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1. Einleitung

1.1. Leber als essenzielles Stoffwechselorgan

Die Leber ist das im Zentrum stehende Stoffwechselorgan des Menschen und an vielen
essenziellen Vorgéngen im Korper beteiligt: Als grofite Driise des menschlichen Korpers
tibernimmt sie eine entscheidende Rolle innerhalb des Intermediérstoffwechsels durch die
Bereitstellung und Regulation des Energiehaushaltes. Dariiber hinaus besitzt die Leber
eine Speicherfunktion und ist von fundamentaler Bedeutung sowohl fiir die Synthese als

auch fur die Entgiftung und Ausscheidung physiologischer und pathologischer Stoffe.

Verschiedene Erkrankungen resultieren in einem teilweisen oder kompletten Versagen
der Organfunktion und bilden die therapeutische Indikation einer Lebertransplantation
(LTx). Dabei ist diese fiir das Endstadium von Lebererkrankungen, wie das chronische
Leberversagen (CLV) und das akute Leberversagen (ALV) hiufig die einzige kurative
Therapieoption. Zu den vielfdltigen Ursachen des CLVs gehoren chronische
Virusinfektionen, wie Hepatitis C und B, Alkoholabusus und metabolische Syndrome,
wie die nichtalkoholische Fettlebererkrankung und die nichtalkoholische Steatohepatitis
(1). Das CLV resultiert hdufig aus einem Untergang von Hepatozyten und
iiberschieBenden bindegewebigen Reparaturvorgdngen mit der Ausbildung von
Pseudolobuli, Regenerationsknoten und Bindegewebssepten in einer Leberzirrhose (2).
Die strukturelle Umwandlung des Leberparenchyms beinhaltet weiterhin einen
progressiv verminderten Austausch zwischen den hepatischen Sinusoiden und dem
angrenzenden Leberparenchym durch den Verlust der endothelialen Fenestrationen
innerhalb des Disse-Raums (sinusoidale Kapillarisierung) sowie eine Unterbrechung der
Gallenkanélchen und Sinusoiden und eine intrahepatische Shuntbildung zwischen der
Pfortader und V. cava mit dem Resultat einer portalen Hypertension, einer
Minderperfusion und einer exokrinen und metabolischen Leberfunktionsstérung (3).
Ersichtlich an den auf der Warteliste neu registrierten Patienten/-innen fiir eine
Lebertransplantation fiir das Jahr 2022 (Organ Procurement and Transplantation
Network) in den USA bildete die Leberzirrhose mit iiber 70 % die haufigste
Indikationsstellung einer LTx (4bbildung Nr. 1) (4). Das akute Leberversagen (ALV)
wird definiert als plotzlich auftretende Form der Leberinsuffizienz mit moglichem

letalem Ausgang, ohne im Vorfeld bestehende Lebererkrankung (5). Zu den Ursachen
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eines ALVs werden unter anderem Arzneimittel, insbesondere die Paracetamol-
Intoxikation, die Leberischimie und die virale und Autoimmunhepatitis gez#hlt (5).
Innerhalb des letzten Jahrzehnts stieg die Rate der durchgefiihrten Lebertransplantationen
bei ALV auf etwa 25 % als lebensrettende Behandlungsoption an, wodurch die
Gesamtsterblichkeit von 80 % auf 33 % sank (5). Mit 11 % aller registrierten Patienten/-
innen auf der Warteliste sind die malignen Neoplasien eine hdufige Diagnose bei der

Indikation  zur Indikation Transplantation
LTx (4). Dabei ist o 1%

2%

der haufigste

® Acute Hepatic Necrosis

= Benign Neoplasms

Lebertumor das

~

1%
N Biliary Atresia
hepatozellulire - —

Cholestatic Liver Disease/Cirrhosis

Karzinom, das in

80 % der Fille

= Malignant Neoplasms
= Metabolic Disease

. . = Non-Cholestatic Cirrhosis
infolge einer
= Not Reported

zirrhotischen = Other

Leber entsteht (6).  Abbildung Nr. 1: Diagnosestellung bei Registrierung auf Warteliste  fiir
Lebertransplantation; Organ Procurement and Transplantation Network USA 2022 (4)

1.2. Aktuelle Situation

In Deutschland unterliegt die Spende, Entnahme und Ubertragung von Organen und
Gewebe dem Transplantationsgesetz (TPG) (7). Dieses Gesetz sieht vor, dass die
Bereiche Organspende, Organvermittlung und Organtransplantation in unterschiedlichen
Einrichtungen voneinander getrennt werden (7). Dabei tibernimmt die 1984 gegriindete
Deutsche Stiftung Organtransplantation (DSO) als Koordinierungsstelle den Bereich der
Organspende (8). Die Organvermittlung wird von der gemeinniitzigen Stiftung
Eurotransplant innerhalb der Lander Belgien, Deutschland, Kroatien, Luxemburg, den
Niederlanden, Osterreich, Ungarn und Slowenien iibernommen (9). Die
Organtransplantation darf laut TPG nur in dafiir zugelassenen Transplantationszentren
durchgefiihrt werden (7). Derzeit gibt es in Deutschland 45 Kliniken mit einer
entsprechenden Zertifizierung (8).
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Laut dem Jahresbericht Organspende und Transplantation in Deutschland 2021 der DSO
wurden im Zeitraum von 1963 bis Ende 2021 in Deutschland insgesamt 146.087 Organe
transplantiert (8). Die Leber war dabei mit 27.929 das zweit hiufigste transplantierte
Organ (8). Im Jahr 2021 gab es insgesamt 1.381 Anmeldungen auf der Warteliste fiir eine
Leberorganspende und 1.299 Abginge (8). Dabei wurden 834 Transplantationen
durchgefiihrt und 268 Patienten/-innen verstarben, wihrend sie auf eine Organspende
warteten (8). Zum Stichtag 31.12.2021 wurden 2.058 Patienten/-innen fiir dieses Jahr auf
der Warteliste registriert (8). Bei den durchgefiihrten Transplantationen handelte es sich

mit einer Anzahl von 780

2000

zu 94 % um eine LTx

1800

nach postmortaler

1400 Organspende (DCD) (8).

1200 Anhand der  Daten
21
1000 " ! zwischen 2013 und 2021
200 wird ersichtlich, dass ca.
soo R 5 = 20 % aller Patienten/-
400 Sonstiges }; innen auf der Warteliste
m Verstorben o
e i verstarben, wihrend sie
o = Anmeldungen

2013 2014 2015 2016 , 2017 2018 2019 2020 2021 auf ein Organ Wartetel’l

1600

Abgang:

1482 1530 1489 1450 1367 1301 1385 1413 1381 Anmeldungen

1873 | 1629 | 1519 | 1578 | 1588 | 1519 | 1381 | 1209 | 1299 Abgange (Abblldung Nr. 2)
(8, 10).

Abbildung Nr. 2: An- und Abmeldungen der Spenderorganliste Leber 2013 bis
2021 Deutschland, DSO-Jahresberichte (8, 10)

Die Daten der Organisation Organ Procurement and Transplantation geben die aktuelle
Spendersituation innerhalb der USA wieder (4). Laut dieser wurden bis zum 12.
September 2022 insgesamt 6.298 Lebertransplantationen durchgefiihrt (4). Obwohl die
Zahl der Spender/-innen seit dem Jahr 1988 um mehr als das 5-fache gestiegen ist, warten
derzeit 11.286 Patienten/-innen auf der Warteliste fiir eine Lebertransplantation, wihrend

lediglich 6.877 Spenden erfolgten (4bbildung Nr. 3) (4). Die Anzahl der Menschen, die
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bereits liber 5 Jahre auf ein Spenderorgan 1200

. . . 10000
warten, lag bei 1.199 Patienten/-innen .t
8000 - H
(4). Von den Organspenden waren . TTTTTTT |
-miE
innerhalb der letzten 10 Jahre 96 % DCD-  **° 1l
2000
Spenderlebern (4). .
\9@ @D’O \‘qu @gﬁ x@b \9@ & > m@"v'ﬁp “'L"Qfo 1@%'19\9 1°Qm°\'h m"'\"o '19\3; '159'0

Werstorben M Lebend

Abbildung Nr. 3: Leberspender von 1988 bis 2021 in den
USA, Organ Procurement and Transplantation Network (4)

1.3. Lebertransplantation

Im Jahr 1963 wurde in den USA durch den Chirurgen Thomas E. Starzl die erste
Lebertransplantation durchgefiihrt (11). Wihrend der erste Patient bereits auf dem
Operationstisch verstarb, iiberlebten die folgenden Patienten/-innen bis zu 22 Tage nach
der Operation (11). Moglich wurde dies durch Errungenschaften im 20. Jahrhundert, wie
dem entdeckten Blutgruppen-ABO-System durch Landsteiner (12) und der Erforschung
des menschlichen Immunprozesses und dessen Suppression (13). In Deutschland wurde
die erste Lebertransplantation im Jahr 1969 an der Bonner Universitdtsklinik
durchgefiihrt (14). Dabei {iberlebte der Patient 205 Tage (14). Seit diesen ersten Schritten
im Bereich der Organtransplantation konnte die Lebertransplantation zu einem
Standardverfahren fiir Patienten/-innen mit inoperablen und fortgeschrittenen

Lebererkrankungen weiterentwickelt werden.

1.3.1. Indikationsstellung

Folgeerkrankungen wie eine chronische Enzephalopathie, wiederkehrende
Varizenblutungen, Aszitisentwicklung, hepatorenales- und hepatopulmonales Syndrom
zeigen die Notwendigkeit einer Lebertransplantation auf. Fiir die objektive
Indikationsbeurteilung einer Lebertransplantation und damit fiir eine gerechte und
sinnvolle Vergabe von Spenderorganen, wurden im Laufe der Zeit mehrere Scores
entwickelt: Der Child-Turcotte-Pugh-Score (CTP-Score), 1964 erstmals von Child und
Turcotte publiziert (15) und 1972 von Pugh modifiziert (16), kann sowohl fiir die
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Stadieneinteilung als auch zur Prognoseabschitzung verwendet werden. Die Kriterien
beinhalten die Laborwerte Serum-Bilirubin, Serum-Albumin, Quick- oder INR-Wert und
den klinischen Befund einer Aszites und einer hepatischen Enzephalopathie (17). Fiir die
Kriterien werden 1 bis 3 Punkte vergeben, woraus sich eine Gesamtpunktezahl von 5 bis
15 Punkten errechnet (4bbildung Nr. 4). Aus dem Ergebnis wird eine Stadieneinteilung
von A bis C vorgenommen (17). Wéhrend beim Stadium A (5 bis 7 Punkte) die 1 Jahres
Uberlebensrate bei 100 % liegt, ist diese bei Stadium B (7 bis 9 Punkte) bereits bei 81 %
und bei Stadium C (10 bis 15 Punkte) bei 45 % (17). Um die subjektive Einschédtzung
der klinischen Befunde zu objektivieren wurde 2015 die alternative Einteilung anhand
des ALBI-Grades eingefiihrt (18). Dabei wird iiber eine Formel (4bbildung Nr. 4),
beruhend auf den gemessenen Albumin- und Bilirubinkonzentrationen, die
Leberfunktionalitét in drei Klassen gegliedert (18). Eine Einteilung, die den CTP-Score
in der Transplantationsmedizin ersetzte, ist der 2002 durch das United Network for Organ
Sharing eingefiihrte MELD-Score (Model for End-stage-Liver Disease) fuir Patienten/-
innen &lter als 12 Jahre (19). Dabei wird tiber eine Formel unter Bezugnahme der
Laborparameter Bilirubin, Kreatin und INR der Verlauf einer schweren
transplantationspflichtigen Lebererkrankung eingeschitzt (Abbildung Nr. 4) (19).
Je hoher das auf Ganzzahlen gerundete Ergebnis zwischen 6 und 40 Punkten ausfillt,
desto hoher liegt die Wahrscheinlichkeit, ohne Transplantation innerhalb von drei
Monaten zZu versterben (19). Fiir die Vergabe von
Transplantationsorganen bei Patienten/-innen unter 12 Jahren wurde der PELD-Score
(Pediatric end-stage liver disease) entwickelt (20). Anders als beim MELD-Score
berechnet sich dieser unter Einbezug der Laborparameter Albumin, Bilirubin und INR,
sowie durch das Alter der Patienten/-innen und den Grad einer Wachstumsstorung (20).

Seit der Einfiihrung
() @)

Kriterium 1 Punkt 2 Punkte 3 Punkte ALBI-Grad des MELD-SCOreS
Serum-Bilirubin [mg/dl] | <20 2030 =30 = (log ,, Bilirubin [M] x 0,66)
(gesamt) [pmol/l] <34 34-52 =52 . L l P . o« .
g : + (Atbumin [4] x-0,0852) als riorisierungs-
Serum-Albumin [g/dl] 235 2835 <28 t
- - - Grad 1 Ergebnis = -2,60 1 1
Qulcl::c;:t 1%] R l(l ]4(_) 2(: - ;(l G::d ! rgebnis SRRV nstrument bel der
Aszitis keiner miBig viel Grad 3 h > -139
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nachweislich gesenkt werden (21). Studien von Subgruppen zeigten jedoch, dass ein Teil
der Patienten/-innen auf der Warteliste trotz einer hohen Indikation fiir eine
Lebertransplantation durch die Einfilhrung dieses Systems eine Verldngerung der
Wartezeit erfuhren (22). Dies beruht z.B. auf einer hohen Variabilitidt des Ergebnisses
aufgrund unterschiedlicher Laborverfahren und auf der Nichtberiicksichtigung
verschiedener Faktoren, wie beispielsweise des Geschlechts und des Vorhandenseins von
Erkrankungen, wie Sarkopenie oder eines hepatozellulidren Karzinoms (22). Aus diesem
Grund wurden Standardausnahmekriterien definiert, durch die Sonderpunkte und damit
eine verkiirzte Zeit auf der Warteliste gewonnen werden konnten. Ein Beispiel dafiir ist
das Vorhandensein eines hepatozelluldren Karzinoms in Zirrhose, beruhend auf den von
Mazzaferro et al. publizierten Milan-Kriterien (23). Eine entscheidende und bereits teils
angewendete Modifizierung des MELD- zum MELD-Na-Score war die Hinzunahme des
Natriumserumspiegels, da dieser mit einer Aszites und einem hepatorenalen Syndrom
assoziiert werden kann und die Intensitit einer portalen Hypertension widerspiegelt (24).
Weitere Scores zur Optimierung der Organverteilung sind unter anderem der durch Luca
et al. vorgestellte integrated MELD-Score (iIMELD) (25), der neben dem Natriumspiegel
das Alter der Patienten/-innen berticksichtigt, der MELD-Plus-Score (26), der dariiber
hinaus auch die Konzentration von Albumin, Cholesterin und Leukozyten sowie die
Krankenhausaufenthaltsdauer miteinschlie3t oder der MELD-Sarkopenie-Score (27), der

neben der urspriinglichen Fassung das Vorhandensein einer Sarkopenie beriicksichtigt.

1.3.2. Operationstechniken

Die Lebertransplantation ist ein interdisziplindrer Eingriff, der neben erfahrenen
Chirurgen/-innen ein erweitertes Monitoring seitens der Andsthesie und eine intensive
postoperative Beobachtung und Behandlungsfortsetzung auf der Intensiv Care Unit und
Normalstation notwendig macht (28). Allgemein wird bei der Organspende zwischen
einer Lebendspende Living donor liver transplantation (LDLT) und einer Totspende
Donation after Cardial Death (DCD) bzw. Non-Heartbeating donor und Donation after
Brain Death (DBD) bzw. Heartbeating donor unterschieden, welche ein
unterschiedliches operatives Vorgehen voraussetzen. Dariiber hinaus kann zwischen

einer orthotopen Voll- und Teilorgantransplantation unterschieden werden. Bei der
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orthotopen Volltransplantation, die nur iiber eine Todspende durchgefiihrt werden kann,
unterscheidet man zwischen der mittlerweile weitgehend obsoleten klassischen Technik
(29) und der 1968 erstmals durch R. Y. Calne beschriebenen (30) und rund 20 Jahre spéter
durch A. Tzakis klinisch bekannt gewordenen Piggyback-Technik (31). Grundlegender
Unterschied der Piggyback-Technik zur klassischen Technik ist der Erhalt der Vena cava
des Empfangers und somit des kavalen Riickstroms wéhrend der Hepatektomie. Dadurch
konnten die Komplikationen der klassischen Technik, wie z.B. Blutungen,
Darmschidigungen, renale Hypoperfusion, mit einhergehender hoher Mortalitétsrate, bei
komplettem Stillstand des vendsen Riickstroms zum Herzen und portalem Riickstau,
gesenkt werden (32). Eine weitere Operationstechnik ist die 1992 von J. Belghiti
entwickelte laterolaterale Kavokavostomie mit partieller Ausklemmung der
Empfangerhohlvene zur Rekonstruktion des hepatovendsen Abflusses (33). Drei Jahre
spater stellte Belghiti eine modifizierte Operationstechnik der laterolateralen
Kavokavostomie mit einer tempordren portokavalen Anastomose wihrend der
Hepatektomie vor, die auf die Verwendung eines extrakorporalen Bypasses komplett

verzichtete (34).

Die Lebertransplantation beginnt mit der Entnahme des Spenderorgans, meist iiber eine
Multiorganentnahme, innerhalb der Spenderklinik (32). Uber eine Laparotomie und evtl.
Sternotomie wird die Leber in situ dargestellt und die Transplantationsfdahigkeit beurteilt
(32). Mogliche Variationen der GefdBversorgung werden iiber die Priparation der
retroperitonealen Aorta und V. cava inferior detektiert (32). Innerhalb des Ligamentum
hepatoduodenale kann die A. hepatica bis zum Truncus coeliacus dargestellt werden (32).
Von essenzieller Bedeutung ist das im direkten Anschluss durchgefiihrte Verfahren der
Statischen Kiihllagerung der Leber Static cold storage (SCS) (35). Dabei wird eine
Perfusion der Leber mit Konservierungsfliissigkeit liber die Kaniilierung der distalen
Aorta unter Abklemmung bzw. Ligatur der thorakalen und iliakalen Gefile
vorgenommen (32). Uber eine Inzision der V. cava wird der Abfluss des Perfusats
gesichert (32). Die Pfortader und der Gallengang werden moglichst distal, die A. hepatica
unter Mitnahme eines Aortenpatches und die V. hepatica mitsamt der retrohepatischen V.
cava, abgesetzt, Adhdsionen gelost und die Leber entnommen (32). Innerhalb eines
sterilen Dreibeutelsystems kann sie gekiihlt und transportiert werden (32). Wahrend der

Backtable-Operation innerhalb des Transplantationszentrums erfolgt ex situ eine weitere
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Beurteilung sowie bei Bedarf eine Feinpriparierung und falls noch nicht vorgenommen,
eine Cholezystektomie (36). Die Eroffnung des Abdomens wéhrend der Hepatektomie
der Empfangerleber wird iiber eine quere mediane Oberbauchlaparotomie nach rechts mit
medianer Erweiterung bis zum Xyphoid und evtl. zusitzlicher Erweiterung nach links
(Mercedes-Schnitt) vorgenommen (32). Entsprechend der Entnahme des Spenderorgans
erfolgt eine Beurteilung, Mobilisierung und Préparation der Leber (32). Die weiteren
Schritte der operativen kavalen Rekonstruktion unterscheiden sich beziiglich der
verwendeten Operationstechnik: Die klassische Technik wird mit einem venovendsen
Bypass iiber die V. femoralis und V. axillaris in die V. cava superior durchgefiihrt (29).
Eine Kaniilierung der Pfortader sichert den Transport des mesenterialen Blutes iiber den
Bypass (29). Die supra- und infrahepatische V. cava wird iiber Abklemmung der distal
bzw. proximal liegenden GefdBanteile abgesetzt (29). Nach Organentnahme kann iiber
eine End-zu-End-Anastomose der Spender- mit der Empfiangerkava der venose Blutfluss
wieder hergestellt werden (29). Bei der Piggyback-Technik erfolgt eine partielle
Abklemmung und Absetzung hepatischer Venen und eine Verbindung dieser mit der
Empfingerkava iiber eine Seit-zu-Seit- oder End-zu-Seit-Anastomose wéhrend der
Organimplantation (37, 38). Fiir die Laterolaterale Kavokavostomie nach Belghiti werden
die Lebervenen mit einem Stapler abgesetzt (33). Bei der Rekonstruktion der Hohlvene
wird der anteriore Anteil der Empfangerkava mit einer Satinskyklemme ausgeklemmt
und eine Kavotomie sowohl der Spender-, als auch Empfangerhohlvene durchgefiihrt
(33). AnschlieBend erfolgt eine laterolaterale Kavokavostomie mit fortlaufender Naht
(33). Allen Operationstechniken gemein ist die Auswaschung der Konservierungslosung
vor dem vollstdndigen Verschluss der infrahepatischen V. cava inferior (32). Sowohl die
Rekonstruktion der Pfortader durch eine End-zu-End-Anastomose als auch die
Rekonstruktion der A. hepatica mit der Branch-patch-Technik, bei der die A. hepatica
propria der Spender- mit der A. gastroduodenalis der Empféngerleber anastomosiert wird,
erfolgt bei allen Operationstechniken in der Regel gleich (32). Die
Gallenwegsrekonstruktion kann iiber eine End-zu-End- oder End-zu-Seit-
Choledochocholedochostomie mit evtl. Einlage einer T-Drainage durchgefiihrt werden.

Eine weitere Option ist die biliodigestive Anastomose nach Y-Roux (32).

Ein weiter entwickeltes Verfahren der Lebertransplantation ist die orthotope

Leberteilresektion, die sowohl iiber eine Lebendspende als auch iiber eine Todspende

19



erfolgen kann: Fiir die Transplantation von erwachsenen Spendern/-innen auf
padiatrische Patienten/-innen wurde die 1980 durch Bismuth entwickelte Methode der
Transplantatverkleinerung verwendet (39). Dabei blieb jedoch durch die
GroBenanpassung der Leber ein Teil des Transplantats ungenutzt (39). Bei der von
Pichlmayr et al. (40) und Bismuth et al. (41) im Jahr 1988 und 1989 erstmalig
beschriebenen  Split-Liver-Transplantation (SLP) wird der verworfene Teil
weitertransplantiert, sodass iiber eine Leberspende zwei Patienten/-innen versorgt werden
konnen. Fiir die Transplantation haben sich verschiedene Techniken etabliert, wie das
Full-right/Full-left Splitting oder das Left-lateral Splitting, bei dem die Spenderleber
entlang des Lig. falciforme unter Beachtung der Segmentgrenzen und Beibehaltung der
vaskuldren und bilidren Zu- und Abflusswege in ein rechtes erweitertes Transplantat mit
den Segmenten I, II und V bis VIII fiir Erwachsene und ein links laterales Transplantat
mit den Segmenten II und III fiir padiatrische Patienten/-innen geteilt wird (42). Zu
erwédhnen ist hier die Unterscheidung verschiedener Operationstechniken: Die In-situ-
Technik, bei der die Hildrdissektion und Parenchymdurchtrennung intraabdominell vor
der Konservierung durch eine Perfusionslosung und Kiihlung erfolgt und die Ex-vivo-
Technik, bei der das Verfahren entsprechend einer Backtable-Operation mit dem

gekiihlten Organ durchgefiihrt wird (43).

Die ersten klinischen Versuche zur LDLT erfolgten 1988 durch Raia et al (44). Ein Jahr
spater wurde durch Strong et al. die erste erfolgreiche Lebertransplantation einer Mutter
auf ihren 17 Jahre alten Sohn durchgefiihrt (45). Der erste erfolgreiche Fall einer
Leberlebendspende zwischen Erwachsenen konnte erst 1994 verzeichnet werden, wobei
der Empféanger erst 17 Jahre nach der Operation verstarb (46). Heute ist die LDLT ein
wichtiger Baustein bei der Transplantationstherapie. Spezielle Verfahren der LDLT sind
die Dual-graft-Transplantation, bei der Teillebern von zwei Spender/-innen genutzt
werden und so das Risiko eines Small-for-size-Syndroms minimiert wird (47) und die
Dominotransplantation, bei der das Organ des Spendenempfingers bei einer
vorhandenen isolierten Stoffwechsellebererkrankung, wie z.B. einer familidren

amyloidoischen Polyneuropathie, weiter transplantiert wird (48).
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1.3.3. Komplikationen

Bei der Lebertransplantation gibt es zahlreiche Komplikationen mit einem stark
heterogenen  Spektrum  der Schweregrade und folgender therapeutischer
Interventionsmdglichkeiten. Allgemein héngt die Prognose der Komplikationsschwere
vom Zustand des Spenderorgans, des Empfingers, der Operationstechnik und ihrer
fehlerfreien Ausfithrung ab. Die Komplikationen einer Lebertransplantation lassen sich
in chirurgische und nicht-chirurgische Problematiken unterscheiden, wobei sich die

Chirurgischen weiter in vaskuldre und bilidre Komplikationen gliedern:

Zu den haufigsten vaskuldren Komplikationen gehoren die Problematiken der zu- und
abflieBenden Gefdfe: Darunter fallen Anastomosen-Blutungen, sowie akute und
chronische Stenosen der Arterie, als auch der Pfortader, hepatischer Venen und der V.
cava inferior (49). Ursache dafiir konnen Thrombosen und Aneurysmen sein, ausgeldst
durch anatomische Anomalien, verdnderte Durchmesser oder abknickende Gefille, eine
verldngerte ischdmische Zeit, eine ABO-Inkompatibilitit, Low-Flow-Zustinde,
fehlerhafte Operationstechniken, eine akute Abstoung oder Infektionen (49). Bei dem
groen Spektrum an bilidren Komplikationen handelt es sich unter anderem um
Leckagen, Strikturen, Obstruktionen, Gallensteine, Funktionsstérungen des Oddi-
SchlieBmuskels und Rezidive primér bilidrer Erkrankungen, wie einer primér
sklerosierenden Cholangitis und einer primdr bilidren Zirrhose (50). Eine fehlende
Blutversorgung der Gallengénge tiiber kleine Leberarterien und den peribilidren
GefdBplexus kann zu einer ischdmischen Cholangiopathie fithren mit akuten und
chronischen Folgen (51). Zu den nicht chirurgischen Komplikationen gehort
beispielsweise die postoperative Infektion, die in der frilhen Phase nach der
Transplantation durch die Einnahme von Immunsuppressiva bei einer zuvor bestehenden
Infektion erfolgen kann und in der spdten Phase zum einen durch eine Neuinfektion
aufgrund eines reduzierten Immunstatus und zum anderen durch eine rezidivierende
chronische Infektion (52). Eine der multifaktoriellen Komplikationen ist die Leber-
Allotransplantat-Dysfunktion, die in der friihen postoperativen Phase als Early Allograft
Dysfunction (EAD) und im Extremfall bei vollstindigem Organversagen und einer
notwendigen Retransplantation als Primary Nonfunction bezeichnet wird (53). Der

Grund einer solchen Dysfunktion kann primér auf einen verdnderten Stoffwechsel auf
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zelluldrer Ebene oder sekunddr auf Sepsis, vaskuldre und bilidre Komplikationen
zuriickgefiihrt werden (53). Weitere Ursachen einer sekundiren Dysfunktion sind die
hyperakute AbstoBung und der nichtthrombotische Infarkt (53). Das Small-for-Size-
Syndrom ist eine Komplikation bei einer Teilleberspende (54). Es kann definiert werden
durch das Vorhandensein einer Choestase, Koagulopathie und Aszites bei fehlender
Ischdmie innerhalb der ersten postoperativen Woche, bedingt durch ein zu geringes
Transplantatvolumen fiir die metabolische Bedarfsdeckung (54). Eine in Spanien durch
Llad6 et al. durchgefiihrte retrospektive Studie, die die notwendige
Reimplantationsindikation unter Betrachtung der vorhandenen Komplikationen zwischen
1984 und 2018 untersuchte, ergab, dass die Hauptkomplikationen mit 27 % eine
ischdmische Cholangitis, mit 19 % eine arterielle Thrombose, mit 15 % eine primére

Nichtfunktion und mit 15 % ein HCV-Rezidiv waren (55).

1.3.4. Ischimie und ischimischer Reperfusionsschaden

Unter einer Ischdmie versteht man die reduzierte bzw. unterbrochene Versorgung eines
Gewebes mit Sauerstoff iiber die Blutzufuhr, die im Extremfall zu Nekrose und einem
irreversiblen Funktionsverlust fiihrt (56). Das Ausmal einer Ischdmie ist abhingig von
dem individuellen Sauerstoffbedarf des zu versorgenden Organs, wodurch Gewebe mit
hohem Sauerstoffbedarf eine niedrige Ischdmietoleranz aufweisen (56). In der
Transplantationsmedizin wird allgemein eine warme von einer kalten ischdmischen Phase
unterschieden (57). Die warme ischdmische Phase (WIT) beschreibt den Zeitraum, der
nach einer aufgehobenen Blutzirkulation und Ventilation des Spenders bzw. des Organs
vorliegt (57). Die kalte ischdmische Phase (CIT) beginnt mit der Perfusion des
Spenderorgans durch ein kaltes Perfusionsmedium und einer fortlaufenden Kiihllagerung
bis zur Implantation und endet mit der Revaskularisierung des Organs innerhalb des

Empféingerkorpers (57).

Der ischdamische Reperfusionsschaden Ischaemia reperfusion injury (IRI) gilt als eine der
Hauptursachen fiir die Entstehung von postoperativen Komplikationen (58). Er ist
definiert als eine entziindliche Verdnderung nach der Unterbrechung und
Wiederherstellung der Blutzufuhr in einem Organ (58). Er unterteilt sich in eine

ischdmische und eine Reperfusionsphase: Wihrend der ischdmischen Phase erfahrt das
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Parenchym aufgrund der mangelnden Blut- und damit Sauerstoffzufuhr eine Umstellung
zu einer anaeroben Energiegewinnung von ATP (57). Bei der Reaktion von Pyruvat unter
Katalyse durch die Laktatdehydrogenase (LDH) und Verbrauch von NADH fillt
vermehrt Laktat an. Bei anhaltender anaerober Glycolyse fiihrt dies durch die
Akkumulation der Milchsédure und Bildung von Wasserstoffionen zur intrazelluldren
Azidose (58). Die Hochregulierung des Na'/H'-Transporters, die zum Austausch der
intrazelluldr hoher konzentrierten Wasserstoff- mit extrazelluldren Natriumionen fiihrt,
resultiert in Zellschwellung und Apoptose (58). Das Erliegen der ATP- abhéngigen
Na'/H'-Pumpe fordert diesen Prozess (58). Durch die Zellschwellung innerhalb des
Parenchyms mit einhergehender Verengung der intrahepatischen Gefdfle verschlechtert
sich die Blutzirkulation weiter (57). Die intrazellulire Hypernatridmie fiihrt zu einer
verstirkten Funktion des Na'/Ca®"-Transporters mit resultierender intrazellulirer
Hyperkalzimie, die durch eine reduzierte Ca**-ATPase in der Membran weiter gefordert
wird (58). Das intrazelluldre Kalzium stimuliert Enzyme der Mitochondrien, die zur

Apoptose und Nekrose fiihren (58).

