen Kontrollgruppen und MDDP-Gruppen.
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4. Diskussion

4.1 Das Modell - Zusammenfassung

Um das Verstandnis fur die nachfolgende Diskussion und Interpretation der
Ergebnisse zu erleichtern, wird im Folgenden kurz die Grundlage dieser Studie und
das fiir diese Studie verwendete Modell zusammengefasst. Dadurch soll ein Uberblick
Uber die groRe Anzahl an Versuchsgruppen, die erhobenen Parameter und die

eingesetzte Methodik geschaffen werden.

Anhand einer vorangegangenen Studie konnten Moussavian et al. 2011 unter
Verwendung eines Ex-vivo-Persfusionsmodells zeigen, dass eine MDDP-
Prakonditionierung den Ischamie/-Reperfusionsschaden nach kalter Ischamie
vermindert. Dazu wurden die medikamentds prakonditionierten Lebern 24 Stunden in
kalter HTK-L6sung gelagert und anschlieRend maschinell fur 60 Minuten Uber die

Pfortader in einem offenen Perfusionsmodell perfundiert (Moussavian et al. 2011).

In unserer Studie wurden 162 Lebertransplantationen an mannlichen, syngenen
Sprangue-Dawley-Ratten durchgefuhrt. Dabei galt es zu evaluieren, inwiefern sich die
MDDP-Prakonditionierung auf den Ischamie-/Reperfusionsschaden sowohl bei nicht-
steatotischen als auch bei steatotischen Lebern im Rattenmodell auswirkt. Der Einfluss
der MDDP-Prakonditionierung auf steatotische Lebern wurde zuvor durch von Heesen
et al. 2012, ebenfalls in einem Ex-vivo-Perfusionsmodell evaluiert (von Heesen et al.
2012).

Die medikamentdse Prakonditionierung setzte sich, basierend auf der
vorangegangenen Studie von Moussavian et al. 2011, aus Curcumin, Simvastatin, N-
Acetylcystein, Erythropoietin, Pentoxiphyllin, Melatonin, Glycin und Methylprednisolon
zusammen. Diese Medikamente wurden dem Spendertier vor der Explantation der
Leber appliziert. Das Protokoll fur das exakte Applikationsverfahren ist dem Abschnitt

2.3 zu entnehmen und entspricht dem Protokoll von Moussavian et al. 2011.

Um die pharmakologische Wirkung in ihrem Verlauf beurteilen zu kénnen, wurden
unterschiedliche Studienendpunkte von einem Tag, drei Tagen, funf Tagen und sieben
Tagen nach der Transplantation gewahlt. Das Operationsverfahren der Versuchstiere
mit steatotischen Lebern entsprach exakt dem Operationsverfahren der Versuchstiere
mit nicht-steatotischen Lebern. Zusatzlich wurden Kontrollgruppen aus nicht
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transplantierten Tieren fur die jeweiligen Spenderorgane gebildet, um einen
Vergleichswert zu erhalten. Insgesamt wurden 20 Versuchsgruppen gebildet. Die
Leberverfettung wurde mittels einer LDC-Diat erreicht. Das Protokoll fur die

Herstellung und Futterung der LDC-Diat ist dem Abschnitt 2.1 zu entnehmen.

Nach der Explantation wurden die Lebern acht Stunden in kalter (4° C) HTK-L6sung
gelagert, bevor sie implantiert wurden. In unserem Modell kam eine Gasnarkose mit
Sevofluran zum Einsatz. Operationstechnisch wurde fir die Anastomose der
suprahepatischen Vena cava inferior eine mikrochirurgische Naht, fur die
infrahepatische Vena cava inferior und die Vena portae eine Cuff-Technik und fur den

Ductus choledochus und die Arteria hepatica propria eine Splint-Technik angewendet.

Bei Erreichen des jeweiligen Studienendpunktes wurde bei allen Versuchstieren Blut
abgenommen und eine Gewebeprobe der Leber fur die histologische Auswertung in

Formalin konserviert.

Um die Mikrozirkulation, Leukozyteninteraktion und Apoptosevorgange beurteilen zu
konnen, kam die intravitale Fluoreszenzmikroskopie zum Einsatz. Die
Fluoreszenzmikroskopie war in unserer Studie nur fur Tiere mit einem
Studienendpunkt von einem Tag nach der Transplantation durchfiihrbar. Zu spateren
Zeitpunkten war das Ausmal intraabdomineller Adhasionen so stark ausgepragt, dass

eine Mobilisation der Leber und Durchfiihrung der Mikroskopie nicht mehr mdglich war.

Als Floreszenzfarbstoffe kam Natriumfluorescein zum Einsatz, um das sinusoidale
Perfusionsversagen zu detektieren, Bismenzimid, um Apoptosen zu erkennen und
Rhodamin 6G, um Leukozyten anzufarben und damit die sinusoidale Leukostase,
venulare Leukozytenadhasion und venulare Entothel-Leukozyteninteraktion

(lfeucozyte rolling) objektivieren zu kdnnen.

Im Blut wurden die Werte fur AST, ALT, LDH, y-GT, AP, Bilirubin, HDL, LDL und
Triglyceride bestimmt, um das Ausmal® des Ischamie-/Reperfusionsschadens
erfassen zu koénnen, die Leberfunktion beurteilen zu kdénnen und den
pharmakologischen Einfluss der Prakonditionierung sowohl bei steatotischen als auch
bei nicht-steatotischen Lebern zu detektieren. Der Blutentnahmezeitpunkt bei den
transplantierten Versuchstieren war kurz vor der Organentnahme. Das Blut wurde

zentrifugiert und das Serum bei -80° C aufbewahrt.
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Darlber hinaus wurden Gewebepraparate in HE-Farbung angefertigt, um den
Gewebeschaden objektivieren zu konnen. Dabei wurden die Parameter
Grobscholligkeit, Vakuolisierung, Organintegritat und Nekrose mittels eines

semiquantitativen Scores beurteilt.

Bei den Ergebnissen der Histologie und den Blutwerten muss beachtet werden, dass
die Versuchsgruppen am Tag 1 nach der Transplantation mit insgesamt 50
Versuchstieren eine deutlich hohere Validitat bieten als beispielsweise die

Versuchsgruppen am Tag 7 mit insgesamt nur 19 Versuchstieren.

