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A. EINLEITUNG

Lebertransplantation

Ende der sechziger Jahre konnte Starzl von den ersten erfolgreichen orthotopen
Lebertransplantationen (LTX) am Menschen berichten, jedoch betrug die langste
Uberlebenszeit gerade einmal neun Monate (99;103). Durch Verbesserung der
immunsuppressiven Therapie, insbesondere durch die Einfihrung von Ciclosporin (16;17)
sowie durch die zunehmende Erfahrung und die Optimierung der chirurgischen Technik
bei steigender Anzahl an Operationen, verlangerten sich die Uberlebenszeiten stetig. Heute
ist die orthotope Lebertransplantation ein weltweit etabliertes Verfahren zur Therapie
terminaler Lebererkrankungen, und die Langzeitliberlebensraten betragen kumulativ ca.
75 % nach 5 Jahren (57).

Die Indikationen zur Lebertransplantation, unterteilt in chronische Lebererkrankungen und

akutes Leberversagen, sind folgende:

e Akutes Leberversagen: durch Hepatitis A-Virus- (HAV), Hepatitis B-Virus-
(HBV), Hepatitis C-Virus- (HCV) Infektionen, Medikamente (z.B. Paracetamol,
Halothan), Intoxikationen (z.B. mit Pilzgiften), GefaRokklusion (Budd-Chiari-
Syndrom), Reye-Syndrom, akute Schwangerschaftsfettleber, selten nach
Lebertrauma (86;99-102)

e Chronische Lebererkrankungen: Leberzirrhose durch chronische HBV-, HCV-,
HB/D-Infektion, Autoimmunhepatitis, alkoholtoxische Leberzirrhose, primar
bilidre Zirrhose, primar sklerosierende Cholangitis, Gallengangsatresie (bei
Kindern); Stoffwechselerkrankungen wie Morbus Wilson, Alpha-1-Antitrypsin-
Mangel, Porphyrie, Oxalose, H&mochromatose, Mukoviszidose, Tyrosindmie,
Galaktosamie; hepatozelluldare Karzinome mit und ohne Leberzirrhose, zentrales
Gallengangskarzinom, Metastasenleber bei neuroendokrinem Primartumor, grofle
Zystenlebern (86;99-102)

In Deutschland werden derzeit nach Angaben der Deutschen Stiftung Organtransplantation
(Stand 2006) jahrlich ca. 800 orthotope Lebertransplantationen nach postmortaler
Organspende  durchgefuhrt, der Bedarf liegt jedoch bei mehr als 1100
Lebertransplantationen. Diese schon seit Jahren auch weltweit bestehende Kluft zwischen
der Zahl der Patienten auf der Warteliste und der Zahl der tatsachlich verfiigbaren Organe



fihrte dazu, dass auch immer mehr grenzwertig geeignete Organe, also z.B. Organe mit
hohem Verfettungsgrad, langer Ischdmiezeit oder mit hohem Spenderalter zur
Transplantation akzeptiert werden. Die Transplantation solcher Organe ist jedoch mit einer

deutlich erhdhten postoperativen Letalitat verbunden (85;86).

Konservierung der Leber

Die Entwicklung der University of Wisconsin- Lésung (UW- Ldsung) bedeutete einen
grolRen Fortschritt im Bereich der Organkonservierung und trug wesentlich zur positiven
Entwicklung der Uberlebensraten nach Lebertransplantation bei (5;53;114). Sie l6ste 1990
die bis dahin verwendete Euro-Collins-Ldsung ab und ermdglichte eine Verdoppelung der
Konservierungszeiten auf maximal 20 Stunden.

Trotz der verbesserten Konservierungstechniken wird der Erfolg der Lebertransplantation
auch heute noch durch Konservierungsschéden entscheidend beeinflusst und sie sind zu
einem erheblichen Anteil fur Transplantatverluste verantwortlich, die eine
Retransplantation erfordern (7). Es konnte ein direkter Zusammenhang zwischen Dauer der
Konservierung und Inzidenz von Retransplantationen aufgrund eines primaren
Transplantatversagens gezeigt werden (30). Ein primares Transplantatversagen (Synonym:
Primére Nichtfunktion, PNF) kommt bei 5 bis 10 % der transplantierten Lebern vor und
kann nur durch eine Retransplantation, die innerhalb von 48 bis 72 Stunden erfolgen muss,
behandelt werden (30;41). Die PNF bedeutet eine absolut ungeniigende
Funktionsaufnahme des Organs und ist gekennzeichnet durch einen raschen und
exzessiven Anstieg der Transaminasen, eine fehlende Gallebildung sowie gravierende
Gerinnungsstorungen. Diese diagnostischen Kriterien sind bereits in den ersten Stunden
nach Lebertransplantation erfassbar (86).

Eine weitere schwerwiegende Komplikation ist die initiale Transplantatdysfunktion (IDF),
die bei bis zu 30% der transplantierten Patienten auftritt. Kennzeichen dieser Komplikation
sind ein postoperativer Anstieg der GOT auf > 2500 U/l sowie eine verzdgerte Erholung
der hepatischen Syntheseleistungen. Allerdings missen nur ca. 30 % der Patienten mit IDF
retransplantiert werden, da es in etwa zwei Drittel der Félle zu einer Rekompensation der
Transplantatfunktion kommt (26;86).

Neben der Verknupfung der Inzidenz von PDF und IDF mit der Konservierungszeit gilt
auch ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Nicht-Anastomosenstenosen der
Gallengange und der kalten Ischdmiezeit als gesichert (91;92). Diese ischdmischen

Gallengangsstrikturen treten wahrend der ersten 3 Monate nach LTX auf. Wegen ihrer oft



disseminierten, intrahepatischen Lokalisation sind sie bei einem ausgepragten Befund
meist auch nur durch eine Retransplantation therapierbar.

Die PNF, die IDF und die ischamischen Gallengangsstrikturen stellen folglich gravierende
Komplikationen durch Konservierungsschaden dar und bestimmen entscheidend Mortalitat
und Letalitdt nach LTX. Eine Verbesserung der Konservierungstechniken konnte die
Inzidenz dieser Komplikationen reduzieren und damit zu einer Entlastung des knappen
Spenderpools fihren. AufRerdem konnten vermehrt grenzwertig geeignete Organe
akzeptiert werden bzw. nach Transplantation solcher Organe die Erfolgsraten gesteigert

und dadurch dem Mangel an Spenderlebern entgegengewirkt werden.

Ischamie-Reperfusionsschaden

Die Konservierung von postmortalen Spenderorganen erfolgt durch Spulung und
anschlieBende hypotherme Lagerung in speziellen Konservierungslosungen. Dem
Spenderorgan widerfahren wéhrend des gesamten Ablaufs der Lebertransplantation
mehrere Ischdmiephasen. Bei Explantation kommt es mit Beginn der retrograden Perfusion
der Leber mit der Konservierungslosung zu einer ersten warmen Ischamiephase, auf die
nach Spenderhepatektomie eine kalte Ischd&miephase folgt. Von Beginn der Implantation
des Organs bis zur Reperfusion wird die Leber einer zweiten warmen Ischamie
unterworfen. Durch diese Kombination aus Phasen kalter und warmer Ischdmie entstehen
Ischdmieschaden. Durch die Reperfusion des Transplantates werden zusétzliche
Zellschdden induziert, die als Reperfusionsschdden bezeichnet werden (29).
Konservierungsschdden im Rahmen der Lebertransplantation sind somit Ischamie-
Reperfusionsschaden (IRS).

Als Pathomechanismen fiir IRS konnten z.B. die Depletierung von ATP sowie die Bildung
von reaktiven Sauerstoffspezies identifiziert werden. Verantwortlich fir die ATP-
Depletierung sind anoxische Zellschdden der Mitochondrien, die zu den frihesten
Veranderungen gehoren. Durch den ATP-Mangel kommt es zum Erliegen ATP-
abhangiger Stoffwechsel- und Transportsysteme, wodurch insbesondere auch die
intrazellulare lonen-Homoostase betroffen ist. So steigen in isolierten Hepatozyten die
zytosolischen Na'-, Ca®*-, und H*- Konzentrationen wahrend der Hypoxie an, wahrend die
K*- Konzentration abfallt (11;12;33). Die bei hypoxischen Hepatozyten zuerst entstehende
Akkumulation von Na* (11) kann am ehesten durch eine Hemmung der Na'/K*- ATP-ase
erklart werden. Der Anstieg der intrazelluldren Na*- Konzentration ist von entscheidender

Bedeutung fir die Entstehung der Zellschwellung, insbesondere bei hypothermer



Konservierung von Organen (38;97). Die Zellschwellung wiederum kann zu einer
Abnahme der nutritiven Perfusion in den Sinusoiden fiihren und wird daher fur einen
wichtigen Pathomechanismus der Zellschadigung gehalten (66). Dafiir sprechen besonders
die protektiven Eigenschaften osmotisch aktiver Verbindungen (z.B. Lactobionat) in

Konservierungsldsungen (76;98;109).

Rolle der Calcium-Homdostase

Nach dem zuerst auftretenden Anstieg der Na'-Konzentration hypoxischer Hepatozyten
kommt es zusatzlich zu einem Anstieg der zytosolischen Ca?*-Konzentration (11;12).
Urséachlich hierfiir scheint in erster Linie ein vermehrter Ca®*-Einstrom (ber die
Plasmamembran, der auf einen gesteigerten Influx iber Ca®*-Kanale sowie eine Umkehr
des Na'/Ca**-Austauschers durch die Anwesenheit der hohen Na‘-Konzentrationen
zuriickgefithrt wird (33). Auch eine vermehrte Ca®'-Freisetzung aus intrazellularen
Speichern wurde in verschiedenen Modellen nachgewiesen (81;113).

Die deutliche Reduktion hypoxischer Hepatozytenschaden bei Verwendung Ca?*-freier
Inkubationsmedien legt eine entscheidende Bedeutung des zytosolischen Ca®*-Anstieges in
der Entstehung hepatischer Ischdmieschaden nahe (33).

Im Zellstoffwechsel erfiillt Ca?* eine Vielzahl von Aufgaben, so dass ein Anstieg der
zytosolischen Ca**-Konzentration gravierende Auswirkungen hat. Als wesentliche
zellschadigende Mechanismen wurden die Aktivierung Ca®*-abhangiger Proteasen,
Phospholipasen und Endonukleasen identifiziert (21;28;34;43;44;81-83;115). Die durch
Ca®* gesteigerte Aktivitat von Endonukleasen fiihrt zum Abbau ribosomaler RNS und
tRNS im Zytosol und dadurch zur Stérung der Proteinsynthese. Durch Aktivierung von
Ca’*-abhangigen Phospholipasen kommt es zu einer Abnahme des Phospholipidgehalts der
Zellmembranen und zieht damit eine Anderung der Fluiditat und Funktion der Membran
nach sich (117). Auch eine Aktivierung nicht-lysosomaler, Ca**-abhangiger Proteasen
(Calpaine) wurde bei Anoxie bzw. Ischdmie-Reperfusion der Leber nachgewiesen
(4;13;25). Die unterschiedlichen Aktivitdten dieser Proteasen in Hepatozyten,
Sinusendothelzellen und Gallengangsendothelzellen scheinen auch Ursache der
unterschiedlichen Schadigung dieser Zellen wéhrend der Anoxie zu sein (13).

Die in mehreren Studien nachgewiesenen protektiven Effekte von Ca®*-Antagonisten
(3;18-20;48;110;112) konnen allerdings nicht auf eine Beeinflussung des zytosolischen
Ca®" in Hepatozyten zuriickgefiihrt werden, vielmehr scheinen antioxidative Eigenschaften
hierfur verantwotlich zu sein (72) sowie eine Hemmung der Kupffer- Zellen wahrend der



Reperfusion (112). Die durch Ca®*-Antagonisten hemmbaren spannungsabhangigen Ca**-
Kanéle, deren Blockade die in der antihypertensiven Therapie gewiinschte Vasorelaxation
bewirkt, scheinen in Hepatozyten nicht vorzuliegen bzw. nur eine geringe Bedeutung zu
haben (74).

