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1. Einleitung

Die Leberteilresektion ist das am haufigsten gewahlte Verfahren zur
Behandlung von malignen' (z.B. Metastasen eines colorectalen Adenokarzinoms
oder hepatozelluldren Karzinoms) als auch benignen®® (z.B. hepatozellulare
Adenome, Echinococcosis) Tumoren der Leber.

Um wahrend einer Leberteilresektion das Operationsgebiet weitgehend
blutarm zu halten und damit den Blutverlust zu reduzieren, wird oft das nach Pringle
benannte Mandver angewendet.*® Dabei werden die Arteria hepatica und die
Portalvene im Bereich des Ligamentum hepatoduodenale abgeklemmt. Durch die
Unterbrechung der Blutversorgung wird die Leber zunachst einer warmen Ischamie
(1), und nach Entfernung der GefalRklemmen einer Reperfusion (R) unterworfen. Die
hypoxisch-bedingten metabolischen Veranderungen wahrend Ischamie und
Reperfusion (I/R) kénnen vor allem bei langerer Ischamiezeit der Leber (=1 Stunde)
zur Entwicklung eines Organversagens beitragen.” Damit stellt die warme Ischamie
ein potentiell gravierendes klinisches Problem dar, welches im Rahmen der
Anwendung des Pringle-Mandvers in Kauf genommen wird, um intraoperativ den
Blutverlust zu reduzieren.®®

Pathophysiologisch kommt es wahrend der Phase einer warmen Ischamie,
beispielsweise infolge des Pringle-Mandvers, durch den Mangel an Sauerstoff zur
Beeintrachtigung der aeroben Respiration. Die kompensatorische Steigerung der
anaeroben Glykolyse reicht jedoch nicht aus, um die Energiehomdostase der
Leberzellen aufrechtzuerhalten. Es folgt ein verstarkter Abbau von ATP uber ADP zu
AMP. Das in der Zelle bei Sauerstoffmangel vermehrt anfallende AMP kann durch
die Abnahme der mitochondrialen Aktivitat nicht rephosphoryliert werden, sodass es
durch die gleichzeitige Zunahme der Aktivitat der zytosolischen 5’-Endonukleotidase
zu Adenosin dephosphoryliert wird. Das auf diesem Weg entstandene Adenosin wird
seinerseits zu Inosin desaminiert und weiter zu den Purinen Hypoxanthin und
Xanthin abgebaut. Zur Beurteilung der Schwere einer Ischamie kénnen deshalb
neben der bekannten Bestimmung der Laktatkonzentration auch die Konzentrationen
der ATP-Abbauprodukte Adenosin, Inosin und der Purine Hypoxanthin und Xanthin
als sensitive Parameter der Gewebeischamie herangezogen werden.®'® Durch die
Verarmung der Zelle an ATP wird zugleich die Aufrechterhaltung der H*, Na® und

Ca?*-lonen-Homdostase gefihrdet. Durch aktive, d.h. ATP-abhangige Transport-



prozesse versucht die Zelle vor allem Uberschissige Natriumionen zu entfernen,
allerdings gelingt dies aufgrund der ischamisch bedingten ATP-Mangelsituation nicht
ausreichend oder gar nicht. So verbleibt nur der passive Austausch von
intrazellularem Natrium gegen extrazellular vorhandene Kalziumionen Uber den
Na*/Ca**-Antiporter mit der Folge des Anstiegs der ionisierten Ca®*-Konzentration im
Zytosol. Neben der transportabhangigen Erhohung der intrazellularen Ca®*-
Konzentration verstarkt die Bildung reaktiver Sauerstoffradikale wahrend der
Reperfusion den intrazellularen Ca®*-Anstieg. Die erhohte Ca?*-Konzentration in der
Zelle hat schlieBlich einen erhdhten Ca?*-Gehalt in den Mitochondrien zur Folge.
Zusammen mit dem Abbau von ATP und dem damit verbundenen Anstieg an
zytosolischen Phosphationen (P;) fiihrt dies zu einer Offnung von so genannten
~permeability transition“ (PT)-Poren in der mitochondrialen Membran.'* Dabei handelt
sich es um Poren, die durchlassig fur Molekile von weniger als 1500Da
Molekulargewicht sind.'® Durch die Offnung der PT-Poren kommt es zu einer
weiteren Hydrolyse von ATP, dem Verlust der mitochondrialen ATP-Synthese, zur
Schwellung der Mitochondrien, sowie zum Aufbrechen der aulReren
Mitochondrienmembran. Dadurch gelangt Cytochrom C aus den Mitochondrien in
das Zytosol und bildet zusammen mit dem ,apoptosis-activating-factor-1“, ATP und
Procaspase 9 einen Komplex, der Procaspase 3 aktiviert und damit den Prozess der
Apoptose (programmierter Zelltod) einleitet. Bei ausgepragtem ATP-Mangel kann die
ATP abhangige Aktivierung apoptotischer Signalwege nicht mehr stattfinden und es
tritt dann der Zelltod in Form der Nekrose ein. Dabei ist die Unterscheidung zwischen
Apoptose und Nekrose (Zellzerfall) nicht immer moglich, so dass der Begriff der
Nekrapoptose eingefiihrt wurde.

In der Phase der Reperfusion wird Sauerstoff wieder verfigbar und die im
Rahmen der Ischamie gebildeten Metabolite Hypoxanthin und Xanthin kdnnen durch
die Xanthinoxidase/reduktase zZu Superoxidanionen oxidiert  werden.
Superoxidanionen stellen dabei das Ausgangsprodukt fur die Bildung eines breiten
Spektrums an reagiblen Sauerstoffspezies dar, die komplexe inflammatorische
Reaktionen auslésen kénnen. So werden die primar metabolischen Stérungen durch
sekundare inflammatorische Reaktionen erheblich verstarkt. Initial tragen dazu auch
aktivierte Kupfferzellen bei, die ebenfalls Sauerstoffradikale, NO und auch andere

proinflammatorische Mediatoren bilden (zum Beispiel Zytokine wie TNF-a., Interleukin

(IL)-6, IL-1B, MCP-1, IL-12 oder Chemokine aus der CXC-Gruppe). Die freigesetzten



Zytokine fUhren zu einer gesteigerten Expression von Adhasionsmolekuilen auf der
Oberflache der sinusoidalen Endothelzellen (vascular adhesion molecule 1 - VCAM-
1; intercellular adhesion molecule 1 - ICAM-1), sowie auf der Oberflache (B2-
Integrine) von polymorphkernigen neutrophilen Leukozyten (PMN). Durch die
Interaktion der Adhasionsmolekule auf der Oberflache der PMN und des Endothels
kommt es zu einem ,rolling” der PMN entlang des Endothels, gefolgt von der
Adhasion, der Emigration und schlieRlich der Sequestrierung der PMN in das
Leberparenchym. Die Folge einer Freisetzung zytotoxischer Produkte (reaktive
Superoxidanionen, Proteasen) aus den aktivierten und ausgewanderten PMN ist eine
massive Schadigung der Hepatozyten."’

Basierend auf diesen Kenntnissen zur Pathogenese des
Ischamie/Reperfusionsschadens zielen experimentellen Konzepte zur Pravention auf
die Unterbrechung einzelner inflammatorischer Reaktionen ab und beinhalten die
Gabe von Antikdrpern gegen Zytokine und deren Rezeptoren (Anti-TNF-a, Anti-IL-1-
Rezeptor), sowie gegen spezifische Adhasionsmolekile (Anti-ICAM-1). Auch die
Anwendung von Antioxidantien wie Superoxiddismutase oder von Gluthathion sollen
den Ischamie/Reperfusionsschaden reduzieren.'®

Neben solchen, auf einzelne Mediatoren gerichteten praventiven Ansatzen,
stellt die ischamische Prakonditionierung ein Phanomen dar, das auf der Aktivierung
endogener  protektiver = Mechanismen  beruht. Bei der ischamischen
Prakonditionierung fuhrt eine oder mehrere kurze Phasen einer Ischamie zu einer
Protektion gegenuber einer nachfolgenden lang andauernden potentiell
organschadigenden Ischamie. Murry et al beschrieben dieses Phanomen erstmals
am Myocard'®. Eine organprotektive Wirkung fiir das Gehirn®®, den Muskel?" und die
Leber®®%" konnte ebenfalls nachgewiesen werden. Die Wirksamkeit der
ischamischen Prakonditionierung wurde bislang hauptsachlich in Tiermodellen an
Ratten und Mausen erforscht, konnte allerdings vor kurzem auch beim Menschen
beispielsweise fiir die Leber aufgezeigt werden.?” Am besten ist das Phanomen der
ischamischen Prakonditionierung am Herzen charakterisiert. Dabei wurde gezeigt,
dass eine vorubergehende myokardiale Ischamie und die anschlieRende
Reperfusion eine Reihe von Metaboliten freisetzt, fir die eine Mediatorfunktion bei
der ischamischen Prakonditionierung nachgewiesen wurde. Wie bei einer
langandauernden schweren Ischamie fuhrt auch eine kurzere Ischamie zu einem

Abbau von Adeninnukleotiden mit der Bildung von Adenosin. Neben anderen



Mediatoren wie NO, Sauerstoffradikale, Bradykinin, Noradrenalin  und
Prostaglandine® wurde vor allem fiir Adenosin eine herausragende Bedeutung fiir
die Induktion der Gewebeprotektion durch die ischamische Prakonditionierung des
Herzens postuliert.*

Eine Beteiligung von Adenosin und Adenosinrezeptoren an der hepatischen
Prakonditionierung wurde erstmals von Peralta et al. bei der Ratte
nachgewiesen.®*? Im Gegensatz dazu liegen fiir den Menschen bis heute keine
Forschungsergebnisse vor.

Ziel der vorliegenden klinischen Studie war es daher, zu prufen, ob die Leber
des Menschen ischamisch prakonditioniert werden kann und welche Rolle dabei die
Bildung von Adenosin spielt. Im Einzelnen sollten nachfolgende Fragen beantwortet

werden.



2. Fragestellung

A) Kénnen bereits wahrend der kurzen Phase einer ischamischen
Prakonditionierung erhdhte  Konzentrationen von Adenosin  und seiner

Abbauprodukte im Plasma der Patienten nachgewiesen werden?
B) Kann durch die ischamische Prakonditionierung die gesteigerte Bildung von
Laktat und von Purinen, wie sie in Folge des Pringle-Mandvers als Ausdruck einer

langer andauernden warmen Ischamie zu erwarten ist, reduziert werden?