4.2 Interpretation der Ergebnisse

4.2.1 Pharmakologische Prakonditionierung

Erythropoietin

Erythropoietin ist ein Glykoprotein-Hormon, das hauptsachlich in der Niere, zu einem
geringen Anteil jedoch auch in der Leber synthetisiert wird, wobei die Synthese durch
Hypoxie verstarkt wird (Perez-Ruixo et al. 2008). Neben der Bekanntheit, die
Erythropoietin aufgrund seiner stimulierenden Wirkung auf die Blutbildung in
Dopingskandalen erreicht hat, gibt es noch zahlreiche weitere Wirkungen von
Erythropoietin. Der protektive Effekt zur Verminderung des Ischamie-
/Reperfusionsschadens liegt vor allem in einer antioxidativen und antiapoptotischen
Wirkung, die durch eine verminderte TNF-Produktion und erhéhter eNOS-Expression
begrundet ist (Johnson et al. 2006; Lindenblatt et al. 2007; Liu et al. 2015; Sepodes et
al. 2006).

Es konnte gezeigt werden, dass insbesondere die Ausschuttung der Transaminasen
als Marker fur das Ausmall des Ischamie-/Reperfusionsschadens nach
Vorbehandlung der Spendertiere mir Erythropoietin erheblich geringer ausfiel
(Schmeding et al. 2009). Das Ergebnis dieser Arbeitsgruppe nach alleiniger
Prakonditionierung mit Erythropoietin konnte in unserer Studie nach MDDP-
Prakonditionierung nicht bestatigt werden, da sich kein signifikanter Unterschied der

Ausschittung der Lebertransaminasen zeigte. Vielmehr zeigte sich bei den
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Versuchstieren von Tag 1 und Tag 3 sogar eine erhdhte Ausschuttung der

Transaminasen nach MDDP-Prakonditionierung.

Daruber hinaus konnte auch eine verbesserte Mikrozirkulation, sowie ein verbessertes
Langzeitiberleben nach Prakonditionierung mit Erythropoietin, wie sie von einer
Arbeitsgruppe von Squadrito et al. 1999 nachgewiesen wurde, nach der MDDP-
Prakonditionierung, wie sie in dieser Studie durchgefihrt wurde, nicht bestatigt
werden. In unserer MDDP-Studie zeigte sich das sinusoidale Perfusionsversagen bei

den Versuchstieren mit Fettlebern besonders ausgepragt.

Das Ergebnis unserer MDDP-Studie zeigt eine Verschlechterung der Mikrozirkulation
bei Fettlebern und steht damit mit zahlreichen weiteren Studien, welche die
Mikrozirkulation bei steatotischen Lebern untersuchten, im Einklang (Bockhorn et al.
2008; Kuroda et al. 2015; Nagai et al. 2013; Squadrito et al. 1999). Eine Verbesserung
der Mikrozirkulation nach MDDP-Prakonditionierung, wie sie von der Arbeitsgruppe
von von Heesen et al. 2012 gezeigt wurde, konnte in unserer Studie nicht bestatigt

werden.

Erklart werden konnte dies mit einem moglichweise toxischen Potential der
Prakonditionierung, welches aufgrund der simultanen Injektion entsteht. Darlber
hinaus sind auch die Wechselwirkungen der einzelnen Medikamente und deren
Wirkung nach simultaner Injektion auf den Organismus, insbesondere nach einer

Lebertransplantation, noch nicht hinreichend erforscht.

Curcumin

Curcumin ist ein gelber Farbstoff, der naturlicherweise in der Gelbwurzel vorkommt.
Neben zahlreichen Anwendungen in der Kosmetik und Lebensmittelindustrie wird er
auch in medizinischen Bereichen angewendet. Dabei ist neben seiner antioxidativen
Komponente vor allem seine antiinflammatorische Wirkung, vermittelt durch eine
Hemmung der entzindungsférdernden Enzyme Cyclooxygenase-2 (COX-2),
Lipooxygenase (LOX) und induzierbare NO-Synthase (iNOS) entscheidend (Menon
und Sudheer 2007).

Eine Arbeitsgruppe von Shen et al. konnte 2007 im Rattenmodell zeigen, dass der
Ischamie-/Reperfusionsschaden nach Prakonditionierung mit Curcumin signifikant
geringer ausfiel. Insbesondere wurde eine geringere Ausschuttung der
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Lebertransaminasen bei den prakonditionierten Tieren festgestellt. Der protektive
Effekt wurde mit einer verstarkten Expression von Hsp70 und antioxidativen Enzymen
begrundet (Shen et al. 2007).

Ebenso wies eine Arbeitsgruppe von Fan et al. 2014 einen protektiven Effekt auf den
Ischamie-/Reperfusionsschaden von Curcumin infolge einer geringeren Expression
von ICAM-1 und NF-xB mit einer resultierenden geringeren

Transaminasenausschuittung im Rattenmodell nach (Fan et al. 2014).

Dieser protektive Einfluss auf den Ischamie-/Reperfusionsschaden von Curcumin in
Kombination mit den weiteren Pharmaka dieser MDDP-Studie konnte nicht bestatigt
werden. Die Ausschuttung der Transaminasen zeigte sich, insbesondere bei

Versuchstieren mit Fettlebern, nach MDDP-Prakonditionierung erhoht.

Simvastatin

Der HMG-CoA-Reduktasehemmer Simvastatin hemmt die Reduktion von 3-Hydroxy-
3-Methylglutaryl-Coenzym A zu Mevalonat (Gracia-Sancho et al. 2013). Dadurch
kommt es zu einer Begrenzung der hepatischen Cholesterinsynthese. In zahlreichen
Studien konnte gezeigt werden, dass sich Simvastatin positiv auf okklusive
Venenerkrankungen auswirkt, indem es die Proliferation glatter Muskulatur begrenzt,
die Thrombozytenadhasion vermindert, die Endothelfunktion verbessert sowie einen
antiinflammatorischen Effekt ausubt (Indolfi et al. 2000; Musial et al. 2001; Schror
1990; Vevera et al. 2016; Yeung und Tsao 2002).

Eine Arbeitsgruppe von Gracia-Sancho et al. 2013 prakonditionierte Ratten mit
Simvastatin und untersuchte nach 16 Stunden kalter Ischamie die Mikrozirkulation.
Diese stellte sich bei den vorbehandelten Lebern deutlich verbessert dar und steht
damit im Einklang mit dem Ergebnis unserer Studie im Sinne eines geringeren Anteils
von sinusoidalem Perfusionsversagen bei den nicht-steatotischen Tieren nach der
MDDP-Prakonditionierung. Warum sich dieser protektive Effekt bei Spendertieren mit
Fettlebern nicht bestatigte, bleibt dabei unklar und sollte Anlass fur weitere Studien

geben.