ANP

Da die Ca**-Homoostase der Zelle hormonell reguliert wird (64), erschien aber eine
Therapie durch Ca?*-senkende Hormone als mdglich. Eine solche Eigenschaft wurde fiir
das atriale natriuretische Peptid (ANP) beschrieben, welches von atrialen Myozyten bei
vermehrter Vorhofdehnung durch Volumenexpansion und bei Kkardialer Hypoxie
freigesetzt wird (35;126). Damalige Studien befassten sich hauptsédchlich mit den
natriuretischen  und  vasorelaxierenden  Eigenschaften des ANP, die die
Volumenhomd@ostase entscheidend beeinflussen (124). ANP wird als Prohormon in den
Herzvorhofen gebildet und nach enzymatischer Abspaltung als C-Terminus (ANP 99-126)
in die Zirkulation abgegeben (35). Neben dem ANP gibt es weitere natriuretische Peptide
wie das brain natriuretic peptide (BNP) und das C-type natriuretic peptide (CNP)
(106;107), die wie das ANP natriuretische und vasorelaxierende Effekte vermitteln. Alle
natriuretischen Peptide haben eine Ringstruktur, welche fur die rezeptorvermittelte

Wirkung als entscheidend angesehen wird (Abb. 1).

Abb. 1: Struktur des ANP. Die flr die rezeptorvermittelte Wirkung entscheidende
Ringstruktur besteht aus 17 Aminosauren.



Die Effekte der natriuretischen Peptide werden Uber spezifische Rezeptoren in der
Plasmamembran vermittelt. Bisher konnten drei verschiedene Rezeptoren identifiziert
werden (32), die als A-, B-, und C- (Clearance-) Rezeptoren bezeichnet werden. Die A-
und B- Rezeptoren sind (ber eine transmembrandre Domane und intrazelluldre Kinase an
eine Guanylat-Cyclase gekoppelt (32), und werden daher auch GC-A- und GC-B-
Rezeptoren genannt. Durch eine Aktivierung dieser Rezeptoren kommt es tber Stimulation
der Guanylat-Cyclase zu einem Anstieg der intrazellularen cGMP-Konzentration. ANP
bindet am GC-A-Rezeptor, eine Stimulation des GC-B-Rezeptors wurde nur bei sehr
hohen ANP-Konzentrationen festgestellt (61). Der C-Rezeptor bindet ANP sowie auch
BNP und CNP. Dieser Rezeptor sorgt fur die Internalisierung und Hydrolyse dieser
Peptide und reguliert hierdurch ihre Plasmakonzentrationen (71).

Fiir die Ca®*-senkenden Eigenschaften des ANP ist das cGMP verantwortlich, das als
»second messenger” fungiert. cGMP stimuliert cGMP-abhéngige Proteinkinasen, die die
zytosolische Ca?*-Konzentration iiber verschiedene Mechanismen senken (70). Zum einen
wurde eine Stimulation des Na*/Ca*-Austauschers nachgewiesen (30), zum anderen auch
eine Hemmung des Ca®*-Einstroms (iber zytoplasmatische und mikrosomale Membranen
beobachtet. Hierfur sind Phosphorylierungsprozesse durch cGMP- Kinasen verantwortlich,
die zur Aktivierung der Ca**-ATPasen der Plasmamembran und Mikrosomen fiihren
(24:129). AuBerdem reduzieren cGMP-Kinasen den mikrosomalen Ca**-Ausstrom Uber
IPs-stimulierte Ca®*-Kanale indirekt durch Hemmung der Phospholipase (47).

Aufgrund der Ca’*-senkenden Eigenschaft des ANP schien folglich eine Pravention
hepatischer Ischdmie-Reperfusionsschdden maoglich. An der Niere waren bereits protektive
Effekte von ANP nach renaler Ischdmie beschrieben worden (80;96), wobei hier als
protektiver Mechanismus eine Antagonisierung der Ischdmie-induzierten VVasokonstriktion
vermutet wurde. Darliber hinaus wurde an kultivierten Hepatozyten eine Reduktion von
Hypoxie-Reoxygenierungsschaden durch ANP nachgewiesen (84;122). Dabei wurde eine
Reduktion des Anstiegs der freien Ca**-Konzentration in den Hepatozyten beobachtet
sowie eine massive Stimulation der intrazellularen cGMP-Produktion. Bilzer und Gerbes
wiesen dann am Modell der isoliert perfundierten Rattenleber nach, dass ANP
zytoprotektiv wirkt und zwar sowohl nach kalter als auch nach warmer Ischdmie (9;36).
Als wirksam erwies sich eine praischdmische Behandlung der Lebern mit 200 nM ANP
uber 20 Minuten, niedrigere Konzentrationen oder eine postischamische Behandlung
schienen unwirksam zu sein. Die Untersuchungen hinsichtlich des Wirkprinzips im

Rahmen dieser Studien unterstiitzen den schon beschriebenen GC-A-Rezeptor/cGMP-



vermittelten Mechanismus der Zytoprotektion durch ANP. Dartiber hinaus wurde als
protektiver Mechanismus eine ANP/cGMP-vermittelte Reduktion oxidativer Zellschaden
durch aktivierte Kupffer-Zellen postuliert (9;36).

Diese Ergebnisse von Bilzer und Gerbes zeigten eindrucksvoll das zytoprotektive Potential
eines Ca**-senkenden Hormons in der Leber, das im Gegensatz zu den Ca®*-Antagonisten
den zytosolischen Ca**-Anstieg in Hepatozyten bei Hypoxie reduziert. Es stellt sich somit
die Frage, ob hiermit eine neue Methode zur Behandlung von Spenderlebern und
Préavention hepatischer Ischamie-Reperfusionsschédden bei der Lebertransplantation zur
Verfugung steht. Bisher fehlt der Nachweis einer Wirksamkeit von ANP in einem in vivo-
Modell der Lebertransplantation, also unter Einbezug samtlicher extrahepatischer
Faktoren. Dieser Nachweis sollte mit den im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten

Untersuchungen erbracht werden. Es ergaben sich somit folgende Fragestellungen:

1. Wie hoch ist der ANP-Basalspiegel der Versuchstiere und wie sieht die

Pharmakodynamik nach Applikation verschiedener Dosierungen aus?
2. Welche intravents verabreichte ANP-Dosis wird letztendlich bendétigt, um die als
zytoprotektiv angesehene portalvenése Konzentration von 200 nM ANP zu

erreichen?

3. Sind die zytoprotektiven Eigenschaften des ANP am in vivo-Modell auch

nachvollziehbar?

4. Anhand welcher Parameter ist eine Zytoprotektion nachweisbar?



B. MATERIAL UND METHODEN

Die im Folgenden vorgestellten Untersuchungen wurden 2002 - 2004 mit Zustimmung der
zustandigen Behorden der Landesregierung von Oberbayern am Institut fir Chirurgische
Forschung des Klinikums GroBhadern (Ludwig-Maximilians-Universitat, Mdunchen)

durchgefiihrt.

1. Tiermodell

1.1 Versuchstiere

Fur die Studie wurden insgesamt 36 mannliche Lewis-Ratten verwendet, von denen 12
Tiere fur die ANP-Dosisfindung benétigt wurden, je 12 Tiere dienten als Spender- bzw.
Empféangertiere. Das Korpergewicht der Spendertiere betrug 245 = 8 g, das der
Empféangertiere 259 + 6 g und das Gewicht der Tiere fir die Konzentrationsbestimmungen
241 + 3,9 g. Alle Tiere wurden von der Versuchstierzucht Charles River Wiga, Sulzfeld,

geliefert.

1.2 Tierhaltung

Die Versuchstiere wurden in Einzelkédfigen unter 12-stiindigem Hell-, Dunkelzyklus bei
freiem Zugang zu Wasser und Futter gehalten. Die autoregulierte Raumtemperatur lag bei
21° C, die Luftfeuchtigkeit bei 60 + 5 %. Die Zusammensetzung des Futters (Ssniff rat
diet, Fa. ssniff Spezialdidten, Soest) war wie folgt: 19 % Rohrprotein, 0,3 % Methionin,
1,0 % Lysin, 3,0 % Rohfett, 5,2 % Rohfaser, 6,7 % Rohasche, 1,1 % Calcium, 0,8 %
Phosphor, 0,25 % Natrium und 0,2 % Magnesium. An Zusatzstoffen pro kg Futter waren
enthalten: 18000 I.E. Vitamin A, 1280 I.E. Vitamin Dz und 120 mg Vitamin E.



2. Experimentelle Gruppen

In der vorliegenden Studie wurden zwei Ansdtze untersucht: Zum einen die ANP-
Dosisfindung, zum anderen die Behandlung von Spendertieren mit ANP (Bachem
Biochemica GmbH, Heidelberg). Fir die Dosisfindung wurden finf Versuchsgruppen
verwendet (Abb. 2):

Kontrollgruppen ANP-Gruppen
(n=3) (n=3) (n=3) (n=2) (n=1)
kein ANP kein ANP ANP ANP ANP
keine OP OP/ NaCl (25 pg/min) (50 pg/min) (100 pg/min)
- - \ - - -
Basiskonzentration Konzentrationsbestimmungen im Verlauf

Abb. 2: 12 Tiere wurden insgesamt fir die Konzentrationsbestimmungen verwendet. 3
Tiere erhielten eine ANP-Dosis von 25 pg/min, 2 Tiere eine Dosis von 50 pg/min und 1
Tier 100 pg/min. Als Kontrolle dienten 3 Tiere, die keine Behandlung hatten sowie 3 Tiere,
denen lediglich NaCl- Losung infundiert wurde. Es wurden jeweils 4 Blutproben zu
festgelegten Zeitpunkten abgenommen, an denen die Konzentrationsbestimmungen

durchgefiihrt wurden.

Ziel war es herauszufinden, welche ANP-Menge appliziert werden muss, um uber 20
Minuten die gleiche Konzentration zu erhalten, welche sich in den Versuchen an den
isoliert perfundierten Rattenlebern als protektiv erwiesen hatte.

Nach Abschétzung der ungefahr benétigten ANP-Dosis um die gewiinschte portalvendse
Konzentration zu erreichen wurden 6 Versuchstiere mit ANP behandelt. 3 Tiere erhielten
eine Dosis von 25 ug/min, 2 Tiere eine Dosis von 50 pg/min und ein Tier 100 pg/min Gber
jeweils 20 Minuten. Die jeweilige Dosis wurde Uber 20 Minuten kontinuierlich mit Hilfe
eines Mikroperfusors (sp100i, WPI, USA) intravends infundiert. Als Kontrolle zur

Bestimmung der Basiskonzentration dienten 6 Tiere, von denen 3 keine Behandlung



10

erhielten und denen nur eine Blutprobe entnommen wurde. Die anderen 3 Tiere unterlagen
demselben Versuchsablauf wie die ANP-Gruppen, erhielten aber nur eine volumengleiche
Infusion mit NaCl-L&sung.

Die Messung der ANP-Plasmakonzentrationen wurde mittels Radioimmunoassay (RIA)
analog der Methode von Arendt (Arendt RM, 1986; Gerbes AL, 1989) durchgefiihrt. Es
wurde das polyklonale Antiserum Toni Il verwendet, das gegen ein C-terminales und ein
in der Ringstruktur lokalisiertes Epitop gerichtet ist. Die Plasmaproben wurden auf
Adsorberharzsaulen (Amberlite XAD Adsorberharz, Serva, Heidelberg) aufgetragen und
mit einer Mischung aus 55% Acetonitril-45% Essigsaure 0,1 M eluiert. Das Eluat wurde

lyophilisiert und in Puffer zur Bestimmung im RIA aufgeldst.