C) Welchen Einfluf® hat die ischamische Prakonditionierung auf die postoperative

Leberzellintegritat und Funktion der Leber?

10



3. Material und Methodik

3.1. Patienten

Im Zeitraum von Marz 1999 bis August 2000 wurden am Klinikum GroRhadern
der Ludwig-Maximilians-Universitat Munchen alle Patienten, die fur eine elektive
Leberteilresektion vorgesehen waren, fur die Teilnahme an dieser Studie
ausgewahlt. Die Einschlusskriterien waren: die geplante Operation umfasst aus-
schliel3lich die Resektion hepatischer Tumoren; ein ,American Society of
Anesthesiologist’ Physical Status (ASA-PS) von 1 bis 3 und der Patient ist alter als
18 Jahre. Grunde fur den Ausschluss von der Studie waren die Diagnose weiterer,
nicht hepatischer Tumoren vor dem Eingriff und der Befund oder die Annahme einer
schweren Steatose oder einer Zirrhose der Leber.

Nach Aufnahme in die Studie wurden die Patienten per Los zu einer der drei
Studiengruppen zugeteilt. Hierfur wurden fur jeden Patienten praoperativ drei mit
NPR, PR und IPC beschriftete Lose in Briefumschlagen bereitgestellt und daraus
jeweils Eines blind gezogen. Von den 99 Studienteilnehmern wurden 28 zur Gruppe
1 (NPR, Non-Pringle), 33 zur Gruppe 2 (PR, Pringle) und 38 zur Gruppe 3 (IPC,
Ischamische Prakonditionierung) zugeteilt (siehe auch Erlauterung der
Studiengruppen Punkt 3.2.). Wahrend der Operation mussten einige Patienten aus
chirurgischen Grinden von ihrer ausgelosten Studiengruppe zu einer anderen
Gruppe umrandomisiert werden. So wechselten zwei Patienten der NPR-Gruppe zur
PR-Gruppe, drei Patienten der PR- sowie zwei Patienten der IPC-Gruppe zur NPR-
Gruppe. Weitere Patienten wurden von der Studienteilnahme aufgrund intraoperativ
aufgetretener Komplikationen ausgeschlossen, unter anderem wegen einer
notwendigen Kortikosteroidgabe nach schwieriger Intubation und einer intraoperativ
festgestellten Leberzirrhose. Daruber hinaus wurden Patienten ausgeschlossen, bei
denen weitere chirurgische Eingriffe (z.B. Anlage einer biliodigestiven Anastomose)
vorgenommen werden mussten. Unvorhergesehene intraoperative Ereignisse, wie
massive Hamorrhagie mit konsekutiver Massivtransfusion, fihrten ebenso zum
Ausschluss. So wurden von den ursprunglich 99 randomisierten Patienten 75
Patienten analysiert. Die Ethikkommission der Ludwig-Maximilians-Universitat
Muanchen prifte und genehmigte das Studienprotokoll. Alle Patienten hatten ihre

Teilnahme an der Studie nach ausfiihrlicher Information schriftlich erklart.
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3.2. Studiengruppen

Gruppe 1: Non-PRingle (NPR, n=25).
In dieser Gruppe erfolgte die Leberteilresektion ohne Unterbrechung der zur Leber

fuhrenden Gefasse.

Gruppe 2: PRingle (PR, n=25).

In dieser Gruppe wurde die Leberteilresektion mit Unterbrechung des Blutflusses in
der A. hepatica und V. portae (Pringle-Mandver) auf Hohe des Lig. hepatoduodenale
durchgefuhrt.

Gruppe 3: Ischamische-Prak(C)onditionierung (IPC, n=25).

Wie in der Gruppe 2 erfolgte die Leberteilresektion unter Anwendung eines Pringle-
Manovers. Zwanzig Minuten vor dem Beginn der Resektion wurde die Leber jedoch
ischamisch prakonditioniert, in dem die Lebergefalle fur zehn Minuten abgeklemmt
und anschlieRend fiir weitere zehn Minuten reperfundiert wurden (Ubersicht siehe
Abbildung 1).

3.3. Anasthesie und chirurgisches Vorgehen

Die Anasthesie wurde bei allen Patienten gemall eines standardisierten
Protokolls durchgefuhrt. Nach Anlage eines thorakalen Peridualkatheters und der
Applikation einer Testdosis von Carbostesin 0,5% zur Uberpriifung einer eventuellen
spinalen Katheterfehllage wurde die Allgemeinanasthesie durch die Injektion von
einer an das Korpergewicht (KG) angepassten Dosis von Thiopental (3-4,5 mg/kg
KG), Cis-Atracurium (0,05 mg/kg KG) und Fentanyl (3-4 pyg/kg KG) eingeleitet. Die
Aufrechterhaltung der Narkose erfolgte unter Normoventilation mit einem 50%igen
Sauerstoff/Luft-Gemisch und Zufuhr von Desfluran (5-6 Volumen%). Der
Peridualkatheter wurde zur perioperativen Analgesie fraktioniert mit Carbostesin
0,5% bestuckt. Der zentralvenose Druck wurde mit Hilfe eines in die Vena jugularis
interna eingefUhrten Katheters erfasst; seine Lagekontrolle erfolgte mittels EKG. Der
arterielle Blutdruck wurde nach Kanulierung der Arteria radialis direkt gemessen. Die

Betreuung aller Studienpatienten erfolgte durch ein erfahrenes Team, bestehend aus
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drei Viszeralchirurgen und zwei Anasthesisten. Nach der Laparotomie wurden der
Operationssitus und der Leberhilus in allen drei Gruppen in gleicher Weise
prapariert. Wahrend der Resektion wurde die Blutzufuhr zur Leber in der PR- und
IPC-Gruppe durch das Anlegen eines Mersilenebandes um das Lig. hepatoduo-
denale unterbrochen. In der NPR-Gruppe wurde das Mersileneband angelegt, jedoch
nicht zugezogen. Die Resektion des Lebergewebes begann in der NPR-Gruppe
unverzuglich nach der Praparation bzw. nach Beginn des Pringle-Mandvers in der
PR- und der IPC-Gruppe. Die Trennung des Leberparenchyms von den
Lebergefassen wurde mit einem Wasserstrahl-Dissektor vorgenommen. GroRere
Gefalle wurden mit Metallclips ligiert. Die Wundflache wurde ausgemessen und das
Volumen des Resektats durch Verdrangung von Wasser aus einem Behalter

bestimmt.

3.4. Abnahmemodalitaten

Bei allen Patienten erfolgte einen Tag vor der Operation (Pre OP) sowie am
ersten (24h PO) und zweiten postoperativen Tag (48h PO) die Abnahme einer
Blutprobe zur Bestimmung von Blutbild, Elektrolyten, Parameter der
Leberzellschadigung und Gerinnungswerte (AST, ALT, Quick, pTT, bzw. Faktor V als
Werte fur die Syntheseleistung der Leber) (Abbildung 1).

Unmittelobar nach Einleitung der Narkose wurde Blut zentralvenos
abgenommen (Pre). Ferner wurde Blut arteriell, zentralvends und portalvenos 3, 15
und 30 Minuten nach Wiedererdffnen der Blutversorgung der Leber entnommen (37,
15" und 30°). In der IPC-Gruppe erfolgten zwei zusatzliche Abnahmen arteriell,
zentralvenos und portalvends kurz nach der 10 minutigen Prakonditionierungsphase
(post PC) und unmittelbar vor dem erneuten Abklemmen zur Resektion (pre PR).
Weitere Blutproben wurden 2, 24 und 48 Stunden nach Beendigung der Resektion
(NPR-Gruppe), bzw. nach Reperfusion (PR- und IPC-Gruppe) enthommen.
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Abbildung 1. Studienprotokoll und intraoperative Abnahmezeitpunkte.

NPR: Non-Pringle, PR: Pringle, IPC: ischamische Prakonditionierung. Blutabnahmen erfolgten in allen
drei Patientengruppen praoperativ (Pre). In der IPC-Gruppe wurde Blut innerhalb 1 Minute nach
Beendigung der ischamischen Prakonditionierung (post PC) und unmittelbar vor dem Pringle-Mandver
(pre PR) abgenommen. Weitere Blutproben wurden 3, 15 und 30 Minuten nach Beendigung der
Resektion oder der Wiedererdffnung der Blutversorgung gewonnen. Blutabnahmen erfolgten zu den
angegebenen Zeitpunkten arteriell, zentralvends und portalvends. WeilRer Balken: Resektion ohne
Ischamie; graue Balken: Ischamie der Leber wahrend der Prakonditionierung oder des Pringle-
Manovers.

3.5. Biochemische Parameter
3.5.1. Bestimmung der Purine im Plasma

Hierzu wurde jeweils 2 ml Blut Uber einen liegenden ZVK, einen arteriellen
Katheter und direkt aus der Portalvene uUber eine 20G Stahlkanile in eine 5 ml
Spritze aspiriert, in der sich 2 ml einer eiskalten Stopp-Losung mit folgenden
Substanzen befanden:

Dipyridamol (Persantin, Dr. Karl Thomae. GmbH, Deutschland) 200uM, EDTA-
Na2 (FLUKA, Sigma-Aldrich Chemie, Deutschland) 20 mM, EHNA 20 uM, EGTA 20
mM, DL-a-Glycerophosphat 20 mM, 2-Chloro-Adenosin 1 mM, N(G)-MethyI-Adenosin
1 mM (alle genannten Chemikalien wurden von Sigma-Aldrich Chemie, Deutschland
bezogen).

Die oben genannten Substanzen hemmen Ektonukleotidasen und
unspezifische Phosphatasen und verhindern die Bildung zusatzlicher Purine aus dem
Abbau von Adeninnukleotiden, die z.B. aus Thrombozyten freigesetzt werden
konnen. Zusatzlich wird der weitere Abbau von Adenosin oder dessen

Stoffwechselprodukten blockiert. Ferner wird die Entfernung von Adenosin und Inosin
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aus dem Plasma durch Hemmung der Aufnahme in Erythrozyten verhindert.