Die Entziindungsreaktion und damit die Zellschddigung nimmt paradoxerweise nach
einer Reperfusion weiter zu. Dabei liegt die Ursache in einem multifaktoriellen Prozess
mit Beteiligung verschiedener Zelltypen und Signalwege: Bei der Entstehung eines IRI
scheint eine iiberméfBige Produktion von reaktiven Sauerstoffradikalen (ROS) ein
Schliisselfaktor zu sein (58). Verschiedene metabolische Reaktionen wie die
Xanthinoxidase, die NADPH-Oxydase, die Mitochondrien und die ungekoppelte
Stickoxid-Synthase gelten als wichtige ROS-Quellen (57). Beim Abbau von Nukleotiden
zu Harnsdure entsteht als Nebenprodukt Hypoxanthin, das unter aecroben Bedingungen
durch die Xanthin-Dehydrogenase weiter zu Xanthin oxydiert wird (58). Unter anaeroben
Bedingungen wandelt sich die Xanthin-Dehydrogenase in die Xanthin-Oxydase um (58).
Da Sauerstoff fiir die Weiterreaktion als Edukt obligat ist, fallt wéhrend der anaeroben
Phase vermehrt Hypoxanthin an (58). Nach der Reperfusion entstehen durch die
toxischen Mengen an Hypoxanthin ROS, wie Superoxidanionen (O7), die zu
Wasserstoffperoxid (H202) und Hydroxyradikalen (OH") weiter reagieren (58). ROS
konnen durch ihre stark reduzierenden Eigenschaften die Lipidstrukturen der
Zellmembran schiddigen (58). Dies fiihrt zur Produktion wund Freisetzung

proinflammatorischer Substanzen, wie Eicosanoiden (z.B. Prostaglandine, Thromboxane
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und Leukotrine) (58). Die Aktivierung von Endothelzellen resultiert in einer
Hochregulierung des Transkriptionsfaktors NF-kB und fiihrt somit zur Stimulierung der

Adhisionsmolekiile von Leukozyten (58).

Fiir einen optimalen Blutfluss innerhalb der Leber ist ein Gleichgewicht zwischen
Stickstoffmonoxid (NO) und Endothelin (ET) essenziell (59). Der durch Endothelzellen
freigesetzte Stickstoff setzt iber die Aktivierung der zytosolischen Guanylatzyklase einen
Stoffwechselweg in Gang, der durch Dephosphorylierung von Myosin eine
Vasodilatation auslost (59). Endothelin wirkt als Antagonist {iber eine Bindung an einen
G-Protein-gekoppelten Endothelinrezeptor als Vasokonstriktor (59). Allgemein hat
Stickstoff eine protektive Wirkung wihrend der IRI (60). Dies zeigt sich durch eine
Hemmung von oxidativem Stress, Freisetzung von Zytokinen und endotheliale Adhésion
von Leukozyten (60). NO wird durch die Stickstoffmonooxid-Synthase gebildet, von der
es drei Isoformen, die induzierbare, die endotheliale und die neuronale Form, gibt (61).
Als Reaktion auf die Ischdmie wird zundchst vermehrt NO {iber die endotheliale
Stickstoffmonooxid-Synthase produziert mit dem Ziel, das Gewebe besser zu durchbluten
(58). Im weiteren Verlauf entsteht jedoch aufgrund einer Abnahme der Endothelfunktion
ein Mangel an NO (58). Dartiiber hinaus fiihrt der Anstieg der Superoxidanionen wéhrend
der ischdmischen Phase zur Reaktion von O2” mit NO zu Peroxynitrit und peroxynitroner
Sdure, woraus die zytotoxischen Stoffe NO; und OH™ entstehen (58). Diese Reaktion fiihrt
weiter zu einer verminderten NO-Bioverfiigbarkeit (60). Durch diesen Mangel an
Stickstoff verschiebt sich das Gleichgewicht zugunsten des Vasokonstriktors Endothelin,
wodurch die Mikrozirkulation der Leber weiter gestort wird (58). Ungeféhr drei Stunden
nach der Reperfusion fiihrt, ausgeldst durch die Entziindung, die induzierbare
Stickstoffmonooxid-Synthase zu einer erhohten Produktion von Stickstoff (58). Diese

Uberproduktion von NO fiihrt jedoch zu einer Verstirkung der Entziindungsreaktion (58).

Als Peptide und Proteine haben Zytokine eine regulatorische Funktion in der
Signaliibertragung zwischen Zellen und sind entscheidend an der Auslosung und
Aufrechterhaltung der IRI beteiligt (58). Unter den von hepatischen Ito-Zellen und
Kupferzellen gebildeten Zytokinen sind zu nennen das Interleukin-1, -6 und -8, der
pldttchenaktivierender Faktor (PAF), der nuclear factor kappa-light-chain-enhancer
(NF-«xB) und der Tumornekrosefaktor-a. (TNF-a) (58).
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Kupferzellen sind hepatische Makrophagen innerhalb der Sinusoide und bilden einen
wichtigen Faktor fiir die Entstehung eines IRI (62). Wihrend der friihen Phase der
Reperfusion produzieren sie ROS (62). Dariiber hinaus synthetisieren aktivierte
Kupferzellen proinflammatorische Zytokine, wie Interleukin-1-beta und TNF-a, die die
Expression von Intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) und Vascular cell adhesion
protein 1 (VCAM-1) auf der Oberfliche von Hepatozyten und sinusoidalen
Endothelzellen stimulieren und so die Aktivierung, Migration und Extravasion von CD4+
T-Zellen und neutrophilen Leukozyten im Leberparenchym hervorrufen (58). Durch die
Adhision an die Zielzelle werden Proteasen und reaktive Sauerstoffspezies freigesetzt

(58).

Das Komplementsystem ist als Teil des unspezifischen humuralen Immunsystems
wesentlich beteiligt am IRI (63). So ist es sowohl bei der Aktivierung von Kupferzellen

als auch an der direkten Schidigung der Hepatozyten involviert (63).

1.3.5. Statische Kiihllagerung

Die Statische Kiihllagerung Static cold storage (SCS) ist derzeit der Goldstandard zur
Verldngerung  der  Ischdmietoleranz und  Pridvention eines ischidmischen
Reperfusionsschadens (35). Das Konzept dieses Verfahrens beruht auf einer Hypothermie
des Organs und der Bereitstellung essenzieller Stoffe iiber eine Konservierungslosung
(35). Dazu wird die Spenderleber bereits in vivo mit einer gekiihlten
Konservierungslosung perfundiert und nach der Entnahme bis zur Implantation im
Empfangerkorper bei 0 bis 5 °C gekiihlt (64). Durch die kiinstlich erzeugte Hypothermie
nimmt die Aktivitit der Enzyme von normothermen Organismen pro 10 °C
Temperaturerniedrigung um ca. das 1,5- bis 2-fache ab (65). Bei einer
Temperaturreduktion von 37 auf 0 °C liegt die Abnahme der Stoffwechselaktivitit bei
einem Faktor von 12 bis 13 (65). Durch diese Stoffwechselreduktion erfiahrt das Organ
eine Abnahme des Sauerstoftbedarfs mit erhohter Ischdmietoleranz (64). Derzeit gibt es
mehrere Konservierungslosungen mit unterschiedlichem Anwendungsspektrum durch
eine differente Stoffzusammensetzung (64). Die dabei verwendeten Stoffe sind unter
anderem Elektrolyte, Puffer, Energietrdger, Antioxidantien und Osmotika (64). Die

bekanntesten Konservierungslosungen (derzeit Goldstandard) sind die durch Belzer und
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Southard eingefiihrte University of Wisconsin Losung (UW) (65) und die durch
Bretschneider entwickelte Histidin-Tryptophan-Ketoglutarat-Lésung (HTK) (35). Zur
osmotischen Aufrechterhaltung und Prophylaxe enthélt die UW-Losung die sinusodial
undurchlédssigen Substanzen Raffinose, Lactobionat und Hydroxyethylstirke (66). Die
Gabe des ATP-Vorldufers Adenosin und der antioxidativen Komponenten Allopurinol
und reduziertem Glutathion dienen der Energiegewinnung nach Reperfusion und der
Stabilisierung der Zellmembran (66). Im Gegensatz zur UW-Losung enthilt die HTK-
Losung keine Hydroxyethylstirke, wodurch die Viskositdt herabgesetzt wird, und neben
einem anderen Puffersystem mit Histidin eine unterschiedliche
Elektrolytzusammensetzung mit einem niedrigeren Kaliumgehalt (67). Weitere
elementare Bestandteile sind das Ketoglutarat und das Tryptophan als Substrat des
Energiehaushaltes und zur Stabilisierung der Zellmembran (67). In den letzten zwanzig
Jahren gab es mehrere Studien, die die beiden Konservierungsldsungen auf Unterschiede
und mogliche Vorteile miteinander verglichen. Bei Betrachtung der Studien um Mangus
et al. (67) und Kaltenborn et al. (68) scheinen die beiden Lésungen klinisch gleichwertig
zu sein mit nur minimalen Unterschieden, wie einem signifikanten Unterschied der AST-
und ALT-Aktivitidten am ersten postoperativen Tag, bei gleichen klinischen Ergebnissen
des 1-Jahres-Transplantat- und Patienteniiberlebens, der priméren Nichtfunktion und der
1-Monats-Erstfunktion. Eine andere Studie, die 2009 durch Stewart et al. durchgefiihrte
Analyse der Datenbank des United Network for Organ Sharing mit 18.586 Lebern, konnte
ein erhdhtes Risiko von 14 % des Transplantatverlustes bei der Verwendung von HTK
nachweisen, dass bei der Verwendung von DCD-Transplantaten auf 44 % anstieg (69).
Weitere Konservierungslosungen, die in der Lebertransplantationsmedizin eingesetzt
werden, sind die in den 1990er Jahren entwickelte natrium- und kaliumarme Celsior-
Losung und die Losung des Instituts Georges Lopez, die im Unterschied zur UW-Losung
statt der Hydroxyethylstirke Polyethylenglycol und eine niedrigere Kalium- und héhere
Natriumkonzentration enthélt (64). Dariiber hinaus gibt es eine breite Forschung, die sich
mit der Entwicklung von neuen Konservierungsldosungen und moglichen Zusatzstoffen
zu den bereits bestehenden Perfusionslosungen beschiftigt, wie der Zugabe von
Hormonen (z.B. Melatonin) (70), Proteasom-Inhibitoren (z.B. Bortezomib) (71) oder

anti-ischdmischen Medikamenten (z.B. Trimetazidine) (72).
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1.4. Erweiterung des Spenderpools

Mit dem Ziel Leben zu retten, wurde seit der ersten durchgefiihrten Lebertransplantation
versucht, dem Bedarf an Spenderorganen gerecht zu werden. Diesem Ziel diente auch die
oben aufgefiihrte verbesserte Allokation von Spenderorganen (21), eine Erweiterung
durch Pool- und Cross-over-Spende (73), die Verbesserung der Operationstechnik (34)
und die Entwicklung neuer Operationen und Prozesse, wie der Split liver donation als
Lebend- oder Todspende (40, 44). Trotz des nachweislichen Erfolgs dieser
Weiterentwicklungen in der Transplantationsmedizin sterben weiterhin Menschen, die
auf der Warteliste fiir eine Leberspende stehen (4). Aus diesem Grund wurden vermehrt
marginale Lebern mit so genannten erweiterten Spenderkriterien Extended Criteria
Donors (ECD) transplantiert (74). Dies umfasst eine nicht genau definierte Gruppe von
Transplantaten mit einem bestimmten Spendermerkmal, das ein potenzielles Risiko fiir
eine Transplantatdysfunktion oder fiir die Ubertragung von Krankheiten aufweist und
aufgrund dessen normalerweise die Spenderauswahlkriterien nicht erfiillt (74). Zu den
ermittelten Merkmalen gehdren das Alter des Spenders, eine Spende nach
Kreislaufstillstand (DCD), eine verldngerte ischdmische Zeit, ein erhdhter Grad an
Lebersteatose und die Verwendung von Transplantaten mit einem erhohten Risiko einer
Krankheitsiibertragung, wie durch das Hepatitis-C-Virus (74). Der Gebrauch dieser
Organe resultierte in einer signifikanten Erniedrigung der Wartelistenmortalitdt (75).
Gleichzeitig wird jedoch der Gebrauch marginaler Lebern mit dem Auftreten von
Komplikationen in Verbindung gebracht, wie der frithen Allotransplantatdysfunktion
(EAD), der primdren Nichtfunktion (PNF) oder der ischdmischen Cholangiopathie: Die
Verwendung von édlteren Spenderorganen umfasst Lebern, deren Spender meist iiber 60
Jahre alt sind (76). Die dlteren Spenderorgane haben ein erhohtes Risiko einer
verminderten Stoffwechselaktivitdt und Fahigkeit auf Stress zu reagieren, sowie ein
hoheres Risiko einer zusdtzlichen Fibrose oder Steatose, die sich insbesondere in
Kombination mit einer erhohten ischdmischen Zeit negativ auf das Ergebnis der
Transplantation auswirken kann (76). Die Steatose ist ein hdaufiger Befund in der Biopsie
von Spenderlebern Verstorbener und wird definiert iiber das Vorhandensein von
Triglyceridtropfchen innerhalb der Hepatozyten (77). Sie kann in eine makro- und
mikrovaskuldre Steatose unterteilt werden (77). Dabei zeigen sich insbesondere

mittelschwere und schwere makrovaskuldre Steatosen als unabhéngiger prognostischer
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Faktor fiir schlechte postoperative Allotransplantationsergebnisse (77). Durch die
geschwollenen Fetthepatozyten resultiert ein verengtes Sinusoidlumen mit erhohtem
intrahepatischen GefaBwiderstand, wodurch steatotische Lebern ebenfalls fiir den
ischdmischen Reperfusionsschaden anfillig sind (78). Der Gebrauch von DCD-
Spenderlebern bietet eine groe Organquelle (79). Das Risiko der Entstehung einer
postoperativen Komplikation korreliert mit der verldngerten ischdmischen Zeit wéhrend

des Prozesses der Organentnahme (79).

Allgemein lidsst sich sagen, dass die Transplantation von ECD-Lebern mit dem Auftreten
von Komplikationen zusammenhdngt (80) (Tabelle Nr. 1). Dennoch konnten in den
letzten Jahren durch eine Optimierung der Operationsprozesse und des Spender-

Empfanger-Matchings, wie z.B. bei der Transplantation von dlteren Spenderorganen auf

Tabelle Nr. 1: Risikoeinteilung Lebertransplantate anhand ECD (80) Empﬁiﬂger mit cinem
Transplantationsrisiko | Definitionen niedri gen MELD-Score und
ECD-Transplantate mit | DBD: Spenderalter < 80 Jahre; CIT < 10 h;
geringem Risiko Makrosteatose < 30% der Verwendung neuer

DCD: Spenderalter < 60 Jahre; CIT <6 h;

WIT <20 l’l’liIl; Makrosteatose <5% apparatlver Technlken Zur
Intermedidres Risiko DBD: Spenderalter > 80 Jahre; CIT > 10 h;
ECD-Transplantate Makrosteatose > 30% Minimierung der

DCD: Spenderalter 60-80 Jahre; CIT 6-8 h;

WIT 20-30 min; Makrosteatose 5 % - 20 % ischamischen Zeit’ sehr gute
DCD-Transplantate mit | Spenderalter > 80 Jahre; CIT > 8-10 h, WIT

hohem Risiko und > 30 min; Makrosteatose > 30 %; schlechte Transplantationsergebnisse
abgelehnte In-situ-Perfusion; verlangerte Entnahme;

tiberbeanspruchte stark erhohte Leberfunktionstests; Ablehnung  erzielt werden (74, 76).

Lebern aus anderen nicht vaskuldren Griinden

1.5. Maschinelle Leberperfusion zur ex vivo Konservierung

Fir die Transplantation von ECD-Lebern und die Transplantationsmedizin im
Allgemeinen bietet die maschinelle Leberperfusion (MP) das Potential, das postoperative
Outcome zu verbessern und den Pool an Spenderorganen zu erweitern (81). Dabei wird
das Spenderorgan zur Konservierung nach der Explantation ex vivo mit einer
Perfusionslosung iiber eine maschinelle Konstruktion perfundiert (81). Die erste
maschinelle Organperfusion wurde im Tiermodell durch Brettschneider et al. im Jahr
1967 durchgefiihrt (82). Dabei wurden Lebern von Hunden {iber einen Zeitraum von acht
bis fiinfundzwanzig Stunden mittels MP konserviert und anschlieend transplantiert (82).
Bereits ein Jahr spéter im Jahr 1968 wurde durch Belzer et al. eine humane Niere iiber 17

Stunden durch Maschinenperfusion konserviert und erfolgreich transplantiert (83). Trotz
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des schnellen Erfolges der MP bei der Konservierung von Nierentransplantaten und die
friithen Erfolge durch Brettschneider et al. gewann diese Technik fiir die
Lebertransplantation erst im letzten Jahrzehnt wieder stark an Bedeutung und wurde bis
dahin hauptsidchlich am Tiermodell erprobt (84-86). Aufgrund einer fortschreitenden
hohen Anzahl von Versuchen und Erfolgen im Bereich der maschinellen Leberperfusion
schlugen Karangwa et al. im Jahr 2016 eine einheitliche Nomenklatur zur besseren
Metaanalyse der Daten vor: Dabei bezogen sie sich v.a. auf den Zeitpunkt der MP und
die verwendete Konservierungstemperatur (87). Die Perfusionszeit 1dsst sich in eine Pre-
SCS MP und eine Post-SCS MP, sowie in eine Konservierungs-MP Preservation MP
unterteilen (87). Wiahrend bei letzterer die maschinelle Perfusion den gesamten Zeitraum
zwischen Explantation und Implantation {iber durchgefiihrt wird, erfolgt bei der Pre- und
Post-SCS MP vor oder nach der Perfusion eine SCS (87). Durch die unterschiedliche
Einstellung der Temperatur, wéhrend der MP mit resultierender differenter
Stoffwechselaktivitit, war fir Karangwa et al. ebenfalls eine genaue Definition der
Temperatur von Noten (87). Dabei gliederten sie die maschinelle Leberperfusion in eine
hypothermische Maschinenkonservierung mit 0°C bis 12°C, eine Mittelthermische-MP
(MMP) mit 13°C bis 24 °C, eine Subnormothermische-MP (SMP) mit 25°C bis 34°C und
eine Normotherme-MP (NMP) mit 35°C bis 38°C (87). Die hypothermische
Maschinenkonservierung kann weiter in eine Hypothermische-MP (HMP), eine
hypotherme sauerstoffhaltige Maschinenperfusion (HOPE) und eine duale hypotherm
oxygenierte Maschinenperfusion unterteilt werden (88). Dabei wird bei der HMP und D-
HOPE eine duale Perfusion iiber die Leberarterie und die Pfortader durchgefiihrt,
wihrend bei der HOPE nur ein Gefal3 perfundiert wird (88). Der Unterschied zwischen
der HMP und der D-HOPE liegt in der Oxygenierung des Perfusionsmediums bei der
Durchfithrung der D-HOPE, die ebenfalls bei der HOPE stattfindet (88).
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1.5.1. Maschinelle Perfusionssysteme

Es gibt derzeit mehrere maschinelle Leberperfusionssysteme zur ex vivo Konservierung,
die teilweise bereits seit mehreren Jahren in der klinischen Lebertransplantationsmedizin
Anwendung finden (89). Hauptbestandteile des Schaltkreises sind im Allgemeinen ein
Blutreservoir, eine oder mehrere Pumpen, ein Oxygenator und ein Warmeaustauscher
(89). Die bekanntesten kommerziell erhéltlichen MP-Systeme sind dabei das OrganOx®
Metra-System (Oxford, UK) (90), der Liver Assist / Organ Assist (Groningen,
Niederlande) (91), der Cleveland NMP-Kreislauf (Cleveland Clinic; Cleveland, Ohio)
(92) und das Transmedics Organ Care System (Andover, Massachusetts, USA) (93).
Kiirzlich wurde ebenfalls das neue MP-Gerit Liver4Live-System (Ziirich, Schweiz)

vorgestellt, das jedoch noch nicht im klinischen Setting angewendet wird (94).

Das OrganOx Metra (Abbildung Nr. 5) ist fiir "o

Heparin
*  Insulin
Leberperfusionen bis 24 Stunden geeignet - sy

*  Nutrients

| |
Reservoir

Ascites
Recirculation

Pinch
Valve

(89). Es bietet einen kontinuierlichen dualen Fiow Senox

and Bubble Detector

Fluss durch die A. hepatica und die Pfortader (el —
(89). Dabei wird das Blut durch eine

Zentrifugalpumpe iiber einen Oxygenator in

Sensor

die A. hepatica, sowie in ein Reservoir  cwie . —
nferior Vena Cava  Flow

Sensor

gepumpt, liber das die Pfortader perfundiert
wird (89) Das SyStem ist mobil und nahezu Abbildung Nr. 5: Strukturzeichnung OrganOx
v 4 .. . . Metra®; Oxford, UK (89)

vollstindig  automatisiert —mit  einer
integrierten Blutgasanalyse (89). Der arterielle Druck, die Gaszufuhr, die Temperatur, die
Messung der Galle und die Messung des Gallenausstof3es werden iiber einen Algorithmus
geregelt (89). Das Gerdt kann dariiber hinaus die Gabe von Gallensalzen, Insulin,
Prostacyclin, Heparin und die Zufuhr von Glukose und Aminosduren anhand einer

manuellen Gabe des Glukosespiegels infundieren (90).
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Der Liver Assist / Organ Assist (4bbildung Nr. 6) bietet eine duale Perfusion iiber die
Arterie (pulsatiler Fluss) und tiber die Pfortader (kontinuierlicher Fluss), mittels eines
Systems aus einer Rotationspumpe und einem Hohlfasermembranoxygenator (91). Die
Leberarterie wird iiber die Aorta oder die A. coelica kaniiliert (91). Die V. cava inferior
bleibt offen und flieBt in ein Reservoir (91). Der Ducutus cysticus wird ligiert und der
Hauptgallengang kaniiliert (91). Die Temperatureinstellung ist flexibel, sodass eine
hypotherme, subnormotherme und normotherme Leberperfusion durchgefiihrt werden

kann (91). Das Organ e —

Assist ist nicht mobil, "p - Pt b bk
sodass die Leber nach 3 |

Entnahme zunichst erst o :h B Fﬂ et = ]

einmal mittels SCS bis 'lki .

zum Start der Perfusion R km

konserviert werden muss [~

o). e | t’_ {

Abbildung Nr. 6: Strukturzeichnung Liver Assist; Groningen, Niederlande (91)
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Abbildung Nr. 7: Strukturzeichnung Cleveland NMP-Kreislauf: Perfusat in einen Oxygenator und

Cleveland, Ohio (92) .
Wirmeaustauscher  (92).  Der

Kreislauf verzweigt sich weiter in zwei Schlduche fiir die duale Perfusion von Pfortader
und Arterie (92). Dabei wird der erhdhte arterielle Druck durch eine peristaltische Pumpe
erzeugt, die gleichzeitig einen pulsatilen Fluss generiert (92). Fiir eine kontrollierte

Perfusion besitzt das System Durchfluss-, Druck- und Temperatursonden (92).
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Das TransMedics Organ Care System beinhaltet NMP-Systeme fiir das Herz, die Lunge
und die Leber: Sowohl das Perfusionssystem fiir eine NLP bei 34 °C fiir das Herz im
schlagenden Zustand, als auch das fiir die Lunge wurden bereits klinisch erfolgreich
angewendet (95, 96). Im Jahr 2021 erhielt das System fiir die Leber die Zulassung durch
die Food and Drug Administration (93). Bisher wurde noch keine Publikation zur

Leberperfusion mit diesem System verdffentlicht (93).

Die Liver4Live/Longterm perfusion machine (4bbildung Nr. 8), entwickelt von der
schweizer Gruppe um Eshmuminov et al., ist die erste voll automatische
Perfusionsmaschine, die fiir eine NLP von sieben Tagen entwickelt wurde (94). Die Leber
wird dual iiber die Leberarterie und die Pfortader mittels einer Zentrifugalpumpe mit Blut
versorgt (94). Dabei wird bei beiden Gefédflen der Druck und der Blutfluss iiberwacht (94).
Die arterielle Perfusion erfolgt pulsatil iiber eine automatische Variation der
Rotationsgeschwindigkeit des Zentrifugalkopfes mit einem mittleren arteriellen Druck
von 60 mmHg, 60 Schlidgen pro Minute und wird iiber einen Oxygenator mit Sauerstoff
angereichert (94). Es erfolgt eine automatische Kontrolle der Himodynamik der Arterie
durch automatische Infusion von Vasokonstriktoren und Vasodilatatoren (94). Der Fluss
der Pfortader wird kontinuierlich mit einem Zieldruck von 5-10 mmHg und nicht
oxygeniertem Blut aus dem Reservoir generiert (94). Die Sauerstoftkonzentration
innerhalb der Pfortader wird an die physiologischen Normalwerte durch einen Shunt zum
arteriellen Schenkel angepasst (94). Es erfolgt eine Injizierung von parenteraler
Erndhrung und a b

Ursodesoxycholsiure in

i E@ "
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(94). Es wurde eine Dialyse zur Kontrolle der Elektrolyte, des Hiamatokrits und zur
Entfernung von Stoffwechselprodukten implementiert (94). Die Leber befindet sich zur
Reduktion von Druckstellen auf einer Silikonplatte, unter der ein Ballon mit einer
Frequenz von 15 vertikalen Bewegungen pro min iiber einen Luftoszillator aufgeblasen

wird (94).

1.5.2. Beurteilung Lebervitalitiit

Der Transplantationserfolg wird innerhalb des klinischen Settings anhand der Patienten/-
innen bzw. des Transplantatiiberlebens validiert. Fiir die Beurteilung wéhrend des
Prozesses der MP wurden zum einen zur Steuerung des Perfusionsverfahrens und zum
anderen zur zuverldssigen Bestitigung der Eignung des Transplantats verschiedene
Biomarker detektiert. Dabei sind neben subjektiven Markern, wie beispielsweise der
makroskopischen Morphologie des Transplantats, objektive Marker von besonderem
Interesse und werden in den letzten Jahren verstirkt auf ihre Zuverldssigkeit diskutiert.
Die Konzentration freiwerdender Transaminasen finden einen hdufigen Gebrauch als
Surrogatmarker fiir Leberschidden in der Transplantationsmedizin im Allgemeinen, aber
auch fiir den Prozess der MP (97). Dabei korrelieren die gemessenen Enzyme wihrend
der Perfusion mit den postoperativen Transaminasespitzenaktivitdten in den ersten sieben
Tagen nach der Transplantation (97). Die am héufigsten bestimmten Marker sind die
Aspartat-Aminotransferase / Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (AST / GOT) und die
Alanin-Aminotransferase / Glutamat-Pyruvat-Transaminase (ALT / GPT), die bei
hepatozelluldrer Schiadigung in den Zirkulationskreislauf freigesetzt werden (98). Die
AST hat eine hohe spezifische Aktivitit im Lebergewebe, kommt aber ubiquitir im
ganzen Korper vor, weswegen die ALT fiir die Beurteilung einer Leberschidigung als
spezifischer angesehen wird (98). Zwischen der produzierten Menge an Gallenfliissigkeit
und der entstandenen Menge an Transaminasen konnte eine Korrelation nachgewiesen
werden, weswegen die Gallenfliissigkeit als ein sehr leicht zu bewertender Biomarker fiir
die Lebensfdhigkeit der Leber wéhrend der MP verwendet werden kann (99). Dariiber
hinaus kann die Ausscheidung von Glukose, Bilirubin und Bikarbonat, bzw. der pH-Wert
in der Gallenfliissigkeit als Funktionsmarker des Gallenabflusses dienen (97). Das Laktat

als Zwischenmetabolit von Pyruvat bei der anaeroben Glykolyse kann als indirekter

33



Parameter einer eingeschrinkten Versorgung der Leber, bzw. der Gewebehypoxie
gemessen werden (100). Die Tatsache, dass die Leber das anfallende Laktat
verstoffwechselt, lasst eine Funktionsbeurteilung der Leber iiber die Laktatclearance zu
(100). Neben der Bestimmung der Transaminasen, der Gallenproduktion, sowie des
Laktats und der Laktatclearance kann der Glukosestoffwechsel und die Fahigkeit der
Leber, eigenstindig den pH-Wert zu regulieren, ebenfalls eine wertvolle Aussage {iber
die Leberfunktion geben (97). Eine niedrige ATP-Konzentration als Resultat einer
mangelnden Sauerstoffzufuhr wihrend der ischdmischen Phase korreliert nachweislich
mit schlechten Transplantationsergebnissen (101). Eine Bewertung der energetischen
Erholung durch die Messung des ATP-Gehalts kann aus diesem Grund als
Lebensfahigkeitsmarker wéihrend der NLP verwendet werden (101). Innerhalb des
klinischen Settings sind zur Validierung der Leistungsfahigkeit ebenso leberspezifische
Proteine wie das Albumin zu nennen, das bei einer hepatozelluldren Syntheseinsuffizienz

abfillt (98).