Im Rahmen des therapeutischen Ansatzes wurde dann die ANP-Dosierung mit 25 pg/min
uber 20 Minuten verabreicht, so dass es sich um insgesamt 2 Versuchsgruppen handelt
(Abb. 3):

Transplantierte ANP - Behandlung
Kontrollgruppe der Spendertiere
[=LTX Ko] [=LTX ANP]

(n=7) (n=5)

kein ANP

ANP (25 pg/min)

IVM IVM

Labor Labor

Histologie Histologie

Abb. 3: 12 Tiere wurden transplantiert. 5 Spendertiere wurden mit ANP behandelt. Als
Kontrolle dienten 7 Tiere, die keine spezifische Behandlung erhalten hatten. Die
Untersuchung  bestand aus intravitaler = Fluoreszenzmikroskopie  (IVM),

laborchemischen Untersuchungen sowie lichtmikroskopischen Analysen.
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Bei der Therapiegruppe wurde den Spendertieren tiber 20 Minuten unmittelbar bis zu
Beginn der UW-Perfusion ANP, welches in steriler 0,9% NaCl-Losung geldst war,
intravends verabreicht. Sowohl die Infusionsspritze als auch der Infusionsschlauch
waren mit Human-Albumin 5 % ,,gecoated”, um eine Adhérenz des ANP an der
Oberflache des Schlauchsystems zu verhindern. 5 Spendertiere erhielten ANP in einer
Dosierung von 25 pg/min.

Die Kontrollgruppe mit unbehandelten Spender- und Empféngertieren bestand aus 7
Tieren. Die durchgefiihrten Untersuchungen sowohl der Kontrollgruppe als auch der
Interventionsgruppen beinhaltete die intravitale Fluoreszenzmikroskopie zur Analyse
der sinusoidalen Perfusion und Leukozytenadhérenz, die Entnahme von arteriellen und
venosen Blutproben fur laborchemische Untersuchungen sowie die Gallesammlung
wéhrend der Reperfusionszeit. Nach Abschlul} einer zweistiindigen Reperfusionsphase
wurden die Versuche mit der Entnahme von Lebergewebe fur lichtmikroskopische

Analysen beendet.
3. Experimentelles Protokoll

Bei der Studie zur ANP-Dosisfindung wurde den Versuchstieren nach Einleitung der
Narkose, Platzierung des arteriellen und des ventsen Katheters sowie Freilegung der
Pfortader Gber 20 Minuten die jeweilige ANP-Dosis mit Hilfe eines Mikroperfusors
intravends verabreicht. Zu Beginn sowie 2, 10 und 20 Minuten nach Start der Infusion
wurde den Tieren portalvents und arteriell Blut abgenommen und das entnommene
Volumen durch 0,9 % NaCl-L6sung substituiert (Abb. 5).

Préparation ANP-Infusion i.v. (25, 50 oder 100 pg/minﬁ

»
g

Einleitung

I I I
0 2 10 20 min

Blutentnahmen zur Konzentrationsbestimmung

Abb. 4: Experimentelle Vorgehensweise bei den Versuchstieren zur Dosisfindung.
Wahrend der zwanzigminutigen ANP-Infusion erfolgten die portalvendsen sowie
arteriellen Blutentnahmen zu den festgelegten Zeitpunkten.
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In den Transplantationsgruppen wurde abgesehen von der Spendervorbehandlung in
der Therapiegruppe jeweils nach identischem experimentellem Protokoll operiert,
Uberwacht und untersucht. Die Einleitung verlief wie bei den Versuchsgruppen der
Dosisfindung. Bei den Spendertieren wurde wahrend der Préparation nach Kanilierung
des Ductus choledochus tber einen Zeitraum von 15 Minuten die Galle gesammelt und
fiir die Auswertung in pg Galle/min/g Leberfeuchtgewicht (LFG) angegeben. Kurz vor
Beginn der UW-Perfusion wurde eine Heparinisierung mit 200 L.E. i.v. durchgefihrt.
Nach Hepatektomie wurde die Leber gewogen, anschlieBend erfolgte die
Kaltpraparation und Konservierung in 50 ml UW-Ldsung bei 4° C. Bei den
behandelten Tieren wurde 20 Minuten vor Perfusionsbeginn die ANP-Infusion in der

schon angegebenen Dosierung gestartet (Abb. 5).

Préparation UW- Perfusion Konservierung
Gallesammlung 15 min 10 ml, 4°C Kaltpraparation | 24 h, 4°C

ANP-Gruppe:

| ANP 20 mini.v. |
I |

Abb. 5: Experimentelle Vorgehensweise bei den Spendertieren, welche alle nach
identischem experimentellem Protokoll operiert wurden. In der ANP-Gruppe wurde
uber 20 Minuten bis UW-Perfusionsbeginn ANP infundiert.

Bei den Empféangertieren wurde die Spenderleber kurz vor der Implantation mit 10 ml
kalter Ringerldsung ausgespult. Nach der Reperfusion wurde bis Versuchsende, also
uber zwei Stunden, in 30-mindtigen Abstanden die Galleproduktion quantifiziert. Mit
der Intravitalmikroskopie wurde nach einer ca. einstiindigen Stabilisierungsphase des
Empféangertieres begonnen. Waéhrend der Reperfusionsphase wurden mehrere
Blutgasanalysen durchgefuhrt und gegen Versuchsende erfolgten die Blutabnahmen fir
laborchemische Untersuchungen. Nach 120 Minuten Reperfusion wurden die Versuche
mit der Entnahme von Lebergewebe fir die lichtmikroskopischen Analysen beendet
(Abb. 6).
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Reperfusion OP- Ende

Préparation Implantation/ v Stabilisierung VM v
Anhepatische Phase

20 min 0 60 120
Galleproduktion
30 60" 90" 120°

Abb. 6: Experimentelle Vorgehensweise bei den Empféngertieren. Alle Empfangertiere
wurden nach identischem experimentellem Protokoll operiert. Wahrend der
Reperfusionsphase wurde die Galleproduktion gemessen. Am Versuchsende erfolgten die

Blutabnahmen und anschliefend die Gewebeentnahmen.

4. Praparation

4.1 Anasthesie und Monitoring

Die Tiere aller Versuchsgruppen wurden nach préoperativer 12-stindiger Nahrungskarenz
aber freiem Zugang zu Wasser im durchsichtigen Glas-Athertopf (Ather fiir Narkose, Fa.
Hoechst, Frankfurt) unter standiger Kontrolle des Atmungs- und Bewegungsverhaltens
narkotisiert. AnschlieBend subkutane Injektion von Atropinsulfat ( 0,2 mg/kg KG) zur
Reduktion der narkosebedingten Hypersekretion und Prophylaxe eines Laryngospasmus.
Nach Wiegen des Tieres folgte die Rasur des Bauchfells sowie des Halsbereiches. Zur
Operation, die unter sauberen, aber nicht sterilen Bedingungen stattfand, wurden die Tiere
in Rlckenlage auf einer Operationsplatte mit integriertem Heizteil (Fa. Effenberger,
Minchen) unter Verwendung speziell gefertigter Haltemagneten atraumatisch an den
Extremitéten fixiert. Zur kontinuierlichen Messung der Kdrperkerntemperatur wurde rektal
ein  Thermometer eingefuhrt und durch Regulation der Heizplatte somit die
Korpertemperatur wéahrend der Operation konstant zwischen 35,5° C und 37° C gehalten.

Fur die Narkose wurde ein offenes System gewéhlt mit Verwendung einer Atemmaske, die
eine athergetrdnkte Kompresse enthielt. Durch eine an die Maske angeschlossene, mit

Ather gefiillte Spritze wurde nach Bedarf Narkosemittel nachgegeben. Die optimale
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Oxygenierung der spontan atmenden Tiere wurde durch eine zusétzlich vor dem Kopf
liegende Sauerstoffleitung mit einem Fluss von 1-2 | O, /min gewéhrleistet.

Nach Applikation der Athermaske erfolgte die Einlage eines Polyethylenverweilkatheters
(PE 50, AufRen-/Innendurchmesser 0,96/0,58 mm, Fa. Portex, Hythe, England) in die linke
Arteria carotis communis unter Verwendung eines Operationsmikroskops (M650, Fa.
Wild, Heerbrugg, Schweiz). Dieser Katheter erméglichte das kontinuierliche intraoperative
Monitoring des mittleren arteriellen Druckes (MAP) und der Herzfrequenz sowie die
Entnahme von arteriellen Blutgasproben. Der arterielle Mitteldruck wurde auf einen
Druckwandler (DTX Plus, Becton Dickinson) tbertragen und von einem nachgeschalteten
Elektromanometer (Press.Ampl. 863 E154E, Siemens Medizinische Technik, Minchen)
digital angezeigt. Zur intravendsen Verabreichung von Pharmaka und Farbstoffen wurde
ein weiterer Katheter (PE 50, AuRen-/Innendurchmesser 0,80/0,40 mm)in die linke Vena
iugularis interna gelegt. Die perioperative Infusionstherapie wurde mit steriler
Vollelektrolytlosung (Tutofusin, Baxter, Unterschleiheim) und Human-Albumin
Infusionsldsung 5 % (Centeon Pharma GmbH, Marburg) entsprechend dem jeweiligen
Blutverlust und Blutdruck durchgefuhrt. Durch mehrmalige intraoperative Durchfiihrung
von arteriellen Blutgasanalysen (pO,, pCO,, pH, Standard Base Excess etc.) konnte der
Séure-Basen-Haushalt der Tiere kontrolliert und bei Bedarf eine azidotische
Stoffwechsellage durch Gabe von NaHCOj3 (Natriumhydrogencarbonat-Ldsung 8,4%, Fa.
Delta-Pharm, Pfullingen) korrigiert werden. Durch die kontinuierliche Infusion von
Vollelektrolytlosung (Tutofusin) Uber beide Katheter mit jeweils 2 ml/h wurden diese
offen gehalten sowie der Laparotomie-bedingte VVolumenverlust ausgeglichen.

4.2 Operatives VVorgehen bei der ANP - Dosisfindung

Die einzelnen Schritte der Praparation bei den Versuchsgruppen zur Dosisfindung waren

folgende:

e Kanilierung der linken Arteria carotis communis und Vena jugularis interna.
e Quere Laparotomie, Einsetzen speziell entwickelter Hakenretraktoren mit
Magnetful im Bereich beider Rippenbdgen zur besseren Exposition des

Operationssitus.
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e Mobilisation und Hochklappen der Leber, Auslagerung des Darmes.

e Zum Schutz vor Austrocknung wurde die Leber mit Frischhaltefolie bedeckt, der
Darm in eine feuchte Kompresse gehillt und zusétzlich mit Frischhaltefolie
bedeckt.

e Die Blutentnahmen erfolgten arteriell Uber den Katheter in der Arteria carotis
communis, portalvends tber Punktion mit einer 1 ml Spritze zu den vorgegebenen
Zeiten.

e Nach der letzten Abnahme wurden die Versuchstiere durch eine Atherlberdosis

und durch Entbluten mittels Schnitt durch die Vena cava inferior getotet.

Der Eingriff zur Bestimmung der ANP-Basiskonzentration bei der Ratte ohne
Operationstrauma wurde in einer Gruppe im Gegensatz zu den anderen Versuchsgruppen
ohne vorherige Narkose durchgefuhrt. Sofort nach Entnahme des Versuchtieres aus seinem
Kéfig wurde ihm ein letales Schédelhirntrauma zugefligt, anschliefend das Abdomen mit
einer Schere erdffnet und Uber Punktion der suprahepatischen Vena cava inferior die

Blutprobe gewonnen.

4.3 Operatives Vorgehen beim Spender und Konservierung der explantierten
Leber

Entsprechend der Préparation der Versuchstiere zur ANP-Dosisfindung erfolgten die
Kanilierung der linksseitigen Halsgefalie, die quere Laparotomie und das Einsetzen der
Hakenretraktoren bei den Spendern. Die anschlieBenden Schritte sind der Reihe nach

aufgefihrt:

e Mobilisation der Leber mit Durchtrennung aller ligamentarer Verbindungen und
Koagulation einer regelhaft zwischen dem Osophagus und dem linken Leberlappen
verlaufenden Arterie sowie der Vena diaphragmatica und der rechten Vena
suprarenalis.

e Die Leber wurde wahrend des weiteren Operationsvorganges solange wie maglich

mit Frischhaltefolie bedeckt, um sie vor Austrocknung zu schiitzen.
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Zur Erleichterung der Préparation wurde der Darm nach Mobilisation des
Duodenums ausgelagert und zum Schutz vor Austrocknung in eine feuchte
Kompresse sowie zusatzlich noch in Frischhaltefolie eingehiilit.