Die Plasmakonzentrationen von Adenosin und Inosin wurden durch ,dual-
column switching high affinity performance / reversed phase high performance liquid
chromatography®  Technik  unter Verwendung einer ,internal surface
nitrophenylboronic acid precolumn® analysiert.>®> Die Purinbasen Hypoxanthin und
Xanthin wurden mittels “reversed phase high performance liquid chromatography*
bestimmt.>* Folgende Gerate der Firma Waters (Milford, USA) wurden hierzu im
Labor der Klinik fir Anasthesiologie verwendet: Autosampler Modell 717 plus, HPLC
pump Modell 510 und ein Tunable Absorbance Detektor 486. Die
Nitrophenylboronsauregruppe tragende Vorsaule wurde selbst gepackt. Das daflr
erforderliche Material stellte freundlicherweise Herr Professor Boos (Klinische
Chemie, Klinikum GroRRhadern) zur Verfigung. Die Vor- und Trennsdulen wurden
von der Fa. Merck, Deutschland bezogen (Trennmaterial: LiChrosphere®100 RP-18,
PorengréfRe 5um). Die Auswertung wurde mit Hilfe des Millenium Chromatography

Managers der Firma Waters (Milford, USA) vorgenommen.

3.5.2. Bestimmung von Laktat im Plasma

Die Bestimmung der Plasma-Laktatkonzentrationen erfolgte amperiometrisch
mittels einer Laktatoxidase vermittelten Oxidation. Zur Anwendung kam ein
Blutgasanalysator der Firma Radiometer (ABL 700, Radiometer, Kopenhagen,

Danemark).

3.5.3. Leberfunktionsparameter

Die postoperative Leberfunktion und die hepatozellulare Integritat wurde
anhand routinemassiger Laborparameter (Gesamt-Bilirubin, Prothrombinzeit (Quick),
partielle  Thromboplastinzeit (pTT), Faktor V, Pseudocholinesterase und
Leberenzyme Alaninaminotransferase (ALT), Aspartataminotransferase (AST))

uberwacht.
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3.6. Statistische Auswertung

Die Uberprifung der Ergebnisse auf Normalverteilung erfolgte anhand des
Ein-Proben-Kolmogorow-Smirnov-Test. Demographische und chirurgische Daten
waren normalverteilt und wurden daher auf gruppenspezifische Unterschiede durch
ANOVA (,analysis of variance®) und post-hoc unpaired T-Test Uberpruft. Die Analyse
geschlechtsspezifischer Unterschiede erfolgte durch den XZ-Test. Da die ubrigen
Variabeln nicht normalverteilt waren, kamen parameterfreie Tests zur Anwendung.
Mehrfachvergleiche innerhalb der Gruppen wurden anhand des Friedman- und post-
hoc Wilcoxon-Test vorgenommen. Vergleiche zwischen den Gruppen wurden durch
Kruskal-Wallis-Test und post-hoc Mann-Whitney-U-Test durchgefihrt. Um eine
Beziehung zwischen den Parametern des Leberzellschadens und den
Purinplasmakonzentrationen zu Uberprifen, wurden parameterfreie nichtlineare
Analysen zur Bestimmung von Korrelationen nach Spearman-Rho angewendet. Alle
Analysen erfolgten zweiseitig. Ein p-Wert unter 0,05 wurde als signifikant erachtet.
Fir die statistische Auswertung wurde das SPSS-Programm verwendet (SPSS/PC+,
Version 10.0, SPSS Inc., Chicago, USA).
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4. Ergebnisse

4.1. Patientenspezifische und intraoperative Daten

Die statistische Analyse ergab keine signifikanten Unterschiede bezlglich
demographischer Parameter. Das mittlere Alter und das Verhaltnis Manner zu
Frauen war in allen drei Gruppen Vvergleichbar (siehe Tabelle 1).
In der postoperativen Auswertung der chirurgischen Daten fanden sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen der NPR, PR und IPC Gruppe in der Verteilung
der zugrunde liegenden Diagnosen, resezierten Lebersegmente und
Resektatvolumina. Insbesondere die Resektionszeit ist in allen drei Gruppen
vergleichbar, ebenso die Dauer des durchgefihrten Pringle-Mandvers in den

Gruppen mit Pringle und ischamischer Prakonditionierung (Tabelle 1).

NPR PR IPC
Alter (Jahre) 61,9121 56,3+2,2 55,7129
Resektion
Resektatvolumen (ml) 351+104 356161 392170
Resektionszeit (min)  39,0+4,5 33,2+2,3 32,5+£2,0
Pringlezeit (min) 35,6+2,6 35,5+2,7

Tabelle 1. Patientencharakteristika und operationsspezifische Daten. Mittelwerte + SEM, n=25 pro
Gruppe.
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4.2. Plasmakonzentrationen der Purine und des Laktats vor und nach

Prakonditionierung

421 Purine

Vor der Prakonditionierung waren die Plasmakonzentrationen von Adenosin in
den zentralvendsen, arteriellen und portalvendsen Blutproben statistisch nicht
signifikant unterschiedlich. Kurz nach Ende der Prakonditionierung (post IPC) kam es
nur im portalvenésen Blut zu einem Anstieg der Adenosinplasmawerte, deren
Veranderung gegenuber den Ausgangswerten jedoch kein Signifikanzniveau
erreichte. Inosin, Hypoxanthin und Xanthin konnten hingegen mit signifikant erhohten

Werten im Plasma an allen Abnahmeorten nachgewiesen werden (Abbildung 2).
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Adenosin
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100

Zv At Pv Zv. At Pv

Hypoxanthin
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(mumol/l)

Abbildung 2: Zentralventse (Zv), arterielle (Art) und portalvendse (Pv) Plasmakonzentrationen von
Adenosin, Inosin, Hypoxanthin und Xanthin vor (offene Saulen) und nach (schwarze Saulen)
ischamischer Prakonditionierung. Die ischamische Prakonditionierung erfolgte durch 10 minultiges
Abklemmen der Portalgefasse, gefolgt von 10 Minuten Reperfusion. Die Abnahmen wurden innerhalb
der ersten 60 Sekunden der Reperfusion (post IPC) aus den jeweiligen GefalRen durchgefiihrt.
Angegeben sind die Mittelwerte £+ SEM, n = 21-23. *: p<0,05 im Vergleich zu den Werten vor
Prakonditionierung, Wilcoxon-Test.
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4.2.2. Laktat

Die Plasmalaktatkonzentrationen stiegen nach der Prakonditionierung sowohl

im zentralvendsen, wie auch im portalvendsen Blut signifikant an (Tabelle 2).

Laktat (mmol/l)
zentralvenos portalvends
vor 1,10+0,07 1,09+0,07 (n=25, p<0,05)
nach 1,760,10* 1,86+0,11* (n=25, p<0,05)

Tabelle 2. Zentral- und portalventse Plasmalaktatkonzentrationen vor und nach Prakonditionierung.
Mittelwerte £+ SEM, n=25 pro Abnahmeort und Zeitpunkt. *: p<0,05 im Vergleich zu den Werten vor
Prakonditionierung, Wilcoxon-Test.

4.3. Plasmakonzentrationen der Purine und des Laktats vor und nach

Pringle-Mandver

4.3.1. Purine

Nach ischamischer Prakonditionierung normalisierten sich die Werte von
Inosin, Hypoxanthin und Xanthin im Plasma. Die Plasmakonzentrationen der
Purinnukleoside und —basen in der IPC-Gruppe waren daher nicht unterschiedlich
von den Konzentrationen in den beiden anderen Gruppen vor Resektion
beziehungsweise vor dem Pringle-Mandver (Abbildung 3, Zeitpunkt Pre PR). In der
NPR-Gruppe stiegen im weiteren Verlauf lediglich die arteriellen und portalvendsen
Werte fur Hypoxanthin minimal an. Alle anderen Plasmapurine blieben unverandert.
Patienten der PR-Gruppe zeigten einen massiven Anstieg aller Purine, insbesondere
drei Minuten nach Beginn der Reperfusion. Bei Patienten aus der IPC Gruppe konnte
ebenfalls ein Anstieg der Plasmapurinkonzentration beobachtet werden, der
allerdings weniger ausgepragt war. Diese Abschwachung war am deutlichsten in der
frihen Reperfusionsphase zu den Abnahmezeitpunkten 3 und 15 Minuten und
erreichte statistische Signifikanz zwischen der PR und der IPC Gruppe fur Inosin und
Hypoxanthin im portalvenésen Plasma. Die Adenosinplasmakonzentrationen
veranderten sich in keiner der untersuchten Patientengruppen signifikant (Daten

nicht gezeigt).

19



Inosin

Hypoxanthin

Xanthin

600 -

500 1

(nmol/l)
w B
8 8

N

o

o
L

100

(umol/l)

(umolll)

yAY

* 1

Pre PR 3'

Pre PR 3'

* 3

Pre PR 3'

* 3

15'

Zv

15'

yAY

* 3

15'

30"

* 3

30

* 3

30

600 1

500 1

400 1

300 -

200 1

100 {

18 1
16 1
14 1
12

o N A O

Art
#
*
#
%
*
%
PrePR 3 15
Art
#
*
# #
P
*
#
PrePR 3 15
Art
#
*
#
xn
%
Pre PR 3' 15

30

30"

30'

1800 -

1500 1

1200 -

900 1

600 1

300 1

181
16 1
14 |
12

o N A O ©

Pv
§
#
*
#
*
PrePR 3 15
Pv
#
*
§
#o#
* %
# *|
PrePR 3' 15
Pv
#
* #
*
#
*
%
PrePR 3 15

30'

30’

30'

Abbildung 3. Zentralventse (Zv), arterielle (Art) und portalventse (Pv) Plasmakonzentrationen von
Inosin, Hypoxanthin und Xanthin vor und nach Leberteilresektion ohne (weil’e Saulen, NPR-Gruppe)
und mit Pringle-Mandéver (schwarze Saulen, PR-Gruppe) bzw. Pringle mit vorausgegangener
ischamischer Prakonditionierung (graue Saulen, IPC-Gruppe). Erduterung der Abnahmezeitpunkte:
siehe Abbildung 1. Mittelwerte £ SEM, n = 16-23, *: p<0,05 vs. Pre, Friedman und post-hoc Wilcoxon-
Test. #: p<0,05 vs. NPR. §: vs. IPC, Kruskal-Wallis-Test und post-hoc Mann-Whitney-Test.
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4.3.1.1. Berechnete Purinkonzentrationsdifferenzen zwischen dem

portalvendsen und arteriellen Blut

Wahrend des Pringle-Mandvers ist die Unterbrechung der Blutzufuhr zur
Leber durch Abklemmung der Portalvene mit einem Ruckstau portalvendsen Blutes
verbunden. Um die mit Beginn der Reperfusion stattfindende Ausschwemmung von
Purinmetaboliten aus dem Darmgewebe abschatzen zu kdnnen, wurden von den im
portalvendsen Blut gemessenen Purinkonzentrationen die zeitgleich im arteriellen
Blut bestimmten Konzentrationen abgezogen.