Unsere Studie zeigt eine verschlechterte Mikrozirkulation im Sinne eines hdheren
Anteils von sinusoidalem Perfusionsversagen bei Fettlebern sowohl flr Versuchstiere
mit MDDP-Prakonditionierung als auch fir Tiere ohne MDDP-Prakonditionierung



4. Diskussion 71

gegenuber den nicht-steatotischen Versuchstieren. Dieses Ergebnis einer
schlechteren Mikrozirkulation bei Fettlebern stimmt mit zahlreichen weiteren Studien
Uberein (Bockhorn et al. 2008; Kuroda et al. 2015; Nagai et al. 2013; Squadrito et al.
1999).

Pentoxifyllin

Pentoxifyllin ist ein Methylxanthinderivat und Phosphodiesterasteinhibitor, der seit
Jahren Verwendung in der Behandlung von peripheren GefalRkrankheiten findet.
Nishizawa et al. 1997 konnten in einer Studie zeigen, dass Pentoxifyllin auch den

Ischamie-/Reperfusionsschaden vermindert.

Durch eine Pentoxyfyllin vermittelte Inhibierung der TNF-a Synthese kommt es zu
einer verminderten Aktivierung von Kupfferzellen (Rudiger und Clavien 2002).
Daruber hinaus inhibiert Pentoxifyllin die Freisetzung der intrazellularen cyklischen
Adenosin Monophosphat Diesterase, was wiederum gesteigerte Spiegel an cyklischen
Adenosin Monophosphat zur Folge hat und damit eine Vasodilatation bewirkt
(Semmler et al. 1993; Sinha et al. 1995).

Weitere Wirkmechanismen sind die erhohte Flexibilitat roter Blutkorperchen,
erniedrigte Viskositat des Blutes und verminderte Thrombozytenaggregation.
Samtliche Effekte haben damit eine verbesserte Mikrozirkulation zur Folge (Gastpar et
al. 1977; Ward und Clissold 1987).

Diese Verbesserung der Mikrozirkulation konnte im Rahmen dieser MDDP-Studie
nicht gezeigt werden. Insbesondere bei den Versuchstieren mit Fettlebern zeigte sich
eine verschlechterte Mikrozirkulation nach der MDDP-Prakonditionierung. Dabei viel
das sinusoidale Perfusionsversagen nach MDDP-Prakonditionierung sogar signifikant
schlechter aus. Wie bereits beschrieben muss hierfir mdglicherweise eine toxische
Wirkung der MDDP-Pharmaka auf den vorgeschadigten Organismus des

Empfangertiers angenommen werden.
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Melatonin

Melatonin ist ein Hormon, das von den Pinealozyten der Epiphyse aus Serotonin
synthetisiert wird. Die bekannteste Wirkung ist die Regulation des Tag-Nacht-
Rhythmus. Verschiedene Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass Melatonin dartber
hinaus eine antioxidative Wirkung hat und dadurch den Ischamie-
/Reperfusionsschaden vermindern kann (Kim und Lee 2008; Korkmaz et al. 2009; Sun
et al. 2017).

Insbesondere zeigten sich bei den Ex-vivo-Versuchen von Kim und Lee 2008 nach
Prakonditionierung mit Melatonin eine signifikante Reduktion der Ausschittung von
Transaminasen und eine geringere Apoptoserate nach 60-minutiger kalter Ischamie
mit anschlie3ender funfstundiger Perfusion. Wahrend diese verminderte Apoptoserate
in unserer MDDP-Studie nach der Prakonditionierung fir nicht-steatotische Tiere
bestatigt werden konnte, fiel die Apoptoserate bei steatotischen Versuchstieren
deutlich erhdht aus. Dies muss wiederum auf einen Apoptose-induzierenden Effekt der
MDDP-Prakonditionierung bei Fettlebern zurtuckgefihrt werden. Auch eine
verminderte Ausschuttung der Transaminasen nach MDDP-Prakonditionierung konnte

in dieser Studie nicht bestatigt werden.

Glycin

Der nicht-essenziellen Aminosaure Glycin konnte ebenfalls in Studien eine Reduktion
des Ischamie-/Reperfusionsschaden nach kalter Ischamie nachgewiesen werden. Die
Wirkung liegt in einer verminderten Aktivierung von Kupfferzellen und damit in einer
deutlichen Reduktion der Freisetzung von TNF-a begriindet (Duenschede et al. 2006).
Die Arbeitsgruppe von Duenschede et al. 2006 stellte bei der Versuchsgruppe nach
Glycin-Prakonditionierung eine verminderte Apoptoserate fest, wie sie sich auch in
unserer MDDP-Studie bei nicht-steatotischen Tieren zeigt. Jedoch fiel die
Apoptoserate nach MDDP-Prakonditionierung bei steatotischen Tieren deutlich

verstarkt aus.

Eine Verminderung des Ischamie/-Reperfusionsschadens, wie er in den ex-vivo-
Versuchen von Moussevian et al. 2011 und von Heesen et al. 2012 sowohl flr
steatotische als auch fir nicht-steatotische Versuchstiere nach MDDP-

Prakonditionierung gezeigt werden konnte, bestatigte sich in den In-vivo-Versuchen
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dieser Studie nicht, insbesondere bei Betrachtung der Ausschittung von
Lebertransaminasen und der Beurteilung der Mikrozirkulation (Moussavian et al. 2011;
von Heesen et al. 2012). Vor allem bei den Versuchstieren mit Fettlebern weisen diese

Parameter auf ein toxisches Potential der MDDP-Prakonditionierung hin.

Methylprednisolon

Schon 1975 konnte gezeigt werden, dass eine Prakonditionierung mit
Methylprednisolon im Rattenmodell ein deutlich verbessertes Uberleben nach
hepatischer Ischamie bedingt (Santiago Delpin et al. 1975). Es wird angenommen,
dass Methyprednisolon neben einer Verminderung des preservationsbedingten
Kupfferzellschadens, die lysosomale Zellmembran stabilisiert, oder toxische
Substanzen inhibiert, die wahrend der Ischamie freigesetzt werden (Chimalakonda
und Mehvar 2004; Wang et al. 1996).

Eine Arbeitsgruppe von Chiappa et al. 2004 zeigte, dass eine Prakonditionierung mit
Methylprednisolon bei Ratten zu einer signifikanten = Reduktion der
Transaminasenausschittung nach Reperfusion flhrte, ohne jedoch das
Gesamtluberleben der Versuchstiere zu verbessern (Chiappa et al. 2004). Dieses
Ergebnis steht damit nicht im Einklang mit dem Ergebnis dieser MDDP-Studie, da die

Prakonditionierung die Ausschuttung der Transaminasen nicht vermindern konnte.