Derzeit gibt es eine groBe Anzahl an neueren Surrogatmarkern und Verfahren zur
Leberbeurteilung, die bisher nur teilweise klinisch angewendet und stark diskutiert
werden: Ein Beispiel dafiir ist die Beurteilung der Leberschidigung iiber die Bestimmung
nichtkodierender = MicroRNAs, die  wichtige = Genregulatoren  auf  der
posttranskriptionellen Ebene bilden. Es konnte in mehreren Experimenten eine
signifikant erhohte Expression der miRNA-122 bei einer IRI nachgewiesen werden (102).
Eine weitere nachgewiesene miRNA mit einem hohen pradiktiven Wert fiir das Auftreten
einer EAD ist das miRNA-146-5p (103). Eine Messung der wihrend einer Entziindung
produzierten Botenstoffgruppe der Zytokine kann ebenfalls eine Aussage iiber den
Zustand der Leber geben: Hierbei ist insbesondere das IL-17 und IL-33 von Bedeutung
(104, 105). IL-17 wird als entzlindungsforderndes Zytokin von einer Untergruppe der
CD4+ T-Zellen ausgeschiittet (104). In der Studie von Li et al., die den IRI im Tiermodell
untersuchte, konnte eine signifikante Steigerung des IL-17 bei vollzogener warmer
Ischimie nachgewiesen werden (104). In der gleichen Studie wurde ebenso eine
Erh6hung der Chemokine Eotaxin, Eotaxin-2 und des Tumornekrosefaktor-Rezeptors 2
festgestellt (104). In einer durchgefiihrten Studie mit dem Ziel der Detektierung
steatosebedingter Biomarker konnte gezeigt werden, dass ein erniedrigter IL-33 Spiegel

und erhohter Cyclin D1-Spiegel mit einer verzogerten Transplantatfunktion korrelieren
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(105). Fiir das von der Leber sezernierte Hepatokin Fibroblast Growth Factor 21, das
additiv zum Insulin die Aufnahme von Glukose in den Adipozyten reguliert, konnte
ebenfalls eine Korrelation zur Schwere der IRI festgestellt werden (106). Endothelin 1
wird von vaskuldren Endothelzellen gebildet und wirkt als starker Vasokonstriktor (107).
In der Transplantationsmedizin scheint Endothelin 1 das Potential als Biomarker fiir

bilidre Komplikationen zu besitzen (107).

Sowohl innerhalb des klinischen Settings bei einer Lebertransplantation, als auch in der
experimentellen Chirurgie gestattet die histologische Aufarbeitung des perfundierten
Lebergewebes einen besonderen Einblick in mikroskopische Morphologie und
Stoffwechselaktivitit (108). Neben Standardfarbeverfahren, wie der Hamatoxylin Eosin
Firbung (H.E.), mit der ein allgemeiner Uberblick gewonnen werden kann, gibt es
spezielle Férbetechniken und Verfahren, wie die Immunhistochemie, mit denen
spezifische Fragestellungen beantwortet werden konnen (109). Als wichtige Beispiele
sind hier die Immunhistochemische Farbung Caspase-3 als Apoptosemarker, die Ki-67-
Farbung als Proliferationsmarker und die PAS-Firbung zur Bestimmung des

Glykogenhaushaltes zu nennen (109).

1.5.3. Klinische Anwendung MP

Die erste klinische Studie der maschinellen Leberperfusion wurde im Jahr 2010 durch
Guarrera et al. durchgefiihrt (110). Die Studie umfasste den Vergleich von insgesamt 20
Transplantationen, deren Lebern zuvor einer maschinellen Perfusion von 3 bis 7 Stunden
unterzogen wurden, mit kommerziell tiber das SCS konservierten Lebertransplantaten
(110). Das verwendete Verfahren lie sich dabei als post-static cold storage HMP
definieren, da die Temperatur zwischen 4 bis 6 °C lag und der Transplantationsvorgang
bis zur Ankunft im Empféngerkrankenhaus mit der SCS-Technik durchgefiihrt wurde
(110). Insgesamt zeigte die Interventionsgruppe mit durchgefithrter HMP bessere
Transplantationsergebnisse: Das Auftreten einer Allotransplantat-Dysfunktion lag mit
5 % bei der HMP niedriger als in der Kontrollgruppe mit 25 % (110). Mit zwei bilidren
Komplikationen bei der HMP konnte das Auftreten der Allotransplantat-Dysfunktion zur
Kontrollgruppe hin halbiert werden (110). Die Verletzungsmarker AST und ALT lagen

im signifikant niedrigeren Bereich und die Krankenhausaufenthaltsdauer konnte ebenfalls
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gesenkt werden (110). In beiden Gruppen konnten keine Fille einer priméren
Funktionsstdrung beobachtet werden (110). Die ein Jahr-Uberlebensrate lag bei 90%,
wobei der Patiententod nicht auf die Transplantatfunktion zuriickgefiihrt wurde (110).
Nach erbrachtem Beweis der Sicherheit und Durchfiihrbarkeit ihrer MP erforschte im
Jahr 2015 die Gruppe um Guarrera et al. die Verwendung von ECD-Transplantaten (111).
Dazu erfolgten 31 Transplantationen mit marginalen Spenderorganen, die zuvor durch
das United Network for Organ Sharing abgelehnt wurden (111). Als Vergleich wurden
dazu passende ECD-Lebertransplantationen mit SCS-Konservierung herangezogen
(111). Auch hier erfolgte die HMP bei 4 bis 8 °C fiir 3 bis 7 Stunden (111). Entsprechend
der zuvor durchgefiihrten Studie zeigten sich bessere Transplantationsergebnisse der
HMP im Vergleich zur Kontrollgruppe: Eine frithe Allotransplantat-Dysfunktion konnte
von 30 % in der Kontrollgruppe auf 19 % bei der HMP gesenkt werden (111). Die Ein-
Jahres-Uberlebensrate lag mit 84 % ebenfalls bei der HMP héher als die der SCS-
Konservierung mit 80 % (111). Auch das Auftreten von bilidren Komplikationen und die

Krankenhausaufenthaltsdauer waren bei der HMP signifikant niedriger (111).

Das Verfahren der HOPE fand im Jahr 2014 durch Dutkowski et al. den Einzug in die
Klinik (112). Dabei konnten erfolgreich 8 DCD-Spenderorgane nach einer ein- bis
zweistlindigen hypothermischen Oxygenierung der Pfortader mit Perfusionslosung
erfolgreich transplantiert werden (112). Die Freisetzung der Schadigungsmarker sowie
die Nierenfunktion und die Krankenhausaufenthaltsdauer waren im Vergleich zur
Verwendung von DBD-Lebern vergleichbar oder besser (112). Das sechsmonatige
Transplantatiiberleben lag bei 100 % (112). Ein Jahr spéter verdffentlichten Dutkowski
et al. eine Studie, in der die Resultate von 25 durchgefiihrten und zuvor durch HOPE
perfundierten Lebertransplantationen mit jeweils 50 SCS konservierten DCD- und DBD-
Spenderorganen verglichen wurden (113). Dabei fiihrte die HOPE-Behandlung von
DCD-Spenderorganen im Vergleich mit den iiber SCS gelagerten DCD-Organen zu einer
signifikanten Minderung der Organschiadigung (113). Dies war ersichtlich anhand der
Spitzenwerte von ALT, dem Vorhandensein einer intrahepatischen Cholangiopathie, den
bilidren Komplikationen und dem Ein-Jahres-Transplantatiiberleben mit 90 % (113). Der
Vergleich der mit HOPE perfundierten DCD-Lebern mit den durch Kiihllagerung
konservierten DBD-Organen ergab keinen signifikanten Unterschied (113).
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Die erste klinische Studie zur Testung der D-HOPE Technik erfolgte im Jahr 2017 durch
Van Rijn et al. (114). Dabei wurde iiber die Lebertransplantation von 10 Patienten/-innen
mit DCD-Spenderorganen berichtet (114). In dieser Studie fand der Liver-Assist (Organ
Assist, Groningen, Niederlande) Gebrauch (114). Die Ergebnisse zeigten ein 1-Jahres-
Uberleben von 100 % (114). Im Vergleich mit 20 DCD-SCS-Lebertransplantationen wies
die D-HOPE signifikant erniedrigte Spitzenwerte von ALT und des Serumbilirubins auf
(114). Die durch Patrono et al. 2018 (115) und durch Dondossola et al. 2019 (116)
durchgefiihrten Konservierungsversuche mit der Technik der D-Hope bestétigten die
Durchfiihrbarkeit und Wirksamkeit dieser Methode bei der Transplantation von DCD-
und DBD-Transplantaten.

Die erste klinische Studie der NLP wurde von der Gruppe um Ravicumar et al. 2016
publiziert (90). Sie filhrten zwanzig Lebertransplantationen im Jahr 2013 durch, bei denen
die Lebern eine Normotherme Leberperfusion mit einer medianen Perfusionsdauer von
9,3 Stunden durchlaufen hatten und verglichen die gewonnenen Ergebnisse mit
durchgefiihrten Lebertransplantationen, bei denen die Spenderlebern mittels statischer
Kiihllagerung konserviert wurden (90). Die Spenderorgane waren in beiden Gruppen
sowohl DBD- und DCD-Lebern (90). Nach der Organentnahme und der weiteren ex vivo
Priaparation wurden die Lebern direkt an ein OrganOx Metra Perfusionsgerét
angeschlossen (90). Das Perfusionsmedium bestand aus Erythrozytenkonzentrat,
Kolloidlésung  (Gelofusin),  Kalziumgluconat, = Heparin, = Cefuroxim  und
Natriumbicarbonat (90). Wihrend der NLP gab es Hinweise auf stabile hamodynamische,
synthetische und metabolische Funktionen (90). Im Vergleich zu einer mit SCS
konserviert durchgefiihrten Lebertransplantation berichtete die Gruppe um Ravicumar et
al. von niedrigeren AST-Spitzenwerten bei Patienten/-innen mit durchlaufener NLP (90).
Alle Patienten/-innen der Versuchsgruppe iiberlebten die 30 Tage und sechs Monate nach

der Transplantation und 95% iiberleben ein Jahr (90).

In demselben und dem darauffolgenden Jahr verdffentlichten Selzner et al. (117) und Bral
et al. (118) ebenfalls Studien zur NLP. Beide verwendeten ebenfalls das OrganOx Metra
Gerit, sowie Erythrozytenkonzentrat innerhalb des Zirkulationskreislaufs (117, 118). Bei
der Studie um Bral et al. erfolgten 10 Lebertransplantationen mit einer vorausgegangenen

NLP von im Mittel 11,5 Stunden (118). Auch hier unterschieden sich sowohl die
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Leberfunktion als auch das Transplantatiiberleben nicht von der einer mit SCS-

Konservierung durchgefiihrten Kontrollgruppe (118).

Die von Selzener et al. vorgenommene Studie fiihrte 10 Lebertransplantationen mit einer
Perfusionszeit von 8 Stunden durch (117). Im Vergleich zu mit SCS konservierten Lebern
wiesen sie ebenfalls erniedrigte freigewordene Enzymkonzentrationen nach, jedoch ohne
erreichte Signifikanz (117). Es konnte kein Unterschied in der postoperativen
Transplantatfunktion und der Krankenhausaufenthaltsdauer gefunden werden (117).
Anders als bei den anderen beiden Studien fand als Kolloidperfusionslosung Steen-

Losung auf der Basis von Humanalbumin Verwendung (117).

Im Jahr 2018 verdffentlichte die Gruppe um Nasralla et al. die erste multizentrische,
randomisierte, kontrollierte Studie, bei der die Verfahren der NLP direkt mit denen der
SCS verglichen wurden (119). Dabei wurden insgesamt 334 Spenderlebern konserviert,
wobei 101 der Spenden mit vorausgehender SCS und 121 mit vorausgehender NLP {iber
das OrganOx Metra Gerit transplantiert wurden (119). Innerhalb der Interventionsgruppe
mit NLP lag der Prozentsatz der verwendeten DCD-Spenderlebern bei 37,1 % (119). Die
WIT der DCD-Lebern definierte sich iiber die Zeitspanne zwischen einer Spenderhypoxie
(Sauerstoffsittigung < 70 %) oder Hypoperfusion (systolischer Blutdruck < 50 mmHg)
und den Beginn der kalten Aortaperfusion (119). Diese betrug im Durchschnitt 21
Minuten (119). Die mittlere maschinelle Perfusionszeit lag bei ca. 12 Stunden (119). Die
Studie bewies eine um 50 % erniedrigte Transplantatschddigung bei der Durchfiihrung
der NLP im Vergleich zur statischen Kiihllagerung, gemessen anhand der freigewordenen
Enzyme, bei einer durchschnittlich um 54 % ldngeren Konservierungszeit (119). Der
Unterschied zwischen den verwendeten DCD-Transplantaten der beiden Gruppen zeigte
dabei mit 73,3 % erniedrigter Enzymfreisetzung den groBten Einfluss der NLP (119).
Dariiber hinaus konnte die Gruppe eine geringere Wahrscheinlichkeit der Entwicklung
einer EAD in der NLP-Gruppe um 74 % zur SCS-Gruppe nachweisen (119). Ein
signifikanter Unterschied in Bezug auf Gallengangskomplikationen,
Krankenhausaufenthalt und Transplantatiiberleben konnte nicht ermittelt werden (119).
Das Ein-Jahresiiberleben betrug in der NLP-Gruppe 95 % und in der SCS-Gruppe 96 %
(119). Die im Jahr 2020 veroffentlichte Studie um Liu et al., bei der eine Leberperfusion
iiber ein nicht kommerzielles Perfusionsgerdt und eine auf gefrorenem Frischplasma

basierende Perfusionslosung bei 21 Lebertransplantaten Anwendung fand, bestétigte die

38



Ergebnisse von Nasralla et al. mit einer geringeren Wahrscheinlichkeit des Auftretens
von EAD bei zuvor durchgefiihrter NLP und einer niedrigeren Enzymfreisetzung der

Leber (120). Bei dieser Studie betrug das Ein-Jahresiiberleben ca. 95 % (120).

Cardini et al. berichteten im Jahr 2020 von der multidisziplinér klinisch eingefiihrten NLP
bei marginalen Spenderorganen, logistischen Herausforderungen und komplexen
Empfingern an der Universitétsklinik Innsbruck seit 2018 (121). Dabei wurden von
insgesamt 34 multidisziplindren {liber durchschnittlich 38 Stunden durchgefiihrten
Leberperfusionen, 25 Organe erfolgreich transplantiert (121). Das verwendete
Perfusionssystem war das OrganOx Metra System (121). Nach 20 Monaten betrug das
Transplantat- und Patiententiberleben 88 % (121).

Eine weitere Studie wurde im Jahr 2020 von der Schweizer Gruppe um Eshmuminov et
al. publiziert (94). Diese berichteten tiber die Entwicklung ihres eigens konstruierten
Normothermen Leberperfusionssystems Liver4Live, das fiir die Langzeitperfusion von
bis zu einer Woche konstruiert wurde (94). Die priklinische Testung erfolgte an acht
Schweinelebern, von denen drei weiter transplantiert und mit fiinf durch SCS-
Konservierung erhaltenen und transplantierten Lebern fiir drei Stunden unter Vollnarkose
verglichen wurden (94). Die Leberentnahme erfolgte unter Anédsthesie des Versuchstieres
(94). Wihrend der siebentéigigen Perfusion zeigten die Organe erhaltene
Leberfunktionen mit Gallenfliissigkeitsproduktion (94). Innerhalb der ersten zwdolf
Stunden war ein Anstieg von AST und 8-Hydroxydesoxyguanosin mit anschlieendem
Riickgang dieser Werte auffillig (94). Es konnten kein Anstieg von Cytochrom P und
keine relevanten Nekrosen in der Histologie nachgewiesen werden (94). Bei den
transplantierten Lebern zeigte sich kein Unterschied zwischen der Versuchsgruppe und
der Kontrollgruppe, in Bezug auf Leberenzyme und die Histologie (94). Nach der
erfolgreichen Testung des Perfusionssystems im Tiermodell gingen Eshmuminov et al.
auf die klinische Anwendung ihres Perfusionssystems an menschlichen Lebern {iiber:
Dazu wurden 10 marginale Spenderlebern bei einer Temperatur von 34 °C perfundiert,
wobei sechs der zehn Lebern die gewiinschte Perfusionszeit von 7 Tagen erreichten (94).
Leber 7 bis 10 zeigten insgesamt schlechtere Ergebnisse, wodurch der Versuch
abgebrochen werden musste (94). Das verwendete Perfusat bestand aus
Erythrozytenkonzentrat, gefrorenem Frischplasma, Albumin und Thrombozyten (94).

Entsprechend ihren Versuchen im Tiermodell zeigte sich anfianglich an den ersten beiden
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Tagen ein Anstieg der verwendeten Entziindungsmarker, die im Verlauf der Perfusion
wieder sank (94). Die Leberfunktionen blieben weitgehend erhalten: So verbrauchten die
Lebern durchgingig Sauerstoff, die zelluldire ATP-Synthese stieg an, es erfolgte eine
Blut-Harnstoff-Stickstoff-Produktion sowie eine Laktatclearance und Aufrechterhaltung
des Albuminspiegels (94). In der Histologie zeigte sich eine Abnahme der Anzahl nicht
lebensfdhiger Zellen und der Nachweis mitotischer Zellstrukturen (94). In steatotischen
Lebern konnte eine Clearance von Fett beobachtet werden (94). Die Immunhistochemie
ergab iiber den Nachweis des von Willebrand-Faktors, des intrazelluldren
Adhésionsmolekiils 1 (ICAMI1) eine intakte Endothelstruktur (94). Ein durchgefiihrtes
PET-CT wies eine Perfusion aller Bereiche der Leber nach (94). Der pH-Wert lag
zwischen 7,2 und 7,5 (94). Alle sechs bis zum Ende perfundierten Lebern zeigten eine
Ammoniak-Clearance, eine Synthese von Gerinnungsfaktoren und Gallensdure mit einer
effektiven Bilirubin-Clearance (94). Der Pfortaderdruck konnte bei einem Fluss von
1/min auf < 10mmHg im physiologischen Bereich gehalten werden, ebenso die Flussrate

der Leberarterie (94).

Neben der hypothermischen Maschinenkonservierung und der Normothermen
Maschinenperfusion fanden klinische Studien mit einer kombinierten hypothermen und
normothermen Konservierung statt: Bei einer 2016 durch Hoyer et al. durchgefiihrten
Studie konnten sechs Lebertransplantationen mit dem Verfahren der Kontrollierten
Oxygenierten Wiedererwdrmung controlled oxygenated rewarming (COR) erfolgreich
transplantiert werden (122). Dabei wurden die Organe nach einer SCS-Konservierung
iiber 90 Minuten mit einer sauerstofthaltigen Losung langsam wieder erwérmt (122). Es
zeigten sich erniedrigte Spitzenwerte der Enzyme und eine Transplantatiiberlebensrate
von 100% nach sechs Monaten (122). Dieselbe Gruppe verdffentlichte 2020 die ein-, drei-
und fiinf-Jahres-Uberlebensdaten ~ von 18 mit COR  durchgefiihrten
Lebertransplantationen (123). Diese lagen fiir das ein- und drei-jihrige Uberleben bei
100 % und fiir fiinf Jahre bei 93,8 % (123). Eine weitere Studie ist die durch van Leeuwen
et al. 2019 publizierte Arbeit, bei der eine kombinierte Anwendung von D-HOPE und
NLP eingesetzt wurde (124). Dabei wurden 16 Spenderorgane nach einer Konservierung
iiber SCS und D-HOPE unter normothermen Bedingungen beurteilt und 11 Lebern

transplantiert mit einer sechsmonatigen Uberlebensrate von 100 % (124).
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1.6. Makroskopische Anatomie Schweineleber

Die Schweineleber wird in der experimentellen Chirurgie gerne als Alternative zur
humanen Leber genutzt, um chirurgische Techniken zu entwickeln und wissenschaftliche
Fragestellungen zu kldren. Obgleich sie aufgrund ihrer vergleichbaren Morphologie in
Bezug auf das Gewicht und Volumen, sowie ihrer vasalen und bilidren Strukturen der
menschlichen Leber dhnelt, sind bestimmte anatomische Grundlagen verschieden und fiir
die Arbeit an und mit ihr von essenzieller Bedeutung (Abbildung Nr. 9): Die
Schweineleber hat eine kleebldttrige Form und wiegt abhédngig von Art und Alter 1,5 %
bis 3 % des Korpereigengewichts und kann damit etwas leichter sein, als die humane
Leber (125). Anders als die humane Leber wird sie nicht in zwei Hauptlappen geteilt,
sondern durch die vier Hauptlappen rechter Seitenlappen Lobus hepatis dexter lateralis,
linker Seitenlappen Lobus hepatis sinister lateralis, rechter Mittellappen Lobus hepatis
dexter medialis und linker Mittellappen Lobus hepatis sinister medialis beschrieben, die
durch tiefe interlobuldre Fissuren getrennt voneinander liegen (126). Entsprechend der
humanen Leber kann die Schweineleber weiter in acht Segmente unterteilt werden
(Tabelle Nr. 2) (127). Dabei wird das Segment I durch den Processus caudatus gebildet
(127).

Die zufiihrenden und abfiihrenden GefidBBe der Schweineleber treten am Leberhilus ein
und aus (125). Das funktionelle Gefdll der Leber zur Versorgung mit nihrstoffreichem
Blut ist die Pfortader (V. portae) (125). Sie verlduft zwischen der Leberarterie dorsal und

dem Gallengang

V. Cava caudalis
verlauftim

Processsenaans yentral und teilt sich
A. hepatica
Lnn. portales

anders als beim

" V. portae
Lobus hepatis sinister o

lateralis Ductus choledochus MenSChen nicht
Ductus cysticus
LobuT guRcratis Lobus hepatis dexter aulerhalb des
lateralis
Leberparenchyms,

Lobus hepatis dexter
medialis

sondern direkt am

Lobus hepatis sinister Vesica fellea

medialis

Leberhilum in zwei

Leberiste (125). Die

Lig. falciforme und
Lig. teres hepatis

weitere Teilung der

Abbildung Nr. 9: Schematische Darstellung einer Schweineleber (126) .
intraparenchymalen
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Pfortader erfolgt entsprechend der menschlichen Leber anhand der segmentalen
Gliederung (125). Eine zusitzliche Unterscheidung ist das Vorhandensein
kommunizierender Aste zwischen dem rechten lateralen und rechten medialen
Leberlappen der Schweineleber (125). Die Versorgung mit sauerstoffreichem Blut 1duft
iber die A. hepatica (125). Die Leberarterie entspringt dabei dem Truncus coeliacus und
teilt sich vor dem Leberhilus in einen rechten und linken Ast und folgt intraparenchymal

der Aufteilung der Pfortader (125).

Der vendse Abfluss lduft anders als beim Menschen nicht iiber drei, sondern vier Vv.
hepaticae in die V. cava inferior (125). Ein entscheidender Unterschied im vendsen
Abfluss liegt in der Lage der V. cava inferior zum Leberparenchym (125). Diese
durchlduft beim Schwein intraparenchymal den Processus caudatus (Segment I) des
rechten Seitenlappens und wird durch diesen vollstindig umschlossen (125). Durch die
direkte Verbindung von Hohlvene und Leberparenchym flie3en die Lebervenen ebenfalls
intraparenchymal zusammen (125). Der vendse Riickfluss aus Segment I erfolgt dabei
direkt in die V. cava inferior (125). Dariiber hinaus wird die vendse Wand als

»dinnwandiger” im Vergleich zur Menschlichen beschrieben. (125)

Die Gallengénge des linken Leberlappens miinden in den Ductus hepaticus sinister, die
des rechten Leberlappens einzeln in den Ductus hepaticus communis (127). Der
Gallengang Ductus cysticus verlduft innerhalb einer diinnen Gewebsschicht entlang der

viszeralen Oberfliche der Leber und  Tabelle Nr. 2: Segmentunterteilung einer Schweineleber

verbindet die Gallenblase mit dem (127

. . Leberlappen Segmente
Ductus hepaticus communis zum Ductus [ obus hepatis sinister lateralis 1T und III
choledochus (127). Lobus hepatis dexter lateralis VI, VII und

I
Lobus hepatis sinister medialis | IV
Lobus hepatis dexter medialis V und VIII
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1.7. Fragestellung und Zielsetzung

Die in der Einleitung aufgefiihrte hohe Diskrepanz zwischen bendtigten und verfiigbaren
Leberspenden sowie das in den letzten Jahren neu aufgetretene Interesse an ex vivo
Maschinenperfusion, sowohl fiir die experimentelle Forschung zur Entwicklung
moglicher Therapieoptionen als auch zur Erweiterung des Pools an Spenderorganen,
bildete fiir diese Arbeit die Indikationsgrundlage. Die Zielsetzung dieser Arbeit war dabei
die Ermittlung notwendiger Elemente einer Normothermen Leberperfusion mittels der
Entwicklung eines maschinellen Perfusionssystems fiir die experimentelle Chirurgie

Tiibingen, mit besonderer Problembehandlung des ischdmischen Reperfusionsschadens.
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2. Material und Methoden

2.1. Studiendesign

Mit der Zielsetzung, die notwendigen Elemente eines Normothermen
Leberperfusionssystems zu detektieren, wurde das System zwischen den einzelnen
Versuchen und Versuchsreihen stetig weiterentwickelt. Aus diesem Grund beschreibt die
im Folgenden aufgefiihrte Arbeit den Prozess der Etablierung eines Normothermen
Leberperfusionssystems, durch die Durchfiihrung immer weiter entwickelter Versuche,
im Zeitraum Mirz 2020 bis April 2022. Die Versuche lielen sich in die Versuchsreihen
Vorversuche einer Normothermen Leberperfusion im Primdren Kreislauf (VV-NLP-PK)
(n = 3), das Experiment NLP im Sekunddrkreislauf (E1-NLP-SK) (n = 1), die Erste
Standard Versuchsreihe (SVR1) (n = 3) - bestehend aus den Experimenten NLP im
Sekunddrkreislauf (E(2-4)-NLP-SK) (n = 3), die Zweite Standard Versuchsreihe (SVR2)
(n = 3) - mit den Experimenten NLP im Terticrkreislauf (E(1-3)-NLP-TK) und
Kontrollversuche mit Statischer Kiihllagerung (KV(1-3)-SCS) (n = 3) unterteilen
(Abbildung Nr. 10). Fir jede Versuchsreihe erfolgte eine allgemeine Gliederung in
Zielsetzung, Versuchsdurchfiihrung, -ergebnis, und -analyse. Die Entwicklung des
Primdren Leberperfusionssystems / Primérkreislauf (PK), sowie eine allgemein giiltige
Versuchsbeschreibung wurde als Basis fiir alle Versuche aufgefiihrt. Mit der Grundlage
der im Vorfeld durchgefiihrten Versuchsanalysen erfolgte zwischen der Darstellung der

Versuche VV-NLP-PK, E(1-4)-NLP-SK und

VVI-bis VV3-NLP-PK SVR2 die Beschreibung der Weiterentwicklung

E1-NLP-SK |
E2-NLP-SK B ] y zum Sekunddren Leberperfusionssystem /
E3-NLP-SK § = Sekundirkreislauf  (SK) und  Tertidren
E4-NLP-SK | 7 > : N

— Leberperfusionssystem / Tertidrkreislauf (TK).
EINLPTR o ) 81" b Vergleich awischen der SVRT und SVR2
E2-NLP-TK - 2 in Vergleich zwischen der un ,
E3-NLP-TK s f B sowie der SVR2 und den KV-SCS wurde im
KV1- bis KV3-5CS zZ allgemeinen Ergebnisteil vorgenommen.

Abbildung Nr. 10: Schematische Darstellung des Studiendesigns
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2.2. Spendertiere

Die Entwicklung des NLP-Systems erfolgte am Tiermodell. Das dazu in den Versuchen
verwendete ex vivo Lebergewebe stammte von elf weiblichen deutschen
Landrasseschweinen (Aktenzeichen C 12/20A). Fiir die Kontrollversuche wurden
zusétzlich zwei Minipig-Schweine hinzugezogen (Aktenzeichen CU 1/16). Die
Tierhaltung und Euthanasie erfolgten geméfl den Vorgaben des Regierungsprasidiums

Tibingen und der EU-Richtlinie 2010/63/EU.