Préparation des Ductus choledochus, distale Ligatur und Kanilierung mit einem
Polyethylenkatheter (PE 50, AulRen-/Innendurchmesser 0,80/ 0,40 mm, Fa. Portex,
England); anschlieend proximale Ligatur zur Sicherung des Katheters. Messung
der basalen Gallesekretion wéhrend der weiteren Préparation tber 15 Minuten. Der
Gallengangskatheter verblieb wahrend der Konservierung und bis Ende des
Versuchs.

Stumpfe Praparation der infrahepatischen Aorta und Vena cava inferior, sowie
Préparation des Truncus coeliacus bis zu seinem Abgang.

Minimalpréparation der Pfortader mit Darstellung der Vena lienalis sowie der
Vena mesenterica inferior, anschliessend doppelte Ligatur und Durchtrennung der
Vena coronaria ventriculi.

Doppelte Ligatur und Durchtrennung der Arteria gastroduodenalis an ihrem
Abgang von der Arteria hepatica.

Systemische Heparinisierung tber die Vena jugularis interna (200 IE).

Distale Ligatur und retrograde Kanilierung der infrarenalen Aorta mit einer 18G
Venenverweilkanlle (Durchmesser 1,3/ 0,9 mm, Fa.Abbott, Wiesbaden), Sicherung
dieses Perfusionskatheters durch eine proximale Ligatur.

Ligatur der rechten Vena renalis.

Beginn der retrograden Perfusion der abdominellen Organe mit 4°C Kkalter
University of Wisconsin (UW) Losung (Fa. ViaSpan® Du Pont de Nemours, Bad
Homburg) mit einer Perfusionsgeschwindigkeit von 100 ml/h tber 10 Minuten.
Unmittelbar nach Perfusionsstart wurde die Aorta abdominalis proximal des
Truncus coeliacus abgeklemmt und anschlieend die infrahepatische Vena cava
inferior auf Hohe der linken Nierenvene durchtrennt.

Wahrend der Perfusion wurde die Leber mit 4° C kalter isotoner Lésung gekdhlt
Nach Abschlul® der Perfusion erfolgte die Explantation der Leber.

Durchtrennung der suprahepatischen Vena cava inferior am Zwerchfelleintritt, der
rechten Nierenvene sowie moglichst leberfernes Absetzen der Pfortader.

Exzision des Truncus coeliacus unter Mitnahme eines aortalen Segmentes.



17

Die Lebern wurden anschlieBend gewogen und dann fir die Kaltpréparation in eine
Schale mit 4°C kalter UW-L6sung gelegt. Diese Schale wiederum wurde in ein mit Eis
angefulltes Behaltnis gebettet, um so eine schnelle Erwérmung zu verhindern.

An der Pfortader wurden meist zwei weitere Zufliisse ligiert, um fir die
Transplantation eine ausreichende Lange des GefaRes zu erhalten. Auf arterieller Seite
erfolgte die Ligatur der Gefalstimpfe der Arteria lienalis sowie der Arteria gastrica
sinistra. Das entnommene Aortensegment wurde zu einem Patch zurechtgeschnitten.
An die suprahepatische Vena cava inferior wurden zwei Eckfaden (8-0 Prolene) flr die
Anastomose befestigt. Zur Vorbereitung der Anastomosierung der infrahepatischen
Vena cava inferior sowie der Pfortader wurden diese nach der ,,Cuff-Technik® von
Steffen et al. (1989) préapariert. Die Cuffs wurden durch Zuschneiden einer
Venenverweilkanlle (GroRe 13 G flr die Vena cava, 14 G fur die Pfortader, Fa.
Abbott, Wiesbaden) zu einem wenige Millimeter grofen Ring, mit exzentrischer
Verléngerung als Haltehilfe, hergestellt. Die Gefalie wurden dann durch den jeweiligen
Cuff hindurchgezogen, nach auflen umgestilpt und anschlieBend mit einer zirkuléren
Ligatur fixiert (104) (Abb. 7).

Abb. 7: Prinzip der nahtfreien Gefdallanastomose in der ,,Cuff- Technik nach Steffen et
al. (1989)

Die Lagerung der praparierten Leber erfolgte in einem verschlossenem, mit 50 ml UW-
Losung geflllten GeféR, das tber 24 Stunden bis unmittelbar vor Ausspilung und

Implantation in einem temperaturkontrolliertem Kuhlschrank bei konstant 4° C



18

aufbewahrt wurde. Die fir die Perfusion und Lagerung verwendete UW-L&sung
(ViaSpan®) hatte folgende Zusammensetzung (auf 1000 ml): 100 mmol
Kaliumhydrogenphosphat, 5 mmol Magnesiumsulfat, 100 mmol Kaliumlactobionat,
1mmol Allopurinol, 3 mmol Glutathion, 5 mmol Adenosin, 30 mmol Raffinose, 50 g

Hydroxyethylstérke.

4.4 Operatives Vorgehen beim Empfanger

Die Kandlierung der HalsgefaRe, die quere Laparatomie, die Mobilisation der Leber
sowie die Koagulation und Durchtrennung der zwischen Osophagus und linkem
Leberlappen gelegenen Arterie, der Vena suprarenalis dextra und der Vena
diaphragmatica sinistra erfolgten identisch zum Vorgehen beim Spender (s.0.). Die flr
den Empfénger bzw. die Implantation spezifischen Eingriffe wurden folgendermalien

durchgefunhrt:

Hilusnahe Koagulation und Durchtrennung des Ductus choledochus.

e Praparation der Pfortader bis zu ihrer Aufzweigung im Leberhilus.

e Praparation der infrahepatischen Vena cava inferior bis zur Einmindung der
rechten Nierenvene

e Praparation der suprahepatischen Vena cava inferior, um eine sicheres Abklemmen
zu ermdglichen.

e Zuletzt Darstellung, doppelte Ligatur und Durchtrennung der Arteria hepatica
propria sowie der Arteria gastroduodenalis. Nach Abklemmen der Arteria hepatica
communis mittels Microclip Léngsinzision ihrer Aufgabelung in Arteria hepatica
propria und Arteria gastroduodenalis. AnschlieBend wurde ein ca. 10 mm langes
Stiick eines Polyethylenverweilkatheters (PE 50) in das Lumen eingefiihrt und
leicht herausstehend durch eine zirkuldre Ligatur fixiert. Die Arteria hepatica
communis blieb bis zum Zeitpunkt der Reperfusion durch den Clip verschlossen.

e Um vor der Implantation die kaliumreiche UW-L6sung aus der Spenderleber zu

spuilen wurden Uber die Pfortader 10 ml Kkalte Ringer-Losung (Delta-

Pharma/Boehringer Ingelheim, Pfullingen) mit einem Druck von 10 cm H,0

appliziert.
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e Abklemmen der Pfortader sowie der infrahepatischen Vena cava durch Mikroclips
und der suprahepatischen Vena cava inferior durch eine Satinsky-Klemme,
anschlieBend Hepatektomie mit lebernahem Absetzen der Geféalie, um maoglichst
lange GefaRstumpfe fur die Implantation zu erhalten.

e Naht der suprahepatischen Vena cava-Anastomose mittels der bei der
Kaltpréparation vorgelegten Eckféden (8-0 Prolene).

e Nahtfreie Anastomosierung der Pfortader sowie der infrahepatischen Vena cava
inferior mittels Cuff- Technik (s. Abb. 7).

e Uberstreifen des Aortenpatches (ber das herausstehende Stiick der
Teflonverweilkanile auf Seiten des Empfangers und Fixation durch Ligatur.

e Reperfusion des Transplantates: Losen der Satinsky-Klemme von der
suprahepatischen Vena cava inferior sowie der Mikroclips von Pfortader, Arteria

hepatica communis und infrahepatischer VVena cava inferior .

Mit Beginn der anhepatischen Phase wurde die Athermaske entfernt und dem
Versuchstier die bereitliegende Sauerstoffleitung vor den Kopf gelegt (2 Liter
Sauerstoff /Minute). Erst nach Reperfusion und wieder ansteigenden Blutdruck- und
Pulswerten, welche als erste Anzeichen eines Nachlassens der Narkosetiefe durch
wieder einsetzenden Abbau des noch im Blut physikalisch gel6sten Athers durch die
transplantierte Leber zu werten sind, wurde die Narkosemaske wieder eingesetzt.
Aufgrund der erheblichen Sequestration intravasaler Flussigkeit in das Interstitium
wahrend der Abklemmphase wurde kurz nach Reperfusion zur Kreislaufstabilisierung
kristalline und kolloidale Flissigkeit intravends verabreicht: 1 - 2 ml
Vollelektrolytldsung sowie max. 2 ml Humanalbuminlésung 5 %. AulRerdem wurde die
wéhrend dieser Phase entstandene metabolische Azidose, nach Bestimmung des Base
Excess im Rahmen der arteriellen Blutgasanalyse, durch intraventse Gabe von
Natriumbicarbonat ausgeglichen.
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5. Parameter und MeRmethoden

5.1 Systemische Hamodynamik

Uber einen Druckaufnehmer wurde kontinuierlich der arterielle Mitteldruck gemessen
und auf einem Monitor als MAP in mmHg dargestellt. Anhand arterieller
Blutentnahmen  wurden  p,0,, p.CO,,  Sdure-Basen-Status, Lactat und

Sauerstoffsattigung in einem Blutgasanlysator (860, Chiron Diagnostics) bestimmt.

5.2 Hepatische Mikrozirkulation

Mit Hilfe einer speziell dafur angefertigten Haltevorrichtung wurde der linke
Leberlappen ausgelagert und mit einem runden Deckglas (Durchmesser 12 mm) vor
Austrocknung geschiitzt. Der Halter bestand aus einem feinjustierbaren Schwenkarm
mit einer 2 x 3 cm grolRen rechteckigen Grundplatte. Dieser Platte war eine ca. 1 cm
dicke Schicht Modelliermasse aufgelagert, um sie dem ausgelagerten Leberlappen ideal
anpassen zu konnen und so eine GeféalRobstruktion zu verhindern. Eine Stunde nach
Reperfusion wurde unter weiterhin stdndigem Monitoring aller Vitalparameter mit der

Intravitalmikroskopie begonnen (Abb. 8).




21

Abb. 8: Schematische Darstellung der Intravitalmikroskopie. Der linke Leberlappen des
Versuchstieres wurde so aus dem Situs herausluxiert, dass die untere, ebenere Flache oben
lag und mikroskopiert werden konnte. Die Ubrigen Leberlappen verblieben in situ. WP=
Warmeplatte, H= Haltevorrichtung mit Schwenkarm, FM= Fluoreszenzmikroskop, VC=

Videokamera, MON= Monitor, TC= Videozeitgenerator, VCR= Videorekorder

Fur die Beurteilung der Perfusion in den Sinusoiden und den Venolen der Leber wurde
den Tieren zur negativen Kontrastverstarkung unmittelbar vor Beginn der Mikroskopie
Natrium-Fluoreszin (Merck AG, Darmstadt, Deutschland) in einer Dosierung von 1
umol/kg intravents verabreicht. Die leukozytadren Blutelemente wurden durch
intravendse Injektion von Rhodamin-6 G-Phosphat (Merck AG, Darmstadt,
Deutschland) in einer Dosierung von 0,1 umol/kg angeféarbt, um die Adhdarenz in
Sinusoiden und postsinusoidalen Venolen beurteilen zu koénnen. Fir die
Intravitalmikroskopie wurde ein Leitz-Orthplan Fluoreszenzmikroskop (Leitz, Wetzlar)
mit einer Lichtquelle fur die Auflichtbeleuchtung in Form einer 100 W Quecksilber
Hochdrucklampe verwendet. Das Ploemo-Pak-Illuminatorsystem (Leitz, Wetzlar) war
mit Filterblocken des Typs I3, N2 und L3 bestiickt. Das mit den Wellenldngen 450-490
nm fir Natrium-Fluoreszin und 530-560 nm fur Rhodamin angeregte und emittierte
Licht wurde bei 525 nm bzw. 580 nm gefiltert.