Es konnten keine Unterschiede zwischen den Gruppen bezlglich der
untersuchten portalvends - arteriellen Purinkonzentrationsdifferenzen vor der
Durchfuhrung des Pringle-Mandvers bzw. vor Beginn der Resektion festgestellt
werden. Wahrend der Reperfusion wurde die Differenz aus den portalvenésen und
den arteriellen Werten fur Inosin und Hypoxanthin in der PR Gruppe positiv und
zeigte somit die Auschwemmung von Adenosinabbauprodukten aus dem
Darmgewebe nach Ischamie an. Diese Differenz war im Vergleich zu Patienten aus
der NPR Gruppe ohne Ischamie der Leber signifikant erhdht. Hingegen zeigte sich
fur die Patienten mit IPC im Vergleich zur Kontrollgruppe kein statistisch signifikanter
Unterschied in der Differenz der portalvendsen-arteriellen Purinkonzentrationen
(Abbildung 4).
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Abbildung 4. Portalvenése minus arterielle Konzentrationsdifferenzen im Plasma. Mittelwerte + SEM,
n=14-19. Fur weitere Erklarungen siehe Legende zu Abbildung 3.

4.3.2. Laktat

In allen Gruppen wurden die Laktatkonzentrationen im zentralvenésen und
portalvendsen Blut bestimmt. Im Verlauf stiegen in der NPR Gruppe die Laktatwerte
gegenuber dem Zeitpunkt vor Beginn der Resektion signifikant an, mit den héchsten
Werten im zentralvendsen Blut nach 2 Stunden (Tabelle 3). Zwischen der NPR- und
PR-Gruppe zeigte sich kein Unterschied in den zentralvendsen Laktatwerten vor
Beginn der Resektion. Vor dem Beginn des Pringle-Mandvers waren als Folge der
Prakonditionierung in der IPC-Gruppe die zentralvendsen Laktatkonzentrationen
signifikant hoher als in der PR-Gruppe. Im weiteren Verlauf stiegen in der frihen
Reperfusionphase sowohl in der PR- als auch in der IPC-Gruppe die Laktatwerte an,
wobei zu allen Zeitpunkten die hodchsten Konzentrationen in der PR-Gruppe
beobachtet wurden, die jedoch keine statistische Signifikanz gegentber den Werten
der IPC Gruppe erreichten. Betrachtet man allerdings den absoluten Anstieg im
Plasma vor und nach dem Pringle-Mandver, das heil3t subtrahiert man von den
Laktatkonzentrationswerten 3 Minuten nach dem Beginn der Reperfusion die Werte
zum Zeitpunkt ,Pre, so findet sich fur den Vergleich der berechneten
Konzentrationsdifferenzen eine signifikant geringere Zunahme in der IPC-Gruppe

gegenuber der PR Gruppe sowohl im zentralvendsen als auch im portalvendsen Blut.
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NPR PR IPC
Zentralvenoses Blut

Vor Resektion / Pringle 1,18+0,11 1,20+0,11 1,50+0,10°
3 1,43+0,17%  2,47+0,22**  2,33+0,14™*
15° 1,38+0.17*  2,27+0,23**  1,97+0,16™*
30° 1,35+¢0,20%  2,12+0,22*  1,95+0,17**
2h 1,65+0,17  2,33+0,28™%  1,97+0,16™*
3’minus Pre 0,29+0,10 1,27+0,17* 0,82+0,11%8
Portalventses Blut

Vor Resektion / Pringle 1,14+0,11 1,20+0,11 1,44+0,10
3 1,52+0,18%  2,68+0,27**  2,27+0,14™*
15’ 1,3840,19*  2,17+£0,24™*  1,97+0,17**
30° 1,41£0,13%  2,14+027**  1,88+0,22**
3’minus Pre 0,34+0,12 1,54+0,24" 0,860,138

Tabelle 3. Mittelwerte £ SEM, n=25. *: p<0,05 vs. vor Resektion oder vor Pringle (Pre), Friedmann
und post-hoc Wilcoxon-Test. *: p<0,05 vs. NPR. . p<0,05 vs. PR, Kruskal-Wallis und post-hoc Mann

Whitney-Test.
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4.4. Leberfunktion und hepatozellularer Schaden

Die im Serum gemessenen Aktivitdten der Alaninaminotransferase (ALT) und
der Aspartataminotransferase (AST) wurden als Marker flir den hepatozellularen
Schaden herangezogen. Die praoperativ. abgenommenen Blutproben dienten fir die
Bestimmung der Ausgangswerte und waren in allen Gruppen vergleichbar
(Abbildung 5). In der Kontrollgruppe kam es zu einem operationsbedingten Anstieg
der Serumaktivitaten von ALT und AST am ersten und zweiten postoperativen Tag.
Durch das Pringle-Manéver trat eine weitere Erhdhung ein, die im Vergleich zu
Patienten ohne Abklemmen der Portalgefalie statistische Signifikanz erreichte.
Dieser Ischamie/Reperfusion bedingte Anstieg von ALT und AST blieb nach
ischamischer Prakonditionierung aus, da in der IPC-Gruppe die postoperativ
bestimmten Serumaktivitaten der Transaminasen gegentber den Werten der NPR-
Gruppe keinen statistisch signifikanten Unterschied erreichten. Dartber hinaus war
die Serum-ALT-Aktivitat in der IPC-Gruppe am zweiten postoperativen Tag
signifikant niedriger als in der PR-Gruppe. Im Vergleich zur NPR-Gruppe verursachte
das Pringle-Mandver einen Anstieg des Gesamtbilirubins im Serum, eine verlangerte
Thromboplastinzeit und eine verringerte Faktor V-Aktivitat. Diese Parameter der
Leberfunktion wurden aber durch die ischamische Prakonditionierung nicht

signifikant verbessert (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 5. Serumaktivitaten der Alanin- (ALT) und Aspartat- (AST) aminotransferase vor OP (Pre
OP), bzw. einen Tag (24h PO) und zwei Tage (48h PO) nach der Operation. Mittelwerte + SEM, n=21-
23. Fur weitere Erklarungen siehe Legende zu Abbildung 3.
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5. Diskussion
5.1. Adenosin und hepatische Prakonditionierung

Wahrend einer Ischamie wird die Bildung von ATP durch das geringere
Angebot an Sauerstoff schnell reduziert und vorhandenes ATP wird vermehrt zu ADP
und AMP abgebaut. Unter physiologischen, normoxischen Bedingungen werden
diese Produkte durch die Adenosinkinase (AK) wieder zu ATP rephosphoryliert
(,salvage pathway“). Bei Hypoxie kommt es jedoch nicht nur zu einer Einschrankung
der oxidativen Phosphorylierung in den Mitochondrien, sondern auch zu einer
Hemmung der Aktivitat der AK und damit zu einer vermehrten Akkumulation von
intrazellularem Adenosin®, das die Zelle (iber spezifische Nukleosidtransporter
verlassen kann. Ebenso gelangt zytosolisches ATP durch membranstandige
Transporter in den Extrazellularraum, um dort durch auf der Aullenseite der
Zellmembran lokalisierte Nukleotidasen zu Adenosin abgebaut zu werden. Sowohl
intrazellulares, als auch extrazellulares Adenosin wird weiter zu Inosin und

schliel3lich zu Hypoxanthin und Xanthin metabolisiert (Abbildung 6).

extrazellular

ATP ~ ADP, AMP . ADO ~ INO  HX X
@, @, O O)

@ |©

ATP —) ADPI:»AMPQ»ADO @} INO @} HX @» X

intrazellular

Abbildung 6. Uberblick tber die intra- und extrazelluldren Transport- und Stoffwechselwege der
Adeninnukleotide und Nukleoside.

1: Zytosolische 5’-Nukleotidase; 2: Gruppe von Ekto-Nukleotidasen, darunter auch die endotheliale
Ekto-Nukleosid-Triphosphat-Diphosphorylase — CD39, Apyrase; 3: Ekto-5’-Nukleotidase — CD73; 4
Adenosin-Deaminase; 5: Purin-Nukleosid-Phosphorylase; 6: Xanthin-Oxidase; 7: Nukleosid-
Transporter.
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In den Extrazelluldarraum freigesetztes Adenosin kann an spezifische
Rezeptoren auf der Zelloberflache binden. Die Aktivierung der Adenosinrezeptoren
durch Bindung von extrazellularem Adenosin flhrt Uber die Aktivierung
rezeptorspezifischer G-Proteine zur Steigerung oder Hemmung der intrazellularen
Konzentration an zyklischen Adenosinmonophosphat (CAMP). Aufgrund der Affinitat
fur Adenosin und der Verknupfung mit aktivierenden oder hemmenden G-Proteinen
werden vier Rezeptorsubtypen unterschieden. Zur Gruppe der Rezeptoren, die die
Adenylylzyklase durch Gi-Proteinen hemmen und so die Bildung von cAMP
vermindern, gehoren der hochaffine A{-Rezeptor und der niedrigaffine As-Rezeptor.
Davon lassen sich der hochaffine Asa- und der niedrigaffine Ags-Rezeptor
unterscheiden, die ihre Wirkung durch stimulierende Gs-Proteine und konsekutive
Zunahme von cAMP vermitteln (Ubersicht zu den Adenosinrezeptoren unter
Referenzen 36, 37).

In mehreren tierexperimentellen Studien konnte Ende der neunziger Jahre
nachgewiesen werden, dass dem Nukleosid Adenosin eine zentrale Funktion als
Mediator der ischamischen Prakonditionierung der Leber zukommt. Tabelle 4 gibt

dazu einen exemplarischen Uberblick.
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Autor, Warme [/ invivo Spezies Experimentelle Vorgehensweise /
Zeitschrift Kalte in vitro Ergebnis
Ischéamie

Peralta et al warm in vivo Ratte IR/ IPC + Blockade von A;-, A,-Rezeptoren

Hepatology IPC wird durch die extrazellulare Bindung von

1999%° Adenosin an A,-Rezeptoren vermittelt.