2.3. Entwicklung Primires NLP-System

Fiir die Normotherme Leberperfusion wurde ein Zellreaktor (Z® RP GMP Breeder
(Zellwerk GmbH-HiPer-Gruppe)) umfunktioniert. Dieser bot den Vorteil einer mittels
UV-Licht sterilisierbaren, halbgeschlossenen Arbeitsflache. Der Reaktor wurde {iber eine
Kontrolleinheit (Z® RP Control Unit (Zellwerk GmbH-HiPer-Gruppe)) mit einem
Computer verbunden. Ein geschriebenes Dasylab-Programm ermdglichte die regulierte
Steuerung und Aufzeichnung von pH, Temperatur [C°], pO> [mmHg] und Blutdruck
[mmHg]. Die Warmezufuhr im Reaktorraum passte sich, abhingig von den gemessenen
Temperaturen, automatisch an eine vorher festgelegte Solltemperatur an. Der pH wurde
durch eine automatische CO. Zufuhr geregelt. Angetrieben {iber die integrierte
peristaltische Pumpe des Zellreaktors (Pfortader-Kreislauf) sowie eine externe,
peristaltischen Pumpe (Ismatec® MCP-Standard) (Arterieller-Kreislauf) erfolgte eine
duale, portale und arterielle Perfusion des Spenderorgans. Fiir die Generierung von zwei
verschiedenen Blutdriicken wurde der arterielle Kreislauf iiber die externe Pumpe dem
Pfortaderkreislauf parallelgeschaltet. Die Oxygenierung des Mediums mit einem
individuell einstellbaren Gasgemisch aus Carbogen, Raumluft und b. B. CO> erfolgte {iber
einen Hohlfaser-Oxygenator mit Wéirmeaustauscher (Hilite 800 LT medos®
cardiopulmonary solutions (VV-NLP-PK); MiniLungKit® (E1-NLP-SK; SVRI1 u.
SVR2)). Das Gasgemisch wurde iiber eine Gasaufbereitungsflasche zur Aufsittigung mit
Wasser geleitet. Zur Simulation eines Peritoneums diente ein steriler Leberbeutel aus
Kunststoff mit Zugéngen flir den arteriellen und den portalen Zufluss und dem Venen-,
Beutel- und Gallenabfluss. Zum Zweck der Reduktion ischdmischer Druckschidden der

aufliegenden Gewebefliche lag die Leber innerhalb einer eigens dafiir konstruierten
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Edelstahl-Leberschale auf einem isotonen Wasserbad. Um ein bestmdgliches AbflieBen
zu gewihrleisten, wies die Leberschale Abfliisse fiir Vene, Leberbeutel und Gallengang
nach unten auf. Es wurde ein Messturm zur direkten Messung von Temperatur, pH und
pO2-Konzentration innerhalb der Zirkulation in den Pfortaderschenkel integriert. Neben
der Messung innerhalb der Zirkulation befand sich eine Temperaturmesssonde innerhalb
des Reaktorraums. Durch direkte Blutdruckmesssonden im portalen und arteriellen
System konnten die jeweiligen Blutdriicke direkt gemessen werden. Schaltstellen zur
Probenentnahme fiir die Analyse der Blutgaswerte und die laborchemische Bestimmung
wurden im Pfortader-Schenkel sowie im Venen- und Leberbeutelabfluss integriert

(Abbildung Nr. 11 und 12).
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Abbildung Nr. 11: Primdres Normothermes Leberperfusionssystem: (1) Graphische Darstellung;
(2.) Versuchsmaterialien: (a) Z® RP Control Unit und Z® RP GMP Breeder (Zellwerk GmbH-HiPer-Gruppe);
(b) Edelstahl-Leberschale fiir Leberlagerung auf isotonem Wasserbad mit Abfluss fiir Vene, Leberbeutel und
Gallenfliissigkeit; (c) Messturm mit pO2-, Temperatur- und pH-Sonde; (d) Externe Perfusionspumpe (Ismatec® MCP
Standard); (e) Hilite 800 LT Hohlfaser Oxygenator mit Wdrmeaustauscher (medos® cardiopulmonary solutions);
(f) Feed- / Basenflasche mit Lufifilter (Porengrdfie 0,2 um); (g) Gasaufbereitungsflasche; (h) Reservoirflasche mit
Luftfilter (Porengrifie 0,2 um)
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2.4. Basis Versuchsdurchfiihrung:

2.4.1. Basis Hepatektomie

Die chirurgische Hepatektomie erfolgte unter sterilen Bedingungen innerhalb eines
Operationssaals. Eine sterile Abdeckung sowie die Desinfektion des Operationsgebietes
mit Braunol®-Losung 7,5% sicherte ein keimfreies Arbeiten. Das Spendertier erhielt
50.000 L.E. Heparin. Die medikamentose Euthanasie lief unter Sedierung mit T61® (VV-
NLP-PK u. EI-NLP-SK) oder Pentobarbital®
(SVRI1, SVR2 u. KV-SCS) ab. Die Operation
begann mit der Feststellung des kardialen Todes
des Spendertiers. Nach einer Laparotomie und
Eroffnung des Peritoneums parietale folgte die
intraabdominelle Darstellung und Préparation der
supra- und infrahepatischen Anteile der V. cava
inferior sowie der V. portae, der A. hepatica und
des Ductus choledochus im Ligamentum
Abbildung Nr. 13: Hepatektomie Praparation: henatoduodenale (Abbildung Nr. 13). Eine weit
(1) Leber; (¥2)  Gaster;, (Pfeil 1)

A hepatica mit Aufsweigung in A. hepatica distal des Leberhilus vorgenommene

dextra et. sinistra; (Pfeil 2) Abzweigung . . . .
A. gastrica dextra; (Pfeil 3) A. gastroduodenalis Katheterisierung der A. hepatica sicherte ein

moglichst grofes Gefilllumen fiir eine optimale Perfusion sowie die arterielle Versorgung
von A. hepatica sinistra et. dextra und A. cystica. Abzweigungen sowie Gefif3kollateralen
der A. hepatica wurden ligiert. Durch die Verwendung verschiedener Kaniilen konnten
die jeweiligen GefalB3e katheterisiert werden (4bbildung. Nr. 27). Die Katheterisierung der
V. cava inferior erfolgte tiber den infrahepatisch liegenden Teil der Hohlvene mit dem
Resultat eines intracavalen retrograden Flusses entlang der Schwerkraft. Der oberhalb des
Processus caudatus liegende Teil wurde ligiert. Der abschlieBende Operationsschritt
befasste sich mit der Trennung des Ligamentum hepatoduodenale distal der
katheterisierten Gefille, sowie der Losung aller Verwachsungen der Spenderleber mit
dem Abdomen und Diaphragma. Nach der Priparation der Spenderleber im Leberbeutel

konnte mit der Normothermen Leberperfusion im Labor begonnen werden.
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2.4.2. Basis Perfusionsmedium

Parallel zur Entwicklung des Perfusionssystems erfolgte eine Verdnderung des
verwendeten Perfusionsmediums. Allen Versuchen gleich (auler VV1-NLP-PK) war die
Verwendung von Erythrozyten als Sauerstofftriger. Dazu wurde unter sterilen
Bedingungen ein Erythrozytenkonzentrat hergestellt: Aus deutschen
Landrasseschweinen gewonnenes Vollblut erhielt zur Antikoagulation 15.000 L.E./L
Heparin. Nach Zentrifugation mit 3000 G iiber 15 min und anschlieBendem Absaugen
von Blutserum und ,,Buffy-Coat* lag das Erythrozytenkonzentrat vor. Die Lagerung bei
5°C und das Hinzufiigen von 0,2 ml/ml SAGM-Losung diente einer besseren

Konservierung (Tabelle Nr. 3). Neben dem
Tabelle Nr. 3: Herstellung SAGM-Losung in

100 ml Ampuwa® Erythrozytenkonzentrat erhielt das
Menge [g]  Perfusionsmedium  unterschiedliche, in den
D-Glucose 0,900 . o ) o
Natriumchlorid 0,877 jeweiligen Versuchsdurchfiihrungen klassifizierte
Adenin 0,0169 Losungen sowie Medikamente (Tabelle Nr. 4).
Mannitol 0,525

2.4.3. Basis Durchfiihrung Normotherme Leberperfusion

Die Sterilitat des Perfusionssystems konnte durch eine Desinfektion mit Ethanol 70 %
und anschliefender UV-Sterilisation des Reaktorraumes sowie durch einen sterilen
Versuchsaufbau mit zuvor autoklavierten Versuchsmaterialien sichergestellt werden. Die
Kalibrierung der Perfusionspumpen, der pH- und pO>-Sonden erfolgte anhand der
Angaben des Herstellers. Die vordefinierten Temperaturgrenzen einer Normothermen
Leberperfusion lagen zwischen 35 und 38 °C. Der Blutdruck der V. portae, sowie der
Blutdruck der A. hepatica, sollten im physiologischen Bereich von 5 bis 15 mmHg
(akzeptabler Bereich 0 bis 20 mmHg) und 60 bis 120 mmHg (akzeptabler Bereich 60 bis
160 mmHg) gehalten werden.

2.4.4. Basis Medikation

Zur Prophylaxe einer Kontamination erhielt das Perfusionsmedium eine Standard-

antimikrobielle-Medikation (SAM) aus Antibiotika und Antimykotika (Tabelle Nr.4).
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Dariiber hinaus wurde wihrend der Versuchsdurchfiihrung eine Dauermedikation mit
Heparin zur Antikoagulation, sowie mit Insulin zur Foérderung der Glykolyse, verabreicht.
Individuell  konnte  bei  einer  entstehenden  Azidose zur  Pufferung
Natriumhydrogencarbonat, bei einer Hypoglykdmie Glucose und bei einer

Hypokalzidmie Kalziumchlorid verabreicht werden.

Tabelle Nr. 4: Standard-antimikrobielle-Medikation (SAM): (a) mit Penicillin-Streptomycin, (b) mit Ceftriaxon

Penicillin-Streptomycin® Gentamycin  Amphotericin B

bzw.
Ceftriaxon”
Standard- 100 U Pen. / 100 mg Strep. 100 mg 2500 pg
antimikrobielle- bzw.
Medikation 100 mg Ceftriaxon

¢ [1/L]

2.4.5. Basis Datenerhebung

Zur genaueren Vergleichbarkeit der Versuche untereinander wurde die ischdmische
Zeitspanne [h] wahrend der Hepatektomie gemessen und im Anschluss das Gewicht [kg]
der Leber bestimmt. Die Leberperfusionszeit (LP-Zeit) definierte sich {iber den Start der
Perfusion innerhalb des Labors und endete mit dem Stopp der Aufzeichnung. Essenziell
fiir die Normotherme Leberperfusion war die Bestimmung des Drucks [mmHg] in
Pfortader und A. hepatica, sowie der Temperatur [°C] innerhalb des Reaktors und der
Zirkulation. Die Messung von pH und pO: innerhalb der Pfortader diente einer besseren
Verlaufskontrolle und der automatischen Systemregulation. Proben konnten aus
Pfortader, Vene und Leberbeutel entnommen und direkt im Labor tber ein BGA-
Messgerit (Radiometer ABL 800 Flex®) analysiert werden. Dartiber hinaus erfolgte eine
vendse Entnahme von Proben fiir eine spétere laborchemische Analyse. Die Lagerung der
Proben bei -50 °C diente der Konservierung der zu bestimmenden Proteinstrukturen. Fiir
die laborchemische Analyse der VV-NLP-PK und von E1-NLP-SK wurde im Anschluss
an die Normotherme Leberperfusion eine photometrische Konzentrationsbestimmung des
Enzyms Asparat-Aminotransferase (AST/GOT) und der Eiweile Albumin und Harnstoff
mit Reagenzien der Firma Diagnostic-Systems GmbH durchgefiihrt. Eine
Dreifachbestimmung {iber je drei Verdiinnungsreihen ermoglichte eine genaue

Konzentrationsbestimmung. Die Laboranalyse der SVR1, SVR2 und KV-SCS erfolgte
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wihrend der Versuchsdurchfiihrung im Zentrallabor Universitdtsklinikum Tiibingen.
Dabei beinhaltete die Laboranalyse die Bestimmung der Konzentrationen der Enzyme
Asparat-Aminotransferase (AST/GOT), Alanin-Aminotransferase (ALT/GPT), der
Proteine Albumin und Harnstoff, sowie die Analyse der Konzentrationen von
Erythrozyten, Hé&matokrit, Leukozyten und Thrombozyten. Die Gewinnung von
histologischen Proben ermdglichte eine mikroskopische Analyse des Lebergewebes. Die
in Formaldehyd 10 % fixierten Proben wurden in der Pathologie Universitétsklinikum
Tilbingen eingebettet, geschnitten und mit Hamatoxylin Eosin (H.E.) geféirbt. Eine
mogliche Kontamination konnte durch eine Probenentnahme und anschlieBende

Kultivierung bei 37 °C iiber einen Zeitraum von 24 h ausgeschlossen werden.

2.5. Vorversuche Normotherme Leberperfusion Primarkreislauf (VV-NLP-PK)

2.5.1. Zielsetzung

Mit dem Ziel der Etablierung eines Normothermen Leberperfusionssystems mit der
Fahigkeit einer Langzeitperfusion wurden drei Vorversuche durchgefiihrt. Zielsetzung
des ersten Versuches VVI-NLP-PK war die Testung des Priméren Systems mit der
Fragestellung der System-Stabilitit. Die Durchfiihrung von VV2- und VV3-NLP-PK
diente der Aufdeckung von Problemen wihrend der Leberperfusion zum Zweck der

Weiterentwicklung des Systems.

2.5.2. Versuchsdurchfithrung

Versuchsaufbau und -durchfiihrung entsprachen dem Primdren Normothermen
Leberperfusionssystem (Abbildung Nr. 11 und 12) bzw. der Basis Versuchsdurchfiihrung.
Das Perfusionsmedium der Vorversuche bestand aus einem Gemisch aus
Erythrozytenkonzentrat und William's E Medium®. Das Mischverhiltnis berechnete sich
anhand einer Hamoglobinkonzentrationsbestimmung, wobei aufgrund der gleichzeitigen
Perfusion von A. hepatica und V. portae die Zielkonzentration auf 3-6 g/dl gesetzt wurde,
um die Gefahr einer Hyperoxie in der V. portae zu verringern. Das Perfusionsmedium
erhielt die SAM? (Tabelle Nr. 4), sowie in den Versuchen VV2- und VV3-NLP-PK
Heparin, Insulin und Tauroursodeoxycholsidure (TUDCA), eine natiirlich vorkommende

Gallensdure zur Verbesserung des Gallenabflusses. Da VVI1-NLP-PK als Zielsetzung
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lediglich die Beurteilung der Systemstabilitit beinhaltete, konnte auf einen
Sauerstofftriger im Perfusionsmedium verzichtet werden. Fiir die, wihrend der
Hepatektomie durchgefiihrte Katheterisierung der V. portae und der V. cava inferior
wurden Nelaton-Katheter® (¢ 4,67 mm) und fiir die A. hepatica und den Ductus
choledochus Venenverweilkatheter (Vasofix®Safety 24G; BIBraun®) (¢ = 1,3 mm)
verwendet. Im Anschluss an die Hepatektomie startete direkt die Normotherme
Leberperfusion. Die Hinzugabe von Carbogengas iiber den Oxygenator resultierte in
einer angestrebten leichten Hyperoxie. Es erfolgten stiindliche BGA-Messungen aus
Pfortader und Vene sowie dreistiindliche BGA-Messungen aus dem Beutelabfluss. Der
Zeitrahmen fiir die vendse Probenentnahme zur Laboranalyse wurde auf eine Entnahme
alle drei Stunden und der fiir die Gewinnung von histologischen Proben auf alle
vierundzwanzig Stunden gesetzt. Bei VV1-NLP-PK ist ausschlieBlich eine Messung der

Blutgaskonzentration ohne zeitliche Vorgaben aus dem vendsen Abfluss erfolgt.

2.5.3. Versuchsergebnisse

Es wurden drei normotherme Leberperfusionen durchgefiihrt. Die Spenderlebern
stammten von weiblichen deutschen Landrasseschweinen (1,98 + 0,56 kg). Es erfolgte in
allen Versuchen eine regelrechte Hepatektomie nach den oben aufgefiihrten Angaben,
wobei die erste durchgefiihrte Operation mit 3,2 Stunden mehr als die doppelte Zeit in
Anspruch nahm. Damit betrug die durchschnittliche warme ischdmische Zeitspanne 1,91
+ 1,12 h (Tabelle Nr. 5).

Tabelle Nr. 5: Basisdaten VV-NLP-PK; (*Leberperfusionszeit)

Versuch Gewicht [kg] OP-Zeit [h] LP-Zeit* [h]
VV1-NLP-PK 2,13 3,2 3,82
VV2-NLP-PK 2,45 1,18 58,08
VV3-NLP-PK 1,36 1,35 20,95

Vorversuch 1 Normotherme Leberperfusion Primérkreislauf

Die Perfusionszeit von VVI1-NLP-PK betrug 3 Stunden 49 min. Die Temperatur
innerhalb des Reaktors konnte auf 36,46 = 0,92 °C und innerhalb des
Zirkulationskreislaufs auf 30,95 + 1,29 °C gehalten werden. Der Druck der Pfortader lag
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bei -0,07 + 10,44 mmHg und der der A. hepatica bei 62,13 + 94,38 mmHg. Es zeigte sich
bereits zu Beginn der Perfusion ein pH-Wert im venosen Abfluss von 6,44, welcher nach
2,6 Stunden unterhalb des messbaren Bereichs fiel. Parallel dazu stieg das Kalium von
initial 10,2 mmol/l auf eine Konzentration von 14,4 mmol/l. Die Konzentration von
Kalzium innerhalb der Vene lag im Mittel bei 0,35 £+ 0,03 mmol/l, die von Natrium bei
138,83 + 3,82 mmol/l, die von Chlorid bei 127,67 + 4,55 mmol/l und die von Glucose bei
4,15 + 0,29 mmol/l. Makroskopisch zeigte sich die Leber cholestatisch, verhértet und
hypertroph mit einer massiven Venenstauung. Wiahrend der Perfusion produzierte die

Leber keine Gallenfliissigkeit.

Vorversuch 2 Normotherme Leberperfusion Primérkreislauf

Bei VV2-NLP-PK wurde eine Perfusionszeit von 58,08 h erreicht. Die ischdmische
Zeitspanne wahrend der Hepatektomie konnte auf 1,18 h reduziert werden. Die
Temperatur innerhalb des Reaktors lag im Durchschnitt bei 38,02 2,03 °C und innerhalb
der Zirkulation bei 33,17 &+ 1,73 °C. Der Pfortaderdruck konnte bei 10,97 + 25,34 mmHg
und der arterielle Druck bei 123,97 £ 97,17 mmHg gehalten werden. Wihrend des
Versuches zeigte sich eine massive Azidose trotz der Hinzugabe von 0,12 mol
Natriumhydrogencarbonat. So lag der pH-Wert in der Pfortader bei 7,17 + 0,21 und
innerhalb der Vene bei 6,90 + 0,38. Intermittierend sank der pH-Wert unterhalb eines
messbaren Bereichs von 6,32. Es zeigte sich initial ein starker Anstieg der
Himoglobinkonzentration innerhalb der Vene von 0,09 g/dl auf 3,2 g/dl. Anschlie8end
konnte ein starker Abfall der Hadmoglobinkonzentration in allen GefdBen und dem
Leberbeutel gemessen werden. Eine wéhrend des Versuchsverlaufes durchgefiihrte
Problemanalyse ergab eine stark erhohte Konzentration von Erythrozyten innerhalb der
Reservoirflasche, ausgeldst durch ein erhohtes Niveau des aus der Flasche fiihrenden
Abflussschlauches. Nach einer Umstellung des Versuchsaufbaus stieg die
Hamoglobinkonzentration ohne Zugabe von Erythrozytenkonzentrat wieder an. Des
Weiteren verbesserte sich die Himoglobinkonzentration und der pH-Wert. Wéhrend des
Versuches wurden dem Versuchsmedium insgesamt 380 ml Erythrozytenkonzentrat
hinzugegeben. Die Gabe an zugefiihrtem Heparin belief sich neben zwischenzeitigen Boli

von insgesamt 5500 LLE. auf 1500 LE. / 3 h. Die eingestellte Sauerstoffkonzentration
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innerhalb der Pfortader lag bei 318,66 = 114,83 mmHg. Zu Beginn zeigte sich ein sehr
hoher ungedeckter Sauerstoftbedarf der Leber, welcher sich erst nach ca. 24 Stunden
legte. Die gemessene Glucosekonzentration innerhalb des Systems spiegelte den
Energiebedarf und die durch den zu Beginn vorliegenden Sauerstofftragermangel
notwendige anaerobe Glycolyse der Leber wider. So fiel diese von einer anfinglichen
Konzentration mit 8,6 mmol/l in der Pfortader auf Werte bis zu 0 mmol/l. Die
Konzentrationserhohung zum Ende des Versuches steht in Korrelation mit einer Zugabe
von 10 ml 20 % Glucose-Losung. Die fiir eine Forderung der Glycolyse zugefiihrte
Konzentration an Insulin belief sich auf 12 [.LE./3h mit einer zusitzlichen Gabe von 5 LE.
zu Beginn der Perfusion. Die Kaliumkonzentration stieg innerhalb der ersten 7,62
Stunden von einem vends initial gemessenen Wert von 14,8 mmol/l, tiber 25 mmol/l, in
einen nicht messbaren Bereich. Das Blutkalzium sank von einer zu Beginn gemessenen
Konzentration von 1,03 mmol/l auf einen Wert von 0,32 mmol/l. Im Durchschnitt lag es
bei 0,38 £ 0,16 mmol/l und damit deutlich unterhalb des physiologischen Normbereichs.
Innerhalb der Pfortader und Vene zeigte sich eine Hyponatridmie mit 125,71 + 10,18
mmol/l in der Pfortader und 120,45 + 9,91 mmol/l in der Vene, die erst zum Ende des

Versuches im Normbereich zu liegen kam. Chlorid konnte weitgehend im
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Abbildung Nr. 14: Blutgasanalyse und Laborauswertung VV2-NLP-PK
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physiologischen Normbereich in der Pfortader bei 95,90 + 3,38 mmol/l und in der Vene
bei 94,14 + 3,63 mmol/l gehalten werden. Die Ermittlung der nach dem Versuch
durchgefiihrten Laboranalyse von Albumin ergab eine steigende Konzentration innerhalb
des Perfusionszeitraums. Dabei lag dieser durchschnittlich bei einer Konzentration von
4,35 £ 1,62 g/dl. Es konnte eine erhohte Konzentration an Harnstoff wihrend des
Versuches mit 121,52 + 39,47 mg/dl nachgewiesen werden. Die starke Erhohung der
Aktivitit von GOT auf einen Maximalwert von 45538 U/l spiegelte die starke
Zellschéadigung innerhalb der Leber wider. Nach Erreichung des Maximalwertes fiel die

GOT-Aktivitiat wieder kontinuierlich ab (4bbildung Nr. 14).

Makroskopisch zeigte sich die Leber in diesem Versuch weich und heterogen
auberginefarben. Wihrend der Perfusion produzierte sie insgesamt 10 ml
Gallenfliissigkeit bei einer Gabe von 7 um TUDCA. Der Versuch wurde nach 58,08
Stunden aufgrund einer Leckage in der Pfortader und einer daraus resultierenden
fehlenden Leberzirkulation abgebrochen. In der makroskopisch pathologischen
Priaparation konnten massive thrombotische  Gefdverschliisse durch im
Zirkulationsmedium befindliche Zelltriimmer und Gewebe nachgewiesen werden. Diese
multiplen GefiaBBverschliisse hatten eine massive Stauung der Pfortader zur Folge, mit
Maximaldriicken von 595,35 mmHg, woraufhin das GefdB3 rupturierte. Die histologische
Gewebsanalyse unter dem Mikroskop zeigte ein sehr heterogenes Bild mit groBen
ischdmischen zellkernfreien Arealen, sowie zellkernreiche Bereiche. Die Hepatozyten

zeigten sich tiberwiegend atroph mit erweiterten Sinusoiden (4bbildung Nr. 15).
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Abbildung Nr. 15: Histologiev (H.E.) (1.) - (4.) und
Makroskopie (5.) — (6.) VV2-NLP-PK: (1.) L. h. dexter
lateralis (4-fach); (2.) L. h. sinister medialis (10-fach);
(3.) L. h. sinister lateralis (10-fach); (4.) L. h. sinister
lateralis (20-fach); (5) Darstellung Pfortader (Pfeil);
(6.)  Exemplarische  Darstellung  thrombotischen
Materials innerhalb des portalen Systems bei der
pathologischen Aufarbeitung (Pfeil)
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Vorversuch 3 Normotherme Leberperfusion Primérkreislauf

Die Perfusionsdauer von VV3-NLP-PK belief sich auf 20,95 h. Die Dauer der Ischimie
wihrend der Hepatektomie betrug 1,35 h. Es wurde eine durchschnittliche Temperatur
von 38,31 + 0,92 °C innerhalb des Reaktors und 32,81 + 0,85 °C innerhalb der Zirkulation
gemessen. Der Druck in der Pfortader lag im Durchschnitt bei 3,29 + 16,05 mmHg und
der der A. hepatica bei 40,66 + 44,26 mmHg. Die Berechnung des pH-Wertes ergab einen
durchschnittlichen pH-Wert in der Pfortader von 7,26 + 0,22 und in der V. cava inferior
von 6,77 £ 0,18. Dabei zeigte sich in beiden Gefiflen und im Leberbeutel ein abfallender
Trend, sodass das Perfusionsmedium im Versuchsverlauf, trotz einer Hinzugabe von
0,217 mol Natriumhydrogencarbonat, eine starke Azidose aufwies. Weiterhin auffillig
war eine hohe Differenz zwischen Werten der Pfortader und Werten der Vene. Ahnlich
wie bei VV2-NLP-PK zeigte sich bei einer initial hohem Hdmoglobinkonzentration von
6,6 g/dl in der Pfortader ein starker Abfall der gemessenen Konzentration bis zu einem
Wert von 1,3 g/dl. Im Durchschnitt lag die Himoglobinkonzentration in der Pfortader bei
3,77 = 1,72 g/dl. Der Hamoglobinkonzentrationsabfall lie} sich parallel zur Pfortader

ebenso in der Vene beobachten, wobei dieser im Durchschnitt mit einem Wert von
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Abbildung Nr. 16: Blutgasanalyse und Laborauswertung VV3-NLP-PK
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326 £ 234 g/dl tiefer lag. Es wurde insgesamt eine Menge von 360 ml
Erythrozytenkonzentrat zugefiihrt. Die zugefiihrte Menge an Heparin belief sich auf
2.000 LE./3h mit einer zusdtzlichen Bolusgabe von 2.500 LLE. Der pO>-Wert in der
Pfortader konnte bei 258,19 £ 83,09 mmHg gehalten werden und wies nach der
Leberpassage einen Wert von 38,57 + 12,11 mmHg auf. Es zeigte sich eine starke
Hyperkapnie im vendsen Gefdl von 140,41 + 22,21 mmHg. Die Mineralstoffe Natrium
mit 141,52 + 8,99 mmol/l, Kalzium mit 1,02 £ 0,15 mmol/l und Chlorid mit 104,19 +
6,52 mmol/l, gemessen innerhalb der Pfortader, konnten weitgehend im physiologischen
Bereich gehalten werden. Dabei wurden zum Erhalt der Kalziumkonzentration 10 mmol
Kalziumchlorid wihrend des Versuches zugefiihrt. Die Konzentration von Kalium stieg
innerhalb der ersten 8 bis 10 Stunden stark {iber einen nicht messbaren Bereich an. Die
Glucose lag in der Pfortader durchschnittlich bei einer Konzentration von 47,71 + 5,58
mmol/l. Es wurden 8 I.E./3h und 2 Boli mit 16 LE. Insulin dem Zirkulationskreislauf
zugefiihrt. Die Laboranalyse ergab einen starken Anstieg von GOT auf eine Aktivitdt von
26436,62 U/l und eine abfallende Albumin-Konzentration von initial 7,47 mg/dl auf 2,01
mg/dl. Der Harnstoff lag zu Beginn des Versuches mit 97,8 mg/dl im stark erhéhten
Bereich, fiel jedoch im Verlauf auf eine durchschnittliche Konzentration von 69,06 +
17,23 mg/dl (4bbildung Nr. 16). Die Leber produzierte keine Gallenfliissigkeit, trotz
einer Hinzugabe von insgesamt 4 pm TUDCA-L6sung. Makroskopisch stellte sie sich
zum Versuchsende stark geschwollen, verhirtet, auberginenfarben mit Cholestasezeichen

dar. In der pathologischen Aufarbeitung zeigte sich eine intravasale Gasblasenbildung.

2.5.4. Versuchsanalyse Vorversuche

Mit Vorversuch VVI-NLP-PK konnte die Realisierbarkeit eines stabilen normothermen
Kreislaufs mit einer dualen Perfusion und zwei unterschiedlichen Driicken bewiesen
werden. Durch die Nichtverwendung eines Sauerstofftransportsystems im Medium zeigte
sich jedoch sehr schnell eine Schidigung des Leberparenchyms. Diese konnte durch die
Verianderung der makroskopischen Lebermorphologie mitsamt Leberstauungsbild durch
den steigenden Kaliumspiegel und einen fallenden pH-Wert als Indizien einer

Zellschiadigung des Leberparenchyms nachgewiesen werden.
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Der Vorversuch VV2-NLP-PK bestitigte die Durchfiihrbarkeit einer im System stabilen
Normothermen Leberperfusion im Langzeitversuch. Durch die Verwendung von
Sauerstofftragern im Medium zeigte sich das Leberparenchym mikroskopisch teilweise
intakt, jedoch waren grofle Bereiche ebenfalls ischdmisch ohne erkennbaren Zellkern.
Dariiber hinaus konnte zu Beginn ein sehr starker Anstieg der Asparat-Aminotransferase
festgestellt werden. Die starke Zellschiddigung innerhalb der ersten 24 Stunden wurde auf
die mangelnde Konzentration an Erythrozyten bzw. Hamoglobin zuriickgefiihrt. Der
Abbruch der Perfusion im Labor, bedingt durch die portale Hypertension bzw. die
Leckage in der V. portac lieB sich durch die mechanische Ursache eines
thromboembolischen Ereignisses, ausgelost durch Zell- und Parenchymreste des

Lebergewebes, innerhalb des portalen Systems erkléren.

Der Nachweis von Gasblasen im GefdBBsystem, wihrend der pathologischen
Parenchymanalyse nach Beendigung des Versuches VV3-NLP-PK sowie der mangelnde
vendse Riickfluss wihrend des Versuches lassen auf ein anterogrades oder retrogrades
Eindringen von Luftthromben {iber den vendsen Riickfluss schlieBen, da das

Lebergewebe den hochsten Punkt innerhalb des Perfusionssystems darstellte.

In allen durchgefiihrten Versuchen zeigte sich eine Problematik der Perfusion von A.
hepatica, sowie des Gallenabflusses iiber eine Venenverweilkaniile durch ein Abknicken
der Kaniile. Dariiber hinaus wurde eine schlechte Regulation der Mineralstoffe und des

pH-Wertes sowie eine erhohte Konzentration an Harnstoff ersichtlich.
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2.6. Entwicklung sekundires NLP-System

2.6.1. Physiologische Bewegung der Leber

Die Leber ist sowohl im menschlichen als auch im tierischen Korper einer stindigen
Bewegung ausgesetzt. Indem sich der Korper bewegt, dreht und umlagert, erfdhrt die
Leber eine gleichmédBige  Gewichtsverteilung, wodurch  periphere, dem
Lebereigengewicht unterliegende und schlechter perfundierte Gewebeareale entlastet
werden. Auch Bewegungen innerhalb des Korpers, ausgelost durch peristaltische
Bewegungen und Atmung, nehmen einen Einfluss darauf. Da nicht nur das Lebergewebe
iber bindegewebige Verwachsungen, sondern auch die V. cava inferior anatomisch direkt
mit dem Zwerchfell verbunden ist, hat die Bewegung des Zwerchfells im
Schweinemodell auf die Himodynamik einen groBen Einfluss und diente in dieser
Versuchsreihe als Ansatzpunkt zur Etablierung einer physiologischen Bewegung. Ziel
der physiologischen Leberbewegung in dieser Versuchsreihe war eine vertikale
kontinuierliche Leberbewegung mit einer einstellbaren Frequenz iiber das Zwerchfell.
Essenzieller Bestandteil war der Erhalt der mit der Leber verwachsenen Anteile des
Zwerchfells. Eine konstruierte Plattform, bestehend aus einer stabilen Edelstahlplatte,
deren Unterseite mit Schaumstoffgewebe zur Gewebeauflage verbunden war und ein
gleichmifBig gewichtsverteiltes und rotierbares Zugseil zur Oberseite aufwies, diente als
Verbindungsstiick zwischen Diaphragma und Bewegungssystem. Die Unterseite konnte
fiir einen gleichmiBigen und sicheren Halt mit Ethyl-2-Cyanacrylat und chirurgischen
Nihten (Perma-Hand™ SILK; Ethicon®) mit dem Bindegewebe des Zwerchfells
verbunden werden. Eine Autoklavierung unterschiedlicher Groen und Formen der

Plattform sicherte ein steriles Arbeiten und eine optimal passende Kraftiibertragung tiber

Umlenkrolle AC/DC- regelbarer

= %‘ Wandler Widerstand
Leberplattform

Leberschale

DC-
Motor

Stativ-Leberschale

DC-Motor

| Stativ
Zugseil
Leber

Exzentrischer  Abbildung Nr. 17: Physiologische
Ausleger Leberbewegung: (1.) Aufbau;

(2.) (2.) Strukturzeichnung;

(3.) Strukturzeichnung Schaltkreis
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das Zwerchfell. Die Préparation der Leberplattform an das mit dem Leberparenchym
verbundene Diaphragma konnte ex vivo innerhalb einer sterilen Schale erfolgen. Die
Bewegung wurde durch einen Hochdrehmoment Schneckengetriebe-DC-Motor (12V;
20 RPM; Walfront®) induziert. Die in Reihe geschaltete Drehzahlregler-Leiterplatte
(Betriebsspannung 10 V; Walfront®) mit dem DC-Motor und einem Sicherungsschalter
ermdglichte eine genaue Drehzahlregulierung. Uber einen AC/DC-Wandler (12 V) erhielt
der Motor Strom vom Stromnetz (230 V). An den Antriebszapfen der Getriebeeinheit
wurde ein exzentrischer Ausleger montiert, der iiber eine Leine und Umlenkrollen,
befestigt an einem eigens konstruiert und hergestellten Stativ, mit der Leberplattform
verbunden war. Diese kinematische Kette erzeugte wihrend der Motorbewegung eine
oszillierende,  vertikale @ Auf- und  Abwirtsbewegung mit einstellbarem

Bewegungshohenunterschied und Bewegungsfrequenz (4bbildung Nr. 17).