Mit Hilfe einer CCD (charge coupled device)-Kamera (FK 6990, Prospective
Measurement Inc., San Diego, CA, USA) wurden die intravitalmikroskopischen Bilder
unter Einblendung eines Videozeitgenerators (VTG 33, For.A Company Ltd., Tokyo,
Japan) auf Videoband aufgezeichnet. Fiir Ubersichtsaufnahmen wurde als Objektiv ein
Leitz Fluotar 10/0.30 (VergréRRerung/numerische Apertur) verwendet, zur Beurteilung
der sinusoidalen Perfusion und der Leukozytenbewegungen das
Wasserimmersionsobjektiv Fluotar 25/0.60 W, womit 280-fache bzw. 700-fache
VergrolRerungen auf einem 330 mm Monitor (PVM 1442 QM, Sony, Minchen)
dargestellt werden konnten.

Fur die spétere Auswertung wurden je 10 Azini und postsinusoidale Venolen
aufgesucht und fur jeweils 20 Sekunden aufgezeichnet. Die sinusoidale Perfusionsrate
errechnet sich aus dem Quotienten aus den innerhalb des Azinus perfundierten

Sinusoiden und allen dort sichtbaren Sinusoiden und wurde in Prozent angegeben. Bei
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der Analyse der sinusoidalen Perfusion wurde die Aufgliederung der Azini in 3 Zonen
berticksichtigt (Abb. 9).

0503 00 93.5: 02

Abb. 9: Intravitalmikroskopische Darstellung der hepatischen Mikrozirkulation. Die
Schablone verdeutlicht die Aufteilung des Azinus in eine periportale (pp), midzonale

(mz) und perizentrale (pz) Zone.

Neben der Perfusionsrate sind adhédrente Leukozyten in den Sinusoiden und
postsinusoidalen Venolen ein weiterer intravitalmikroskopischer Parameter fir den
Status der Mikrozirkulation der Leber. Es wurde die Anzahl der adhérenten
Leukozyten in einem Lobulus bestimmt und standardisiert als ,,Sticker/Lobulus*
(n/Lobulus) angegeben. Als sinusoidale Sticker wurden Leukozyten gewertet, die im
Leberlobulus mindestens 20 Sekunden adhéarent waren. Die adharenten Leukozyten in
den postsinusoidalen Venolen wurden quantifiziert, indem die Anzahl der Sticker auf
mm? Endothelfliche nach der Formel [z x Durchmesser x Lange des GefaBes]

berechnet und angegeben wurde (n/mm?).
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5.3 Hepatozellulare Integritat

5.3.1 Transaminasen

Als Parameter der hepatozelluldren Integritat wurden die spezifischen Leberenzyme
Glutamat-Oxalacetat (GOT) sowie Glutamat-Pyruvat-Transmainase (GPT) bestimmt.
Die Blutproben wurden jeweils am Versuchsende, also nach 120 Minuten Reperfusion
entnommen. Fir die Bestimmungen wurde 1 ml arterielles Blut unter Verwendung
eines EDTA-beschichteten Rohrchens entnommen. Nach Zentrifugation ( Rotanda/K,
Hettich, Tuttlingen) der Proben wurde das gewonnene Plasma bis zum Zeitpunkt der
Bestimmung bei —80° C eingefroren. Die Tramsaminasen wurden im Institut for
Klinische Chemie, Klinikum GroRhadern der LMU Minchen, bestimmt.

5.3.2 Lichtmikroskopie der Leber

Fur die lichtmikroskopischen Untersuchungen der Leber wurde bei Versuchsende
Gewebe aus allen Leberlappen entnommen und anschlieBend in PBS gepufferter
Formalinlosung (4 %) gelagert. Die Proben wurden dann 30 Minuten lang flieRend
entwassert, 12 Stunden in Ethanol (70 %) aufbewahrt und anschliefend mittels
aufsteigender Ethanol-Reihe wieder entwassert. Daraufhin wurden sie in den
Intermedien Methylbenzoat und Benzol fur 4 Stunden inkubiert.

Nach Einlage in Paraffin fir 24 Stunden erfolgte die Endeinbettung in Paraffin. Das
Gewebe wurde mittels Schlittenmikrotom (Mod. Hn 40, Fa. Reichert-Jung/Leica,
Minchen) in 3 um diinne Schichten geschnitten, mit Hamatoxylin-Eosin (Fa. Merck,
Darmstadt) geférbt und anschlieBend auf Objekttragern fixiert. Die in dieser Arbeit
vorgestellten lichtmikroskopischen Aufnahmen entstanden am Fotomikroskop
(Axiophot, Fa. Zeiss, Oberkochen) unter Verwendung verschiedener Rot- und
Blaufilter bei 200- und 400-facher VergroRerung. Die Begutachtung wurde von zwei
unabhdngigen Pathologen durchgefiihrt, ohne Kenntnis (ber die Zuordnung der

Préparate zu den Versuchgruppen.
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5.4 Hepatozellulare Funktion

Der GallefluRR gilt als guter Parameter der hepatozelluldren Funktion (Sumimoto et al.
1988). Nach Implantation der Spenderleber wurde tber den schon bei Explantation in
den Ductus choledochus eingefiuhrten Verweilkatheter die abflieRende Galle
gesammelt. Die Galleproduktion wurde in 30-mindtigen Intervallen sowie die
Gesamtmenge nach zwei Stunden Reperfusion gemessen und auf das
Leberfeuchtgewicht (LFG) bezogen in ul/min/g LFG angegeben. Das Gewicht der

Spenderleber wurde dazu bereits unmittelbar nach Explantation ermittelt.

6. Statistische Auswertung

Die Ergebnisse sind als Mittelwert (MW) + Standardfehler des Mittelwertes (SEM)
dargestellt. Die Berechnung des Signifikanzniveaus erfolgte mit Hilfe des kommerziell
erhaltlichen Statistikprogramms SigmasStat (Jandel Corp., San Rafael, CA, USA), die
graphische Darstellung mit Microsoft Excel (Microsoft Corp., USA).

Mittelwerte zwischen 2 Gruppen wurden mit dem Student’s t- Test und dem Mann
Whitney U- Test verglichen. Ein p-Wert kleiner 0,05 wurde als statistisch signifikant

angenommen.
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C. ERGEBNISSE

I. ANP- Konzentrationsbestimmungen

Im Folgenden sind die Ergebnisse der ANP-Dosisfindung sowie der Bestimmung der
ANP- Basiskonzentration dargestellt.

1. ANP- Basiskonzentration

In der Versuchsgruppe mit nur einer Blutabnahme direkt nach Totung der Tiere ergab sich
eine ANP-Basiskonzentration von durchschnittlich 59,8 + 5,5 fmol/ml (Abb. 10 A). Ein
ahnliches Ergebnis zeigte sich in der Versuchsgruppe mit 20-mindtiger Infusion von NaCl-
Ldsung, hier betrug die Basiskonzentration 45,8 + 4,5 fmol/ml (Mittelwert der Messungen
tber 20 Minuten). Die Werte blieben (ber die Infusionsdauer weitgehend konstant (Abb.
10 B).

ANP- Konzentration (fmol/ml)

Basiskonzentration NaCl
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Abb. 10: Die gemessenen Konzentrationen in den Versuchsgruppen mit und ohne Infusion
von NaCl-Lésung zur Bestimmung der ANP-Basiskonzentration ergaben keinen
signifikanten Unterschied. Wa&hrend der Infusion zeigten sich keine wesentlichen

Konzentrationsdnderungen.

2. ANP- Dosisfindung

In der Gruppe mit einer ANP-Infusion von 25ug/min tber 20 Minuten ergab sich eine
durchschnittliche ANP-Konzentration von 243 + 35 pmol/ml. Bei einer ANP-Gabe von 50
pg/min Gber 20 Minuten lag die Serumkonzentration bei 344 + 66 pmol/ml, bei einer
Infusion mit 100 pg/min bei 612 + 26 pmol/ml. Die Durchschnittswerte wurden anhand
der zu den Zeitpunkten 2 min und 10 min nach Infusionsbeginn gemessenen
Konzentrationen errechnet, da die Blutabnahmen zum Zeitpunkt ,,20 min“ nach Stop der
Infusion erfolgten und hier aufgrund der kurzen Halbwertszeit bereits ein deutlicher

Konzentrationsabfall zu verzeichnen ist (Abb. 11).
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Abb. 11: Serum ANP-Konzentration im Mittel (A) und Konzentrationsverlauf wahrend der
20-minutigen ANP-Infusion (B). Bei einer intravendsen ANP-Infusion von 25 pg/min Gber
20 Minuten zeigte sich eine durchschnittliche Konzentration von 243 + 35 pmol/ml, in der
Gruppe mit 50 pg/min von 344 + 66 pmol/ml, bei dem Versuch mit 100 pg/min von 612 +

26 pmol/ml. Nach Beenden der Infusion zeigt sich ein rascher Abfall des ANP-Spiegels.
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I1. Einfluss der praischamischen ANP-Infusion auf den frithen IRS nach LTX

Im Folgenden sind die Ergebnisse der mit ANP behandelten Versuchgruppe jeweils im

Vergleich mit der unbehandelten Kontrollgruppe dargestellt.

1. Hepatozellulare Integritat

1.1 Transaminasen

Die Messungen erfolgten am Ende der zweistiindigen Reperfusionsphase. In der
unbehandelten transplantierten Kontrollgruppe ergab sich eine Aktivitat der GOT von 2854
+ 256 U/, die Aktivitat der GPT lag bei 3691+ 432 U/I. In der Gruppe mit den ANP
behandelten Spendertieren zeigte sich eine GOT-Aktivitat von 3042 + 310 U/I, die GPT
lag bei 3384 + 307 U/I. Somit ist in der ANP-Gruppe eine geringe Erhéhung der GOT
gegenuber der Kontrollgruppe zu verzeichnen (Abb. 12 A), die GPT (Abb. 12 B) ist jedoch

tendenziell niedriger.
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Abb. 12: Serum GOT- (A) und GPT-Aktivitdt (B): Durch die Vorbehandlung der

Spendertiere mit ANP konnten die Enzymaktivitaten nicht signifikant gesenkt werden.

1.2 Lichtmikroskopische Befunde

Die am Versuchsende entnommenen Gewebeproben wurden in der Lichtmikroskopie nach
folgenden Kriterien beurteilt: Verfettung, entzindliche Infiltration mit Granulozyten und
Lymphozyten, Stauungszeichen sowie Zellnekrosen. Es konnten zwischen der
Kontrollgruppe und der ANP-Gruppe keine wesentlichen Unterschiede festgestellt werden
(Abb. 13).
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Abb. 13: Lichtmikroskopische Aufnahme einer Kontrolltier-Leber in 200- (A) und 400-
facher (B) Vergrolierung (HE-Farbung). Es finden sich vereinzelt Fetteinlagerungen
( —- ) und Einzelzellnekrosen ( —> ). Als Regenerationszeichen weisen
manche Hepatozyten zwei Zellkerne auf (weile Pfeile). V= V. interlobularis, G=

interlobularer Gallengang, A= Ast der A. hepatica, L= Lymphgefal3

2. Hepatozellulare Funktion

Der GallefluR gilt als wichtiges Mal} fir die exkretorische Funktion der Leber und als
Parameter fur das Ausmal des ischamischen Schadens (10). Der Galleflul betrug in der
Kontrollgruppe wéhrend der zweisttindigen Reperfusionsphase im Mittel 0,295 + 0,055 pl
Galle/min/g LFG. Die mit ANP behandelten Spenderlebern produzierten nach
Transplantation 0,258 + 0,069 ul Galle/min/g LFG und lagen damit geringfuigig unter dem
Wert der Kontrollgruppe (Abb. 14 A). Auch in der Dynamik des Galleflusses lassen sich
keine signifikanten Unterschiede erkennen (Abb. 14 B).
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Abb. 14: Der durchschnittliche GallefluB nach Transplantation ergab keinen signifikanten
Unterschied zwischen der Kontroll- und der Versuchsgruppe (A). Auch die Dynamik zeigte
einen ahnlichen Verlauf in beiden Gruppen, nach zun&chst stetigem Anstieg kommt es nach
einer Stunde Reperfusion zu einer nahezu gleichbleibenden bzw. leicht abfallenden
Galleproduktion (B).