Serracino-Inglott warm in vivo Ratte IR £ Adenosin-Infusion

et al Die pharmakologische Préakonditionierung

BMC Gastroent durch exogen zugefiuhrtes Adenosin schiitzt

2002 vor hepatozellularen Ischamie-
Reperfusionsschaden.

Nilsson et al warm in vivo Ratte IPC /IR + Dipyridamol

J Gastroint Surg Die pharmakologische Prakonditionierung

2000% durch Erhéhung endogen vorhandenen
Adenosins schitzt vor dem Ischamie-
Reperfusionsschaden.

Arai et al kalt in vivo Ratte IR/IPC + A4-, A,-R-Agonisten bzw. A4-, Ao-

Hepatology R-Antagonisten

2000% Der zellprotektive Effekt der IPC nach
Ischamie und Reperfusion wird durch
Blockade von A2-R aufgehoben. Hingegen
verhindert die Gabe von A,-
Rezeptoragonisten ebenso wie die IPC das
Absterben von Endothelzellen.

Carini et al warm in vitro Ratte Hypoxie £ A;-, A-R-Agonisten bzw. A4-, A,-

Hepatology R-Antagonisten

2001% Aktivierung von A,s-Rezeptoren schitzt

Hepatozyten vor hypoxischen Zelltod
vergleichbar der Protektion nach hypoxischer
Prakonditionierung. Agonismus an A,x-R flihrt
ahnlich wie die hypoxische
Préakonditionierung zur Aktivierung von G;-
Proteinen, der PKC und der p38-MAPK.

Tabelle 4: Ubersicht Uber die tierexperimentellen Studien zur Rolle von Adenosin bei der
ischamischen Prakonditionierung der

Prakonditionierung.

Leber.

IR:

Ischamie/Reperfusion. IPC: ischamische
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In einem Modell des warmen Ischamie-Reperfusionsschadens der Leber
konnte Peralta et al den plasmatischen Anstieg der Leberenzyme durch eine
ischamische Prakonditionierung signifikant reduzieren. Hierfur wurde die Leber durch
eine 10 minutige Ischamie gefolgt von einer 10 minitigen Reperfusionphase
prakonditioniert. Die Gabe eines As-Rezeptorantagonisten hatte keinen Einfluss auf
die ischamische Prakonditionierung. Durch  Verabreichung eines Ao-
Rezeptorantagonist wurde der protektive Effekt aufgehoben.25

Serracino-Inglott et al konnten die positiven Effekte der ischamischen
Prakonditionierung durch die exogene Zufuhr von Adenosin zur pharmakologischen
Prakonditionierung simulieren. Dabei kam es auch zu einer deutlich verringerten
Rate an abgestorbenen sinusoidalen Endothelzellen in der Gruppe mit
pharmakologischer Prakonditionierung.®® Auch die Erhéhung endogen vorhandenen
Adenosins durch Hemmung der Aufnahme in die Zellen durch Dipyridamol hatte
einen verringerten Leberzellschaden und eine bessere Leberdurchblutung zur
Folge.?®

Ein weiterer Hinweis fur die Beteiligung der A,-Rezeptoren an der
ischamischen Prakonditionierung der Leber zeigte sich in einer Studie von Arai et al
durch die Anwendung eines A,-Rezeptoragonisten in einem Modell zum Ischamie-
Reperfusionsschaden nach kalter Ischdmie der Leber.*® Diese Ergebnisse aus den
tierexperimentellen Studien wurden von Carini et al aufgenommen und in einem in
vitro-Modell an isolierten Hepatozyten fortgefihrt. Um auch die intrazellularen
Vorgange der ischamischen Prakonditionierung untersuchen zu konnen, wurden die
Hepatozyten unter kontrollierten Bedingungen norm-, oder hypoxisch inkubiert, bzw.
hypoxisch prakonditioniert. Auch hier zeigte sich eine Protektion der Leberzellen vor
hypoxisch bedingtem Zelltod durch die Prakonditionierung. Die Vermittlung der
hypoxischen Prakonditionierung durch Aza-Rezeptoren wurde in diesem Modell durch
den Einsatz spezifischer Antagonisten bestatigt.

Aufgrund dieser Ergebnisse lassen sich moglicherweise zukunftige Therapien
zur Vermeidung des Ischamie-Reperfusionsschaden der Leber entwickeln. Erste
Studien zur klinischen Anwendung der ischamischen Prakonditionierung wurden am
Herzen durchgefiihrt. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus den
Tierexperimenten sprechen die Ergebnisse auch beim Menschen fur eine zentrale

Bedeutung des Adenosins (Tabelle 5).
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Autor Organ / Methode Experimentelle Vorgehensweise /
Zellen Ergebnis

Schaefer etal Herz Messung der ST- Wiederholte Balondilatation = Aminophyllin

Am Heart Strecken-Veranderung Durch Blockade der Adenosinrezeptoren
Journal nach Ballondilatation kommt es zu einer Zunahme der ST-
2001% der Koronararterien Streckenveranderung nach der zweiten
Balondilatation.
Cohen et al 1. Herz 1. Messung von 1. Bypass-Operation * Infusion von Adenosin
Ann NY Acad 2. Ventrikel- Stoffwechsel- Die pharmakologische Prakonditionierung mit
Sci 1999*' myozyten produkten wahrend exogenem Adenosin fihrt zu einem héheren
Bypass-Operationen Gehalt an energiereichen Phosphaten im
2. Bestimmung Muskelgewebe
abgestorbener Zellen 2. IR + IPC; IR + Adenosin, AR-Blockade
Die ischamische Prakonditionierung fuhrt zu
erhdhten extrazellularen
Adenosinkonzentrationen und verringert das
Absterben von Zellen. Ein vergleichbarer
Effekt wurde durch die exogene Zufuhr von
Adenosin erzielt, der durch die Gabe eines
Adenosinrezeptorblockers verhindert werden
konnte.
Carret al, atriale Messung der Hypoxie + A;-, As-Rezeptoragonisten
Cardiovasc Trabekel- Kontraktionskraft durch Durch die IPC bleibt die Kontraktionskraft der
Res 1997*  muskelzellen elektrische Stimulation Kardiomyozyten nach Ischamie deutlich

nach Ischamie und besser erhalten. Pharmakologische

Reperfusion im
Vergleich zum
Ausgangswert

Prakonditionierung durch A;- und As-
Rezeptoragonisten haben eine der IPC
vergleichbare Wirkung.

Tabelle 5: Ubersicht tiber experimentelle und klinische Studien fir die Wirkung von Adenosin bzw.
Adenosinrezeptoren zur Prakonditionierung des Herzens beim Menschen.

Schaefer et al verwendeten dazu das Modell der ischamischen
Prakonditionierung durch wiederholten Verschluss der Koronargefasse durch
Ballondilatation wahrend perkutaner Koronarangioplastie (PTCA).*° Dabei fiihrt die
initiale Ischamie, ausgeldost durch eine Koronargefassokklusion durch den
aufgepumpten Ballon, zu einer geringeren Schmerzempfindung und ST-
Streckenveranderung im gleichzeitg abgeleiteten Oberflachen-Elektrokardiogramm
(EKG) in der darauf folgenden therapeutischen Ballondilatation. Patienten, bei denen
die Adenosinrezeptoren durch Infusion von Aminophyllin blockiert wurden, hatten
eine signifikante Zunahme der ST-Streckenveranderung im Vergleich zur ersten
Ballondilatation und zur Kontrollgruppe. Die Autoren schlossen daraus, dass in
Ubereinstimmung mit vorhergehenden tierexperimentellen Studien auch beim

Menschen Adenosin und

Adenosinrezeptoren an  der ischamischen
Prakonditonierung des Herzens beteiligt sein mussen. Dies wurde auch in einer

Studie zur pharmakologischen Prakonditionierung vor kardialen Bypassoperationen
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untersucht. Patienten erhielten 10 Minuten vor Beginn des ,cross-clamp® eine
Infusion mit Adenosin. Die Wirkung wurde anhand der Bestimmung energiereicher
Phosphate und Stoffwechselprodukte im Gewebe untersucht. Durch die Ischamie
nahm der ATP-Gehalt im Herzmuskelgewebe nach Reperfusion ab, wahrend es
nach der Zufuhr von Adenosin zur Prakonditonierung zu keinem Abfall der ATP-
Konzentration kam.*' Zur Uberpriifung dieser Ergebnisse wurden in einem zweiten
Teil der Studie Herzmuskelzellen aus Ventrikelbiopsien von Patienten gewonnen und
diese unter verschiedenen Bedingungen inkubiert. Die Bestimmung abgestorbener
Zellen und Messung von Stoffwechselprodukten dienten dabei als Messparameter.
Sowohl anoxische als auch hypoxische Inkubationsbedingungen zur
Prakonditionierung flhrten zu einer geringeren Rate an Zelluntergang.
Prakonditionierung durch exogenes Adenosin vor Ischamie flhrte zu weniger
abgestorbenen Zellen, einen hoéheren ATP-Gehalt und einen niedrigeren Laktat-
Gehalt am Ende der Reperfusion. Die gleichzeitige Zufuhr eines

Adenosinrezeptorantagonisten hob den Schutz durch die Prakonditionierung auf.

Eine genauere Untersuchung der beteiligten Adenosinrezeptoren an der
ischamischen Prakonditionierung wurde von Carr et al an isolierten menschlichen
atrialen Trabekelmuskelzellen durchgefuhrt. Diese hatten sowohl nach ischamischer,
als auch nach pharmakologischer Prakonditionierung mit A4, und As-
Rezeptoragonisten eine deutlich bessere funktionale Kapazitat nach Ischamie.*

Die Ubertragung dieser vielversprechenden Ergebnisse der klinischen
Anwendung der ischamischen Prakonditionierung des Herzens auf Operationen an
der Leber zur Vermeidung einer ischamie-reperfusions-bedingten Organschadigung
wurde im Jahre 2000 durch Clavien et al beschrieben.?” 24 Patienten, bei denen eine
Leberteilresektion vorgesehen war, wurden in eine Kontroll- oder Studiengruppe
randomisiert. Die Patienten, bei denen eine ischamische Prakonditionierung durch 10
Minuten Ischamie und 10 Minuten Reperfusion vor dem Abklemmen der zufihrenden
Gefasse durchgefuhrt wurde, hatten am ersten postoperativen Tag signifikant
niedrigere AST- und ALT Werte im Serum. Darlber hinaus wurde in den
entnommenen Lebergewebeproben eine deutlich geringere Anzahl an apoptotischer
endothelialer Sinusoidalzellen gefunden. Die Auswertung der Daten zeigte, dass
insbesondere Patienten mit Steatosis der Leber, also Patienten, deren Leber

ischamische Episoden deutlich schlechter toleriert, von der ischamischen
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Prakonditionierung profititierten.?” In einer prospektiv randomisierten Folgestudie mit
100 Patienten, hatten Gewebeproben aus der Leber von Patienten, die eine IPC
erhalten hatten, einen deutlich héheren Gehalt an ATP als Patienten ohne IPC.*?
Insbesondere Patienten, junger als 60 Jahre, haben von der Anwendung der
ischamischen Prakonditionierung profitiert.