2.6.2. Filtersystem mit integriertem Wasserschloss

Um ein durch Zellreste und das retrograde Eindringen von Luftblasen ausgeldstes
Auftreten thromboembolischer Ereignisse zu vermeiden, wurde fiir den
Zirkulationskreislauf ein Filtersystem mit integriertem Wasserschloss konstruiert: Das
Medium floss von der Leber iliber die V. cava inferior und einen grofSlumigen

Venenkatheter in den vendsen Abflussschlauch zum Wasserschloss. Das Wasserschloss

Abfluss nutzte das Prinzip, dass Gase durch
I[ Leberbeutel
|

Abfluss
Vene . . . . . . . .
die niedrigere Dichte in Fliissigkeiten

Wasserschloss . . .
nicht nach unten dringen konnen.
Durch die Form des in dem

Filtersystem 1 Wasserschloss befindlichen

Schlauchsystems konnte ein stetiger

Filt tem 2 o . . .
iltersystem Fliissigkeitsspiegel erhalten und das
Filtersystem 3

retrograde Eindringen der Luft in den

Reservoirflasche 1 . .
venOsen Abfluss verhindert werden.

Legende

[] edelstahifiter A\ Probenentnahme Vene 4 Blutfluss Vor Anschluss des Venenkatheters
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i A A § Uberdruckfluss mit dem vendsen Abfluss wurde

Abbildung Nr. 18: Filtersystem mit integriertem Wasserschloss . .. .
& 4 8 dieser entliiftet. Durch den luftdichten
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Verschluss von V. cava inferior mit dem Venenkatheter und dem Venen-Abfluss, die
mangelnde Mdoglichkeit Luft retrograd iiber das Wasserschloss zu ziehen und das
unterschiedliche Hohenniveau von Leber und Wasserschloss entstand im vendsen System
ein negativer Druck. Um den kontinuierlichen Fluss aus der Vene zu férdern und einen
Blutriickstau zu verhindern, konnte das durch das Medium verdringte Gas hinter dem
Wasserschloss iiber einen Luftfilter mit der Porengréfle 2 um entweichen. Sowohl das
Medium des Venen-Abflusses als auch das des Beutel-Abflusses liefen iiber ihre
jeweiligen Probeentnahme-Ventile in der ersten Filterflasche zusammen und weiter {iber
die zweite und dritte Filterflasche in das Reservoir. Die in den Filterflaschen befindlichen
Filtersysteme bestanden aus eigens konstruierten, wéahrend der Perfusion wechselbaren
und autoklavierbaren Edelstahl-Filtern. Das Filtersystem 1 beinhaltete einen Filter mit
der Porengrofle 1 mm, Filtersystem 2 einen Filter mit der Porengréfe 100 pm und
Filtersystem 3 einen Filter mit der Porengrole 50 pm. Filterflasche 1 und 2 enthielten
Luftfilter mit der PorengroBe 2 pm. Um bei einem Verschluss eines Filters eine
fortbestehende Zirkulation zu gewihrleisten, wurden dem abfliefenden Filtersystem

Uberdruckflussschliuche eingebaut (4bbildung Nr. 18).

2.6.3. Dialyse

Die fehlende Einstellung der Mineralstoffe und des pH-Wertes sowie die erhohten
Konzentrationen an Harnstoff in den Vorversuchen zeigten die Notwendigkeit der
Implementierung eines  Dialysekreislaufs in ein Langzeit Normothermes
Leberperfusionssystem. Die Dialyse bestand aus einem Kreislauf des zu dialysierenden
Mediums und einem Zu- und Ablauf des Dialysats, angetrieben iiber eine peristaltische
Pumpe und verbunden iiber einen Dialysefilter (Gambro®). Dabei wurde das Medium
aus der ersten Reservoirflasche 1 iiber den Dialysefilter in die Reservoirflasche 2 und das
Dialysat iiber die Dialyseflasche gegenldufig zum Perfusionsmedium im Dialysefilter in
die Dialysatabwurfflasche gepumpt (4bbildung Nr. 19). Eine direkte Herstellung des
Dialysats wéhrend des Versuches ermdglichte die Anpassung desselbigen an die
aktuellen individuellen Blutwerte und damit eine indirekte Regulation des
Mineralstoffthaushalts. Fiir die Produktion des Dialysats wurden unter sterilen
Bedingungen die fiir eine optimale Mineralstoftkonzentration im Blutmedium ermittelten

Salze Natriumchlorid (NaCl), Kalziumchlorid (CaCl,), Magnesiumchlorid Hexahydrat
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MgClh 6H>0), Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat (Na2H2PO4),
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) und Glucose (CsHi206) sterilem Wasser
(Ampuwa®) zugefiihrt. Die Hinzugabe der SAM, sowie Heparin, TUDCA-L&sung und

Insulin verhinderte ein Herauswaschen der zugefiihrten Medikamente.

2.6.4. Parenterale Nihrstoffzufuhr

Intrakorporal erhilt eine Leber physiologisch iiber die V. portae ein mit Nahrstoffen
angereichertes Blut, das zum Eigen- und Fremdbedarf verstoffwechselt wird. Dariiber
hinaus bildet die Wiederaufnahme von Gallensalzen iiber den enterohepatischen
Kreislauf die Grundlage einer ausreichenden Produktion von Galle. Um beides im
extrakorporalen Lebermodell zu simulieren, wurde eine Nahrstoffzufuhr {iber einen
peristaltischen Perfusor in die V. portae implementiert. Die Grundlage der
Nahrstofflosung bildete William's E Losung®. Neben einer Antibiose und Antimykose
(1 SAM / L Parenterale Erndhrung) enthielt die Nahrstofflosung Insulin zur Férderung
der Glykolyse sowie Tauroursodeoxycholsdure (TUDCA-Losung) zum Erhalt des
enterohepatischen Kreislaufes (Tabelle Nr. 6).

2.6.5. Stase-Prophylaxe wiahrend Hepatektomie

Durch die Verwendung von DCD-Spenderlebern lag wihrend der Hepatektomie ein
Kreislaufstillstand mit resultierender intrahepatischer Blutstase vor. Mit dem Ziel eines
kontinuierlichen Flusses und der Verhinderung einer thrombotischen Zellaggregation
wurde nach Kaniilierung der V. portae {iber diese intraoperativ, angetrieben durch eine
peristaltische Pumpe, ein Liter eines oxygenierten Perfusionsmediums gegeben. Ein
passiver Abfluss iiber die V. cava inferior in ein steriles Abflussgefd3 verhinderte eine

portale Hypertension und Anschwellung des Leberparenchyms.
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2.6.6. Standardisierter Medikationsplan

Die Kontrolle eines konstanten Medikationsspiegels im Perfusionsmedium wurde {iber
eine konstante Medikamentengabe iiber Perfusoren sowie iliber die dem Dialysat
zugefiihrte Medikation gesteuert. Zur Prophylaxe einer Kontamination erhielt sowohl das
zu Beginn verwendete Perfusionsmedium, als auch das Dialysat und die parenterale
Nihrstoffzufuhr pro Liter eine SAM*®-Dosis (Tabelle Nr. 4). Die Heparinisierung der
fortlaufenden Leberperfusion erfolgte mit einer kontinuierlichen Gabe von 1.000 L.E./h.
Uber die permanente Gabe der Parenteralen Néhrstoffzufuhr mit 50 ml / 3h, erfolgte die
Medikation von Insulin mit 12 L.E. / 3 h und von TUDCA-L6sung mit 5 umol / 3h. Eine
mogliche Azidose wurde weiterhin {iber eine individuelle Gabe von
Natriumhydrogencarbonat und eine mogliche Hypokalzidmie {iber eine Zufuhr von

Kalziumchlorid korrigiert (Tabelle Nr.6).

Tabelle Nr. 6. Standardmedikationsplan

Dauermedikation Parenterale Dialysat
Ernihrung [1L]
[1L]
SAM#P \ - 1/L 1/L
TUDCA-Loésung 5 umol / 3h 100 umol 5 umol
Insulin \ 12 LE./3h 240 LE. 12 LE.
Williams 'E Medium - 11 -
Parenterale 50 ml/ 3h
Ernihrung
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2.6.7. Sekundirkreislauf

Der Sekundérkreislauf entsprach in den Grundziigen dem Primirkreislauf, einer dualen
Versorgung der Spenderleber iliber die V. portae und A. hepatica unter normothermen
Bedingungen innerhalb des im Primirkreislauf beschriebenen Zellreaktors. Zusétzlich
wurde eine liber das Zwerchfell generierte Leberbewegung, eine Dialyse und ein

Filtersystem mit integriertem Wasserschloss implementiert.

Der Austausch der internen Pumpe aus den Vorversuchen mit einer peristaltischen
externen Zirkulationspumpe erfolgte mit dem Ziel eines hoheren Flussvolumens. Dartiber
hinaus wurden eine parenterale Erndhrung iiber einen Perfusor in die V. portae zur
Herstellung eines physiologischen néhrstoffreichen Pfortadermediums und ein

Heparinperfusor fiir eine kontinuierliche Antikoagulation integriert (4bbildung Nr. 19).
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Abbildung Nr. 19: Strukturzeichnung Sekunddres Leberperfisionssystem
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2.7. Experiment NLP im Sekundirkreislauf (E1-NLP-SK)

2.7.1. Zielsetzung

Die Zielsetzung dieses Versuches war die Testung des neu etablierten Sekundiren

Leberperfusionssystems in einem Langzeitversuch {iber 48 h (128).

2.7.2. Versuchsdurchfithrung

Der Versuchsautbau entsprach dem Sekundéren Normothermen Leberperfusionssystem
(4bbildung Nr. 19) und die Versuchsdurchfithrung der Basisdurchfiihrung (128). Mit dem
Ziel eines physiologischen Perfusionsmediums wurde das in den Vorversuchen
verwendete Medium zu einer Losung, bestehend aus Erythrozytenkonzentrat und
Blutplasma, verdndert (128). Das Blutplasma konnte wéhrend des Prozesses der
Herstellung von Erythrozytenkonzentrat als Nebenprodukt gewonnen werden. Die
Zielkonzentration von Erythrozyten im Perfusionsmedium, bestimmt {iiber die
Hamoglobinkonzentration, lag weiterhin bei 3-6 g/dl. Das Perfusionsmedium erhielt zum
Start SAM? zur Kontaminationsprophylaxe (Tabelle Nr. 4) (128). Die Problematik des
schlechten Zuflusses in die A. hepatica und des Abflusses aus dem DHC {iber eine
Venenverweilkaniile wurde durch die Verwendung einer Knopfkaniile (o = 0,5 mm) fiir
die Arterie und eines Nelaton-Katheters® (o 4,67 mm) fiir den Gallengang bearbeitet.
Der bessere Abfluss aus der V. cava inferior konnte iliber einen, wihrend der
Hepatektomie eingebrachten, groBlumigen Katheter (o = 7,3 mm) sichergestellt werden.
Die Einstellung der Bewegungsfrequenz wahrend der Leberperfusion wurde auf eine
physiologische =~ Atemfrequenz  von 20 rpm  eingestellt, mit  einer
Hohenbewegungsdifferenz von ca. 3 cm (128). Die fortlaufende Medikation wéihrend der
Leberperfusion, sowie zur Herstellung von Dialysat und der Parenteralen
Néhrstoffzufuhr, entsprach dem Medikationsplan (7abelle Nr. 6) (128). Die eigestellte
Sauerstoffgabe iiber den Oxygenator lag bei einer leichten Hyperoxie. Die BGA-
Messungen aus V. portae, A. hepatica und Leberbeutel erfolgten stiindlich und die

histologische Probengewinnung alle 24 Stunden (128).
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2.7.3. Versuchsergebnisse

Die fiir diesen Versuch benétigte Operationszeit betrug 1,43 Stunden. Mit der
intraoperativen Perfusion konnte 0,75 Stunden nach Operationsstart begonnen werden.
Die entnommene Spenderleber hatte ein Gewicht von 1,72 kg (128). Die Perfusionszeit
im Labor lag bei 53,62 Stunden (128). Dabei konnte der Druck der Pfortader im
Durchschnitt bei 10,09 + 25,87 mmHg und der der A. hepatica bei 112,88 &+ 68,52 mmHg
gehalten werden. Die Temperatur im Reaktor betrug im Durchschnitt 38,09 + 2,07 °C
und innerhalb der Zirkulation 33,20 + 1,77 °C. Das Himoglobin fiel nach anfinglichen
Konzentrationen von 7,70 g/dl auf Konzentrationen von 0,46 g/dl innerhalb der Vene.
Nach ca. 24 Stunden stieg die Himoglobinkonzentration ohne eine externe Hinzugabe
von Erythrozytenkonzentrat wieder an. Insgesamt wurden der Leber 360 ml
Erythrozytenkonzentrat  verabreicht. Trotz einer Zufuhr von 0,20 mol
Natriumhydrogencarbonat lag sowohl in der Pfortader mit einem pH-Wert von 7,07 +
0,21, als auch in der Vene mit 6,66 = 0,19 eine Azidose vor. Wiahrend des
Versuchsverlaufs verbesserte sich der pH-Wert und erreichte im spiteren
Versuchsverlauf physiologische Werte. Bei einer durchschnittlichen pO>-Zufuhr von
140,83 + 14,88 mmHg zeigte sich eine erhohte pCO>-Konzentration innerhalb der Vene
von anfianglich 160 mmHg, die nach ca. 24 Stunden stark auf einen Mittelwert von 86,56
+ 42,35 mmHg abfiel. Uber den gesamten Perfusionszeitraum konnte die Leber konstant
mit einer Frequenz von 20 rpm mit einem Hohenunterschied von 3 cm vertikal bewegt
werden (128). Die Anzahl der durchgefiihrten Dialysen belief sich auf insgesamt zehn,
mit je einem Liter Dialysat (Dialyselaufrate 190 ml/h) (128). Dabei konnte die anfinglich
im nicht messbaren Bereich liegende Kaliumkonzentration sowohl in Pfortader als auch
Vene gesenkt werden, mit einer Endkonzentration von 6,7 mmol/l in der Pfortader (128).
Die Konzentrationen von Natrium mit 142,60 + 12,96 mmol/l und Chlorid mit 102,46 +
6,56 mmol/l, bestimmt fiir die Pfortader, blieben nach der ersten Dialyse im Normbereich
und die Kalziumkonzentration mit 0,68 + 0,13 mmol/ blieb trotz starkem Verbrauch auf
einem konstanten Niveau (128). Die Gabe von Kalziumchlorid belief sich auf 4,25 mmol.
Es zeigten sich starke Reperfusionsschdaden zu Beginn der maschinellen Perfusion. Dies
duBerte sich in der Laboranalyse durch einen anfianglichen Anstieg der GOT-Aktivitét auf
einen Maximalwert von 22772,99 U/I (128). Dieser fiel zum Ende des Versuches wieder
ab (128). Im Mittel betrug die GOT-Aktivitdt 16493 + 5387,25 U/I. Die Albumin-
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Konzentration sank zu Beginn auf ein Minimum von 2,91 g/dl und stieg nach 24 Stunden
stark an mit einer mittleren Konzentration von 5,7 + 2,28 g/dl. Zu Beginn und zum Ende
des Versuches zeigten sich erhohte Harnstoffkonzentrationen. Durchschnittlich betrug

dieser 63,12 mg/dl. Die Leber produzierte 45 ml Gallenfliissigkeit (4bbildung Nr. 20)
(128).
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Abbildung Nr. 20: Blutgasanalyse und Laborauswertung E1-NLP-SK

Makroskopisch stellte sich die Leber innerhalb der ersten 24 Stunden verhértet,
auberginefarben mit  heterogenen oberflichlichen = Gallenablagerungen und
Cholestasezeichen dar. Im fortgeschrittenen Verlauf dieses Versuches verschwanden die
Ablagerungen von Galle, das Gewebe wurde weicher und entwickelte eine braunrétliche
Farbe. Mikroskopisch konnte in der H.E.-Farbung ein weitgehend physiologisch
erhaltenes Leberparenchym nachgewiesen werden (128). Ersichtlich wurde eine
erhaltene Lappchenstruktur des Gewebes sowie ein zellkernreiches histologisches Bild.
Im Vergleich zu den Vorversuchen fielen dariiber hinaus eine physiologische
Sinusoidenbreite und morphologisch unauftillige Hepatozyten auf. Des Weiteren wurden

Bereiche mit intrasinusoidalen Erythrozytenaggregaten detektiert (Abbildung Nr. 21).
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Abbildung Nr. 21: Histologie (H.E.) (1.) — (3.) und
Makroskopie (4.) — (6.) EI-NLP-SK: (1.) L. h. sinister
medilis (4-fach); (2.) L. h. sinister lateralis (10-fach) (128);
(3.) L. h. dexter lateralis (20-fach), (4.) Darstellung nach
24 h Perfusion, (5.) Darstellung nach 48 h Perfusion;
(6.) Darstellung nach ca. 53 h Perfusion

2.7.4. Versuchsanalyse

Mit diesem Versuch konnte eine Normotherme Leberperfusion von iiber 53 Stunden
durchgefiihrt werden (128). Die anfiinglich starke Gewebeschiadigung, die sich sowohl in
der laborchemischen Analyse mit erhohten GOT-Aktivitédten als auch in der Morphologie
darstellte, ist mutmalBlich das Resultat eines Sauerstoffmangels, ausgelost durch eine
erniedrigte Erythrozytenkonzentration. Die steigende Himoglobinkonzentration und eine
resultierende Erhohung der Sauerstofftragerkonzentration nach 24 Stunden sorgten im
Anschluss fiir eine ausreichende Sauerstoffzufuhr, die zum histologischen Erhalt, einer
Reduktion von GOT und der Produktion von Albumin und Gallenfliissigkeit fiithrte. Die
Integration einer Leberbewegung ergab neben einer Verbesserung der Morphologie der
unten liegenden Leberanteile einen physiologischen pulsatilen Riickfluss aus der V. cava
inferior (128). Ebenso erfolgreich zu werten war die Implementierung einer Dialyse,
eines Filtersystems und einer Nihrstoffzufuhr mit Erhalt des enterohepatischen

Kreislaufes (128).
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2.8. Erste Standardversuchsreihe (SVR1)

2.8.1. Zielsetzung

Nach der erfolgreichen Leberperfusion in E1-NLP-SK iiber 53 Stunden, beruhte der
ndchste Schritt dieser Arbeit auf der Testung der Reproduzierbarkeit dieses Versuches

iiber eine Versuchsreihe (n = 3) mit einer Langzeitperfusion von bis zu 72 h.

2.8.2. Versuchsdurchfiihrung

Der Versuchsaufbau entsprach dem Sekundiren Normothermen Leberperfusionssystem
mit der Ergdnzung eines Wérmeaustauschers (Astotherm® plus ®) im zufithrenden
Schenkel der Arterie und der Pfortader zur Erhohung und Stabilisierung der
Zirkulationstemperatur. Die Versuchsdurchfiihrung entsprach der Basis- und
Versuchsdurchfilhrung E1-NLP-SK. Mit dem Ziel einer Verringerung der
Zellschwellung wurde dem Medikationsplan die Zugabe von Albumin (bei Bedarf)
zugefligt. Fiir die Datenanalyse erfolgten innerhalb der ersten 24 Stunden der
Leberperfusion die Probenentnahmen aus Pfortader und Vene stiindlich und nach den
ersten 24 Stunden alle drei Stunden. Mit dem Ziel einer Verringerung der Manipulation
von Lebergewebe und Perfusionsfluss wurde von einer histologischen Probenentnahme
wihrend der Versuchsdurchfiihrung abgesehen und diese nach Beendigung der Perfusion
durchgefiihrt. Um die Auswertung der BGA nicht zu verfélschen, berechnete sich der
Gesamtmittelwert aus einem alle drei Stunden ermittelten Mittelwert der ersten 24
Versuchsstunden und den dreistiindlich vorliegenden Werten nach den ersten 24 Stunden.
Fiir die Analyse der Mineralstoffe und der zelluldren Bestandteile wurden die Mittelwerte

und Standardabweichungen aus Pfortader und Vene zusammen berechnet.

2.8.3. Versuchsergebnisse

Fiir die Versuchsreihe SVR1 wurden insgesamt drei Normotherme Leberperfusionen
durchgefiihrt. Dabei betrug die Perfusionszeit von E2-NLP-SK 72,73 Stunden und die
von E3-NLP-SK 72,63 Stunden. E4-NLP-SK wurde nach 50,05 Stunden abgebrochen.
Die durchschnittliche Operationsdauer lag bei 1,41 + 0,28 h. Die Spiilung der Leber mit
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dem oxygenierten Perfusionsmedium wurde dabei nach 0,59 + 0,15 h durchgefiihrt. Das
Gewicht der entnommenen Spenderleber betrug durchschnittlich 1,78 + 0,09 kg
(Tabelle Nr. 7).

Tabelle Nr. 7: Basisdaten SVRI; (*Leberperfusionszeit)

Versuch Gewicht [kg] OP-Zeit [h] LP-Zeit" [h]
E2-NLP-SK 1,7 1,12 72,73
E3-NLP-SK 1,76 1,45 72,63
E4-NLP-SK 1,87 1,67 50,05

Die Temperatur innerhalb des Reaktors konnte bei 36,29 + 0,53 °C und die der
Zirkulation bei 36,72 + 0,38 °C eingestellt werden. Der portale Druck lag im Mittel bei
19,49 + 5,68 mmHg und der arterielle bei 250,30 = 91,33 mmHg und damit au3erhalb
des vordefinierten physiologischen Bereichs. Dabei zeigten sich in der Pfortader

Spitzenwerte von bis zu 78,32 mmHg und in der Arterie Blutdriicke von tiber 500 mmHg.
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Abbildung Nr. 22: Blutgasanalyse SVRI
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Durch die Verwendung von Knopfkaniilen aus Edelstahl konnte ein Abknicken des
Katheters verhindert werden, jedoch war eine mechanische Blockade durch den starren,
fiir die Leberschale zu langen Katheter innerhalb der Arterie zu beobachten. Mit
durchschnittlichen pH-Werten in der Pfortader von 7,1 + 0,12 und in der Vene von 6,76
+ 0,05 lag eine starke Azidose vor. Die durchschnittliche Gabe von
Natriumhydrogencarbonat lag bei 0,24 =+ 0,09 mol (Tabelle Nr. 8).
Der vendse pCO>-Wert fiel unter einer durchschnittlichen pO> Gabe von 126,32 + 6,16
mmHg nach anfinglich erhdhten Werten von 113,98 + 16,71 mmHg ab. Uber die
Durchfiihrung einer Dialyse mit 176,67 + 15,26 ml/h Dialysat konnten die Mineralstoffe
in einem stabilen Bereich gehalten werden. Dabei betrug der Mittelwert fiir Natrium
144,96 + 7,50 mmol/l, fir Kalzium 0,80 + 0,13 mmol/l und fiir Chlorid 107,97 + 4,495
mmol/l. Die Medikation von Kalziumchlorid lag durchschnittlich bei 4,17 £ 0,76 mol
(Tabelle Nr. 8). Eine anfanglich stark erhohte Konzentration von Kalium mit
durchschnittlich 19,86 + 3,16 mmol/l wurde innerhalb der ersten 24 Stunden auf 12,25 +
1,65 mmol/l gesenkt. Die gesamt berechnete Kaliumkonzentration belief sich auf 12,53
+ 3,75 mmol/l. Die Glucosekonzentration lag bei 29,24 + 522 mmol/l
(Abbildung Nr. 22).

Die Laboranalyse ergab stark erhohte GOT- und GPT-Aktivititen. So lagen die
Aktivitidten von GOT mit einem Mittelwert bei 32407,40 + 9210,84 U/l mit Spitzenwerten
von 59539,00 U/l und von GPT durchschnittlich bei 742,82 + 58,75 U/l. Die
Albuminkonzentration von 3,33 + 1,01 g/dl konnte mit einer durchschnittlichen Zugabe
von 47,67+ 10,79 g Albumin in einem physiologischen Bereich gehalten werden (7abelle
Nr. 8). Ebenso lag die Harnstoffkonzentration mit 27,87 + 7,76 mg/dl unterhalb eines
kritischen Wertes. Auffillig war ein starker Riickgang der gemessenen zelluldren
Blutanteile zu Beginn der Versuche. So sank der Hamatokrit innerhalb der ersten 12
Stunden von einem initial durchschnittlich gemessenen Wert von 10,7 + 3,90 % auf Werte
<1 %. Besonders ersichtlich war dies an der Konzentrationsminderung der Erythrozyten,
bei denen nach 12 Stunden im Durchschnitt lediglich 7,26 % der Anfangskonzentration,
trotz einer durchschnittlichen Zufuhr von 179 + 19,31 ml Erythrozytenkonzentrat, vorlag

(Tabelle Nr. 8). Der starke Riickgang der Erythrozyten zeigte sich ebenso an der in der
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BGA gemessenen Hb Konzentration, die im Durchschnitt innerhalb der Pfortader 1,17 +
0,33 g/dl betrug (4bbildung Nr. 22 und 23).
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Abbildung Nr. 23: Laboranalyse SVR1

Sowohl die makroskopische als auch die mikroskopische Analyse lieferten ein sehr
heterogenes Bild: Morphologisch zeigten sich sowohl eine aufgequollene, hypertrophe,
auberginefarbene Leber mit Stauungssymptomatik, v.a. zu Beginn der Versuche, als auch
ein weiches, schwammiges Parenchym mit diffuser weilllich schimmernder Oberflache.
Die Histologie ergab sowohl gro3e azelluldre ischdmische Bereiche als auch Areale mit
erhaltenen Zellkernen. Es wurden hypertrophe Sinusoide und strukturelle Verdnderungen
nachgewiesen. Allen Versuchen gemein war das Vorhandensein von erythrozytiren
Zellaggregaten innerhalb der Sinusoiden. In der mikroskopischen Analyse des
Perfusionsmediums in E4-NLP-SK konnte eine Pseudoagglutination von Erythrozyten

nachgewiesen werden.

Durch ein Experiment mit dem in den Versuchen verwendeten Blutplasma konnte die

Bildung von Fibrinstrukturen bei Hinzugabe von Kalziumionen in heparinisiertem
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Hp 7w Abbildung Nr. 24: Histologie (HE) (1) — (3.,
2 g Makroskopie (4.) und Analyse Medium (5.) — (6.) SVR1
(E4-NLP-SK): (1.) L. h. dexter medialis (10-fach);
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P %q\ S a8 (6. von Ca® zu Probe (a) bis (f) (gestrichelt umrandet)

=
Blutplasma nachgewiesen werden: Fiir diesen Nachweis wurden jeweils 10 ml des

kommerziell hergestellten Blutplasmas (a-c), des heparinisierten, kommerziell
hergestellten Blutplasmas (d-f) und eines durch Zentrifugation und Filtrierung
hergestellten Blutserums (g-i) in Flacons mit 1 mmol Kalziumchlorid versetzt. Sowohl in
den heparinisierten, als auch in den nicht heparinisierten Flacons mit Blutplasma war die
Bildung von makroskopisch sichtbaren Fibrinpolymeren nach einer Inkubationszeit von
24 Stunden bei 37 °C zu beobachten. Die Kontrollproben mit Blutserum wiesen keine

makroskopischen und mikroskopischen Verdnderungen auf (4bbildung Nr. 24).