3. Hepatische Mikrozirkulation
3.1 Sinusoidale Perfusionsrate nach ANP-Behandlung

Die sinusoidale Perfusionsrate diente als Mal} fir das Reperfusionsversagen in der friihen
Phase nach Transplantation. Bei einer nicht ischdmischen Leber betrégt sie ca. 98 - 100%
(78).

In der unbehandelten Kontrollgruppe ergab sich eine Perfusionsrate von 87,6 + 2,84%,
welche durch die ANP-Vorbehandlung der Spenderleber leicht gesteigert werden konnte.

In der Versuchsgruppe betrug die sinusoidale Perfusionsrate 93,2 + 2,03% (Abb. 15).
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Abb. 15: Durch Vorbehandlung der Spenderlebern mit ANP konnte die sinusoidale
Perfusionsrate nach Transplantation nicht signifikant verbessert werden, es zeigt sich

lediglich eine leichte Erhohung der Perfusionsrate (A). Intravitalmikroskopische
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Aufnahme (B): Mit den Pfeilen sind zwei nicht perfundierte Areale gekennzeichnet.
Aufgrund der Ubertragung der Videobilder auf den Computer entsteht leider ein deutlicher
Qualitatsverlust, eine ldentifizierung nicht perfundierter Areale ist selbstverstandlich nur

an der laufenden Aufnahme moglich.

3.2 Leukozyten-Endothel-Interaktion nach ANP-Behandlung

Bei der Entstehung von IRS ist die Leukozytenadhdrenz an Sinusoiden und
postsinusoidalen Venolen von entscheidender Bedeutung (51;73;111).

Als sinusoidale Sticker wurden Leukozyten gewertet, die im Leberlobulus mindestens 20
Sekunden adhé&rent waren. In der Kontrollgruppe ergaben sich 43 + 2 Sticker/Lobulus. In
der ANP-Gruppe waren mit 5 + 4 Sticker/Lobulus signifikant weniger zu beobachten (p=
0,001) (Abb. 16).
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Abb. 16: Durch die Vorbehandlung der Spenderlebern mit ANP konnte die Anzahl der
sinusoidalen Sticker in den Lobuli im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant gesenkt
werden (A). Beispiel einer IVM eines Kontrolltieres (B), einige Sticker sind markiert
(weile Pfeile).

Auch die Zahl der Sticker in postsinusoidalen Venolen fiel in der ANP-Gruppe niedriger
aus, der Unterschied ist jedoch nicht signifikant. Waéhrend in der Kontrollgruppe
durchschnittlich 161 + 63 Sticker/ mm?2 Endotheloberflache auftraten, zeigten sich in der

mit ANP behandelten Versuchsgruppe nur 35 + 35 Sticker (Abb. 17).
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Abb. 17: Leukozytenadhdrenz in postsinusoidalen Venolen: Durch die ANP-Infusion vor
Explantation der Spenderleber konnte die Anzahl der Sticker in postsinusoidalen Venolen
nach Reperfusion nicht signifikant verringert werden (A). Intravitalmikroskopische
Aufnahme einer postsinusoidalen Venole, der Pfeil markiert einen Sticker (B).
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D. DISKUSSION

1. Modelle

1.1 Lebertransplantation bei der Ratte

Zur Beantwortung der Frage, ob die zytoprotektiven Effekte des ANP auch in vivo
nachvollziehbar sind, wurde in dieser Arbeit das Modell der orthotopen
Lebertransplantation mit Rekonstruktion der arteriellen Strombahn gewahlt.

Das Modell der Rattenlebertransplatation wurde erstmals 1973 publiziert (65). Seitdem gab
es immer wieder verschiedene Modifikationen, insbesondere in der Durchfiihrung der
GefaRanastomosen. Durchgesetzt hat sich die sogenannte Cuff-Technik, die eine relativ
zligige Anastomosierung der V. cava inferior, der Pfortader und der A. hepatica ermdglicht
(54). In der vorliegenden Arbeit wurde lediglich die Anastomosierung der A. hepatica, wie
im zweiten Teil beschrieben, etwas modifiziert, da diese Anastomose so noch zuverlassiger
gelang. Die Notwendigkeit der ziigigen Herstellung der GefaRanastomosen ergibt sich
daraus, dass ein unmittelbarer Zusammenhang zwischen der Dauer der portalvendsen Stase
und dem Uberleben der Tiere besteht (116).

In manchen Arbeitsgruppen wird auf die Anastomose der A. hepatica verzichtet, mit der
Begrundung, dass sie auf die initiale Transplantatfunktion und das kurz- bis mittelfristige
Uberleben keinen entscheidenden Einfluss habe (55). Andere hingegen postulieren, dass
arterialisierte Transplantatlebern verglichen mit nur portal perfundierten Transplantaten
eine schnellere Erholung der Leberfunktion sowie histologisch geringere Schaden zeigen.
Ebenso sei die postoperative Uberlebensrate hoher und die Komplikationen an den extra-
und intrahepatischen Gallengédngen seltener (104). Besonders hinsichtlich der
Mikrozirkulation scheint die Rearterialisierung wichtiger Bestandteil eines physiologisch
relevanten Transplantationsmodells, da ansonsten die Interpretation experimenteller Daten
durch unspezifische Veranderungen aufgrund der arteriellen Ischdmie erschwert wird
(27;87).

Eine Beeintrachtigung der Ergebnisse durch AbstolRungsreaktionen wurde durch die Wahl
eines syngenen Transplantationsmodells umgangen. Es wurden Lewis Ratten verwendet,
da aufgrund der GrolRe der Tiere die mikrochirurgische Praparation und in vivo
Mikroskopie gut durchfiihrbar sind. AufRerdem kann man ihnen relativ viel Blut entnehmen

(95) und laborchemische Bestimmungen sind ausreichend etabliert.
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1.2 ANP- Konzentrationsbestimmung

Bevor mit den Transplantationsgruppen begonnen wurde, wurden zunéchst die
Konzentrationsbestimmungen durchgefuhrt. Ziel war, eine ANP-Dosis zu finden, durch die
bei intraventser Gabe eine portalvendse Konzentration von 200 nM ANP erreicht wird, da
am Modell der isoliert perfundierten Rattenleber sich diese Konzentration, verabreicht tber
20 Minuten, als protektiv erwiesen hat (9). Geschétzt wurde eine Dosis zwischen 25 — 100
Mg ANP/min tber 20 Minuten. Nach Durchfuhrung der Bestimmungen anhand einer
Gruppe mit 25 pg ANP/min und einer Gruppe mit 50 pg ANP/min zeigte sich, dass bereits
in der niedriger dosierten Gruppe konstante Spiegel tGber 200nM erreicht wurden, daher
wurde nur noch ein Versuchstier mit einer Dosis von 100 ug ANP/min behandelt.

Die ANP-Basiskonzentration wurde zum einen (ber eine Versuchsgruppe ermittelt, die in
gleicher Weise wie die ANP-Gruppe behandelt wurde, nur dass anstatt der ANP- Infusion
eine dquivalente Menge Kochsalzlosung infundiert wurde. Zum anderen, um eine
Beeinflussung der ANP-Basiskonzentration durch den durch die Narkose und das
Operationstrauma verursachten Stress ausschlieBen zu koénnen, wurde den Tieren einer
Gruppe direkt nach Entnahme aus dem Kafig ein Genickbruch zugefiigt und unmittelbar
eine Blutprobe entnommen. Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen
den beiden Gruppen, auch blieb die Basiskonzentration in der Gruppe mit
Kochsalzinfusion tber die Versuchsdauer von 20 Minuten konstant.

In der ANP-Gruppe erfolgte die letzte Blutabnahme nach Beendigung der ANP-Infusion,
hier konnte ein sehr rascher Abfall des ANP-Spiegels beobachtet werden. Dies
verdeutlichte die Notwendigkeit, dass unmittelbar nach Beendigung der ANP-Infusion die
Perfusion der Leber mit UW-L6sung beginnen muss. Dadurch ergab sich in der ANP-
Transplantationsgruppe eine etwas langere Explantationszeit fur die Spenderlebern von
durchschnittlich ca. 10 Minuten, da bis zum Beginn der ANP-Infusion etwas Zeitabstand
eingehalten wurde. Hier ist allerdings von keiner relevanten Beeinflussung des Ergebnisses
nach Transplantation auszugehen bzw. mussten die Vorteile der ANP-Infusion diesen
Nachteil aufwiegen, damit die Prévention von IRS durch ANP Einzug in die

Transplantationschirurgie beim Menschen finden kann.
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2. Ischdmie-/Reperfusionsschaden nach Lebertransplantaion

Charakteristisch fur den postischamischen Reperfusionsschaden sind Perfusionsausfélle in
den Sinusoiden. Anhand intravitalmikroskopischer Analysen konnte zwischen zweli
Phinomenen nach Reperfusion differenziert werden. Zum einen das ,,no-reflow*-
Ph&nomen, welches ein initiales Versagen der nutritiven Perfusion der mikrovaskularen
Strombahn nach Freigabe der Organdurchblutung bedeutet und somit zu einer
Verlangerung der lokalen Hypoxie fuhrt. Auf der anderen Seite steht eine initial
erfolgreiche Reperfusion mit anschlieRender sekundérer Mikrozirkulationsstérung durch
Akkumulation und Adhdrenz von PMN, wodurch es zum Ausschluss von Kapillaren von
der Perfusion und zum Anstieg der mikrovaskuliren Permeabilitit kommt (,,reflow-
paradox“) (78).

Die sinusoidale Perfusion wiederum ist von grofiter Bedeutung fur die Versorgung der
Leber mit Stoffwechselsubstraten. Durch eine Storung bzw. Reduktion der Perfusion
kommt es zur Unterversorgung und in Folge zum Zelltod von Hepatozyten. Eine
Schwellung der Hepatozyten verursacht eine Lumeneinengung der Sinusoide, wodurch der
sinusoidale Widerstand ansteigt und die mikrovaskulére Perfusion zusétzlich eingeschréankt
wird.

Mittels intravitalmikroskopischer Analysen konnte gezeigt werden, dass PMN sowohl nach
warmer als auch nach kalter Ischdmie an sinusoidalen und venoldren Endothelzellen
adhérieren. Dabei fielen zwei Formen der Leukozyten-Endothel-Interaktion nach
Reperfusion auf. Zum einen eine tempordre Adhdrenz am mikrovaskuldren Endothel
(,,Roller*), zum anderen eine permanente Adhdrenz der Leukozyten (,,Sticker®). Als Roller
werden diejenigen PMN bezeichnet, die aufgrund von Margination und Endothelkontakt
eine gegeniiber dem Zentralstrom deutlich reduzierte FlieBgeschwindigkeit zeigen. Als
Sticker wiederum werden Leukozyten definiert, die langer als 20 Sekunden dem Endothel
anhaften, ohne ihre Position zu dndern (79). Die Adhasion am venolaren Endothel lauft in
mehreren Schritten ab. Nach initial lockerer Interaktion zwischen Endothel und PMN
(,,rolling”) kommt es zur Aktivierung der PMN mit konsekutiver fester Bindung
(,,sticking®), anschlieBend kommt es dann zur Emigration ins perivaskuldre Gewebe.
Verantwortlich  hierfir sind verschiedene Rezeptoren an der Endothel- und
Leukozytenoberflache (39;45;130). Das Ausmal} der Leukozyten-Endothel-Interaktionen
nach Reperfusion bestimmt dabei entscheidend das Ausmall der hepatischen

Mikrozirkulazionsstérungen.
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Das Rolling als primére Form der Leukozyten-Endothel-Interaktion wird an der Leber nur
in den postsinusoidalen Venolen, jedoch nicht in den hepatischen Sinusoiden beobachtet.
Als Erklarung hierfur durfte dienen, dass das Rolling Uber das P-Selektin der
Endothelzellen vermittelt wird und dieses von den sinusoidalen Endothelzellen nicht
exprimiert wird (105;119).