In keiner diesen Studien konnte aber die direkte Bildung von Adenosin oder
aber die Beteiligung von Adenosinrezeptoren an der ischamischen
Prakonditionierung der Leber, analog den Untersuchungen am Herzen
nachgewiesen werden.

Daher war es Ziel unserer Studie zu klaren, ob die ischamische
Prakonditionierung die Bildung und Freisetzung an Adenosin stimuliert und ob der
Abbau von energiereichen Phosphaten wahrend einer nachfolgenden hypoxisch-
ischamischen Periode durch die ischamische Prakonditionierung vermindert werden
kann.

Bei der Beantwortung unserer Fragestellung nimmt Adenosin eine doppelte
Bedeutung ein. Bei der deskriptiven Klarung seiner Beteiligung am Phanomen der
ischamischen Prakonditionierung erfullt Adenosin die postulierte Rolle eines
,Mediators“. Bei der Beurteilung der durch die IPC eventuell erzielten Protektion vor
den Auswirkungen des nachfolgenden Pringle-Mandvers ist Adenosin und seine
Abbauprodukte Inosin, Hypoxanthin und Xanthin neben dem Laktat ,Indikator® der
Schwere der Ischamie.

In der frihen Reperfusionsphase nach ischamischer Prakonditionierung stieg
die Adenosinkonzentration im Plasma des portalvenosen Blutes an. Diese Erhdhung
der Adenosinplasmakonzentration war statistisch nicht signifikant, jedoch wurde sie
von einer signifikanten Erhdhung seiner Abbauprodukte Inosin, Hypoxanthin und
Xanthin begleitet. Diese Veranderungen deuten darauf hin, dass selbst wahrend der
kurzen Ischamie im Rahmen einer ischamischen Prakonditionierung groRere
Mengen an Adenosin gebildet worden sind. Diese konnten jedoch weder im
portalvendsen noch im arteriellen Blut direkt bestimmt werden, da die Halbwertszeit
von Adenosin im Plasma nur wenige Sekunden betragt (Abbildung 2) und so schnell
zu seinen Metaboliten abgebaut wurde.

Eine Alternative zur Bestimmung der Konzentrationen im Plasma stellt die
direkte Messung der Konzentrationen im Lebergewebe dar. Aufgrund der Invasivitat

der dazu erforderlichen Gewebeentnahmen ist dies in tierexperimentellen Studien
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viel leichter mdglich. Tatsachlich konnte auf diese Weise nicht nur ein Abbau von
ATP, ADP und AMP verbunden mit erhdhten Werten von Inosin, Hypoxanthin und
Xanthin nachgewiesen werden, sondern es zeigten sich schon nach kurzzeitiger

22,44,45 Diese

Ischamie auch gesteigerte Konzentrationen von Adenosin.
experimentellen Daten unterstlitzen unsere Ergebnisse und die daraus gezogene
Schlussfolgerung, dass schon eine relativ kurze Ischamie wahrend der
Prakonditionierung ausreicht, die Bildung von Adenosin im Lebergewebe zu
stimulieren. Allerdings kann dadurch nicht zwingend auf eine Mediatorrolle von
Adenosin bei der ischamischen Prakonditionierung der Leber geschlossen werden.
Um die aktuell viel diskutierte Rolle von Adenosin als Mediator bei der ischamischen
Prakonditionierung der Leber beim Menschen nachweisen zu konnen, ware die
pharmakologische Prakonditionierung durch Perfusion der Leber mit exogen zu

applizierendem Adenosin ein zu fordernder Versuchsansatz.

5.2. Effekte der ischamischen Prakonditionierung auf Parameter des

Energiestoffwechsels und der Leberzellschadigung

In verschiedenen tierexperimentellen Untersuchungen konnten durch die
ischamische Prakonditionierung auch solche Funktionen der Leber aufrechterhalten
bzw. verbessert werden, die auf das Vorhandensein von ATP angewiesen sind.
Darunter fallt insbesondere die Sekretion von Galle, die durch eine
Prakonditionierung der Leber bei der Ratte*® signifikant verbessert wurde. In weiteren
Versuchen zeigten die ischamische und pharmakologische Prakonditionierung durch
Anwendung von Aja-Rezeptoragonisten ahnliche Ergebnisse in Bezug auf den Erhalt
der energiereichen Phosphate ATP und ADP wahrend einer nachfolgenden langeren
ischamischen Episode.?** In diesen Versuchen war auch ein geringerer Anfall an
Inosin, Hypoxanthin und Xanthin zu beobachten.?? Ebenso fiel der Anstieg an Laktat
im Plasma geringer aus. Vergleichbare Ergebnisse wurden ebenfalls nach der
ischamischen Prakonditionierung des Herzens beobachtet. Dies lasst den Schutz
des Gewebes durch einen geringeren Abbau von ATP und eine verminderte
Produktion an Laktat vermuten.*’

Auch in unserer Studie hatten Patienten nach ischamischer

Prakonditionierung deutlich geringere Plasmakonzentrationen an Inosin, Hypoxanthin
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und Xanthin nach Beendigung des Pringle-Mandvers im Vergleich zu Patienten ohne
Prakonditionierung. Ebenso kam es durch die Prakonditionierung zu einem
geringeren Anstieg an Laktat im Plasma. Die in unserer Studie beobachteten
niedrigeren Plasmapurin- und Laktatkonzentrationen koénnen in Analogie zur
Interpretation tierexperimenteller Ergebnisse als Ausdruck einer verbesserten
Aufrechterhaltung des Energiehaushaltes in den Zellen wahrend einer Ischamie
verstanden werden.?****" Hierfiir wurde in der Fachliteratur der Begriff eines
.,metabolic arrest® gepragt, der die ischamische Prakonditionierung in den
Zusammenhang mit einem geringeren ATP-Verbrauch sowie einer verminderten
Laktatansammlung im Gewebe stellt. Diese Hypothese wird auch durch die
Ergebnisse unserer klinischen Studie fiir die Leber des Menschen unterstiitzt.??
Erwahnenswert ist ferner eine ebenfalls von Clavien et al kdrzlich veroffentlichte
weitere prospektiv randomisierte klinische Studie, in der von einer statistisch
signifikant hoéheren postischamischen ATP-Konzentration in der Leber nach
ischamischer Prakonditionierung im Vergleich ohne Prakonditionierung berichtet
wird.*® Einschrankend ist jedoch anzumerken, dass pro Gruppe nur von jeweils 5
Patienten Lebergewebeproben enthommen wurden, wobei die Entnahme der

Gewebeproben ohne Anwendung der ,freeze-clamp“-Technik erfolgte.

5.3. Methodenkritik

Es ware deshalb winschenswert gewesen auch in unserer Studie
Lebergewebe zu entnehmen und den Gehalt an energiereichen Adeninnukleotiden
und von Laktat direkt zu bestimmen. Idealerweise mussen - und abweichend von der
von Clavien et al angewandten Entnahmetechnik - die Lebergewebeproben direkt mit
flussigem Stickstoff in situ gefroren und enthommen werden, da andernfalls innerhalb
weniger Sekunden ein nicht vorhersehbarer schneller Verlust an ATP eintritt.
Aufgrund der daflr erforderlichen Anwendung einer so genannten ,freeze-clamp®-
Technik, welche aus Sicht der chirurgischen Kollegen eine zu grole
Nachblutungsgefahr mit sich gebracht hatte, haben wir einen indirekten Ansatz zur
Erfassung von Veranderungen bzw. Stérungen des hepatischen Energiehaushaltes
gewahlt. Hierzu wurden die Konzentrationen der ATP bzw. Adenosin-Abbauprodukte

Inosin, Hypoxanthin und Xanthin und des Laktats im arteriellen Blut und im Blut der
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Pfortader als Indikatoren der Schwere der Ischamie bestimmt. Da lebervendses Blut
nicht gewonnen werden konnte, wurde als grobes Mal} die Konzentrationen der die
Leber verlassenden Metabolite im zentralvendsen Blut gemessen. Setzt man in
Rechnung, dass das lebervendse Blut mit dem Blut aus der unteren und der oberen
Kdrperhalfte stark verdunnt wird, bevor es Uber den zentralvends Katheter aspiriert
wird, so darf man aus der nur geringen Abnahme der im zentralvenosen Blut
gemessenen Purin- und Laktatkonzentrationen gegenuber den im portalvendsen Blut
gemessenen Werten darauf schlieBen, dass nach Abklemmen die Leber in der
frihen Phase ihrer Reperfusion in einem erheblichen Umfang Abbauprodukte aus
dem Energiestoffwechsel freisetzt (siehe Abbildung 3, 3" nach Reperfusion). Fir eine
quantitative Berechnung der hepatischen Purinproduktion ware neben den
zusatzlichen Messungen der Metabolite im lebervendsen Blut schlielllich auch die
Bestimmung der Blutflisse in der Pfortader und der A. hepatica notwendig gewesen,
um die hepatische Nettoproduktion an Purinen als Differenz zwischen der die Leber
venos verlassenden Mengen und der in die Leber Uber die A. hepatica und die
Pfortader einstromenden Mengen zu bestimmen. Aufgrund des hohen Aufwandes
intraoperativer dopplersonographischer Untersuchungen bei einer oftmals chirurgisch
anspruchsvollen Operation konnten solche Blutflussmessungen leider nicht

durchgefuhrt werden.