Tabelle Nr. 8: Medikamentengabe SVR1

E2-NLP-SK E3-NLP-SK E4-NLP-SK

Erythrozyten- 200 162 175
konzentrat [ml]

Heparin [I.E./h] 1.000 1.000 1.000
Insulin [I.E./h] 4 4 4

TUDCA [I.E./3h] 5 5 5
NaHCO3 [mol] 0,30 0,29 0,13
CaCl; [mmol] 4 5 3,5

Albumin [g] 43 40 60
Glucose 20 % 8 0 0
[ml]
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2.8.4. Versuchsanalyse

Mit der Versuchsreihe SVR1 konnte der zuvor durchgefiihrte Versuch E1-NLP-SK nicht
repliziert werden. Zwar konnte mit der Implementierung eines Warmeaustauschers eine
stabilere Temperatur innerhalb des Reaktors und der Zirkulation gehalten werden, jedoch
ergab die Versuchsanalyse stark erhohte Blutdriicke, sowohl in der Pfortader als auch in
der Arterie, die als Resultat fehlerhafter Messungen durch eine mechanische Blockade
der Arterie hinter der Drucksonde zustande kamen. Die Instabilitdt des Systems zeigte
sich weiterhin an einer nicht korrigierbaren Azidose des Mediums sowie an den
Ergebnissen der Laboranalyse, die mit stark erhohten GOT- und GPT-Aktivititen eine
Schidigung des Lebergewebes widerspiegelten, was sich ebenfalls in der histologischen
Analyse bestétigte. Das Kernproblem der Versuchsreihe offenbarte sich in einer
mangelnden Zufuhr von Sauerstoff {iber den verwendeten Sauerstofftriger: Zwar wurde
dem Perfusionsmedium {iber den Oxygenator eine ausreichende Menge an O, zugefiihrt,
jedoch konnte trotz einer intensivierten Erythrozytengabe deren Konzentration nicht im
Perfusionsmedium gehalten werden, mit dem Ergebnis einer starken Andmie. Die
Detektion der vorliegenden Ursache der Blutarmut gestaltete sich als komplex: Der
Nachweis von  Erythrozytenaggregaten innerhalb der Leber und einer
Pseudoagglutination innerhalb des Mediums wiesen auf eine Blutstase im vasalen System
hin. Die Bildung von Fibrinstrukturen bei der Hinzugabe von Kalziumchlorid forderte

dabei mutmaBlich den Prozess der Thrombenbildung.
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2.9. Entwicklung Tertiiirkreislauf

Die Entwicklung des Tertidrkreislaufes befasste sich insbesondere mit der Fragestellung
einer ausreichenden Oxygenierung der Hepatozyten durch eine Verhinderung der
Blutstase mit dem angestrebten Ergebnis einer stabilen Erythrozytenkonzentration im

Perfusionsmedium (A4bbildung Nr. 25 und 26).
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Abbildung Nr. 25: Strukturzeichnung Tertidires Leberperfusionssystem
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Abbildung Nr. 26: Terticires Leberperfusionssystem (129)

2.9.1. Entwicklung arterieller Katheter

Fiir die optimale arterielle Perfusion wurden spezielle Knoptkaniilen entwickelt
(Abbildung Nr. 27): Das Material bestand aus rostfreiem Edelstahl zur Prophylaxe eines
Abknickens des Katheters, wie in den Vorversuchen beobachtet und zum wiederholten
Gebrauch durch Autoklavierung. Die Liange der Kaniilen wurde fiir eine bessere
Lagerung der Arterie innerhalb der Leberschale gekiirzt. Zur Vermeidung thrombotischer
Materialien innerhalb der Kaniile und einer damit einhergehenden Nichtperfusion der
Arterie, erhielt der Katheter mehrere Ausfiihrungslocher an der Katheterspitze. Ein
,Knopf™, entsprechend einer kommerziellen Knopfkaniile, sicherte den Halt der Kandiile
innerhalb des Gefilles. Die Befestigung im Gefdl3 erfolgte entsprechend der Sicherung
der anderen Kaniilen tiber eine Ligatur. Um fiir jede vorliegende Grofe von arteriellen
(1) 3) GefdBlen Katheter vorritig zu haben, wurden diese

in verschieden GroBen hergestellt (@ 0,4 bis 2

mm). Fiir die bestmogliche Perfusion empfahl sich

I die Verwendung des groBtmoglichen Katheters.
@ (b (@ Abbildung Nr. 27: Entwicklung arterieller Katheter; (1.) pVK
(2.) (Vasofix®Safety 24G; BIBraun®), (2.) Konventionelle Knopfkaniilen
e — © 05 — 0,67 mm) gebogen und gerade; (3.) Modifizierte
Konpfkaniilen (a) @ 0,4 mm, (b) @ 0,5 mm, (c) O 0,66 mm,
== o () O 2 mm
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2.9.2. Optimierung Zirkulationskreislauf

Mit dem Ziel einer Reduktion einwirkender Schérkrifte auf die Erythrozyten, wurden die
im Sekundiren Kreislauf verwendeten, peristaltischen Pumpen fiir den Antrieb des
arteriellen, portalen und Dialysat-Blutflusses durch eine einzige Zentrifugalpumpe
(Jostra (Maquet) Rotaflow Console®; Rotaflow RF-32®) ersetzt. Die unterschiedlichen
Driicke in den Kreisldufen konnten durch die Verwendung von Druckventilen manuell
eingestellt werden. Uber einen Shunt zwischen arteriellem und portalem Fluss, eingestellt
tiber ein Druckventil, wurde unter Kontrolle eine physiologische Oxygenierung innerhalb
der Gefdlle erzeugt. Die Implementierung einer Blutflussmessung iiber einen
Infrarotmesser (Novaflow ¢ Ultrasonic Flowcomputer®) bot den Vorteil einer genauen
Regulation des Flusses. Die Gabe von Epoprostenol als Medikation zur Vasodilatation

hatte ebenfalls das Ziel einer verbesserten Zirkulation.

2.9.3. Druckkontrollierter venoser Abfluss

Die Problematik eines schlechten Zuflusses sowie einer entstehenden Blutstase wurde mit
der Implementierung einer Druckmessung und -kontrolle {iber ein Druckventil innerhalb
des vendsen Abflusses bearbeitet. Diese Umstellung des Versuches beruhte auf der
Hypothese, dass der vorhandene negative Druck innerhalb der Vene zu einer
Kollabierung kleinerer Venolen fiihrt, mit dem Ergebnis einer Blutstase und Schwellung
der Leber. Die Einstellung des vendsen Drucks definierte sich auf Werte zwischen -5 und

+10 mmHg.

2.9.4. Optimierung Gaszufuhr

Innerhalb der Versuche im Priméren- sowie im Sekundéren Perfusionssystem zeigte sich
ein schlecht iiber Natriumhydrogencarbonat einstellbarer pH-Wert. Dies resultierte zum
einen aus einer hepatozelluldren Ischdmie und zum anderen aus den Grenzen des
Oxygenators sowie des Zellreaktors, iiber den eine Gaszufuhr von maximal ein bar flieBen
konnte. Aus diesem Grund wurde die Gaszufuhr vom Reaktor selbst entkoppelt, sodass

hohere Fliisse gegeben werden konnten und vermehrt CO: innerhalb des Oxygenators aus
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der Zirkulation diffundieren konnte. Die automatische Regulation einer Alkalose {iber die

Zufuhr von CO; wurde beibehalten.

2.9.5. Entwicklung gerinnungsfreies Medium

Heparin als Antikoagulator wirkt v.a. {iber die Bindung an Antithrombin und Thrombin
iiber Exosite-2-Rezeptoren, wodurch sowohl Thrombin als auch Faktor Xa gehemmt
werden. Die Bildung von Fibrinpolymiren bei der Hinzugabe von Kalziumchlorid
spiegelte demnach die Induktion einer Gerinnung mit bereits bestehenden oder neu
produzierten Gerinnungsfaktoren wider. Aus diesem Grund war die Umstellung des
Perfusionsmediums  auf eine Losung, bestechend aus Blutserum und
leukozytendepletiertem Erythrozytenkonzentrat, von essenzieller Bedeutung: Die
Herstellung des Blutserums aus mit Natriumcitrat 3,8 % (1:10) antikoaguliertem Vollblut,
gewonnen aus deutschen Landrasseschweinen, begann mit der Hinzugabe einer dem
Natriumcitrat dquivalenten Menge an Kalziumchlorid. Das wieder gerinnbare Vollblut
wurde nach einer Wartezeit von 30 Minuten bei 3000 G {iber 15 Minuten zentrifugiert.
Das als Uberstand vorliegende Serum konnte anschlieBend entnommen werden. Zur
Reinigung von weiterhin vorliegenden Zellen und Zellresten erfolgte eine weitere
Zentrifugation, sowie die Filtrierung iiber Edelstahlfilter. Das fertige Blutserum konnte
bei -50 °C gelagert werden. Die Gewinnung von Erythrozytenkonzentrat erfolgte
entsprechend der Herstellung des Basisperfusionsmediums. Mit dem Ziel der
Verringerung einer autoimmunen Entziindungsreaktion bei der Leberperfusion wurde die
Herstellung des Erythrozytenkonzentrats durch eine Leukozytendepletion {iber
Leukozytenfilter erginzt. Das Perfusionsmedium erhielt die SAM® (Tabelle Nr. 4). Das
Vorliegen eines gerinnungsfreien Mediums konnte iiber die Bestimmung der Anti-Xa-
Aktivitit sichergestellt werden. Die Verfalschung der Gerinnungsanalyse wurde durch
die Gabe einer dem Heparin dquivalenten Menge (1:1) von Protaminsulfon® in die

Analyseproben verhindert.
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2.9.6. Intraoperative Normotherme Leberperfusion

Die Problematik einer sehr langen ischamischen Phase wihrend der Hepatektomie bei der
Verwendung von DCD-Spenderlebern wurde bereits nach der Durchfiihrung der
Vorversuche deutlich. Eine intraoperative Perfusion mit einem oxygenierten Medium
iber die Pfortader, wie in E1-NLP-SK und SVRI1, zeigte einen moglichen Losungsweg
auf. Die verwendete Flussrate mit durchschnittlich 0,73 £ 0,15 I/h erwies sich aber als zu
gering, sowohl zur Verhinderung einer Blutstase als auch filir eine ausreichende
Oxygenierung. Mit dem Ziel einer Reduktion der Ischidmie, einem durchgéngig
erhaltenen Blutfluss und dadurch einer Verringerung des ischdmischen
Reperfusionsschadens, wurde ein mobiles Leberperfusionssystem fiir die intraoperative
Anwendung entwickelt (A4bbildung Nr. 28 und 29). Dabei enthielt das mobile
Perfusionssystem  die  gleichen = Standardelemente, = wie das  stationire
Leberperfusionssystem: Eine physiologisch oxygenierte, duale arterielle und portale
Leberperfusion und einen druckregulierten vendsen Riickfluss. Die Aufzeichnung
erfolgte liber implementierte Fluss- und Druckmesssonden mit einem geschriebenen
DasyLab-Programm und die Regulation iiber die manuelle Einstellung von
Druckventilen. Eine Zentrifugalpumpe (Jostra (Maquet) Rotaflow Console®; Rotaflow
RF-32®) diente als Antrieb des Blutflusses. Die Oxygenierung wurde {iber einen mit
einer Gas- und Gasaufbereitungsflasche verbundenen Oxygenator (MiniLungKit®)
sichergestellt. Der Anschluss eines Wairmeaustauschers (Astotherm® plus) an das
Perfusionssystem erhielt eine
normotherme Temperatur des
zirkulierenden Mediums. FEin
unabhingiger Transformator
(reVolt®) diente als Stromquelle.
Durch die Mobilitit des Systems
und dessen Konstruktionsweise
konnte die Leber nach dem
Transport,  unter  laufender

Perfusion, mit beibehaltenem

Reservevolumen in das stationire

System eingebracht werden. Abbildung Nr. 28: Mobiles Leberperfusionssystem (129)
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Abbildung Nr. 29: Strukturzeichnung Mobiles Leberperfusionssystem

2.10. Zweite Standardversuchsreihe (SVR2)

2.10.1. Zielsetzung

Die Zielsetzung dieser Versuchsreihe lag bei der Vermeidung, sowohl der in SVRI1
nachgewiesenen Blutstase als auch einer ischdmischen Reperfusionsschiadigung durch die
Verwendung einer intraoperativen Normothermen Leberperfusion und einer

Modifizierung des stationdren Leberperfusionssystems.

2.10.2. Versuchsdurchfiithrung

Die Grundlagen des Versuchsaufbaus und der Versuchsdurchfiihrung der dualen portalen
und arteriellen Leberperfusion basierten weiterhin auf dem Basisversuchsaufbau sowie
der Basisdurchfiihrung. Die fiir die SVRI1 etablierten Elemente einer physiologisch
simulierten Leberbewegung iiber das Zwerchfell, ein Filtersystem mit Wasserschloss,
eine Dialyse und eine parenterale Nihrstoffzufuhr, wurden fiir die stationdre
Leberperfusion beibehalten (129). Der Verhinderung einer entstehenden Blutstase sowie

einer allgemeinen Optimierung der Leberperfusion dienten die Implementierung einer
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Zentrifugalpumpe als einziger Perfusionsantrieb mit einer physiologischen Oxygenierung
von A. hepaticaund V. portae, die Regulation von Blutdruck und -fluss liber Druckventile
und Druck- und Flusssonden und die Erh6hung der Gaszufuhr innerhalb des Oxygenators
zur vermehrten CO, Entfernung aus dem Zirkulationskreislauf. Die Umstellung des
Perfusionsmediums fiir die intraoperative als auch die postoperative Leberperfusion auf
ein leukozytendepletiertes Medium aus Erythrozytenkonzentrat und Blutserum hatte
selbiges Ziel (129). Zur antimikrobiellen Prophylaxe erhielten das Perfusionsmedium,
sowie das wihrend des Versuches hergestellte Dialysat und die parenterale Erndhrung

SAM® (Tabelle Nr. 4).

Die Hepatektomie entsprach in den Grundziigen der Basishepatektomie, unter
Hinzunahme der in SVRI etablierten operativen Befestigung der Bewegungsplattform
fiir die simulierte Zwerchfellbewegung. Nach der Katheterisierung der V. portae mit
einem Nelaton-Katheter® (o 4,67 mm), sowie der infraheptischen V. cava inferior mit
einem groBlumigen Katheter (¢ = 7,3 mm) und der Legierung der suprahepatischen V.
cava inferior, konnte mit der intraoperativen Perfusion der Leber iiber die V. portae und
dem Abfluss iiber die V. cava inferior gestartet werden (129). Die Anordnung des
Versuchsaufbaus, sowie die FEinstellung iiber die eingebrachten Druckventile,
ermoglichte hier bereits eine Perfusion mit einer physiologischen Oxygenierung. Eine
vendse Druckeinstellung mit den Zielwerten zwischen -5 und +10 mmHg konnte bereits
intraoperativ durchgefiihrt werden. Um das leukozytendepletierte Perfusionsmedium aus
Erythrozytenkonzentrat und Blutserum nicht mit dem innerhalb der Spenderleber
befindlichen Blut des Spendertieres zu verfdlschen, wurde der erste aus der Leber
perfundierte Liter in eine Abwurfflasche abgefiihrt. Im weiteren Operationsverlauf
erfolgte direkt im Anschluss die Kaniilierung der A. hepatica sowie deren Anschluss und
die Perfusion tliber das Perfusionssystem (129). Bei der Perfusion konnte ebenfalls bereits
intraoperativ eine physiologische Oxygenierung des Perfusionsmediums durchgefiihrt
werden. Die Kaniilierung der A. hepatica wurde mit der modifizierten Knopfkaniile, mit
dem fiir die Arterie groBtmoglich verwendbaren Durchmesser durchgefiihrt. Nach
bestehendem arteriellem und portalem Kreislauf konnten die folgenden operativen
Schritte der Kaniilierung des DHC mit einem Nelaton-Katheter® (¢ 4,67 mm), die
Losung von intraabdominellen Verwachsungen der Leber unter Einbehalt der

verwachsenen Zwerchfellstrukturen sowie die extrakorporale Prédparation der
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Leberplattform mit dem Zwerchfell, der Leber in den Leberbeutel und die Einbringung
der Leber in das stationdre Leberperfusionssystem, unter laufender Perfusion und
Oxygenierung durchgefiihrt werden. Eine Probengewinnung erfolgte fiir die Ermittlung
der, wiahrend der Operation absolut freigewordenen Menge an den Enzymen GOT und
GPT [U], unter Beriicksichtigung der fiir die intraoperativ verwendeten Menge an

Perfusionsmedium.

Der Zeitrahmen fiir die postoperative Versuchsdurchfithrung wurde auf eine 24-stiindige
Leberperfusionszeit gesetzt. Die Einstellung der simulierten Leberbewegung entsprach
einer physiologischen Zwerchfellbewegung von 20 rpm mit einem ca. 2 bis 3 cm groflen
Hoéhenunterschied (129). Die Herstellung eines individuellen Dialysats bzw. die
Durchfithrung der Dialyse war fiir die Korrektur des Mineralstofthaushaltes, sowie zur
Entfernung von Abfallprodukten individuell vorzunehmen. Zum Erhalt der
Medikamentenkonzentrationen wurden dem Dialysat die im Medikationsplan
aufgefithrten Substanzen zugesetzt (Tabelle Nr. 6). Die parenterale Néhrstoffzufuhr,
mitsamt Insulin, TUDCA, Antibiotikum und Antimykotikum, entsprach in der
Zusammensetzung der Parenteralen Erndhrung und erfolgte mit einer Gabe von 17 ml/h
(Tabelle Nr. 6) (129). Die weitere Dauermedikation tiber Perfusoren beinhaltete die Gabe
von 1.000 L.E./h Heparin und 0,07 mg/h Epoprostenol (129). Zur weiteren Regulation
konnten der Leber die Medikamente Natriumhydrogencarbonat, Kalziumchlorid,

Glukose und Humanalbumin zugefiihrt werden.

Grundlage der Datenanalyse waren stiindlich entnommene BGA-Proben aus A. hepatica,
V. portae und V. cava inferior, eine dreistiindliche Blutentnahme aus dem Leberbeutel
und eine vierstiindliche Gewinnung von vendsen Proben zur laborchemischen
Konzentrationsbestimmung im Zentrallabor Universitdtsklinikum Tiibingen (129). Der
portale und arterielle Fluss wurde stiindlich dokumentiert [ml/min]. Die histologische
Probengewinnung erfolgte entsprechend der SVRI nach Versuchsbeendigung. Das
zeitliche Intervall fiir die mikroskopische Analyse des Perfusionsmediums lag bei 4
Stunden. Fiir die Analyse der Mineralstoffe und der zelluldren Bestandteile wurde der
Durchschnitt aus der mittleren Konzentration von Arterie und Pfortader mit der vendsen
Konzentration fiir den Gesamtkreislauf berechnet. Die Standardabweichung bezog sich

dabei auf die ermittelten Mittelwerte aus den jeweiligen Gefallen im Zeitverlauf.
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2.10.3. Versuchsergebnisse

Fiir die SVR2 wurden insgesamt drei Normotherme Leberperfusionen innerhalb des
Tertidrkreislaufes mit intraoperativer Leberperfusion durchgefiihrt (129). Die dafiir
entnommenen Spenderlebern hatten im Durchschnitt ein Gewicht von 2,69 + 0,39 kg
(129). Die fiir die Hepatektomie benotigte Operationszeit dauerte aufgrund des
Mehraufwands der intraoperativen Leberperfusion durchschnittlich 2,32 + 0,4 h. Dabei
lag nach 0,17 = 0,05 h der Perfusionskreislauf iiber das mobile Leberperfusionssystem
vor (129). Der intraoperativ gemessene Druck innerhalb der V. portae zeigte einen
Mittelwert von 23,27 + 5,48 mmHg und der innerhalb der A. hepatica von 54,04 &+ 18,95
mmHg bei einem erreichten Blutfluss von 75,44 + 36,11 ml/min in der Pfortader und
44,75 + 33,88 ml/min in der Arterie. Der vendse Druck konnte wihrend der Operation
bei -5,33 £ 3,69 mmHg gehalten werden. Der Mittelwert fiir die postoperative absolute
GOT-Aktivitdt lag bei 1696,35 + 1346,35 U und der fiir die GPT-Aktivitét bei 106,02 +
27,11 U. Hierbei zeigte sich eine Verringerung der GOT-Aktivitdt innerhalb der
Versuchsreihe, mit einem Minimalwert bei E3-NLP-TK von 398,3 U (Tabelle Nr. 9).

Tabelle Nr. 9: Basisdaten SVR2, (*Leberperfusionszeit)

Versuch Gewicht OP-Zeit WIT LP-Zeit* GOT GPT
[kg] [h] [h] [h] Post-Op Post-Op
[unj [u1]
E1-NLP- 3,14 2,75 0,22 24,27 3086,3 131,6
TK
E2-NLP- 2,48 2,25 0,13 24,53 1604,455 77,61
TK
E3-NLP- 2,45 1,95 0,16 242 398,3 108,85
TK

83



Die vordefinierte Perfusionsdauer innerhalb des stationdren Systems konnte mit einer
durchschnittlichen Normothermen Leberperfusion tiber 24,33 + 0,17 h bei jedem Versuch
erfolgreich eingehalten werden. Dabei betrug die innerhalb des Reaktors liegende
Temperatur 36,82 = 0,68 °C und die innerhalb der Zirkulation 36,75 £+ 0,25 °C. Der
arteriell gemessene Druck konnte mit durchschnittlich 98,42 + 3,76 mmHg und der
portale Druck mit 15,23 + 2,89 mmHg innerhalb des vordefinierten Bereichs gehalten
werden. Dabei lagen Blutfliisse von 151,47 + 54,02 ml/min in der Arterie und 125,54 +
24,78 ml/min in der Pfortader vor. Wihrend der Versuchsreihe =zeigten sich
physiologische pH-Werte innerhalb der A. hepatica von durchschnittlich 7,37 + 0,06
(129). Der pH-Wert in der V. portae betrug 7,28 + 0,10, der in der V. cava inferior 7,23
+ 0,09 und der innerhalb des Leberbeutels 7,14 = 0,18 (129). Die pH-Werte lagen damit
in einem leicht azidotischen Bereich. Die mittlere Zufuhr von Natriumhydrogencarbonat
lag bei 0,24 + 0,01 mol (Tabelle Nr. 10). Die Erhohung der Gaszufuhr auf 2 bar mit einem

Gemisch aus Raumluft und Carbongas fiihrte zu einer kiinstlich erzeugten Hypokapnie
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Abbildung Nr. 30: Blutgasanalyse SVR2
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mit COz-Werten in der Arterie von 17,03 = 5,10 mmHg und in der Pfortader von 23,67 +
3,22 mmHg. In der A. hepatica konnte eine physiologische Oxygenierung mit 99,94 +
10,42 mmHg und in der Pfortader mit 51,88 + 4,75 mmHg gehalten werden. Die in der
Vene gemessene CO»-Konzentration lag im Durchschnitt bei 30,43 + 4,53 mmHg. Nach
einer initial erhdhten, postoperativen Kaliumkonzentration von im Mittel 12,08 + 3,50
mmol/l fiel dieser auf eine durchschnittlich minimal erhdhte Konzentration von 8,04 +
1,85 mmol/l. Der Mineralstoffhaushalt von Natrium mit 147,21 + 3,86 mmol/l, Kalzium
mit 1,05 = 0,17 mmol/l und Chlorid mit 104,02 + 1,84 mmol/l konnte in einem
physiologischen Bereich gehalten werden. Die mittlere Glukosekonzentration lag bei
18,241 + 8,50 mmol/l, wobei diese von einer initial berechneten Konzentration von 34,78
+ 10,15 mmol/l wihrend des Versuches auf eine Konzentration von 7,05 + 3,05 mmol/l
fiel (Abbildung Nr. 30). Die fiir die Regulierung des Mineralstofthaushaltes
durchgefiihrten Dialysen mit je einem Liter Dialysat erfolgten durchschnittlich 8 + 2-mal.
Dies entsprach einer Dialyseperfusion von 0,31 £ 0,06 I/h. Die simulierte Leberbewegung
iiber eine Bewegung des Zwerchfells mit 20 rpm und einem vertikalen
Bewegungsausmal von ca. 2 bis 3 cm konnte erfolgreich durchgefiihrt werden. Wéahrend
der Versuchsdurchfiihrung produzierten die Lebern durchschnittlich 72,33 + 11,24 ml
Gallenfliissigkeit (129). Besonders auffillig war dabei die erhohte Gallenproduktion von
E3-NLP-TK mit 82 ml.

Die Analyse der laborchemischen Proben zeigte eine mittlere GOT-Aktivitit von 7437,52
+ 3737 U/l und eine GPT-Aktivitdit von 332,38 + 147,20 U/l (129). Dabei wurde
entsprechend der unterschiedlichen postoperativ gemessenen Enzymkonzentration eine
Reduktion der berechneten Aktivititen im Verlauf der Versuchsreihe beobachtet:
Wihrend die berechneten mittleren GOT-Aktivitidten wéhrend des ersten Versuches bei
10075,43 + 7052,04 U/I lagen und die des zweiten Versuches bei 9077,14 £ 3796,15 U/l
bereits sanken, ergab die mittlere GOT-Aktivitdt im dritten Versuch ein Minimum von
3160,00 + 2400,07 U/1. Parallel dazu zeigte sich eine Reduktion der durchschnittlichen
GPT-Aktivititen mit 489,71 + 283,14 U/l in E1-NLP-TK, 309,42 + 102,60 U/l in E2-
NLP-TK und 198,00 + 95,70 U/l in E3-NLP-TK. Die Konzentration von Albumin lag im
Durschnitt bei 1,35 £ 0,39 g/dl und die von Harnstoff bei 24,24 mg/dl. Das fiir die
Leberperfusion hergestellte leukozytendepletierte Medium hatte eine initial stark

erniedrigte Konzentration, sowohl der Leukozyten mit durchschnittlich 569,05 + 257,97
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Zellen/pl, als auch der Thrombozyten mit 14,19 + 3,59 Tsd. Zellen/pl. Dabei war bei
beiden Zellreihen eine weitere Reduktion der Konzentration wihrend der
Versuchsverldufe zu beobachten. Die Erythrozytenkonzentration konnte mit einem
Mittelwert von 3,65 + 0,82 Mio. Zellen/pl gehalten werden. Im Verlauf des Versuches
war eine Reduktion der Konzentration von durchschnittlich 4,88 + 1,47 Mio. Zellen/pl
auf 2,77 £ 0,59 Mio. Zellen/ul zu beobachten. Die Entwicklung der
Hamoglobinkonzentration mit 7,55 £ 1,01 g/dl und des Hamatokriten mit 22,49 + 3,81 %
zeigten sich dazu dquivalent. Durchschnittlich wurde den Lebern 311,67 + 322,50 ml
Erythrozytenkonzentrat zugefiihrt, wobei die EK-Gabe in E3-NLP-TK sich auf 80 ml
belief (Tabelle Nr. 10). Von besonderer Bedeutung war, dass bei diesem Versuch die
Analyse des vorliegenden Sauerstofftrigers den hochsten Mittelwert von Erythrozyten
mit 4,42 + 0,94 Mio. Zellen/ul, als auch des Hamoglobins und Hamatokrit-Wertes
innerhalb der Versuchsreihe verzeichnete (4bbildung Nr. 31).
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Abbildung Nr. 31: Laboranalyse SVR2 (129)

Makroskopisch stellte sich die Leber weich, homogen und in einer rétlich-braunen Farbe
dar. Eine Steuerung der Leberschwellung anhand der Regulation des vendsen Drucks

konnte beobachtet werden. Wiahrend des Versuchsverlaufes zeigten sich keine
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Cholestase. In der histologischen Aufarbeitung konnte weitgehend ein zellkernreiches
und morphologisch vital aussehendes Gewebe von Leber und Gallenblase nachgewiesen
werden. Die strukturelle Gliederung in Leberldppchen blieb erhalten. Eine allgemeine
Stauung, ersichtlich {iber erweiterte Sinusoiden, konnte nicht detektiert werden.
Vereinzelt zeigten sich Areale mit erythrozytdren Aggregaten innerhalb der Sinusoide.
Die mikroskopische Analyse des Perfusionsmediums ergab {iiberwiegend ein
morphologisch unauffilliges Bild der Erythrozyten. Dartiber hinaus konnten auch
Erythrozyten mit spinozelluldren Ausldufern nachgewiesen werden. Das Vorhandensein
einer Pseudoagglutination von Erythrozyten wurde bei keinem der durchgefiihrten

Versuche nachgewiesen (4bbildung Nr. 32).

(7.) (8.)
Abbildung Nr. 32: Histologie (H.E.) (1) — (5.) und Analyse Perfusionsmedium (nativ) (6.) — (8.) SVR2:
(1.) L. h. sinister lateralis (4-fach) (129,130); (2.) L. h. sinister lateralis (10-fach) (129,130); (3.) L. h. sinister

lateralis (20-fach) (129,130); (4.) Gallenblase (10-fach), (5.) L. h. sinister medialis (10-fach); (6.) Medium (20-
fach); (7.) Medium (100-fach),; (8.) Medium (100-fach)

Tabelle Nr. 10: Medikamentengabe SVR2

E1-NLP-TK E2-NLP-TK E3-NLP-TK

Heparin [I.E./h] 1.000 1.000 1.000

TUDCA [I.E./3h] 5 5 5

CaCl, [mmol] 0 0 0

Glucose 20 % 0 14 0
[ml]
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2.10.4. Versuchsanalyse

In allen Versuchen konnte eine intraoperative Leberperfusion mit anschlieBender
Normothermer Leberperfusion iiber einen Zeitraum von 24 Stunden durchgefiihrt
werden. Die Lebern wurde intraoperativ mit einer durchschnittlichen Zeit von ca. 10
Minuten nach Feststellung des kardialen Todes des Spendertiers innerhalb eines
Zirkulationskreislaufes reperfundiert und mit Sauerstoff versorgt. Dabei zeigte sich das
System im Allgemeinen sehr stabil. Die erhohten Driicke innerhalb der Pfortader wurden
auf eine Manipulation der Leber durch den Operationsprozess und auf das, den Gefalen
umliegende Gewebe wihrend der Operation zuriickgefiihrt. Von erheblichem Vorteil,
gegeben durch die bereits intraoperativ gestartete Leberkonservierung, die Mobilitét des
Systems und die Moglichkeit des Uberfiihrens der Leber in das stationire
Leberperfusionssystem unter fortlaufender Perfusion, war ein Arbeiten ohne zeitlichen
Druck, wodurch Fehler vermieden werden konnten. Auch wéhrend der stationédren
Leberperfusion zeigte sich diese stabil: Dies war ersichtlich sowohl an der gemessenen
Temperatur, den Blutdriicken und -fliissen, als auch an dem pH-Wert und dem
Mineralstoffhaushalt. Fiir die Regulation des pH-Wertes war neben einem stabilen
System und einer geringeren Zellschidigung die verbesserte Gaszufuhr von besonderer
Bedeutung. Durch die erniedrigte Konzentration des Edukts CO; wurde die Reaktion von
Wasser mit Kohlenstoffdioxid zu Hydrogencarbonat und Hydronium zugunsten der
Edukte verandert, mit dem Resultat eines hoheren pH-Wertes. Ersichtlich wurde dieser
Effekt bei der Beobachtung des pH-Wertes innerhalb der Pfortader, in der iiber den
eingebauten druckgeregelten Shunt ein Mischblut aus arteriellem und vendsem Blut
erzeugt wurde. Hier zeigte sich durch eine hohere Konzentration von CO> im Vergleich
zur A. hepatica ein geringerer pH-Wert. Die laborchemische Analyse der Enzyme GOT
und GPT spiegelte das innerhalb der Histologie nachgewiesene, erhaltene Gewebe wider.
Von ausschlaggebender Bedeutung war dabei der Erhalt einer ausreichenden Menge an
Erythrozyten, bzw. Hamoglobin innerhalb des Perfusionsmediums und damit einer
erhaltenen Versorgung der Leber mit Sauerstoff. Es zeigte sich zwar eine starke
Reduktion der Glucosekonzentration, die auf eine anaerobe Glycolyse schlieBen lieB3,
jedoch war diese Reduktion das Ergebnis einer beabsichtigten Filtrierung von Glucose
tiber die Dialyse hin zu einer physiologischen Konzentration. Fiir den Erhalt der

Erythrozytenkonzentration innerhalb des Zirkulationskreislaufes war neben einem
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besseren postoperativen Outcome und damit einer Verringerung des ischdmischen
Reperfusionsschadens, einer Optimierung der Zirkulation innerhalb des stationdren
Systems mit der Implementierung einer Zentrifugalpumpe, einem optimierten arteriellen
Katheter, der Verwendung von Vasodilatatoren und einer physiologischen Oxygenierung
der arteriellen und portalen GefdBe eine Regulation des vendsen Drucks von
entscheidender Bedeutung. Die physiologischen Blutdriicke innerhalb der Vene
verhinderten ein Kollabieren der venosen Gefille, wodurch ein Blutriickstau bzw. eine
Blutstase mit erhohten Driicken, zunédchst der sinusoidalen und anschlielend der Leber
zufiihrenden Gefélle verhindert werden konnte. Neben der histologischen Gewebeanalyse
konnte eine Verhinderung der Blutstase durch das Fehlen einer Pseudoagglutination in
der mikroskopischen Analyse des Perfusionsmediums nachgewiesen werden. Die
zeitweise beobachteten Erythrozyten mit spinozelluldren Ausldufern wurden auf eine
zwischenzeitig leicht erhohte Konzentration von Natrium zurlickgefiihrt. Die
Optimierung innerhalb der Versuchsreihe, ersichtlich an der laborchemischen Analyse
der postoperativen und innerhalb der Leberperfusion gemessenen Enzyme und der
erhohten Konzentration an Sauerstofftragern, trotz verringerter
Erythrozytenkonzentratzufuhr wéhrend der Versuchsdurchfiihrung, wurde auf einen

Lerneffekt bei der operativen und postoperativen Methodik zuriickgefiihrt.