Auch bei der Vermittlung der permanenten Leukozytenadhédrenz gibt es Unterschiede
zwischen dem Endothel der postsinusoidalen Venolen und der hepatischen Sinusoide.
Wahrend bei den postsinusoidalen Venolen das interzellulare Adhésionsmolekil ICAM-1
als Ligand dient (60), werden beim Sinusendothel andere Mechanismen fur die
Leukozytenadhédrenz vermutet, wie z.B. die Verénderungen der mikrovaskularen
Bedingungen, der physiologisch gewundene Aufbau der Sinusoide, sowie die
postischamische Schwellung der Hepatozyten und Endothelzellen (62;119;121).

Die Freisetzung bestimmter Mediatoren bei der Reperfusion spielt eine entscheidende
Rolle bei der Vermittlung lokaler und systemischer vaskulérer Effekte und bei der
Rekrutierung  von  Entzindungszellen  (66;68).  Insbesondere  nach  einer
Lebertransplantation lasst sich eine drastische Freisetzung von Mediatoren nachweisen,
was zum einen an der relativ grolen Organmasse, zum anderen an der hohen Dichte
aktivierbarer lokaler Makrophagen liegt (88). In den ersten Minuten nach Reperfusion
setzen aktivierte Kupferzellen viele inflammatorische Mediatoren wie TNF-q,
Interleukine, Prostaglandine und ROS frei. Dadurch kommt es zur Aktivierung von PMN
(6;40;130). Die Folge ist eine Akkumulation und Adhéarenz von PMN in Sinusoiden und
postsinusoidalen Venolen (52;67;121).

Wahrend der Reperfusion werden weitere Mediatoren wie Leukotriene, Thromboxan A;
und Stickstoffmonoxid (NO) freigesetzt. Uber diese kann es durch ein Ungleichgewicht
vasodilatatorischer und vasokonstriktorischer Wirkungen zu einer mikrovaskuldren
Perfusionsstérung kommen (40;51)). Auch Platelet activating Factor (PAF) und Leukotrien
B, werden wéhrend der Reperfusion freigesetzt (69;108) und bewirken eine PMN-
Adhéarenz am Endothel (39).

Sowohl aktivierte PMN als auch ROS fordern die Freisetzung dieser Mediatoren, die
Wiederum die Chemotaxis fir Leukozyten erhéhen. Dadurch kommt es zu einem Circulus

vitiosus, der zu einer weiteren Verschlechterung der kapillaren Perfusion fuhrt (77).
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3. Zytoprotektion durch ANP in vitro/ ex vivo

Zytoprotektive Eigenschaften wurden dem ANP erstmals im Zusammenhang mit der
Pravention von renalen Ischdmie-Reperfusionsschaden zugeschrieben (80;96). Die
protektiven Eigenschaften wurden auf vasorelaxierende Effekte und eine dadurch
verbesserte Nierenperfusion zurlckgefuhrt. Auf eine Wirksamkeit des Hormons an der
Leber wiesen Versuche an kultivierten Hepatozyten, hier konnte eine Protektion vor
Hypoxie-Reoxygenierungsschaden nachgewiesen werden (122), und es wurde erstmals ein
Wirkmechanismus iiber eine cGMP-Erhéhung und Absenkung des intrazelluldren Ca*
diskutiert.

In den folgenden Jahren wurde dann am Modell der isoliert perfundierten Rattenleber auch
eine Reduktion hepatischer Ischamie- Reperfusionsschaden durch ANP beschrieben,
sowohl nach warmer (9) als auch nach kalter Ischdmie (36). Als protektiv erwies sich eine
praischamische ANP-Gabe mit einer Konzentration von 200 nM bei einer Perfusionsdauer
von 20 Minuten, geringere Konzentrationen, eine kirzere oder postischamische Gabe
zeigten keinen Effekt. Diese Konzentrationsabhéngigkeit entsprach auch den Versuchen an
der perfundierten Rattenniere, hier wurde eine Reduktion renaler Ischdmie-
Reperfusionsschaden erst bei Konzentrationen von 300 nM beobachtet (80).

Die von Bilzer ursprunglich durchgefiihrten Untersuchungen waren mit einer GC-A-
Rezeptor/cGMP vermittelten Zytoprotektion vereinbar. Es wurde aber bei diesen
Untersuchungen auch eine Expression des GC-A-Rezeptors in Kupffer- Zellen und
Sinusendothelzellen nachgewiesen, so dass eine Protektion Uber nicht-parenchymale
Zellen mdoglich schien und fir die Kupffer-Zellen schlieBlich auch bewiesen werden
konnte. ANP (200nM) reduzierte am Modell der perfundierten Rattenleber den durch
Kupffer-Zellen induzierten oxidativen Schaden, ebenso wurde eine Reduktion oxidativer
Schaden, die durch H,O,- Infusion verursacht wurden, beobachtet (8).

Die Beeinflussung der Kupffer-Zellen durch ANP wurden anhand eines Modells, bei dem
isolierte Kupffer-Zellen mit bakteriellem Lipopolysaccharid (LPS) stimuliert wurden,
weitergehend charakterisiert. Es wurde demonstriert, dass ANP die LPS-induzierte
Sekretion von Tumornekrosefaktor o (TNF-o) signifikant senkt, begleitet von einem
erhohten zellgebundenen TNF-a. (58). Aulerdem wurde eine Steigerung der
phagozytotischen Aktivitat der Kupffer-Zellen beobachtet. Da IRS der Leber von
nekrotischen und apoptotischen Zellschédden begleitet werden (31) und auch postuliert

wird, dass eine Inhibierung der Phagozytose den IRS steigern kann (123), wird die
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Beeinflussung der Phagozytose als mitursdchlich fur die hepatoprotektiven Eigenschaften
des ANP diskutiert.

Dass eine Prakonditionierung mit ANP sowohl den apoptotischen als auch den
nekrotischen Zelltod vermindert, wurde an isoliert perfundierten Rattenlebern inzwischen
nachgewiesen (37).

Als weiteren Mechanismus der Hepatoprotektion des ANP wurde am Modell der isoliert
perfundierten Rattenleber eine cGMP-vermittelte Reduktion der Aktivitadt von NF-kB und
AP-1 mit konsekutiver Verminderung der mRNA Expression von TNF-a durch
praischamische ANP-Perfusion beschrieben (59). AuBerdem stellte sich heraus, dass ANP
cGMP-vermittelt Hitzeschock-Proteine aktiviert (58), welche durch Protektion gegen
Sauerstoffradikale eine wichtige Rolle beim Schutz gegen IRS spielen sollen (94;127).
Zusammenfassend kann man feststellen, dass immer mehr Details tUber das Ausmal3 und
die Mechanismen der hepatoprotektiven Eigenschaften des ANP bekannt werden. Bisher
fehlten aber jegliche in vivo Experimente, die das beschriebene protektive Potential des
ANP Dbestatigen konnten. Dieser Schritt ist natlrlich vor einer klinischen Erprobung
unbedingt erforderlich. Aufgrund der Einbeziehung zahlreicher extrahepatischer Faktoren,
die am Modell der isoliert perfundierten Rattenleber und insbesondere bei Zellkulturen
nicht beriicksichtigt werden, war eine direkte Ubertragung der positiven Ergebnisse auf die

in vivo Situation nicht zwangslaufig zu erwarten.

4. Beurteilung hepatozellularer Schaden und des Mikrozirkulationsschaden

Zur Quantifizierung des hepatozellularen Schadens in vivo wurde zum einen die
Bestimmung der Leberenzyme GOT und GPT herangezogen, da die Serumaktivitdten
dieser Enzyme als zuverlassige Parameter der frilhen Leberlédsion gelten (23). Zum anderen
wurden noch  morphologische bzw. lichtmikroskopische  Untersuchungen des
Lebergewebes  durchgefuhrt, da Transaminasenerhéhungen und parenchymale
Desintegration des Lebergewebes zeitlich verschoben auftreten kénnen (63).

Als MaR fur die Leberfunktion diente die Messung der Galleproduktion, da der Gallefluss
als am besten geeigneter Kklinische Parameter zur Beurteilung der hepatozelluldren
Funktion angesehen wird (10). Die Galle wurde ab Beginn der Reperfusion tber einen

bereits bei der Kaltpraparation in den Ductus choledochus eingeftihrten Katheter
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gesammelt und der Gallefluss in Abhdngigkeit des Leberfeuchtgewichtes berechnet. Auf
eine Bestimmung der Gerinnungsfaktoren wurde verzichtet, da bei einem Aktivitatsabfall
nicht zwischen erhéhtem Faktorenverbrauch und mangelnder Synthese unterschieden
werden kann (46).

Dass es nach Transplantation kalt konservierter Lebern zu einem deutliche Anstieg der
Leberenzyme und einer verminderten Leberfunktion kommt, ist in friiheren Arbeiten
beschrieben z.B. (2;89). Dass bei der Pravention von IRS auch schon in der frihen Phase
der Reperfusion Verbesserungen dieser Parameter erhoben werden kénnen, ist am Beispiel
einer antioxidativen Therapie mit Glutathion zu sehen (93).

Die bereits beschriebenen Mikrozirkulationsstérungen im Rahmen der Reperfusion wurden
mittels Intravitalmikroskopie beurteilt. Nach Gabe von fluoreszenzverstarkenden
Farbstoffen ist eine quantitative Untersuchung der mikrovaskuldren Perfusion mdglich
(78;120). Das Ausmall der Mikrozirkulationsstorungen in der frihen Phase der
Reperfusion wird, zumindest am warmen Ischdmie-Reperfusionsmodell der Ratte, als zum
Zellschaden korrelierend beschrieben (22;121). AuBerdem wurde mittels der IVM die

Adharenz von Leukozyten in Sinusoiden und postsinusoidalen Venolen quantifiziert.

5. Zytoprotektion durch ANP in vivo

Bei der Lebertransplantation kommt es sowohl zu hypothermen als auch normothermen
IRS, von denen parenchymale und nicht-parenchymale Leberzellen unterschiedlich stark
betroffen sind. Nach hypothermer Konservierung der Leber stehen vor allem
Sinusendothelzellschdden im Vordergrund (15;75). Nach warmer Ischdmie, die im
Rahmen der Lebertransplantation bei der Anastomosierung entsteht, iberwiegen Schéden
an den Hepatozyten (50).

Die Reduktion von IRS durch ANP wurde am Modell der isoliert perfundierten
Rattenlebern fur beide Ischamieformen nachgewiesen (9;36).

In der vorliegenden Arbeit wurde nun erstmals Uberprift, ob die hepatoprotektiven
Eigenschaften des ANP am in vivo Modell einer orthotopen Rattenlebertransplantation
nachvollzogen werden kénnen.

Durch die préaischdmische Vorbehandlung mit 25 pg ANP/min tber 20 Minuten liel? sich
die hepatische Mikrozirkulation zwar tendenziell verbessern, bei einer durchschnittlichen
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Perfusionsrate von 93,2 % in der Versuchsgruppe im Vergleich zu 87,6 % in der
Kontrollgruppe ist der Unterschied jedoch nicht signifikant. Hier muss allerdings auch
angemerkt werden, dass die hier untersuchte Kontrollgruppe einen relativ geringen
Perfusionsausfall aufweist, in vergleichbaren Arbeiten wird bei den Kontrollgruppen meist
ein Ausfall perfundierter Sinusoide von ca. 25 % angegeben (2;89;90;93).

Ein signifikanter Unterschied konnte aber beziglich der Leukozytenadhédrenz erhoben
werden. Sowohl in den Sinusoiden als auch in den postsinusoidalen Venolen konnte die
Anzahl leukozytarer Sticker deutlich gesenkt werden, in den postsinusoidalen VVenolen war
der Unterschied jedoch nicht signifikant.