Zusammenfassend zeigte sich bei der Betrachtung der verwendeten Medikamente der
MDDP-Prakonditionierung, wie sie in dieser Studie durchgefuhrt wurde, dass die
Ergebnisse der vorrausgegangenen Ex-vivo-Studien von Moussevian et al. 2011 und
von Heesen et al. 2012 fur In-vivo-Versuche nicht bestatigt werden konnten. Wahrend
Moussevian et al. 2011 und von Heesen et al. 2012 sowohl fur steatotische als auch
fur nicht-steatotische Versuchstiere im offenen Perfusionsmodell eine deutliche
Verminderung des Ischamie-/Reperfusionsschadens feststellen konnte, bestatigte
sich dieser protektive Effekt in unserem In-vivo-Modell nicht (Moussavian et al. 2011;
von Heesen et al. 2012). Diese Diskrepanz der Ergebnisse wird im Folgenden versucht

zu erklaren.

Dabei muss zum Verstandnis angemerkt werden, dass sich die Modelle dieser Studien
zwar bei den verwendeten Pharmaka und deren Dosierung entsprechen, sie sich

jedoch in vielen anderen Punkten deutlich unterscheiden: Wahrend bei Moussevian et
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al. 2011 und von Heesen et al. 2012 ein Ex-vivo-Modell mit offener Perfusion gewahlt
wurde, kam bei unserer Studie ein In-vivo-Modell zum Einsatz. Bei In-vivo-Versuchen
spielen daher weitere Variablen, wie sie beispielsweise bei der Durchfuhrung der
Operation und damit einem Stressfaktor flir den Organismus des Empfangertiers
auftreten sowie die Wirkungen der Medikamente auf einen vorgeschadigten
Organismus und nicht zuletzt die Wechselwirkungen der Medikamente in einem
lebenden Organismus eine Rolle. Diese Unterschiede zwischen ex vivo und in vivo
Versuchen kénnen demzufolge angefuhrt werden, um einen Erklarungsansatz fur die

Divergenz der Ergebnisse zu liefern.

Darlber hinaus unterscheiden sich teilweise die untersuchten Parameter zur
Quantifizierung des Ischamie-/Reperfusionsschadens sowie die angewendeten
Methoden: Wahrend beispielsweise fur die Quantifizierung der Apoptoserate bei
Moussevian et al. 2011 die Caspase-3-Aktivitat bestimmt wurde, kam in dieser MDDP-

Studie eine Quantifizierung mittels Intravitalmikroskopie zum Einsatz.

Nicht  zuletzt  wurden auch in beiden Studien unterschiedliche
Untersuchungszeitpunkte fur die Erhebung der Parameter betrachtet: Wahrend
Moussevian et al. 2011 ihre Ergebnisse 1 Minute, 30 Minuten und 60 Minuten nach
der offenen Perfusion erhoben, lag das Augenmerk dieser MDDP-Studie in der
Langzeitentwicklung nach der Transplantation, sodass die Parameter 1 Tag, 3 Tage,

5 Tage und 7 Tage nach der Transplantation erhoben wurden.

Diese Unterschiede zwischen den unterschiedlichen verwendeten Modellen sowie die
Unklarheiten der pharmakologischen Wirkungen und Wechselwirkungen und damit
eines potentiell toxischen Potentials der verwendeten Medikamente der
Prakonditionierung auf den Empfangerorganismus nach einer Lebertransplantation
mussen als Grundlage gesehen werden, um die unterschiedlichen Ergebnisse dieser
Studien zu verstehen. Daruber hinaus gilt es in zukunftigen Studien diese Variablen
und Wechselwirkungen, wie sie bei In-vivo-Versuchen entstehen, zu detektieren und
dahingehend den potentiell toxischen Einfluss dieser MDDP-Prakonditionierung

beeinflussen zu kdnnen.



4. Diskussion 75

4.2.2 Aussagekraft der Laborwerte

Die klassischen Laborparameter, welche die Leberfunktion beurteilen,
beziehungsweise einen Hinweis auf eine Schadigung der Leber geben sind die y-GT,
AST, ALT, GLDH, LDH, alkalische Phosphatase und Bilirubin (Chiu et al. 2005).
Daruber hinaus wurden in unserer Studie die Laborwerte des Fettstoffwechsels (LDL,
HDL, Triglyceride) untersucht, um die Auswirkung der LDC-Diat auf den
Fettstoffwechsel zu veranschaulichen und insbesondere den Effekt der MDDP-

Prakonditionierung auf Versuchstiere mit Fettlebern zu veranschaulichen.

Die ALT (Alanin-Aminotransferase) hat ihre hochste Konzentration im Zytoplasma der
Hepatozyten. Dahingehend bewirkt eine Leberschadigung, die zu einer gestorten
Integritat der Zellmembran fihrt, einer Erhéhung der ALT. Demzufolge ist sie
spezifisch flr nekrotische Leberschaden. Die AST ist hauptsachlich in den
Mitochondrien lokalisiert. Allerdings kommt sie auch in Herz- und Skelettmuskulatur
vor und ist damit nicht spezifisch fir die Leber. Wenn bei einer Gewebeschadigung die
mitochondriale Membran intakt bleibt, wahrend die Zellmembran des Hepatozyten
bereits zerstort ist, kann die AST noch im Normalbereich liegen, wahrend die ALT
bereits erhoht ist. Erst bei schwersten Gewebeschaden mit einer Freisetzung der AST
aus den Mitochondrien kommt es zu einer deutlichen Erhéhung im Blut. Der de-Ritis-
Quotient setzt die AST und ALT miteinander ins Verhaltnis. Danach kdnnen Aussagen
getroffen werden, ob es sich bei der Gewebeschadigung eher um eine akute oder
chronische Schadigung handelt, beziehungsweise wie stark das Ausmaly der
Schadigung ist (Botros und Sikaris 2013; Chiu et al. 2005; Torkadi et al. 2014).

In der Studie von Moussevian et al. 2011 wurde nach der MDDP-Prakonditionierung
die Ausschuattungen der AST und ALT in einem offenen Perfusionsmodell nach 60
minutiger Perfusion bestimmt, um die Leberzellschadigung zu quantifizieren. Diese
war nach kalter Ischamie sowohl fuir die Kontrollgruppe als auch fur die MDDP-Gruppe

deutlich erhéht im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Fettleber.