5.4. Auswirkungen der ischamischen Prakonditionierung der Leber auf den

Darm

Obwohl Flussmessungen intraoperativ nicht moglich waren, konnte eine
Freisetzung von Metaboliten aus dem intestinalen Energiestoffwechsel aufgrund der
einfacheren Gefallversorgung des Darmes als Konzentrationsdifferenz zwischen
dem portalvenésem und dem arteriellen Blut abgeschatzt werden. Nach Beendigung
des Pringle-Mandévers stiegen die Konzentrationen der Purine erstaunlicherweise
auch im portalvendsen Blut an. Offensichtlich hatte das Abklemmen der Pfortader
uber die vendse Stase wohl auch zu einer ruckwarts wirkenden Behinderung des
arteriellen Einstromes und damit zu einer Ischamie des Darmes gefuhrt. Subtrahiert
man nun von den im portalvendsen Blut gemessenen Purinkonzentrationen die

arteriellen Werte, so zeigten nur die Patienten in der Pringle-Gruppe eine positive
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Differenz im Sinne einer gesteigerten intestinalen Nettoproduktion. Aufgrund der
vorliegenden Ergebnisse kann die Schlussfolgerung gezogen werden, dass das
Pringle-Mandver nicht nur zu einer Stérung im Energiehaushalt der Leber, sondern
auch des Darmes gefiihrt hat. In Ubereinstimmung damit stehen die Ergebnisse
tierexperimenteller Studien. In einer Untersuchung an Ratten stiegen die
Serumkonzentrationen an Harnsaure, einem Abbauprodukt von Xanthin, proportional
zur Dauer des Pringle-Manovers an. Es konnte in dieser Untersuchung gezeigt
werden, dass dies hauptsachlich dem Abbau von ATP im Darmgewebe
zuzuschreiben war.*® Eine &hnliche Studie an Patienten filhrte zu der gleichen
Schlussfolgerung.*® Dabei wurden die Harnsaurewerte im Serum wéhrend und nach
Eingriffen an der Leber gemessen, bei denen zur Leber fuhrende Gefalde
abgeklemmt wurden. Daruber hinaus wurde der Grad der Stauung des Darmes
optisch bewertet. Zur Anwendung kamen das Pringle-Mandver, die vaskulare
Ausklemmung eines Leberlappens und die segmentale Unterbrechung der
Portalvenen- und Leberarterienaste. Dabei fuhrte nur das Pringle-Mandver zu einem
Ruckstau des portalvendsen Blutes in den Darm durch Abklemmen des gesamten
portalvendsen Abflusses. Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass nur im Falle eines
Blutstaus im Darm, ausgelost durch das Pringle-Manover, die Harnsaurewerte im
Serum ansteigen. Die Autoren schlie3en aus diesen Ergebnissen, dass der Grossteil
der gebildeten Harnsaure nicht aus der ischamischen Leber, sondern aus dem Darm
freigesetzt wird. Die aus dem Darm stammende Harnsaure kann auch als indirekter
Nachweis einer Freisetzung von Adenosin herangezogen werden, da Adenosin Uber
Hypoxanthin und Xanthin zu Harnsaure abgebaut wird.*°

In unserer Studie konnte dartUber hinaus gezeigt werden, dass der damit
verbundene Anstieg der Purinmetabolite im Plasma durch die ischamische
Prakonditionierung zu vermeiden war, denn im Gegensatz zu Patienten mit Pringle-
Manover alleine waren die berechneten Differenzen der Patienten mit
Prakonditionierung annahernd null (Abbildung 4). Daher kann die ischamische
Prakonditionierung madglicherweise nicht nur die Leber, sondern auch das
Darmgewebe vor einer ischamischen Schadigung schitzen. Um diesen Effekt
genauer untersuchen zu konnen, ware es von Vorteil gewesen, wieder Gewebe fur
die Bestimmung von Purinen oder fir die Durchfihrung histologischer
Untersuchungen des Darmes zu gewinnen. Dies hatte allerdings fur den Patienten

ein nicht vertretbares Risiko an intraabdominalen Infektionen durch mdgliche
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Leckagen an den Entnahmestellen bedeutet.

5.5. Klinisches Modell und Effektivitdt der ischamischen Prakonditionierung

Die vorliegende Studie wurde nicht unter standardisierten Bedingungen
durchgefuhrt, sondern reflektiert die Ergebnisse aus einem prospektiv randomisierten
Patientenkollektiv, so wie es sich wahrend Routineeingriffen in unserer Klinik ergab.
Die Dauer des Pringle-Mandver war deshalb vorher nicht exakt festgelegt worden,
sondern resultierte als GroRRe in Abhangigkeit vom chirurgischen Vorgehen. Trotz der
damit verbundenen Variationen bezuglich der Ischamiedauer, war der protektive
Effekt der ischamischen Prakonditionierung stark genug, um die hepatozellulare
Schadigung - gemessen an den postoperativen Leberenzymwerten - signifikant zu

reduzieren.
5.6. Therapeutischer Ausblick

Die ischamische Prakonditionierung ist Gegenstand aktueller intensiver
Forschungsarbeit, da auf der Grundlage einer besseren Kenntnis der molekularen
Vorgange neue und vielversprechende pharmakologische praventive und
therapeutische Interventionen  entwickelt werden konnen. Insbesondere
Risikogruppen wie altere Patienten oder Patienten mit einer Leberzirrhose wurden
von organprotektiven MalRnahmen profitieren.

In den letzten Jahren hat das Verstandnis der durch die ischamische
Prakonditionierung  ausgelésten  Vorgange erheblich zugenommen. Die
Forschungsarbeiten zur Prakonditionierung des Myocards haben dabei viel zur
Aufklarung der hepatischen Prakonditierung beigetragen. Dabei hat sich eine
wesentliche Beteiligung von Adenosin®*°! und NO®2 in der Initialphase sowohl am
Herzen als auch bei der Leber herausgestellt. Im Gegensatz zur Rolle der As- oder
As-Rezeptoren am Herzen scheinen auf den Hepatozyten A,a-Rezeptoren die
protektiven Effekte der Prakonditierung zu vermitteln.®' Die Gabe des spezifischen-
Aza-Rezeptor-Antagonisten 3,7-Dimethyl-1-Propargylxanthin vor der ischamischen
Prakonditionierung hob den protektiven Effekt nach 90-mindtiger Ischamie in

Rattenlebern auf. Darlber hinaus kam es nach Zufuhr des Aza-Rezeptor-
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Antagonisten nicht zu einem Anstieg der NO-Freisetzung, wie es sonst nach
ischamischer Prakonditionierung auftritt?. Hingegen konnte durch die Infusion von
CGS21680, einem spezifischen A a-Rezeptor-Agonisten, nicht jedoch durch den A4-
Rezeptor-Antagonisten N-Phenyl-lIsopropyladenosin, die Toleranz der Leber vor
Ischdmie erhéht werden.**

Diese vorliegende Studie unterstutzt die aus Tierexperimenten gewonnene
Theorie, dass Adenosin - insbesondere uber die Bindung an Aja-Rezeptoren - als
einer der Hauptmediatoren den Effekt der ischamischen Prakonditionierung auf die
Leber vermittelt. Die dafur notwendige Unterbrechung der Operation fir den
Zeitraum der ischamischen Prakonditionierung, in unserer Studie 20 Minuten, stellt
allerdings eine Beeintrachtigung des Operationsablaufes dar. Aus den hier
vorgestellten Ergebnissen wirde sich daher anbieten, die ischamische
Prakonditionierung durch eine agonistische Wirkung an Adenosin-A,a-Rezeptoren zu
ersetzen. Dies konnte bereits in der Phase der Praparation der Leber zur Resektion
erfolgen und damit Operationszeit einsparen, gleichzeitig aber die Leber vor
reperfusionsbedingten Schaden schutzen. Da die in unserer Studie durchgeflhrte
ischamische Prakonditionierung nur einen geringen und transienten Anstieg von
Adenosin und dessen Abbauprodukte im Plasma (Abbildung 2 und 3) bewirkte,
musste eine pharmakologische Prakonditionierung auch nur Gber einen begrenzten
Zeitraum erfolgen. Die direkte kontinuierliche Applikation von Adenosin als
Dauerinfusion garantiert eine transiente Wirkung, da es aufgrund der kurzen
Halbwertszeit mit Beendigung der Infusion rasch zu einem Abfall wirksamer
Plasmaspiegel kommt. Allerdings hat Adenosin neben den direkt kardialen
Nebenwirkungen auch negative Auswirkungen auf die Hamodynamik, die gerade bei
Operationen mit groBen Volumenverschiebungen und Flussigkeitsbedarf
unerwinscht sind. Eine optimale Substanz  zur  pharmakologischen
Prakonditionierung sollte damit neben der Mdglichkeit zur Verabreichung als Infusion
eine mit dem Adenosin vergleichbare kurze Halbwertszeit besitzen und die
unerwinschten Auswirkungen auf den Kreislauf vermeiden. Dies kénnte durch eine
hydrolysierbare Form eines solchen Medikaments erreicht werden, das gemall dem
gegenwartigen Kenntnisstand idealerweise eine hohe Selektivitat fur A,a Rezeptoren
aufweist, da dieser Adenosinrezeptorsubtyp das Phanomen der Prakonditionierung
an der Leber zumindest im Tierexperiment vermittelt. Zudem bewirkt die Stimulation

von Ass-Rezeptoren®® im Kreislauf eine ausgepragte Vasodilatation und verursacht
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womaoglich damit unerwunschte hamodynamischen Nebenwirkungen. Dartuberhinaus
besitzt Adenosin auch ausgepragte antiinflammatorische Wirkungen, die durch die
Bindung von Adenosin ebenfalls an Aza-Rezeptoren auf der Zelloberflache von
Leukozyten vermittelt werden.*®*** Eine therapeutische Infusion von Adenosin oder
von hydrolysierbaren Apa-Rezeptoragonisten nach Reperfusion erscheint so in
Erganzung zu einer vorhergehenden praventiven Applikation zur Begrenzung des

Ischamie/Reperfusionsschadens sinnvoll.