2.11. Kontrollversuche SCS

2.11.1. Zielsetzung

Die Durchfiihrung von drei Kontrollversuchen diente der Beurteilung der, in SVR2
eingebrachten intraoperativen Intervention, sowie der darauffolgenden Normothermen

Leberperfusion.

2.11.2. Versuchsdurchfithrung

Der Zeitrahmen der Hepatektomie berechnete sich aus der durchschnittlich bendtigten
Operationszeit der SVR2. Dabei entsprach die Operationstechnik der Basishepatektomie.
Die nach der Operation durchgefiihrte Spiilung der Leber mit einer HTK-Losung

(Custodiol®) und eine anschlieBende Lagerung bei 5 °C wurde anhand der Vorgaben einer
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SCS-Leberkonservierung durchgefiihrt. Die Probengewinnung zur Bestimmung der
produzierten Menge an GOT und GPT wéhrend der Hepatektomie konnte aus dem
durchspiilten Medium gewonnen werden. Fiir einen Vergleich der Kontrollversuche mit
der SVR2 wurde die Kultivierungszeit ebenfalls auf 24 Stunden und die Probenentnahme
auf ein Intervall von 4 Stunden gesetzt. Um valide Proben fiir die Analyse der Enzyme
zu gewinnen, erfolgte vor jeder Probengewinnung eine 15-miniitige Perfusion der Leber
iiber die Pfortader innerhalb eines Kreislaufes mit einem definierten Reservoir an HTK-
Medium. Die postoperativ ermittelten absoluten Mengen an freigewordenem GOT und

GPT wurden iiber die verwendete Menge an Medium berechnet.

2.11.3. Versuchsergebnisse

Durch die Verwendung von zwei Minipig-Spenderlebern ergab sich eine Differenz
zwischen dem verwendeten Gewebegewicht. Die Umstellung des Spendertieres wahrend
der Kontrollversuche wurde aufgrund der 2013 in der Tierschutz-Versuchstierverordnung
aufgenommenen und erstmalig durch Russel und Rex 1959 verdffentlichten 3R-
Prinzipien (Replacement, Reduction und Refinement) vorgenommen (131): Zum
Zeitpunkt der Kontrollversuchsdurchfiihrung bestand die Mdéglichkeit der Verwendung
von Spendertieren einer anderen Versuchsgruppe. Der vordefinierte Zeitrahmen konnte
bei jedem Versuch eingehalten werden. Insbesondere die postoperativen absoluten GOT-
und GPT-Aktivititen zeigten sich erhoht. Im Durchschnitt lag die postoperative GOT-
Aktivitat aller Kontrollversuche bei 1696,35 + 1346,35 U und die GPT-Aktivitit bei
106,02 £ 27,11 U (Tabelle Nr. 11).

Tabelle Nr. 11: Basisdaten KV-SCS

Versuch Gewicht OP-Zeit GOT GPT
[kg] [h] Post-OP Post-OP
[U] [U]
KV1-SCS 2,11 2,32 3086,3 131,6
KV2-SCS 1,3 2,32 1604,46 77,605
KV3-SCS 1,48 2,32 398,3 108,85
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Die SCS-Leberkonservierung erfolgte tiber den gesetzten Zeitraum von 24 Stunden bei
5°C. Fiir die Zirkulationsperfusion vor der Probenentnahme wurde im Durchschnitt ein
Volumen von 0,43 + 0,06 1 verwendet. Wihrend des Versuchsverlaufes stieg die GOT-
Aktivitdt auf einen Wert von durchschnittlich 32392,67 + 7255,29 U/l mit einem
Gesamtdurchschnitt von 20548,52 + 10132,38 U/I. Parallel dazu stieg ebenfalls die GPT-
Aktivitit auf einen Durchschnitt von 1337,67 + 85,69 U/l, bei einer mittleren
Gesamtkonzentration von 836,90 + 409,52 U/l (Abbildung Nr. 33).
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Abbildung Nr. 33: Laboranalyse KV-SCS

2.11.4. Versuchsanalyse

Die Durchfiihrung der Kontrollversuchsreihe konnte unter standardisierten Bedingungen
erfolgen. Durch die Verwendung eines deutschen Landrasseschweins und zwei Minipig-
Schweinen als Spendertiere war die Vergleichbarkeit der Versuche untereinander
eingeschrinkt. Die Mittelwerte wurden, bedingt durch ein geringeres Gewebegewicht der
Minipig-Schweine, in Richtung von erniedrigten Werten der Leberschidigungsenzyme
verschoben. Dies zeigte sich insbesondere in den postoperativ gemessenen Werten. Die
erhohten GOT- und GPT-Aktivititen wéahrend der Leberkonservierung waren Resultat

eines, im Vergleich mit dem SVR2, geringer verwendeten Zirkulationsmedius.
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3. Ergebnisse

Fiir die Etablierung eines Normothermen Leberperfusionssystems erfolgten insgesamt
dreizehn Versuche (Tabelle Nr. 12). Im Ergebnisteil werden die fiir die Entwicklung
durchgefiihrten Vorversuche aufgrund ihrer Heterogenitét in der Versuchsdurchfiihrung
nur am Rande aufgefiihrt. Anhand der mittleren Operationszeit konnte eine Verringerung
der bendtigten Operationsdauer iiber die Zeit der durchgefiihrten Versuche beobachtet
werden. Die verldngerte Operationszeit der SVR2 ergab sich durch den Mehraufwand der
intraoperativen Intervention. In allen Versuchen konnte iiber die mikroskopische Analyse
des nach der Versuchsdurchfiihrung entnommenen, iiber 24 Stunden bei 37 °C
kultivierten Perfusionsmediums keine Kontamination detektiert werden.

Tabelle Nr. 12: Basisdaten Versuche, (*Leberperfusionszeit)

Versuch  Versuchs- Gewicht OP-Zeit WIT LP-Zeit* OP-Zeit
zahl MD MD MD MD mit O,
(£ SD) (£ SD) (£ SD) (£ SD) MD
[kg] [h] [h] [h] (=SD)
[Yo]
VV-NLP- 3 1,98 1,91 - 27,62 -
PK (£0,56) (*1,11) (x27,73)
E1-NLP- 1 1,72 1,43 - 53,62 -
SK
SVR1 3 1,78 1,41 - 65,14 -
(£0,09) (£0,28) (= 13,07)
SVR2 3 2,69 2,32 0,17 24,33 92,67
(+0,39) (x0,4) (£0,05) (£0,17) (£ 1,35)
KV-SCS 3 1,63 2,32 - 24 -
(£0,43) (x0) (x0)

3.1. Vergleich E1-NLP-SK und SVR1

Aufgrund des unterschiedlichen Messverfahrens bei der Laboranalyse und des
verdnderten Leberperfusionssystems war der Vergleich zwischen E1-NLP-SK und SVR1
als eingeschréankt zu werten. Durch die Implementierung des Warmeaustauschers zeigte
sich in der SVR1 eine Optimierung der Temperatur von 33,20 + 1,77 °C in E1-NLP-SK
zu durchschnittlich 36,29 + 0,53 °C in SVR1 innerhalb der Zirkulation in Richtung der
fiir die Normotherme Leberperfusion vordefinierten Werte. Hingegen ergab die Analyse
der Versuche eine verschlechterte Leberperfusion in der SVRI1: Mit einem
durchschnittlichen Druck in der Pfortader von 19,49 + 5,68 mmHg in SVR1 lag der Druck
zu 69,62 + 23,38 % innerhalb eines definiert akzeptablen Bereichs von 0 bis 20 mmHg,
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wihrend in E1-NLP-SK mit einem mittleren Druck von 10,09 + 25,87 mmHg der Druck
zu 80,5 % der Leberperfusionszeit in einem akzeptablen Bereich lag. Im arteriellen
System konnte wihrend der SVR1 ein durchschnittlicher Druck von 250,30 + 91,33
mmHg mit einer Leberperfusionszeit von 25,00 & 36,14 % in einem Bereich von 60 bis
160 mmHg und in E1-NLP-SK mit 112,88 + 68,52 mmHg in einer akzeptablen
Leberperfusionszeit von 65,18 % gehalten werden. Die graphische Darstellung der
ermittelten GOT-Aktivitdten spiegelte die makroskopischen Beobachtungen einer in allen
Versuchen vorliegenden Leberstauung mit einer hypertrophen Schwellung des
Lebergewebes sowie einer verhérteten Leberkapsel wider (4bbildung Nr. 34). Parallel
zum GOT-Verlauf zeigte sich in E1-NLP-SK eine Reduktion der Leberstauung mit einer
stabilen Enzymkonzentration, wéhrend sich das Gewebe innerhalb der SVRI nicht

GOT erholte und einen weiteren Anstieg der
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Abbildung Nr. 34: Laboranalyse E1-NLP-SK und SVR1

3.2. Vergleich Sekundires und Tertiiires Leberperfusionssystem

Der Vergleich des Tertidren- mit dem Sekundiren Kreislauf erfolgte iiber den Vergleich
von SVR1 mit SVR2. Die Intervention einer intraoperativen Leberperfusion wiahrend der
Hepatektomie fiihrte zu einer verldangerten Operationszeit von 1,41 + 0,28 h in SVRI zu
2,32+ 0,4 h in SVR2. Durch die schnelle Reperfusion nach durchschnittlich 0,17 + 0,05
h wurde im Vergleich zur, wihrend der in SVR1 verwendeten Operation die ischdmische

Phase um ca. 88 % gesenkt.

Allgemein erwies sich das entwickelte Tertidre Leberperfusionssystem als stabiler. Dies
zeigte sich insbesondere bei der Analyse der ermittelten durchschnittlichen Blutdriicke:
Wihrend bei SVR2 ein definiert akzeptabler Druck zwischen 0 und 20 mmHg lediglich

7u 69,62 % der Zeit vorlag, konnte im Tertidren Kreislauf mit einem Mittelwert von 15,23
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+ 2,89 mmHg ein akzeptabler Druck zu 93,45 + 2,76 % des Perfusionszeitraums gehalten
werden. Auch die Differenz eines definiert akzeptablen arteriellen Durchschnitts von 60
bis 160 mmHg vergroBerte sich zwischen den Versuchsreihen: Der im Sekundiren
Kreislauf vorliegende Druck von 25,00 + 36,14 % der Perfusionszeit wurde dabei mit
einem Mittelwert von 98,42 + 3,76 mmHg auf einen wihrend der Perfusion akzeptablen

Druck von 96,77 + 1,48 % im Tertidren Kreislauf gesteigert.

Die verbesserte Stabilitdt des Tertidren Systems konnte weiterhin iiber die Analyse der
Blutgase beobachtet werden: Trotz hoherer pO2-Werte innerhalb der Pfortader und der
Arterie bei der SVR1 mit 126,35 + 2,32 mmHg gegeniiber den ermittelten Werten der
Arterie mit 99,94 + 10,42 mmHg und der Pfortader mit 51,88 + 4,75 mmHg in SVR2
konnten im Sekundidren Kreislauf hohere pCO»-Werte, sowohl in den zu-, als auch
abfiihrenden Gefdflen gemessen werden. Diese lagen in der Vene bei 59,24 + 9,20 mmHg
und bei 29,83 £+ 5,39 mmHg in der Pfortader. Die erhdhte pCO>-Konzentration spiegelte
sich mit einem azidotischen, schwer einzustellenden pH-Wert, trotz Zufuhr von
Natriumhydrogencarbonat-Losung zur Pufferung, wider: Dieser lag in der SVRI bei
einem berechneten Mittelwert aus Vene und Pfortader bei 6,96 + 0,13 und in SVR2 tiber
einem aus den Mittelwerten der zufithrenden Gefdle mit der Vene ermittelten Wert bei

7,28 £ 0,06.

Am deutlichsten zeigte sich die verbesserte Systemstabilitit bei der Analyse der
Konzentration des Sauerstofftragers: Es wurde eine durchschnittliche Konzentration der
Erythrozyten in SVR1 von 0,30 + 0,09 Mio. Zellen/ul und in SVR2 von 3,65 + 0,82 Mio.
Zellen/pl verzeichnet. Uber einen T-Test der unabhiingigen Mittelwerte konnte ein
signifikanter Unterschied (p < 0,05) zwischen der im Perfusionsmedium befindlichen

Erythrozytenkonzentration der beiden Versuchsreihen errechnet werden.

Die verbesserte Systemstabilitét spiegelte sich auch in den Ergebnissen der Laboranalyse
wider: Dazu wurde fiir eine bessere Vergleichbarkeit fiir SVR1 eine blofle Analyse der
ersten 24 Stunden der Leberperfusion vorgenommen. In SVR2 kam bereits wéahrend der
Hepatektomie das auch im folgenden Leberperfusionsverlauf verwendete
Perfusionsmedium zum Einsatz. Daher lag im Gegensatz zu SVRI1 bereits zum
Startzeitpunkt der stationdren Leberperfusion eine Enzym-Konzentration grofer null vor.

Aus diesem Grund erfolgte die Analyse iiber die Berechnung des Enzym-
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Konzentrationsverlaufes durch Subtraktion der Enzymstartaktivitit mit allen, innerhalb
des Versuches gemessenen Enzymaktivititen. Der dabei errechnete durchschnittliche
GOT-Aktivitatsverlauf der SVR1 lag bei 19674,62 + 8078,48 U/l und der von SVR2 bei
7437,52 £+ 3737,92 U/l. Unter Hinzunahme des durchschnittlich ermittelten
Konzentrationsverlaufs iiber 24 Stunden des Versuches E1-NLP-SK in die Analyse des
Sekundéren Kreislaufs konnte mit einer im Vergleich erniedrigten GOT-Aktivitdt von
18339,29 + 7116,20 U/l ein signifikanter Unterschied (p < 0,05) nachgewiesen werden
(129). Ein signifikanter Unterschied (p < 0) zwischen SVR1 und SVR2 zeigte sich
ebenfalls iiber den durchschnittlichen Aktivititsverlauf von GPT mit 656,09 + 58,50 U/l
in SVR1 und 332,38 + 147,20 U/l in SVR2 (A4bbildung Nr. 35) (129). Die Steigerung der
Gallenfliissigkeitsproduktion auf 2,98 + 0,48 ml/h in der SVR2 wies ebenfalls einen
signifikanten Unterschied in der Leistungsfidhigkeit der Metabolisierung und damit eines

vital arbeitenden Leberparenchyms zwischen den Versuchsreihen auf.
Got GPT
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Abbildung Nr. 35: Laboranalyse SVRI und SVR2

3.3. Vergleich Kontrollversuche

Mit dem Ziel einer besseren Vergleichbarkeit der verwendeten Spenderorgane mit
unterschiedlichem Lebergewicht (LG) wurde fiir die postoperativ berechnete, absolute
Menge der Enzyme GOT und GPT die individuell freigewordene Konzentration pro
Kilogramm Lebergewicht berechnet [U/kg LG]. Dabei zeigte sich bei der Hepatektomie
mit intraoperativer Intervention eine durchschnittliche GOT-Aktivitit von 597,48 +
412,40 U/kg LG und eine GPT-Aktivitdt von 39,21 + 6,97 U/kg LG. Die berechneten
Enzymaktivititen bei den Kontrollversuchen lagen bei 3676,79 + 2735,01 U/kg LG fuir
GOT und 153,68 = 75,61 U/kg LG fiir GPT. Damit ergab die freigewordene

Konzentration der Enzyme pro Kilogramm Lebergewicht bei der Hepatektomie mit
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intraoperativer Leberperfusion fiir GOT eine Reduktion um den Faktor 6,15 und fiir GPT
um den Faktor 3,92 (Tabelle Nr. 13).

Tabelle Nr. 13: Postoperative Enzymkonzentration SVR2 und KV-SCS; (*Lebergewicht)
Versuch E1-NLP- E2-NLP- E3-NLP- KVI1-SCS KV2-SCS KV3-SCS

TK TK TK
GOT 982,90 646,96 162,57 6828,14 1922,22 2280
Post-OP
[U/kg LG*]
GPT 41,91 31,29 44,43 240,57 102,89 117,57
Post-OP
[U/kg LG*]

Fiir den Vergleich zwischen der in SVR2 und der in den Kontrollversuchen entstandenen
Leberschiadigung wihrend der Konservierung von 24 Stunden, erfolgte die Berechnung
der freigewordenen Enzyme aus dem mittleren Enzymanstieg, unter Einbeziehung des
individuell in den Versuchen bendtigten Perfusionsvolumens und des jeweiligen

Lebergewichts [U/kg LG]:

Bei der SVR2 zeigte sich ein Anstieg der GOT-Aktivitdt auf einen Maximalwert von
9494,99 + 6292,01 U/kg LG mit einem durchschnittlichen Wert von 5893,27 + 3420,19
U/kg LG. Nach dem maximal durchschnittlich erreichten Spitzenwert von 308,17 +
156,44 U/kg LG nach 16 Stunden fiel die GPT-Aktivitit wieder ab. Der Mittelwert lag
bei 208,02 + 121,59 U/kg LG.

Im Verlauf der SCS-Leberkonservierung stieg die GOT-Aktivitdt auf einen Wert von
durchschnittlich 8088,18 + 987,74 U/kg LG mit einem mittleren Gesamtdurchschnitt von
4616,57 + 546,69 U/kg LG. Parallel dazu steigerte sich ebenfalls die GPT-Aktivitit auf
340,85 + 75,25 U/kg LG bei einem Gesamtanstieg von 193,81 + 122,05 U/kg LG. Damit
lagen sowohl die GOT- als auch die GPT-Aktivitdten bei der, in den Kontrollversuchen
verwendeten SCS-Leberkonservierung niedriger. Es konnte jedoch kein signifikanter
Unterschied zwischen den verwendeten Verfahren in Hinsicht der durchschnittlichen
GOT- und GPT-Aktivitit nachgewiesen werden. Dariiber hinaus wurde fiir E3-NLP-TK
der SVR2 eine deutliche Reduktion sowohl von GOT als auch GPT, insbesondere im
spateren Versuchsverlauf, zur mittleren Enzymaktivitdt der Kontrollversuche beobachtet

(Abbildung Nr. 36).
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4. Diskussion

Durch die hohe Mortalititsrate auf der Warteliste fiir eine Lebertransplantation und die
damit verbundene haufigere Verwendung marginaler Organtransplantate hat sich
innerhalb des letzten Jahrzehnts das wissenschaftliche Interesse weg von der statischen
Kiihllagerung, hin zu komplexeren Ansétzen der Organkonservierung verschoben. Dabei
bietet das bereits 1967 durch Brettschneider et al. erstmalig durchgefiihrte Verfahren der
maschinellen Perfusion zur Organkonservierung einen potenziell bedeutenden Ansatz
(82). Bei den verschiedenen Perfusionsverfahren haben sich im Wesentlichen zwei
Methoden durchgesetzt und den Weg in die klinische Praxis der Transplantationsmedizin
gefunden: Die hypothermische Maschinenkonservierung mit den Verfahren der HMP,
HOPE und D-Hope dient dem gleichen Ziel wie die SCS, der Verlangsamung des
Stoffwechsels des Transplantats nach der Spenderentnahme mit dem Resultat einer
verkiirzten warmen Ischdmie und zelluldren Schiadigung (132, 133). Im Gegensatz zur
SCS, wird dies bei der hypothermischen Maschinenkonservierung nicht nur durch eine
kilteinduziert herabgesetzte Regulation der enzymgesteuerten Prozesse, sondern
ebenfalls durch eine fortlaufende Perfusion und, abhiingig vom verwendeten Verfahren,
durch eine kontinuierliche Versorgung mit Sauerstoff erzielt (132, 133). Im Vergleich zur
SCS wurden dem Verfahren der hypothermen Maschinenkonservierung mehrere
protektive Effekte zugesprochen, zu denen eine Reduktion der Schiddigung des
Sinusoidalendothels, der Expression proinflammatorischer Zytokine, der Aktivierung
von Adhidsionsmolekiilen und der Migration von Immunzellen gezéhlt werden (132, 133).
Seit der klinischen Einfiihrung der hypothermischen Maschinenkonservierung mit dem
Verfahren der HMP durch Guarrera et al. konnten durch bahnbrechende Studien nicht nur
die Durchfiihrbarkeit der MP innerhalb des klinischen Settings, sondern auch bessere
Transplantationsergebnisse erzielt werden (110, 113, 114). Dies duflerte sich unter
anderem durch eine Reduktion der postoperativen Transaminasenspitzenaktivititen, der
Krankenhausaufenthaltsdauer, des Auftretens bilidrer =~ Komplikationen und
Allotransplantatdysfunktionen sowie durch eine sehr guten 1-Jahres Transplantat- und
Patienteniiberlebensrate (110, 113, 114). Die fiir die maschinelle Konservierung
verwendete Perfusionszeit iiberstieg dabei in der Regel die der SCS-Konservierung (110,

113, 114). Dartiiber hinaus konnten marginale Spendertransplantate, die zuvor abgelehnt
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wurden, erfolgreich mit sehr guten Ergebnissen transplantiert werden, wodurch eine

direkte VergroBerung des Spenderpools erzielt werden konnte (111).

Das zweite, sechs Jahre spéter durch Ravicumar et al. in die Klinik eingefiihrte Verfahren
der MP ist die Konservierung iiber die NLP (90). Im Gegensatz zur hypothermischen
Maschinenkonservierung wird hier auf den Gebrauch einer gekiihlten Lagerung und
Perfusion verzichtet und es werden normotherme physiologische Temperaturen
angestrebt, wodurch ein physiologischer Stoffwechsel, sowie die Leberfunktion erhalten
bleiben (90). Der Wirkmechanismus der NLP konnte bis dato noch nicht vollstindig
geklart werden (134). Eine Erklérung fiir die erfolgreiche Funktionsweise ist, dass die
Perfusion zum Erhalt eines gesunden Endothels beitrdgt und die Wiederauffiillung der
Energiezufuhr durch Adenosintriphosphat verstirkt (134). Dies konnte in einer
experimentellen Studie am Tiermodell bestdtigt werden, bei der sich der ATP-Spiegel
von Lebern, die eine sequenzielle warme und kalte Ischdmie erfuhren, nach einer kurzen
Phase der NLP auf 80 % des Ausgangswertes erholte (134). Eine weitere Erkldrung des
Wirkmechanismus kann in einer unterschiedlichen Genexpression der Leber nach SCS
im Vergleich zur NLP liegen (135). In der Studie um Jassem et al., bei der 12 NMP- mit
27 SCS-konservierten Lebern verglichen wurden, konnte in der NLP-Gruppe eine
Hochregulierung der Gene, die an der Entziindungskontrolle und Geweberegeneration
beteiligt sind und eine Inaktivierung der Gene mit einer pro-inflammatorischen und pro-
apoptotischen Funktion, wie Interferon-Gamma und Interleukin-17, beobachtet werden

(135).

Genauso wie bei der hypothermischen Maschinenkonservierung wurde bei der NLP die
Durchfithrbarkeit im klinischen Setting, eine Reduktion der postoperativen
Transaminasenaktivititen und das geringere Auftreten einer EAD nachgewiesen (118).
In der multizentrischen Studie um Nasralla et al. war dabei eine erniedrigte
Transplantatschiadigung sowie verringerte Raten verworfener Spenderorgane in der
Gruppe mit NLP im  Vergleich zur SCS zu beobachten (119).
Ebenfalls auffillig war die bei der NLP im Gegensatz zu dem SCS-Verfahren verldngerte
Konservierungszeit (119). Ein Unterschied in der Dauer des Krankenhausaufenthalts,
dem Auftreten bilidrer Komplikationen und Transplantatiiberleben im Vergleich zur SCS
konnte jedoch nicht festgestellt werden (117-119). Die statistische Analyse durch

MacConmara et al., die sich mit der klinischen Auswirkung der NLP im Zeitraum 2016
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bis 2019 innerhalb der USA anhand der Daten des United Network for Organ Sharing
beschiftigte, zeigte auf, dass in diesem Zeitraum mit 30.596 Spendertransplantaten
Verstorbener unter ein Prozent durch NLP konserviert wurden (136).
Die durch NLP erhaltenen Organe wiesen dabei mit einer Ausschlussrate von

3,5 % einen signifikant erniedrigten Prozentsatz an verworfenen Transplantaten auf, im

Vergleich zu 13,3 % bei der verwendeten SCS-Technik (136).

Die meisten derzeit publizierten klinischen Studien gehen dem Vergleich zwischen den
einzelnen Maschinenperfusionsvarianten und dem derzeit als Goldstandard verwendeten
Verfahren der SCS nach. Dariiber hinaus sorgt die Verwendung einer heterogenen
Gruppe von Allotransplantaten marginaler Spender mit unterschiedlich definiert und
gebrauchten ECD-Kriterien und Maschinenperfusionsprotokollen fiir einen erschwerten
Vergleich der MP-Verfahren. Eine elementare Unterscheidung der beiden Verfahren liegt
jedoch in deren Anwendbarkeit und dementsprechend in deren Indikation: Wéhrend die
Konservierung durch hypotherme Temperaturen gezielt den Vorteil einer reduzierten
Stoffwechselfunktion nutzt, um eine moglichst organschonende Leberkonservierung zu
erwirken, ist eine erhaltene Stoffwechselfunktion wahrend des Prozesses des
Perfusionsverfahrens das Ziel der NLP und bietet das Potential fiir weitere Interventionen.
In diesem Zusammenhang ist ein derzeit mit groBem Interesse betriebenes
Forschungsgebiet die Beurteilung von marginalen Spenderorganen innerhalb des
diagnostischen Fensters der NLP mit dem Ziel potenziell schlechtere Transplantate mit
der Gefahr postoperativer Komplikationen zu detektieren und dariiber hinaus Organe, die
zuvor als nicht transplantabel eingestuft wurden, auf ihre Qualitét zu priifen. Die erste
durchgefiihrte Transplantation eines als nicht transplantationsfahig eingestuften Organs
nach NLP wurde durch Perera et al. erfolgreich durchgefiihrt (137). Die dabei
verwendeten Beurteilungskriterien sahen eine Laktatkonzentration von unter 2 mmol/l
und eine vorhandene Gallenproduktion nach zwei Stunden vor (137). Die klinische
Studie, publiziert von der Gruppe um Mergental et al., bestétigte die Machbarkeit der
Transplantation von durch NLP wiederbelebten aussortierten Spenderorganen (138). Sie
berichtet von fiinf durchgefiihrten Transplantationen mit Spenderorganen, die zuvor
aufgrund einer zu langen WIT und schlecht ausgefallenem Leberfunktionstest abgelehnt
wurden (138). Das wihrend der NLP durchgefiihrte Bewertungsprotokoll beinhaltete die

Laktatkonzentration, die Gallenproduktion, den GefaBfluss und das Aussehen der Leber
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(138). Die transplantierten Lebern préisentierten sich unmittelbar postoperativ
funktionsfahig, ebenso bei der Nachuntersuchung nach 7 Monaten (138). Mergental et al.
schlugen anhand einer Studie ausrangierter Lebern die Erweiterung der
Lebensfahigkeitskriterien, zusammengesetzt aus der Laktatclearance, pH-Erhaltung,
Gallenproduktion,  vaskuldren = Flussmustern und dem  makroskopischen
Erscheinungsbild, vor (100). Weitere Biomarker, die derzeit auf die Féhigkeit einer
diagnostischen Aussage der Leberfunktion und das postoperative Auftreten von
Komplikationen {iberpriift werden, sind beispielsweise miRNAs, Zytokine und

Peptidhormone, wie das Endothelin-1 (102, 104, 107).

Ein entscheidender Nachteil der NLP ist die erhohte Gefahr der gerétbedingten
Transplantatverluste im Gegensatz zu kiltebasierten Verfahren (80). Jede Fehlfunktion,
die eine Reduktion des arteriellen und portalen Perfusatflusses bedingt oder die
Sauerstoffzufuhr {iber den Oxygenator stort, hat eine direkte warme Ischdmie zur Folge,
wihrend bei den hypothermischen Perfusionen das Transplantat weiterhin die
Auswirkungen der SCS-Konservierung erfahrt (80). Dariiber hinaus ist die Perfusion mit
normothermen Gerdten meist mit einem hoheren Aufwand in Bezug auf finanzielle Mittel

und Personal verbunden (80).

Ein bereits klinisch getestetes Verfahren, das sowohl den Vorteil der hypothermischen
Maschinenkonservierung, einer sicheren Gewebserhaltung, als auch den Vorteil der NLP,
einer Transplantatbeurteilung verbindet, ist das kombinierte Verfahren der Kontrollierten
Oxygenierten Wiedererwdrmung (122). Dies durch Hoyer et al. in die klinische Praxis
eingefiihrte und durch mehrere Studien bestitigte Verfahren zeigte dabei eine

Uberlebensrate nach 3 bzw. 5 Jahren von bis zu 100 % bzw. ca. 94 % (122-124).