Auch in unserer MDDP-Studie kam es am Tag 1 nach der Transplantation zu einem
starken Anstieg der Transaminasen und zeigt damit eine ausreichend lange
Ischamiezeit mit konsekutiver Leberzellschadigung fur alle Versuchsgruppen an.
Daruber hinaus konnte Moussevian et al. 2011 zeigen, dass die MDDP-
Prakonditionierung insbesondere bei steatotischen Versuchstieren zu einer signifikant
geringeren Ausschittung von AST und ALT nach 60-mindtiger Perfusion flihrte.
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Unsere MDDP-Studie konnte diesen protektiven Effekt der MDDP-Prakonditionierung
im In-vivo-Versuch nicht bestatigen. Bei den steatotischen Versuchstieren kam es im
Verlauf sogar zu einer starkeren Ausschuttung der Transaminasen im Vergleich zur

jeweiligen Kontrollgruppe.

Einen ahnlichen Verlauf der Lebertransaminasen nach einer Transplantation konnte
eine Arbeitsgruppe von Schon et al.2001 zeigen. Hier wurden Schweinelebern
normothermisch extrakorporal perfundiert und anschliRend transplantiert. Nach der
Transplantation zeigte sich ein starker Anstieg der AST am ersten Tag, welcher dann
im Verlauf bis zum siebten Tag nach der Transplantation deutlich ricklaufig war
(Schon et al. 2001). Auch bei unseren Versuchen zeigte sich diese enorme
Transaminasenausschuttung am ersten Tag nach der Transplantation, welche dann
im Verlauf sogar noch weiter zunahm, jedoch ebenso bis zum siebten Tag nach der

Transplantation wieder rucklaufig war.

Obwohl die y-GT (Gamma-Glutamyl-Transferase) ein Enzym ist, das in Leber, Nieren,
Bauchspeicheldrise, Dunndarm, Milz und anderen Geweben vorkommt, ist sie bei
einer Erhohung ein sehr empfindlicher Parameter fur eine Schadigung des
Lebergewebes und des Gallengangsystems. Dabei korrelieren die Laborwerte mit dem
Ausmal} der Leberschadigung. Schon bei einer leichten Leberschadigung erhdht sich
die y-GT. Besonders hohe Werte werden bei Alkoholismus, Vergiftungen und
Cholestase erreicht. Auch eine Leberverfettung kann eine Erhohung der y-GT
bewirken (Pischke et al. 2017; Tang et al. 2007).

In unserer MDDP-Studie zeigte sich ebenfalls ein starker Anstieg der y-GT, der am
Tag 1 nach der Transplantation noch moderat ausfallt und schlieBlich sein Maximum
zwischen Tag 3 und Tag 5 nach der Transplantation findet. Dies zeigt den Verlauf der
Leberzellschadigung und gibt insbesondere einen Hinweis fir einen potentiell

toxischen Effekt der Prakonditionierung fur die Leberzellfunktion.

Die alkalische Phosphatase kommt in einer Vielzahl von Geweben wie beispielsweise
Dunndarm, Plazenta, Keimzellen, Niere, Knochen und Leber vor. Labormedizinisch
hat sie eine Bedeutung fur die Beurteilung der Leberfunktion, insbesondere als
Cholestaseparameter. Sie ist jedoch ein sehr unspezifischer Parameter, da zu hohe
Werte daruber hinaus auch bei Erkrankungen der Schilddrise oder der

Bauchspeicheldruse, sowie vor allem bei Knochenerkrankungen wie Osteomalazie,
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Morbus Paget, Rachitis, Hyperparathyreoidismus, Knochenbrichen und

Knochenmetastasen vorkommen (Rangaswamy et al. 2017; Thapa et al. 2010).

In unserer MDDP-Studie kam es zu einem verzdgerten Anstieg der alkalischen
Phosphatase mit Maximalwerten zwischen Tag 5 und Tag 7 nach der Transplantation.
Dieses Ergebnis steht im Einklang mit dem ebenfalls verzogert ansteigendem Bilirubin
und deutet auf ein primares Organversagen, welches sich postoperativ entwickelt, hin.
Bilirubin entsteht beim Abbau von Hamoglobin. Es wird an Albumin gebunden als
indirektes Bilirubin zur Leber transportiert. Dort wird es konjugiert und als direktes
Bilirubin mit der Galle in den Darm ausgeschieden. Somit kommt es bei obstruktiver
Cholestase vor allem zu einem Anstieg des direkten Bilirubins, wohingegen bei nicht
obstuktiver Cholestase, sowie bei verminderter Konjugationsleistung vor allem das
indirekte Bilirubin ansteigt. Da bei der Sektion der Tiere eine Cholestase im Sinne
eines posthepatischen Ikterus makroskopisch ausgeschlossen wurde und es im
Rahmen der Studie keinen Hinweis auf das Vorliegen eines prahepatischen lkterus
infolge Hamolyse gibt, ist davon auszugehen, dass die erhéhten Bilirubinwerte auf

einer intrahepatischen Funktionsstorung beruhen.

Eine Arbeitsgruppe von Vollmer et al. 1994 konnte mittels Intravitalmikroskopie zeigen,
dass eine Reduktion des Gallefluss und ein Anstieg der Lebertransaminasen mit einer
verminderten Mikrozirkulation der Leber korrelieren. Dies ist auf eine Zellschwellung
infolge des Ischamie-/Reperfusionsschadens und insbesondere auf eine verstarkte
Vakuolisierung zurtckzufihren (Vollmar et al. 1994). Auch in der Studie von
Moussevian et al. 2011 wurde ein reduzierter Gallenfluss nach 60-minutiger Perfusion
gemessen. Dieser war flir die Versuchstiere nach MDDP-Prakonditionierung jedoch
héher als ohne pharmakologische Prakonditionierung. Dieser protektive Effekt der
MDDP-Prakonditionierung mit verminderter intrahepatischer Zellschwellung und
konsekutiv hdherem Gallefluss konnte in unserer In-vivo-MDDP-Studie nicht

nachgewiesen werden.
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4.2.3 Mikrozirkulation und Histologie

Storungen der Mikrozirkulation tragen malfigeblich zur Manifestation von primarem
Organversagen bei (Vollmar et al. 1993). Dies ist neben einer Freisetzung von TNF-a
infolge Hypoxie auch auf Kongestion und Schwellung der Endothelzellen mit
konsekutiv verminderter Mikrozirkulation zurtckzufuhren (Isaka et al. 2000). Dieser
Pathomechanismus ist bei steatotischen Lebern starker ausgepragt als bei nicht-
steatotischen Lebern und kann auf den hoheren Gehalt lipidhaltiger Vakuolen in den

Hepatozyten zurlickgeflhrt werden (von Heesen et al. 2012).