38



6. Zusammenfassung

Nach Gehirn und Herz ist die Leber eines der am besten durchbluteten und
stoffwechselaktivsten Organe. Daher kann die Leber langerfristige Unterbrechung
der Blutversorgung nur eingeschrankt kompensieren. Die damit verbundene Stérung
der Sauerstoffzufuhr, oder Ischamie fuhrt zur Beeintrachtigung der Homdostase der
Zellen und zu einer Organschadigung durch Zelltod. Wird die Sauerstoffversorgung
wieder hergestellt, kommt es zu einer weiteren Verstarkung des Zellschadens. Dies
wird auch als Ischamie/Reperfusionsschaden bezeichnet. Ein  solcher
Ischamie/Reperfusionsschaden kann nach einer Anwendung des Pringle-Mandvers
zur blutarmen Resektion von Metastasen und Tumoren der Leber auftreten. Die
dadurch ausgelosten Prozesse kdonnen zur Schadigung der Lunge oder sogar zum
Multiorganversagen flihren und erhdhen damit die Morbiditdt und Mortalitat. Eine
Option zum Schutz der Leber besteht in der Anwendung der so genannten
ischamischen Prakonditionierung (IPC). Dabei hat eine kurzfristige Ischamie, gefolgt
von einer Kkurzen Reperfusionsphase, einen protektiven Effekt vor einer
Organschadigung, die durch eine nachfolgende langerfristige Ischamie ausgelost
wird. Dies wurde in mehreren Tiermodellen bestatigt. Ubereinstimmend scheint dabei
Adenosin einer der zentralen Mediatoren zu sein. Dies steht in Einklang damit, dass
wahrend einer ischamischen Periode ATP schnell zu Adenosin und weiter zu Inosin,
Hypoxanthin und Xanthin abgebaut wird. Die exogene Zufuhr, aber auch die
Erhohung der endogenen Adenosinkonzentration haben daruber hinaus einen der
ischamischen Prakonditionierung vergleichbaren Effekt. Ebenso erzielte die
Aktivierung oder die Blockade von Adenosinrezeptoren durch die Anwendung von
Agonisten und Antagonisten einen der ischamischen Prakonditionierung
vergleichbaren Schutz oder fuhrte zu einer Aufhebung der Protektion. Darlber
hinaus scheint die ischamische Prakonditionierung nicht nur in Tiermodellen wirksam
zu sein. So konnten bereits mehrere klinische Studien nachweisen, dass die
ischamische Prakonditionierung auch beim Menschen eine Protektion vor
ischamischen Schaden des Myokards oder nach Leberteilresektion bewirkt.

Die Rolle von Adenosin bei der hepatischen Prakonditionierung beim

Menschen wurde bisher jedoch nicht analysiert.
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In der vorliegenden Studie wurden daher folgende Fragestellungen untersucht:

- Kommt es durch die ischamische Prakonditionierung zu einem passageren
Anstieg der Plasmakonzentrationen von  Adenosin und  seiner
Abbauprodukte?

- Wird der durch das Pringle-Mandver bedingte  Anstieg der
Plasmapurinkonzentrationen durch die ischamische Prakonditionierung
verringert?

- Verbessert die ischamische Prakonditionierung die postoperative

Leberintegritat und Leberfunktion, gemessen an den Serumenzymwerten?

Die Beantwortung dieser Fragen erfolgte anhand einer prospektiv
randomisierten Studie zur klinischen Effektivitat der ischamischen Prakonditionierung
bei Leberteilresektion mit Anwendung des Pringle-Mandvers.

Insgesamt wurden 100 Patienten fir die Aufnahme in das Studienprotokoll
untersucht und per Los zu einer von drei Studiengruppen zugeteilt. In der
Kontrollgruppe wurde die Leberteilresektion ohne Abklemmung der Blutversorgung
der Leber vorgenommen (Non-Pringle, NPR). Bei Patienten der Pringle-Gruppe
wurde wahrend der gesamten Resektion die Blutzufuhr zur Leber durch Anwendung
des Pringle-Mandver unterbrochen (Pringle, PR). Bei Patienten mit ischamischer
Prakonditionierung wurde die Blutzufuhr fir 10 Minuten nur kurz unterbrochen und
nach weiteren 10 Minuten Reperfusion das Pringle-Mandvers fur die dann erfolgende
Resektion angewendet (ischamische Prakonditionierung, IPC).

Die Plasmakonzentrationen von Adenosin und seiner Abbauprodukte wurden
vor Beginn der Resektion (NPR) oder kurz vor dem Abklemmen der Portalgefalle
(PR) bestimmt. Bei Patienten mit ischamischer Prakonditionierung (IPC) erfolgte
jeweils vor und nach der kurzen Ischamie zur Prakonditionierung eine Blutabnahme,
sowie kurz vor Beginn des Pringle-Mandvers. Daruber hinaus wurden in allen drei
Patientengruppen Blutproben 3, 15 und 30 Minuten nach Ende der Resektion bzw.
des Pringle-Mandvers entnommen. Um die Bildung von Laktat und
Adenosinabbauprodukten in der Leber oder im Darm bestimmen zu kdnnen, wurden
die Blutproben jeweils arteriell, portalvenés und zentralvends gewonnen. Eine
madgliche hepatische bzw. intestinale Freisetzung von Laktat, Adenosin und seiner
Abbauprodukten konnte anhand der gemessenen Differenzen entlang der

verschiedenen Gefaldstromgebiete abgeschatzt werden. Fur die Beurteilung der
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Wirksamkeit der ischamischen Prakonditionierung wurden Leberenzyme und
Leberfunktionsparameter im Serum bestimmt.

Alle drei Patientengruppen waren in ihren demographischen Charakteristika
vergleichbar. Auch die Chirurgie bezogenen Parameter zeigten keinen Unterschied,
insbesondere waren die Resektionsdauer und die Lange des Pringle-Mandvers in
der PR - und IPC - Gruppe gleich.

Durch eine ischamische Prakonditionierung von 10 Minuten kam es zu einem
temporaren aber statistisch nicht signifikanten und somit nur tendenziellen Anstieg
der Adenosinkonzentration im portalvendsen Blut. Die Abbauprodukte des Adenosins
Inosin, Hypoxanthin und Xanthin konnten dagegen in signifikant erhohten
Konzentrationen an allen Abnahmeorten nachgewiesen werden. Das Laktat stieg
signifikant im portal- und zentralvenésen Blut an. Nach der 10 mindtigen
Reperfusionsphase und kurz vor dem Beginn des Pringle-Mandvers normalisierten
sich die Purinkonzentrationen auf vergleichbare Werte der anderen beiden Gruppen
ohne ischamische Prakonditionierung.

Durch das Pringle-Mandver kam es als Ausdruck der Ischamie bedingten
Stérungen im Energiestoffwechsel zu einem ausgepragten Anstieg aller Purine in der
Reperfusionsphase, der in der NPR-Gruppe so nicht beobachtet werden konnte. In
der ischamisch prakonditionierten Gruppe wurde der Ischamie bedingte Anstieg von
Hypoxanthin in der frGhen Phase der Reperfusion signifikant abgeschwacht. Die
Zunahme an Laktat im Plasma nach Ischamie und Resektion verringerte sich
ebenfalls durch die ischamische Prakonditionierung signifikant.

Betrachtet man die berechneten portalvendsen-arteriellen
Konzentrationsdifferenzen fur die Purine, so zeigte sich in der PR-Gruppe, dass
bedeutende Mengen an Purinen aus dem intestinalen Abflussgebiet in die Leber
einstromen. Die ischamische Prakonditionierung konnte auch die Ischamie bedingte
Bildung von Hypoxanthin im Darm signifikant reduzieren.

In der NPR-Gruppe bewirkte das Operationstrauma bereits alleine einen
Anstieg der Serumaktivitaten fur ALT und AST. In der PR-Gruppe stiegen diese
Werte am ersten und zweiten postoperativen Tag noch starker an. Die ischamische
Prakonditionierung konnte diesen Anstieg signifikant reduzieren, dagegen konnte die
Beeintrachtigung der Lebersyntheseparameter durch die Prakonditionierung nicht

verbessert werden.
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Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen damit, dass die ischamische
Prakonditionierung i) die Bildung von Adenosin tendenziell und die seiner
Abbauprodukte signifikant erhdoht und ii) die durch das Pringle-Mandver
hervorgerufenen Stérungen im Energiehaushalt der Leber signifikant vermindert
werden. Da die ischamische Prakonditionierung auch die gemessene portalvendse-
arterielle Purinkonzentrationsdifferenz reduzierte, kann ferner die Schlussfolgerung
gezogen werden, dass die ischamische Prakonditionierung auch Storungen in der
Energiebilanz des Darmes reduziert.

Es ist anzunehmen, dass der glnstige Effekt der ischamischen
Prakonditionierung auf den Energiehaushalt der Leber als auch des Darmes zur
Protektion der Leber — gemessen an der Verminderung der postoperativen
Leberenzymaktivitaten im Serum — beitragen.

Da fiur die Leber in zahlreichen tierexperimentellen Studien und fir das Herz
bereits auch klinische Untersuchungen eine signifikante Rolle von Adenosin als
Mediator fur die ischamische Prakonditionierung belegen, scheint der Einsatz von
exogenem Adenosin fur eine pharmakologische Prakonditionierung von Organen
zum Schutz vor Ischamie-Reperfusions-Schaden eine vielversprechende Perspektive

ZU sein.
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7. Abkurzungen

A. Arterie

ADP Adenosindiphosphat

ALT Alaninaminotransferase

AMP Adenosinmonophospat

Art arteriell

AST Aspartataminotransferase

ATP Adenosintriphosphat

ca* Calcium-lon

cAMP engl.: cyclic Adenosine Monosphopshate
Da Dalton

EGTA ethylene-glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N",N -tetraacetic acid
EHNA erythro-9-(2-Hydroxy-3-nonyl)adenine
H* Wasstoff-lon

HX Hypoxanthin

I Ischamie

ICAM-1 engl.: intercellular adhesion molecule 1
IL Interleukin

IPC ischamische Prakonditionierung

KG Kdrpergewicht

Lig. Ligamentum

MAPK engl.: Mitogen activated Proteinkinase
MCP-1 engl.: monocyte chemoattractant protein-1
n engl.: number (Anzahl)

Na® Natrium-lon

NO Stickstoffmonoxid

NPR Non-Pringle

P freie Phopshatgruppe

PMN engl.: polymorphonuclear neutrophil
PR Pringle

PT engl.: permeability transition

pTT partielle Thromboplastinzeit

Pv portalvenos
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Quick
SEM
TNF-a

VCAM-1

Zv

Thromboplastinzeit nach Quick
Reperfusion

engl.: Standarderror of the Mean
Tumornekrosefaktor-alpha

engl.: vascular adhesion molecule 1
Xanthin

zentralvenos
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