Dieses positive Ergebnis korreliert allerdings nicht mit den Parametern des
hepatozellularen Schadens. An den Messungen der Transaminasen konnte kein
signifikanter Unterschied festgestellt werden, der durchschnittliche GOT-Wert war in der
Versuchsgruppe geringfugig hoher als in der Kontrollgruppe, die GPT war tendenziell
etwas niedriger. Auch in den lichtmikroskopischen Untersuchungen konnte nach keinem
der beschriebenen Untersuchungskriterien eine Verbesserung in der mit ANP
vorbehandelten Versuchsgruppe gegeniiber der Kontrollgruppe bestatigt werden.

Ebenso verhélt es sich hinsichtlich der hepatozelluldren Funktion, gemessen an der
Galleproduktion wéhrend der zweistiindigen Reperfusionsphase. Weder in der Dynamik
der Galleproduktion noch in der Gesamtmenge konnte ein Vorteil der vorbehandelten
Gruppe gegeniiber der Kontrollgruppe ausgemacht werden.

Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu anderen Arbeiten zur Pravention hepatischer
IRS, z.B. mit Hilfe von ACE-Hemmern (2) oder Glutathion (93), bei denen eine
signifikante Reduktion der Leukozytenadhédrenz auch mit einer signifikanten Reduktion
der Transaminasen und einer gesteigerten Galleproduktion einherging. Auch in den
Versuchen an der isoliert perfundierten Rattenleber wurde eine Reduktion des
hepatozelluldaren Schadens bei gleichzeitiger Verbesserung der hepatozelluldren Funktion
beschrieben (9).

Die Diskrepanz in den Ergebnissen dieser Arbeit kdnnten darauf hinweisen, dass die
Reduktion der Leukozytenadh&renz in den Sinusoiden und postsinusoidalen VVenolen sowie
eine Verbesserung der sinusoidalen Perfusion in der frilhen Reperfusionsphase nach
Lebertransplantation nicht die entscheidenden Parameter sind bzw. dass die
Mikrozirkulationsstorungen in dieser Phase nicht mit dem Zellschaden korrelieren, obwonhl

dies fur das warme Ischdmie- Reperfusionsmodell der Rattenleber postuliert wird (22;121).
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Ob die Reduktion der Leukozytenadharenz durch eine Vorbehandlung mit ANP fir den
Ischdmie- Reperfusionsschaden tatsachlich relevant ist, muss wohl durch weitere
Untersuchungen, die die Leberfunktion nach langeren Beobachtungszeiten beurteilen,
geklart werden. Fir die Wirksamkeit des ANP zur Pravention des friihen Ischdmie-
Reperfusionsschadens nach Lebertransplantation konnte in dieser Arbeit kein Beweis
erbracht werden.
Durch welche Faktoren die Diskrepanz der Ergebnisse am in vivo Modell zum Modell der
isoliert perfundierten Rattenleber bedingt ist, ist unklar. Eine Mdglichkeit wére, dass an der
isoliert perfundierten Rattenleber mit Krebs-Henseleit-Puffer ein zellfreies Medium zur
Perfusion verwendet wird. Durch die intravendse Verabreichung des ANP im
Transplantationsmodell wird die Wirkung eventuell durch Bindung an Rezeptoren von
Blutzellen, die nicht an der Entstehung des hepatischen Ischamie-Reperfusionsschadens
beteiligt sind, abgeschwacht. Hier kdnnte moglicherweise eine Dosiserhéhung dann den
erwarteten Erfolg bringen.
Andererseits flhrt ANP zu einer Erhohung der mikrovaskuldren Permeabilitit, wie in
mehreren Studien bereits nachgewiesen wurde. (1;42;49;131). Die Mechanismen sind
bisher jedoch noch weitgehend ungeklart. Bruegger et al. zeigten am Modell isoliert
perfundierter Schweineherzen eine Erhohung der Extravasation und Transsudation und
somit der Odembildung durch ANP an den Koronararterien, die sie auf einen dramatischen
Abbau der Glykokalix des GeféalRendothels zurtickfiihren konnten (14). Dieser Effekt ist fur
andere Organe noch nicht nachgewiesen, aber vermutlich auch auf die LebergefaRe
Ubertragbar.
Auch denkbar wére, dass durch die in anderen Studien beschriebene Stimulation des
»respiratory burst®, also der Produktion reaktiver Sauerstoffradikale, von neutrophilen
Granulozyten und Makrophagen durch ANP bzw. Vermittlung durch cGMP
(56;118;125;128) sogar oxidative Schaden wahrend der ANP-Infusion entstehen.
Durch 0.g. Mechanismen wirden dann die protektiven Eigenschaften des ANP nach
Transplantation nivelliert, und sie relativieren die Mdglichkeit durch eine Dosiserhéhung
eine Pravention von IRS zu erreichen.
Zur Uberprifung der angefiihrten Thesen wire eine Modifikation des Modells
moglicherweise beweisend. Statt einer intravendsen Gabe des ANP konnte die
Spenderleber vor Explantation mit einer zellfreien Losung, die 200 nM ANP enthalt,
portalvents Gber 20 Minuten perfundiert werden, bevor die bliche Perfusion mit UW-
Losung erfolgt. Dadurch wiirde das Modell allerdings komplizierter in der Handhabung

und die Explantationszeit wirde sich verlangern.
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E. Zusammenfassung

Konservierungsschaden spielen seit den Anfangen der Transplantationsmedizin eine
entscheidende Rolle hinsichtlich des Erfolges von Organtransplantationen. Durch
ausfihrliche Untersuchung der zugrundeliegenden Pathomechanismen konnte die
Organkonservierung in den letzten Jahren durch Spilung und hypotherme Lagerung in
speziellen Losungen deutlich verbessert werden. Fur die Leber hat sich als Perfusions- und
Konservierungslosung die UW-Lodsung durchgesetzt. Trotz dieser Verbesserung werden
auch heute noch schwerwiegende Komplikationen wie das primére Transplantatversagen,
die primére Transplantatdysfunktion und Nicht-Anastomosenstenosen der Gallenwege auf
Konservierungs- bzw. Ischdmie-Reperfusionsschéden zurlickgefiihrt. Folgen sind eine
dadurch erhohte Morbiditat und Mortalitat bei den transplantierten Patienten sowie eine
immer noch vergleichsweise hohe Rate an Retransplantationen.

Bisherige Malinahmen zur Verminderung des Ischdmie-Reperfusionsschadens zielten
zumeist auf eine postischamische Therapie ab, z.B. mit antioxidativen Substanzen zur
Reduktion von Schéden, die durch reaktive Sauerstoffspezies verursacht werden.

In dieser Arbeit sollte nun untersucht werden, ob eine praischamische Therapie der
Spenderleber mit atrialem natriuretischen Peptid zu einer Reduktion von IRS fuhrt und
somit ein vollig neuer Therapieansatz in die Transplantationsmedizin Einzug erhalten
konnte. Am Modell der isoliert perfundierten Rattenleber wurde eine ANP-Konzentration
von 200 nM, verabreicht tUber 20 Minuten, als hepatoprotektiv beschrieben. Um die
Wirksamkeit dieser Konzentration am Transplantationsmodell Uberprifen zu kdnnen,
mussten zundchst Dosis-Konzentrationsbestimmungen durchgefiihrt werden, da eine

intravendse Applikation angestrebt wurde.

Modell

Insgesamt wurden fir die Studie 35 mannliche Lewis-Ratten verwendet, von denen 11
Tiere fur die ANP-Dosisfindung benétigt wurden, je 12 Tiere dienten als Spender- bzw.
Empfangertiere. Zur Dosisfindung wurden den Versuchstieren unterschiedliche ANP-
Dosierungen (25 pg/min und 50 pg/min) ber 20 Minuten verabreicht und die portalvendse
ANP-Konzentration durch Blutabnahmen direkt aus der Pfortader zu mehreren
Zeitpunkten bestimmt. Die ANP-Basiskonzentration der Ratten wurde durch zwei
verschiedene Versuchgruppen ermittelt. Die eine wurde analog der ANP-Gruppen
behandelt, erhielt nur statt der ANP-Infusion eine Kochsalzldsung gleicher Menge
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infundiert. Die Tiere der anderen Gruppe erhielten keine Narkose und Infusion, hier
erfolgte nur eine Blutabnahme unmittelbar nach Zufugen eines letalen Schadelhirntraumas.
Dadurch sollte eine Beeinflussung der ANP-Basiskonzentration durch die Narkose und das
Operationstrauma untersucht werden.

Nach Abschluss der Dosisfindung wurden dann schlie8lich zwei Transplantationsgruppen
gebildet, eine Kontrollgruppe mit unbehandelten Spender- und Empfangertieren sowie die
Therapiegruppe, in der die Spendertiere eine 20-minutige praischdmische ANP-Infusion
erhielten. Wahrend der Reperfusion wurde die intravitale Fluoreszenzmikroskopie zur
Analyse der sinusoidalen Perfusion sowie der Leukozytenadhérenz durchgefihrt. Gegen
Versuchsende erfolgten dann die Blutentnahmen fur laborchemische Untersuchungen,
beendet wurden die Versuche nach zwei Stunden Reperfusion durch die Entnahme von

Lebergewebe fir die lichtmikroskopische Analyse.

Ergebnisse
Bei den Untersuchungen zur Dosisfindung zeigte sich schlieBlich, dass bereits bei einer

Gabe von 25 pg ANP/min die gewinschte portalventse Konzentration von 200 nM ANP
erreicht wird. Es konnte beobachtet werden, dass die gewiinschte Konzentration rasch
erreicht wird und es nach Beendigung der Infusion zu einem ebenso schnellen Abfall der
ANP-Konzentration kommt. Es wurde weiterhin gezeigt, dass es durch die Narkose bzw.
den Operationsstress beim Spender zu keinen Schwankungen der ANP-Basiskonzentration
kommt.

Anhand der daraufhin durchgefuhrten Transplantationsgruppen konnte gezeigt werden,
dass durch Vorbehandlung der Spender mit ANP die Leukozytenakkumulation sowohl in
den Sinusoiden als auch in den postsinusoidalen Venolen signifikant verringert werden
konnte. Die Mikrozirkulation nach Transplantation erschien in der Therapiegruppe
ebenfalls verbessert, aufgrund der geringen Fallzahl ist der Unterschied aber nicht
signifikant. Die positiven Ergebnisse der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie spiegelten
sich jedoch nicht in den zusétzlich erhobenen Untersuchungsparametern wider.
Morphologisch konnte mittels Lichtmikroskopie kein wesentlicher Unterschied zwischen
den Versuchsgruppen gesehen werden. Auch anhand der Leberenzyme und des
Galleflusses nach Transplantation konnten keine hepatoprotektiven Effekte bzw. eine
Korrelation zu den Ergebnissen der Intravitalmikroskopie festgestellt werden. Dies steht

im Widerspruch zu den Ergebnissen anderer Arbeiten.



F. AbklUrzungen

ANP:
ATP:
BNP:
cGMP:
CNP:
GOT:
GPT:
H,0;:
IDF:
lL.E.:
IRS:
V..
IVM:
KG:
LFG:
LTX:
MAP:
NO:
PaCOs:
PaO2:
PMN:
PNF:
RIA:
ROS:
TNF-a:

Atriales Natriuretisches Peptid
Adenosin-5"-triphosphat

brain natriuretic peptide

Guanosin 3":5” zyklisches Monophosphat
C-type Natriuretisches Peptid
Glutamat-Oxalacetat-Transaminase
Glutamat-Pyruvat-Transaminase
Wasserstoffperoxid

Initiale Transplantatdysfunktion
Internationale Einheiten
Isch&mie-Reperfusionsschaden
Intravends

Intravitalmikroskopie
Korpergewicht
Leberfeuchtgewicht
Lebertransplantation

Mittlerer arterieller Druck
Stickstoffmonoxid
Kohlendioxidpartialdruck, arteriell
Sauerstoffpartialdruck, arteriell
Polymorphkernige Neutrophile
Primére Nichtfunktion
Radioimmunoassay

Reaktive Sauerstoffspezies

Tumor-Nekrose-Faktor o

UW-L6sung: University of Wisconsin-Ldsung
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