Die Beurteilung der Mikrozirkulation nach der Transplantation wurde mittels intravitaler
Mikroskopie vorgenommen. Anhand des Perfusionsdefizites der Sinusoide konnte
hierbei das Perfusionsversagen quantifiziert werden. Die Lebertransplantation flihrte
dahingehend bei einem Untersuchungszeitpunkt von 24 Stunden nach der
Transplantation zu massiven Stérungen der Mikrozirkulation in allen
Versuchsgruppen, jedoch mit unterschiedlich starker Auspragung. Ursachlich liegt
diesem sinusoidalen Perfusionsversagen eine Zellschwellung insbesondere der
Sinusepithelzellen infolge des Ischamie-/Reperfusionsschadens zugrunde (Vollmar et
al. 1994).

Innerhalb der nicht-steatotischen Lebern zeigte sich nach der MDDP-
Prakonditionierung eine geringfligig verbesserte, jedoch nicht signifikant verbesserte

Perfusion gegenuber der Kontrollgruppe.

Die steatotischen Lebern zeigten demnach ein starkeres Perfusionsversagen nach
Transplantation, als die nicht-steatotischen Lebern. Dieses Ergebnis steht im Einklang
mit den Ex-vivo-Versuchen der Arbeitsgruppe von von Heesen et al. 2012, die eine
starkere Auspragung des Ischamie-/Reperfusionsschadens bei steatotischen Lebern

gegenuber nicht steatotischen Lebern zeigten.

In unserer Studie war nach MDDP-Prakonditionierung dieser Perfusionsausfall jedoch
signifikant erhdht. Dieses Ergebnis unseres In-vivo-Modells widerspricht daher den Ex-
vivo-Versuchen der Arbeitsgruppe von von Heesen et al. 2012, welche einen
protektiven  Effekt der  MDDP-Prakonditionierung auf den Ischamie-

/Reperfusionsschaden bei steatotischen Lebern aufzeigte.

Daher muss bei einem Zeitintervall von 24 Stunden nach der Transplantation davon

ausgegangen werden, dass bei steatotischen Lebern die angewendete MDDP-
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Prakonditionierung zu einer verschlechterten Mikrozirkulation geflhrt hat. Dies ist
moglicherweise auf ein toxisches Potential der Pharmaka zurlckzufuhren, welches
durch deren simultane Injektion und damit zu potentiellen Wechselwirkungen der

Pharmaka nach einer Transplantation entsteht.

Ebenso zeigt die hepatozellulare Apoptoserate einen potentiell schadlichen Effekt
einer MDDP-Prakonditionierung, wie sie in dieser Studie angewendet wurde. Hierbei
zeigte sich eine stark erhohte Apoptoserate bei steatotischen Lebern nach
Prakonditionierung gegenuber den nicht prakonditionierten Lebern. Dieser

Unterschied erreichte jedoch kein Signifikanzniveau.

Die Arbeitsgruppe von von Heesen et al. 2012 zeigte ebenso eine hdhere
Apoptoserate bei steatotischen Lebern gegenuber nicht-steatotischen Lebern. Jedoch
konnte diese Arbeitsgruppe bei steatotischen Lebern nach MDDP-Prakonditionierung
im Ex-vivo-Versuch eine deutlich verringerte Apoptoserate zeigen. Dieses Ergebnis
steht daher im Widerspruch zu dem Ergebnis unserer MDDP-Studie, welche ein stark
erhdhte Apoptoserate nach MDDP-Prakonditionierung bei steatotischen Lebern zeigte
(von Heesen et al. 2012). Daher muss davon ausgegangen werden, dass die
simultane Injektion der Medikamente zu einer Apoptoseinduktion 24 Stunden nach

einer Transplantation bei Fettlebern flhrt.

Neben Stoérungen der Mikrozirkulation fuhrte die Transplantation auch zu einer
massiven Entzundungsreaktion. Diese wurde ebenso mittels intravitaler Mikroskopie
quantifiziert. Dabei wurden voneinander unabhangig die mikrovaskulare
Leukozytenrekrutierung sowohl in den Sinusoiden, als auch in den post-sinusoidalen

Venulen beurteilt.

Die intravitalmikroskopisch gewonnenen Ergebnisse der Leukozytenrekrutierung
zeigen einen pro-inflammatorischen Effekt der MDDP-Prakonditionierung. Sowohl in
den Sinusoiden als auch in den post-siunusoidalen Venulen war die Leukozytenzahl
24 Stunden nach der Transplantation bei den prakonditionierten Versuchstieren
erhoht. Diese Leukozytenrekrutierung betraf sowohl die steatotischen als auch die
nicht-steatotischen Lebern. Bei Betrachtung der Endothel-Leukozyteninteraktion
(leukocyte rolling) bei steatotischen Lebern, zeigte sich sogar eine signifikant erhdhte

Anzahl endothelinteragierender Leukozyten nach der Prakonditionierung.
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Dieses Ergebnis steht damit im Widerspruch zu dem Ergebnis der Arbeitsgruppen von
Moussavian et al. 2011 und von Heesen et al. 2012. Diese Arbeitsgruppen konnten
sowohl fur nicht-steatotische, als auch fur steatotische Versuchstiere eine verminderte
Leukozytenrekrutierung nach MDDP-Prakonditionierung im Ex-vivo-Versuch zeigen
(Moussavian et al. 2011; von Heesen et al. 2012). Zusatzliche zeigte die Arbeitsgruppe
von von Heesen et al. 2012 eine starkere Leukozytenrekrutierung bei steatotischen
Lebern gegenuber nicht-steatotischen Versuchstieren. Dieses Ergebnis hingegen

konnte in unserer MDDP-Studie intravitalmikroskopisch bestatigt werden.

Die Ergebnisse der Leukozytenrekrutierung stehen damit in unserer Studie im
Einklang mit den zuvor gezeigten Ergebnissen der Mikrozirkulation und
Apoptosevorgangen und postulieren somit, dass es nach einer MDDP-
Prakonditionierung, wie sie in dieser Studie angewendet wurde, zu einer verstarkten
Entzindungsreaktion 24 Stunden nach Transplantation gegenluber den Kontrolltieren
kommt. Ebenso geht aus den Ergebnissen der Leukozytenrekrutierung hervor, dass
diese Entzundungsreaktion bei steatotischen Lebern ausgepragter ist, als bei nicht-
steatotischen Lebern. Dies wurde auch von der Arbeitsgruppe von von Heesen et al.

2012 gezeigt.

Ebenso untermauern die Ergebnisse der HE-Histologie die vorangegangenen
Erkenntnisse. Auch hier zeigten sich 24 Stunden nach der Transplantation deutliche
Organschaden. Bei allen untersuchten Parametern (Vakuolisierung, Grobscholligkeit,
Nekrose, Organintegritat) zeigten sich nach der MDDP-Prakonditionierung 24 Stunden
nach der Transplantation schlechtere Werte im semiquantitativen Score, als bei den
Kontrollgruppen. Bei steatotischen Lebern war dieser Effekt noch starker ausgepragt,

als bei nicht-steatotischen Versuchstieren.

Damit bestatigt auch die histologische Analyse der Gewebepraparate einen
schadlichen Effekt der MDDP-Prakonditionierung dieser Studie auf die Organfunktion
24 Stunden nach der Lebertransplantation. Auch die Arbeitsgruppe von von Heesen
et al. 2012 konnte histologisch eine ausgepragtere Organschadigung bei steatotischen
Versuchstieren gegenuber nicht-steatotischen Versuchstieren feststellen. Hier

stimmen demnach beide Studien tberein.

Moussavian et al. 2011 wies jedoch histologisch in seinen Ex-vivo-Versuchen den
protektiven Effekt der MDDP-Prakonditionierung nach 60 mindtiger Perfusion nach.

Dieser protektive Effekt auf den Ischamie-/Reperfusionsschaden bestatigte sich im
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Verlauf nach der Lebertransplantation in unserer In-vivo-Studie nicht. Vielmehr konnte
wiederum ein schadlicher Effekt der MDDP-Prakonditionierung fur alle histologisch
untersuchten Parameter (Vakuolisierung, Nekrose, Organintegritat, Grobscholligkeit)

am Tag 1 Nach der Lebertransplantation gezeigt werden.

DarUber hinaus kann anhand der Histologie der zeitliche Verlauf des Ischamie/-
Reperfusionsschadens nachvollzogen werden. So zeigen sich fur alle untersuchten
Parameter (Vakuolisierung, Nekrosen, Grobscholligkeit, Organintegritat) bereits 24
Stunden nach der Transplantation Veranderungen, die flr eine erhebliche Schadigung
des Organs sprechen. Dieses Ergebnis bestatigt, dass eine ausreichend lange
Ischamiezeit mit konsekutiv histologisch nachweisbaren Gewebereaktionen erzielt
wurde. Die Organschaden fanden ihren Héhepunkt zwischen dem dritten und dem
flnften Tag nach der Transplantation und waren danach wieder ricklaufig, sofern das
Versuchstier den Zeitpunkt der maximalen Organschadigung uUberlebt hatte. Diese
Gewebereaktionen nach Ischamie bestatigen das Ergebnis der Ex-vivo-Versuche von
Moussevian et al. 2011, sowie zahlreicher weiterer Arbeitsgruppen, welche in ihren
Versuchen einen Ischamie-/Reperfusionsschaden erzeugt hatten (Akbari et al. 2017;
Tapuria et al. 2016; Teramoto et al. 1993; Wiggers et al. 2017).

4.2.4 Pathomechanismen und epidemiologische Bedeutung

Um die verstarkte Auspragung des Ischamie/Reperfusionsschadens einer Fettleber
nach einer Transplantation zu verstehen muss man den Pathomechanismus der
NAFLD (non alcoholic fat liver desease) und NASH (non alcoholic steatohepatitis)
differenziert betrachten. Dabei ist der Pathomechanismus bis heute nicht bis ins Detail
geklart, jedoch gilt eine “Zwei-Schritt-Hypothese” als akzeptiert und verbreitet (Day und
James 1998).

Der erste Schritt ist die Entstehung einer steatosis hepatis, verbunden mit einer
Zunahme des Gesamkdrperfettanteils und der Entstehung einer Insulinresistenz.
Insbesondere bei einer Zunahme des viszeralen Fettanteils kommt es zu einer
vermehrten Sekretion insulinresistenzbildender Substanzen, wie Cortisol, Resistin und
TNF-a. Dabei verstarkt TNF-a beispielsweise die Lipolyse, die bei einer
Insulinresistenz besteht. Somit steigt die Konzentration der freien Fettsauren im Blut
weiterhin und es kommt nach deren intrahepatischen Veresterung zu einer verstarkten

Lipideinlagerung in den Hepatozyten. Die Insulinresistenz und Hyperinsulinamie
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vermindern die intrahepatische B-Oxidation. Die intrahepatische Lipideinlagerung hat
wiederum einer verstarkte Produktion proinflammatorischer Zytokine zur Folge, dies
wiederum fuhrt zur Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), Apoptose und
Nekrose (Marchesini et al. 2005).

Die Arbeitsgruppe von von Heesen et al. 2012 zeigte ebenso eine hdhere
Apoptoserate bei steatotischen Lebern gegenuber nicht-steatotischen Lebern. Unsere
Studie zeigte verstarkte Apoptosevorgange, insbesondere nach MDDP-
Prakonditionierung bei steatotischen Lebern. Damit bestatigt unser Ergebnis zwar,
dass bei steatotischen Lebern eine erhdhte Apoptoserate besteht. Der protektive
Effekt der MDDP-Prakonditionierung auf den Ischamie-/Reperfusionsschaden, wie er
von von Heesen et al. im Ex-vivo-Versuch gezeigt werden konnte, wurde in unserer

In-vivo-Studie jedoch nicht bestatigt.

Der oxidative Stress bedingt eine Lipidperoxidation und eine Oxidation ungesattigter
Fettsauren und damit eine Schadigung der mitochondrialen DNA. Daruber hinaus
hemmt TNF-a die mitochondriale Atmungskette und infolge dessen die Produktion von
ATP. Dieser ATP-Mangel wird mitverantwortlich gemacht, fur die geringere Toleranz

von Fettlebern gegen Ischamie (McCullough 2006; Mukai et al. 2017).

Die Lipidperoxidation fuhrt zu einer Bildung von Malondialdehyd (MDA) und 4-
Hydroxynonenal (HNE). Dies unterhalt den inflammatorischen Zustand mittels
Chemotaxis von neutrophilen Zellen. Dartber hinaus kommt es zu einer Freisetzung
von extrazellularen Matrixproteinen, ausgeldst durch den zytokininduzierten
Transforming Growth Factor B (TGF-). In Folge dessen proliferieren die hepatischen
Sternzellen und es kommt zu einer Induktion der Leberzirrhose (Angulo 2002).
Dahingehend bestatigen die Ergebnisse unserer Studie, dass die Organschadigung
nach einer Lebertransplantation bei steatotischen Lebern erheblich starker ausfallt, als
bei nicht-steatotischen Lebern. Entgegen unserer Erwartungen auf der Grundlage der
Ergebnisse von von Heesen et al. 2012 und Moussavian et al. 2011 hatte die MDDP-
Prakonditionierung diese Organschadigung nach der Transplantation sogar noch
verstarkt und muss dahingehen auf einen potentiell toxischen Effekt der verwendeten
Pharmaka, welcher im in-vivo Versuch sich erst im Langzeitverlauf zeigte,
zuruckgefuhrt werden. Diese schadliche Wirkung der MDDP-Prakonditionierung zeigte
sich bei steatotischen Versuchstieren noch starker ausgepragt als bei nicht-

steatotischen Versuchstieren.
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Die besondere klinische Relevanz von Experimenten mit Fettlebern wird bei
Betrachtung der epidemiologischen Daten der Leberverfettung ersichtlich. Die NAFLD
(non alcoholic fat liver disease) stellt die haufigste Lebererkrankung der
Industrienationen dar. So zeigen Autopsien, dass Menschen mit Ubergewicht, das
heil3t einem BMI Uber 25 kg/m?, in etwa 70% der Falle von einer NAFLD betroffen
waren. Sogar knapp 30% der normalgewichtigen Menschen wiesen in Autopsien eine
NAFLD auf. Die Pravalenz einer NAFLD bei Patienten mit Diabetes mellitus liegt bei
75% (Neuschwander-Tetri und Caldwell 2003).

Besonders erschreckend ist, dass etwa drei Prozent der Ubergewichtigen bereits eine
Leberzirrhose aufweisen. Liegt zusatzlich eine Diabetes Mellitus vor, erreicht die
Pravalenz der Leberzirrhose sogar Werte bis zu 19% (Neuschwander-Tetri und
Caldwell 2003).

Noch deutlicher wird die Bedeutung dieser Studie, wenn man den Zahlen der
amerikanischen Gesellschaft ,Center for Disease Control (CDC)” glaubt, welche
schatzt, dass im Jahre 2025 etwa 50% der amerikanischen Bevdlkerung an
Fettleibigkeit, also einem BMI Uber 30 kg/m?, leiden werden. Bezlglich der aktuell
angenommenen Pravalenz der NASH (non alcoholic steatohepatitis) bei Fettleibigen
muss dahingehend davon ausgegangen werden, dass im Jahre 2025 tber 25 Millionen

Menschen in den USA an einer NASH erkrankt sein werden (Burke und Lucey 2004).

Sollten diese erschreckenden Prognosen auch nur entfernt erreicht werden, so liegt
es auf der Hand, welchen Stellenwert steatotische Lebererkrankungen in naher
Zukunft erhalten werden und noch viel mehr, welche Bedeutung eine Nutzbarmachung

von Fettlebern als Transplantatorgane in Zukunft haben wird.

Die Verwendung marginaler Organe, insbesondere von Fettlebern, ist dahingehend
ein elementarer Baustein, wenn es darum geht, dem aktuellen Trend der steigenden
Organknappheit und dem Anstieg der Wartezeit entgegenzuwirken. Insbesondere zu
Zeiten, in denen die Transplantationsmedizin mit dem Misstrauen und sinkender
Orgnspendebereitschaft der Bevolkerung aufgrund von Transplantationsskandalen
und Debatten zum Thema Hirntod, NHBD (non hearts beating donors) und

Organspende zu kdmpfen hat.
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5. Zusammenfassung und Schlussfolgerung

Heute gilt die Lebertransplantation als Standardverfahren in der Therapie von
Patienten mit schweren irreversiblen, progredienten Lebererkrankungen, die das
Leben des Patienten gefahrden. Dabei durfen weder alternative Therapiekonzepte
noch  Kontraindikationen gegen eine Transplantation vorhanden sein
("Bundesarztekammer 2013: Richtlinien zur Organtransplantation gem. § 16 Abs. 1 S.
1Nrn. 2u. 5 TPG" 2013).

Aufgrund der herausragenden Fortschritte beziiglich der Uberlebensraten nach einer
Lebertransplantation, die in den letzten vier Dekaden erreicht wurden, hat die Zahl der
transplantierten Lebern bestandig zugenommen. Jedoch hat sich aus der hohen
Nachfrage auch ein erheblicher Organmangel entwickelt. Um diesem Organmangel
entgegenzuwirken und die Zeit auf der Warteliste moglichst kurz zu halten, gibt es
verschiedene Ansatze, marginale Organe nutzbar zu machen. Kennzeichnend flr
diese Organe ist, dass sie anfalliger fir eine Schadigung nach einer Transplantation

sind. Diese Schadigung gilt es demnach zu minimieren.

Diese Studie hat sich der Fettleber als marginalem Organ angenommen. Aufgrund von
zunehmender Adipositas in den Industrienationen muss davon ausgegangen werden,
dass auch das Ausmal} der Leberverfettung und damit auch die Pravalenz von NASH
und Leberzirrhose in der Bevolkerung zunehmen wird. Demzufolge wird es in Zukunft
von besonderem Interesse sein, Fettlebern als marginale Organe nutzbar zu machen

und damit den Spenderpool zu erweitern.

In unserer Studie konnte gezeigt werden, dass eine MDDP-Prakonditionierung weder
bei steatotischen noch bei nicht-steatotischen Lebern im Rattenmodell den Ischamie-
/Reperfusionsschaden nach einer orthotopen Lebertransplantation vermindert. Damit
stehen die In-vivo-Ergebnisse dieser Studie im Gegensatz zu den Ex-vivo-Versuchen
von Moussavian et al. 2011 und von Heesen et al. 2012, welche einen protektiven
Effekt der MDDP-Prakonditionierung bezlglich einer Verminderung des Ischamie/-
Reperfusionsschadens zeigten. Erklart werden konnte dies aufgrund eines
moglichweise toxischen Potentials der Medikamente, welches infolge der simultanen

Injektion entsteht.

Die Hoffnung, mit einer MDDP-Prakonditionierung, wie sie in dieser Studie

angewendet  wurde, den Ischamie/-Reperfusionsschaden nach einer
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Lebertransplantation zu vermindern, hat sich in dieser Studie nicht bestatigt. Es muss
nach den gezeigten Ergebnissen sogar davon ausgegangen werden, dass die
Prakonditionierung die Organfunktion sogar verschlechtert hat. Insbesondere bei den

steatotischen Lebern war dieser schadigende Effekt besonders ausgepragt.

Worin dieses toxische Potential im Detail besteht beziehungsweise wie die Diskrepanz
der Ergebnisse zwischen ex vivo und in vivo Versuchen zustande kommt, gilt es nun
in weiteren Studien zu detektieren. Moglicherweise kann dahingehend in zukinftigen
Studien durch Dosisanpassung, Veranderung der Applikationsintervalle oder die
Auswahl anderer Medikamente auch bei In-vivo-Versuchen eine Protektion durch eine

MDDP-Prakonditionierung erreicht werden.
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