Allgemein lésst sich sagen, dass die MP bereits nachweislich den Pool an Spenderorganen
erweitern konnte. Grund dafiir war beispielsweise eine direkte VergroBerung des
Spenderpools durch den Gebrauch marginaler Spenderorgane, die zuvor abgelehnt,
jedoch durch Reevaltuation wéhrend des Prozesses der NLP nachgewiesen als
transplantabel einzustufen waren (121). Potenziell konnen indirekt ebenfalls die sehr
guten Langzeittransplantationsergebnisse, die das Auftreten der Indikation einer
Retransplantation mutmaBlich senken, dazu beitragen (121). Aufgrund der Tatsache, dass

sich die MP immer noch in einer klinisch experimentellen Phase befindet und lediglich
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in speziellen Transplantationszentren angewendet wird, kann die Fragestellung eines
Effekts der MP, bezogen auf die Sterberate der Warteliste, aufgrund ihres gering
ausgeschopften Potentials nicht beantwortet werden. Eine bereits standardisierte
Einfiihrung der NLP bei marginalen Spenderorganen, logistischen Herausforderungen
und komplexen Empféngern/-innen erfolgte an der Universitdtsklinik Innsbruck und gibt

einen neuen Ausblick in die Zukunft (121).

Der Entschluss fiir das Verfahren der NLP bei der Entwicklung des MP-Systems wurde
aktiv gefasst, um in zukiinftigen Folgeversuchen iiber eine bloBe Forschung der
bestmoglichen Konservierungsmdglichkeit hinauszuwachsen und mit der Moglichkeit an
einer stoffwechselaktiven ex situ Leber wissenschaftliche Fragestellungen kliren zu
konnen. Dabei war das Ziel eine moglichst einfache und kostengiinstige Alternative zu
den bis heute kommerziell zu erwerbenden Perfusionssystemen, mit einem vergleichbar
hohen Standard zu entwickeln und die nétigen Elemente zu detektieren. Zu den
Grundbausteinen eines NLP-Systems gehoren eine duale Perfusion von A. hepatica und
Pfortader iiber eine oder mehrere Pumpsysteme, ein Blutreservoir, ein Oxygenator und
ein Wirmeaustauscher (139). Grundsitzliche Unterschiede in den kommerziellen
Perfusionssystemen zeigen sich in dem Automatisierungsgrad, der Regulierung des
Perfusionsflusses (volumen- vs. druckgesteuert), dem verwendeten Pumpsystem, der Art
des Flussmusters (kontinuierlich vs. pulsatil), der Kontrolle des Elektrolythaushaltes, der
Lagerung der Leber und der Kaniilierungsmethode (geschlossener vs. offener Kreislauf)
(139). Weitere Fragestellungen ergeben sich bezogen auf das verwendete
Perfusionsmedium sowie den Gebrauch von Medikamenten, eine parenterale

Nahrstoffzufuhr und die Mobilitit des Gerits (139).

Die Automatisierung des NLP-Systems, wie beim OrganOx Metra- oder dem Liver4Live-
System beschrieben, schafft entscheidende Vorteile wéhrend der Durchfiihrung der
Perfusion: Durch die Eingabe von Soll-Werten und die gleichzeitige Messung des
aktuellen Istzustandes, kann eine sehr genaue Regulation innerhalb eines Systems
eingestellt werden (90). Dariiber hinaus wird der Perfusionsprozess objektiviert, wodurch
eine bessere Vergleichbarkeit innerhalb einer Versuchsreihe erreicht, ein menschliches

Versagen verhindert und der Personalaufwand reduziert wird (90, 94). Die Komplexitit
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aufgrund der hohen Anzahl unabhéngiger sowie abhédngiger Variablen einer NLP, sowie
der Wunsch diese aufzudecken und die Notwendigkeit Interventionen direkt im System
durchfiihren zu konnen, gab Anlass, lediglich eine minimalistische Automatisierung des

Systems im Punkt Temperaturkontrolle und pH-Kontrolle vorzunehmen.

Die Regulierung der Perfusion kann entweder druck- oder flussgesteuert sein, wobei
theoretisch die flussgesteuerte Perfusion mit der Gefahr einer Hypertonie und moglichen
Gefidflschadigungen einhergeht und die druckgesteuerte Perfusion mit einer zu geringen
Flussrate filir eine ausreichende Oxygenierung des Gewebes in Verbindung gebracht
werden kann. Beide Verfahren sind machbar, da sich die beiden Variablen Druck und
Fluss proportional zueinander verhalten, was in mehreren Studien belegt werden konnte

(140).

Als Antrieb der Perfusion wird im Allgemeinen auf die Verwendung von einem oder
mehreren Pumpsystemen zuriickgegriffen. Die hiufigsten Pumpsysteme sind dabei die
peristaltische Rollenpumpe und die Zentrifugalpumpe. Beide Pumpsysteme zeigen bei
der Verwendung innerhalb eines MP-Systems entscheidende Vor- und Nachteile: Bei der
peristaltischen Pumpe wird ein pulsatiler Fluss generiert (141). Aufgrund des dhnlichen
physiologischen Flusses zur Arterie, scheint der pulsatile Fluss insbesondere bei der
arteriellen Perfusion von Vorteil zu sein (141). In einer Studie iiber die optimale
Perfusionsmodalitit wahrend des kardiopulmonalen Bypasses konnte nachgewiesen
werden, dass die pulsatile Perfusion in Bezug auf den Erhalt der Mikrozirkulation der
nicht-pulsatilen Perfusion {iiberlegen ist (141). Dem gegeniiber erzeugt die
Zentrifugalpumpe einen kontinuierlichen Fluss (142). Vorteile gegeniiber der
peristaltischen Pumpe sind dabei ein, entsprechend der Pfortader physiologischer Fluss,
niedrige geritbedingte Thrombosen und eine geringe Hémolyse durch minimierte
Blutstagnation, Reibung und Scherbelastung (94). Der Perfusionsfluss innerhalb des
Liver4Live-Perfusionssystems basiert auf der Verwendung von automatisiert gesteuerten
Druckventilen und einer Zentrifugalpumpe, die iiber eine Variation in der
Rotationsgeschwindigkeit einen pulsatilen Fluss erzeugt (94). Auf diese Weise nutzt das
System sowohl die Vorteile einer physiologischen pulsatilen Perfusion als auch die
Vorteile einer Zentrifugalpumpe aus (94). Der Gebrauch von nur einer

Zirkulationspumpe und von Druckventilen zur Generierung von zwei unterschiedlichen
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Drucksystemen, die bereits im OrganOx Metra Gerdt Verwendung fanden, schafft den
Vorteil einer physiologischen Oxygenierung von Arterie und Pfortader iiber einen
Druckventil-gesteuerten Bypass, neben einer Verringerung von Turbulenzen und
Scherkriaften (90, 94). So kann eine Hyperoxygenierung der Gefdlle -eine
Vasokonstriktion nach sich ziehen und ist bei einer anhaltenden lingeren Dauer mit einer
verringerten Lebensfahigkeit und Proliferation verbunden (143). Um dies zu vermeiden
passten wir unsere Systeme der stationdren und mobilen Leberperfusion innerhalb der
SVR2 entsprechend mit einer Zentrifugalpumpe, Druckventilen und einem arterio-
protalen Bypass zur Generierung einer physiologischen Oxygenierung an und konnten

die Ergebnisse einer allgemein besseren NLP bestdtigen.

Systeme wie der Liver Assist oder der Cleveland NMP-Kreislauf lagern ihre Organe in
einer Schale, in die die Leber iiber eine offene Hohlvene driniert (offener Kreislauf) und
innerhalb des eigenen Perfusats schwimmt (91, 92). Die Vorteile dieser verwendeten
Variante sind die einfache Durchfiihrbarkeit, die Reduktion von Druckschidden durch
einen Auftrieb der Leber in der Perfusionsfliissigkeit und die Reduktion der Gefahr eines
venOsen Riickstaus, ausgelost durch eine vendse Hypertonie (92). Ein entscheidender
Nachteil bei der Technik eines offenen Flusses aus der Hohlvene ist eine mangelnde
Fahigkeit zur Regulation des vendsen Drucks. Wéhrend ein erhdhter Druck innerhalb der
V. cava inferior zweifelsfrei einen Riickstau sowie eine Hypertrophie des Organs mit
mangelnder Sauerstoffversorgung nach sich zieht, so war ebenfalls durch eine venose
Hypotonie eine Reduktion des Flussvolumens in unseren Versuchen zu beobachten. Wir
nehmen an, dass negative Blutdriicke im intrahepatisch vendsen Gefdllsystem ein
Kollabieren der Gefil3e, mit resultierender Stase des Perfusats nach sich ziehen und ein
ausreichender Blutfluss nur durch physiologische venose Driicke aufrecht gehalten
werden kann. Es wurden schon frith Versuche unternommen, die Leber ex vivo wiahrend
der Perfusion moglichst physiologisch zu lagern (144). In der durch Neuhaus und
Blumhard publizierten Studie wurde ein Perfusionssystem entwickelt, bei dem die Leber
innerhalb einer Perfusionskammer aufgehéngt wurde (144). Mit einem sinusférmigen,
positiven und negativen Druckprofil wurde eine oszillierende Druckidnderung auf das
Organ, entsprechend den durch die Atmung variierenden intraabdominellen Driicken,
ausgeiibt (144). Sie berichten von einer allgemeinen Verbesserung in der

Parenchymerhaltung (144). Die Gruppe um Eshmuminov et al. entwickelte, ebenfalls mit
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dem Ziel einer physiologischen Lagerung der Leber, das erste System einer simulierten
Zwerchfellbewegung (94). Sie erkannten, dass eine unbewegliche Lagerung des Organs,
verursacht durch das Eigengeweicht der Leber, eine heterogene Perfusion und lokale
Drucknekrosen nach sich zieht (94). Dabei lag die Leber auf einer an den Seiten
befestigten Silikonmatte, unter der ein Ballon iiber einen Luftoszillator eine vertikale
Bewegung generierte (94). Uber die Analyse des Verteilungsgrades des radioaktiven
Tracers 18-Fluordesoxyglukose mit Hilfe eines PET-CTs wiesen sie eine homogene
Perfusion und einen erhaltenen Stoffwechsel ohne nichtdurchblutete Bereiche des
aufliegenden Parenchyms nach (94). Obgleich die Implementierung dieses Systems in die
NLP wegweisend ist und dessen Effektivitit unangefochten durch die Studie belegt
wurde, geben wir zu bedenken, dass nicht wie in der Studie beschrieben, eine
physiologische Bewegung der Leber simuliert wurde. Wéhrend der pulmonalen
Inspiration und Exspiration wird das Zwerchfell vertikal auf und ab bewegt. Dabei liegt
die Leber nicht dem Zwerchfell auf, sondern ist an diesem aufgehingt. Dadurch erféhrt
sie nicht nur eine vertikale Bewegung, sondern wird durch eine direkte Kraftiibertragung
iiber die mit dem Zwerchfell verwachsenen Leberanteile bei der Exspiration nach oben
gezogen und gestreckt. Neben der Bewegung innerhalb des Parenchyms erzielt die
Zwerchfellbewegung weiterhin einen himodynamischen Effekt durch eine Forderung des
venosen Riickflusses. Aus diesem Grund haben wir ein System entwickelt, das eine
physiologische Leberbewegung iiber ein simuliertes Zwerchfell generiert. Zur
Vermeidung lokaler Drucknekrosen lag die Leber dabei innerhalb eines hypertonen
Wasserbads. Wahrend unseres Prozesses der NLP konnten wir einen pulsatilen Riickfluss
beobachten. Makroskopisch sowie mikroskopisch konnten innerhalb der in SVR2
durchgefiihrten Studie keine Nekrosen der dem Wasserbad aufliegenden Gewebeanteile
nachgewiesen werden. Eine weitere Uberpriifung der Effektivitit unserer simulierten

Leberbewegung muss jedoch noch durchgefiihrt werden.

Als Kernelement eines Leberperfusionssystems fiir eine Langzeitperfusion, aber auch fiir
die Leberperfusion von wenigen Stunden, sehen wir die Implementierung einer
Dialysemembran, da diese neben der Entgiftung der im Perfusat befindlichen und von der
Leber produzierten Abfallprodukte, eine Kontrolle des Elektrolythaushaltes zulésst (94).
In diesem Zusammenhang hat sich insbesondere die Verwendung eines individuell

einstellbaren Dialysats bewéhrt. Bei der Zugabe von Medikamenten in das Dialysat zur
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Vermeidung einer durch den Prozess der Dialyse hervorgerufenen Verdiinnung, kann die
Konzentration auf einem stabilen Niveau gehalten werden, setzt aber einen erhohten
Medikamentenverbrauch voraus. Ebenso ist die Beurteilung der Leber anhand von

dialysemembrangéngiger Stoffe, wie z.B. Laktat, eingeschrinkt.

In der Regel basiert das bei der NLP verwendete Leberperfusionsmedium auf roten
Blutkdrperchen als Sauerstofftrdger, wobei als zusitzliche Komponente zum Erhalt des
onkotischen Druckes Kolloidlosungen, wie Gelofusine®, Steen-Losung® und
Humanalbumin oder aus Vollblut gewonnene zellfreie Fliissigkeiten, wie gefrorenes
Zellplasma, Anwendung finden (90, 117, 138). Die durch Linares-Cervantes et al.
durchgefiihrte Studie verglich im DCD-Tiermodell die Verwendung von Gelofusine und
Steen-Losung mit dem Gebrauch von Vollblut bei der NLP (145). Dabei zeigte die Studie
auf, dass die Steen-Losung den arteriellen Fluss optimierte, die Marker des Gallengangs
reduzierte und die Schidigung von Hepatozyten und des Endothels minderte, wiahrend
das Gelofusine die Enzymaktivititen und die Apoptose nach der Transplantation
erniedrigte (145). Im Gegensatz zu den anderen Losungen konnte bei der Verwendung
von Vollblut eine physiologischere Gallenfliissigkeit nachgewiesen werden, gemessen an
den potenziell pradiktiven Markern Gallen-pH und Gallenglukosespiegel (145). Eine
zellfreie Alternative zur erythrozytenbasierten Perfusionslosung stellt ein auf
Rinderhdamoglobinbasis (HBOC) entwickelter Sauerstofftriger dar (146). In dem von uns
in SVR1 verwendeten Perfusionsgemisch aus Erythrozytenkonzentrat und Blutplasma,
konnten unter dem Mikroskop erythrozytire Rouleaux-Formationen nachgewiesen
werden. Dartiiber hinaus ergab die Histologie flichendeckende Bereiche mit sinusoidalen
Okklusionen durch Erythrozytenaggregate. Eine Analyse des Mediums zeigte ebenfalls
das Vorhandensein von Fibrinaggregaten, trotz ausreichender Heparinzufuhr. Der
Prozess der Aggregation von Erythrozyten ist noch nicht vollstindig geklért. Eine
gingige Theorie ist das Briickenmodell (147). Es erklart die Aggregationsbildung durch
eine nicht-kovalente Vernetzung von Makromolekiilen, wie Fibrinogen oder in vitro mit
verschiedenen Polymeren (147). Die im Jahr 2020 verdffentlichte Arbeit von DiRito et
al. beschrieb erstmalig die Bildung von erythrozytiren Rouleaux-Aggregaten wihrend
der normothermen MP marginaler menschlicher Nieren mit resultierenden
mikrovaskuldren Obstruktionen (148). Dabei stellten sie die Hypothese auf, dass die

Entstehung der Aggregate durch die Fibrinogen Produktion des Tubulusepithels zustande
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kommt (148). Die Gruppe um Harris et al. untersuchte darauthin die Leber als grofite
Produktionsquelle von Fibrinogen, wéihrend des Prozesses der NLP (149). Neben dem
Vorhandensein der Rouleaux-Aggregate wiesen sie eine Korrelation dieser mit
steigenden Fibrinkonzentrationen nach (149). Tingle et al. konnten {iber Martius-Scarlet-
Blue Féarbung belegen, dass die erythrozytiren Okklusionen innerhalb der hepatischen
Sinusoide fibrinreich sind (150). Eine weitere Studie, die die Auswirkungen der
Gerinnungsfaktoren auf die Entstehung von Thrombosen untersuchte, wurde durch
Haque et al. veroffentlicht (151). Bei dieser Arbeit erhielt das Perfusat der unter NLP
konservierten Lebern einen Gewebeplasminogenaktivator, wodurch eine signifikant
niedrigere Schadigung des peribilidren Gefdlplexus und Wandstromas erzielt werden
konnte (151). Aufgrund unserer Ergebnisse sowie der Resultate der beschriebenen
Studien, nahmen wir fiir die SVR2 cinen Perfusatwechsel 2zu ecinem
leukozytendepletierten Erythrozytenkonzentrat mit Blutserum vor. In der Analyse dieser
Versuche konnten keine erythrozytiren Rouleaux Aggregate im Perfusat detektiert
werden. Ebenso zeigte sich eine Verringerung der in der Histologie beobachteten
erythrozytdren Okklusionen. Der Gebrauch eines gerinnungsfreien Mediums scheint,
ebenso wie die Verwendung von Fibrinolytika, das Auftreten von erythrozytiren
Aggregaten zu vermindern. Ein entscheidender Nachteil bei der bloBen Verwendung
eines gerinnungsfreien Mediums ist, dass durch den erhaltenen und gewiinschten aktiven
Stoffwechsel die Leber weiterhin Gerinnungsfaktoren produziert, wodurch die
gewiinschte Okklusionsprophylaxe nur zu Beginn der Perfusion erzielt werden kann. Wir
geben weiterhin zu bedenken, dass ebenfalls eine verbesserte Flussgeschwindigkeit dazu
beigetragen hat, eine sinusoidale Thrombenbildung zu vermeiden und der multifaktorielle

Prozess der Entstehung von Rouleaux-Aggregaten bei der NLP einer weiteren Forschung
bedarf.

Wichtige medikamentdse Zusétze, die zur Leberperfusion gebraucht werden und Anlass
zur Diskussion geben, sind Heparin, Antibiotika, Elektrolyte, Puffer, Insulin, Glukose
und Vasodilatatoren (140). Bereits 1975 stellten Starzl et al. die Bedeutung von Insulin
als hepatothrophe Substanz fest, indem sie Teile einer Leber mit oder ohne
Pankreashormone perfundierten, mit dem Ergebnis einer Atrophie in den zuletzt
genannten Versuchen (152). Ahnlich den meisten anderen Perfusionssystemen erfolgte

unsere Insulingabe entsprechend eines Perfusionsschemas unter Korrektur, tber
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ermittelte Blutzuckerkonzentrationen. Eshmuminov et al. gingen in der Entwicklung
ihres Systems weiter und integrierten einen automatisierten Regelkreis zur Kontrolle des
Glukosespiegels durch mechanische Messung und Injektion von Insulin und Glucagon
(94). Auch die positive Wirkung eines aufrecht gehaltenen Stoffwechsels durch eine
parenterale Erndhrung und die Gabe von Gallensalzen wurde friih im Tiermodell bestitigt
und wird von uns als notwendiger Faktor in der NLP gesehen (153, 154). Die Studie von
Echeverri et al. verglich die Verwendung der Vasodilatatoren BQ123 (Endothelin 1),
Epoprostenol (Prostazyklin-Analogon) und Verapamil (Kalziumkanal-Antagonist) (155).
Dabei konnten sie die Sicherheit aller Vasodilatatoren und deren Effekt durch eine
signifikante Reduktion des arteriellen Flusses ohne Gebrauch eines Vasodilatators
bestdtigen, wobei insbesondere BQ123 und Verapamil zu besseren Ergebnissen in ihren
Versuchen fiihrten (155). Aufgrund einer sehr kurzen NLP-Zeit von 3 Stunden sind die
Ergebnisse dieser Gruppe insbesondere bei der Durchfilhrung von einer

Langzeitperfusion mit Vorsicht zu behandeln.

Nach unserer Meinung setzt die beeindruckende NLP-Maschine Liver4Live der Ziiricher
Forschungsgruppe um Eshmuminov et al. im Bereich der Langzeitperfusion neue
MafBstdbe (94). Die Entwickler des Liver4Live-Systems begriinden ihren Erfolg durch
die Identifizierung und Losung der fiinf Hauptprobleme, Kontrolle des
Glukosestoffwechsels, Verhinderung einer Himolyse, Entfernung von Abfallprodukten,
Kontrolle der Perfusatoxygenierung und Stimulation einer Zwerchfellbewegung zur
Verhinderung von Drucknekrosen (94). Insgesamt konnen wir deren Nutzen auf die NLP
im Langzeitversuch bestitigen und deren Wirkung einer Leberbewegung auf die
Verhinderung von Drucknekrosen um eine himodynamische Rolle in der NLP erweitern.
Dariiber hinaus betonen wir neben dem Gebrauch der allgemeinen Grundelemente einer
Leberperfusion die Wichtigkeit eines druckgesteuerten vendsen Abflusses fiir die
Aufrechterhaltung eines ausreichenden Perfusionsflusses und die Beachtung der Gefahr
multipler sinusoidaler Okklusionen durch erythrozytire Aggregatbildung bei der
Verwendung nicht-gerinnungsfreier Perfusionsmedien und verstédrkter Eigenproduktion

von Fibrinogen.
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Der ischdmische Reperfusionsschaden ist ein bis heute noch nicht vollstindig geklirtes
multifaktorielles Phinomen, das mit ungiinstigen klinischen Resultaten in Verbindung
gebracht wird. Dabei gilt dieser in der Transplantationsmedizin bei ausgedehnten
Leberresektionen und orthotopen Transplantationen als unvermeidlich. Insbesondere
Transplantate von DCD-Spendern/-innen gelten als gefahrdet, da im Gegensatz zur DBD,
bei der auf eine direkte kalte Ischdmie eine warme Reperfusion im Empfanger folgt, eine
zusitzliche Periode der warmen Ischdmie in situ im Spender nicht ausbleibt. Im Jahr 1986
entdeckten Murry et al., dass kurze Ischdmie- und Reperfusionsphasen am Herzen,
entsprechend einer ischdmischen Prikonditionierung, einen infarktschonenden Effekt
haben (156). Mit dieser bahnbrechenden Entdeckung I16sten sie ein grofles
Forschungsinteresse an der Suche nach therapeutischen Strategien zur Prophylaxe
ischdmischer Schidden aus. Zu den therapeutischen Interventionen gehodren die
ischdmische Konditionierung, pharmakologische Strategien und
Organkonservierungstechniken: Der  positive  Effekt  der  ischdmischen
Priakonditionierung konnte bereits im Jahr 2000 von Clavien et al. in der Leber
nachgewiesen werden (157). Es wird angenommen, dass ihre Wirkweise durch die
Erzeugung kleiner Gewebsverletzungen mit Freisetzung von Adenosin und L-Arginin
erfolgt, wodurch iiber Adenosinrezeptoren die Systeme der Hiamoxygenase und der
endothelialen Stickoxid-Synthase aktiviert werden und die Nekrose der Hepatozyten
verringert wird (158). Obwohl das Verfahren der Prikonditionierung oder das
intermittierende Pringle-Verfahren von einigen Leberchirurgen/-innen routinemiflig
eingesetzt wurde, fithrte das wissenschaftliche Interesse fiir die klinische Anwendung der
ischdmischen Konditionierung in den letzten Jahren davon weg und hin zu
therapeutischen und  dynamischen  Konservierungsformen (147). In  der
pharmakologischen Therapie wurde eine sehr groBe Anzahl an Medikamenten in
praklinischen und teilweise auch klinischen Studien getestet. Darunter fallen
beispielsweise volatile Medikamente, wie Wasserstoff, der als Antioxidans durch die
Bindung von Hydroxyradikalen wirkt oder Stickstoff, der zum Erhalt der
Endothelfunktion und des Gefatonus beitrdgt (159, 160). Unter den intravends
erforschten Pharmazeutika findet man Antioxidantien, Adenosin-Agonisten, Stickoxid-
Agonisten, Endothelin-Antagonisten, neutrophile Inaktivatoren, Anti-Apoptose-

Wirkstoffe, Hitzeschockproteine, Nuklearfaktor-Kappa-B-Induktoren, Metabolika,
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traditionell chinesische Medikamente und weitere (161). In der Gruppe der
Antioxidantien sind insbesondere Alpha-Tocopherol, Ascorbinsiure, Trimetazidin und
N-Acetylcystein als Radikalenfanger und gegen oxidativen Stress bekannt (162-165).
Dartiber hinaus werden Medikamente, die iiber eine Modifikation der Expression von
miRNAs wirken, untersucht (166). Obwohl innerhalb der verdffentlichten
experimentellen Studien die pharmazeutische Therapie eine positive Auswirkung auf den
IRI zeigte, konnte bisher kein groferer klinischer Nutzen nachgewiesen werden, der einen
routinemdfligen Gebrauch innerhalb der Klinik rechtfertigen wiirde (147, 161).
Insbesondere bei der Verwendung von DCD-Transplantaten sind die pharmazeutischen

Therapiemoglichkeiten aufgrund des fehlenden Herz-Lungenkreislaufs eingeschrinkt.

Ein mdglicher Ansatz zur Therapie der warmen ischdmischen Phase wihrend der
Hepatektomie, gerade bei der Verwendung von DCD Transplantaten, bietet das erstmals
1997 in Spanien durch Tabet et al. publizierte Verfahren der Normothermen
Extracorporalen Membranoxygenierung (ECMO), bzw. abdominellen Normothermen
Regionalen Perfusion (aNRP) (167). Bei diesem Verfahren wird nach erfolgloser
Reanimation und Asystolie eine Wiederherstellung der Blutzirkulation {iber einen
extrakorporalen = normothermen  Kreislauf zur  Organerhaltung iber die
OberschenkelgefiBe eingeleitet (168). Die Uberlegenheit der Verwendung der aNRP
konnte in mehreren Studien nachgewiesen werden (169, 170). Dabei beruhte die
Wirkweise insbesondere auf einem Anstieg des ATP-Spiegels nach der warmen
ischdmischen Phase und auf einem ischdmischen Prikonditionierungseffekt,
nachgewiesen anhand der intrazelluliren, im Vergleich erhohten Adenosin-, sowie
signifikant reduzierten Xanthinkonzentrationen (169, 170). Die Vorteile der aNRP, eine
Verringerung der ischdmischen Schdaden mehrerer Organe, die Moglichkeit einer in situ
Organbeurteilung zur Qualitdtsabschdtzung und die Umwandlung einer DCD- zu einer
DBD- éhnlichen Operation, machen dieses Verfahren sehr attraktiv fiir die
Transplantationsmedizin (168). Bereits jetzt wurde die aNRP in mehreren Léndern, wie
beispielsweise in Spanien, GroBbritannien, Norwegen, Frankreich, Italien und den
Niederlanden zur Erweiterung des Spenderpools routinemdBig eingefiihrt (168). Ein
entscheidender Nachteil bei diesem Verfahren ist eine fehlende individuelle
Organversorgung nach Unterbrechung der proprietiren Blutversorgung vom

extrakorporalen Kreislauf mit resultierender warmer Ischdmie. Fondevila et al.
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kombinierten das Verfahren der aNRP und NLP im Tiermodell, indem sie nach einer 90-
miniitigen Asystolie innerhalb der Interventionsgruppe eine einstiindige aNRP und
vierstiindige NLP vor Transplantation durchfiihrten (171). Im Vergleich zu einer nach der
Asystolie durchgefiihrten SCS mit 0 % und einer Kombination aus aNRP und SCS mit
83 % zeigte die Interventionsgruppe eine Fiinf-Tage-Uberlebensrate von 100 % (171).
Zwischen den Verfahren der aNRP und NLP infundierte die Gruppe eine kalte
Konservierungslosung und leitete dabei eine kalte ischdmische Phase ein (171). Die erste
vollig ischdmiefreie Hepatektomie wurde von der Forschungsgruppe um Zhiyong Guo et
al. durchgefiihrt (172, 173). Basierend auf einem 2017 durchgefiihrten Einzelversuch zur
Reduktion des IRI, publizierte sie im Jahr 2021 eine Studie, bei der die Operation einer
Hepatektomie durch eine intraoperative Perfusion ergénzt wurde (172, 173). In dieser
Studie wurde die Entnahme von 38 DBD-Spenderlebern miteingeschlossen und ein
Vergleich mit 130 kommerziell erfolgten Lebertransplantationen durchgefiihrt (173).
Innerhalb der Interventionsgruppe konnten signifikant niedrigere GPT- und Bilirubin-
Spitzenwerte am 7. postoperativen Tag sowie ein besseres Transplantat- und

Patienteniiberleben aufgezeigt werden (173).

In unserer Versuchsreihe SVR2 konnten wir das Ergebnis der Studie um Zhiyong Guo et
al. reproduzieren und den Effekt der Implementierung einer intraoperativen Perfusion
wihrend der Hepatektomie zur Minderung des IRI bestitigen. Dies zeigte sich
insbesondere in den direkt postoperativ bestimmten GOT- und GPT-Konzentrationen, die
im Vergleich mit 6- bzw. 4-fach geminderten absoluten Konzentrationen freigewordener
Transaminasen pro Kilogramm Lebergewicht verbunden waren. Kritisch zu bewerten
war, dass innerhalb der Kontrollgruppe sowohl Minipig-, als auch deutsche Landrasse
Spenderlebern Verwendung fanden, wodurch die Vergleichbarkeit trotz einer Anpassung
der Werte an das individuelle Lebergewicht eingeschrdankt war. Aufgrund der Tatsache,
dass innerhalb der Kontrollversuche die postoperativen Transaminasenaktivititen
geringer ausfielen als bei dem Versuch mit den deutschen Ladrasseschweinen,
vermuteten wir jedoch einen noch stirkeren Effekt der intraoperativen Leberperfusion.
Im Gegensatz zur vergleichenden Studie der Forschungsgruppe um Zhiyong Guo et al.
fand ein ausschlieBlicher Gebrauch von DCD-Spenderlebern ohne Durchfithrung einer
allgemeinen Anésthesie statt (172, 173). Dadurch konnten wir die Machbarkeit einer

intraoperativen NLP mit direkt nachfolgendem Ubergang in eine stationire MP ohne
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ischdmische Zwischenphase sowie deren positive Wirkung auf die Organqualitdt

aufzeigen.

Die Moglichkeit der Konservierung einer ex vivo isolierten und stoffwechselaktiv
erhaltenen Leber iiber einen Zeitraum von sieben Tagen gewihrt, neben einem Fenster
zur diagnostischen Organbeurteilung, ebenfalls die Mdglichkeit der Implementierung
therapeutischer Interventionen (94). Die bisher in Tier- und Humanmodellen
untersuchten Wirkstoffe umfassen entfettende Substanzen, mesenchymale Stammzellen,
entziindungshemmende und gentherapeutische Wirkstoffe. Die Entfettungsmittel sind
aufgrund der Korrelation von steatotischen Lebern mit einer hoheren Anfiélligkeit fiir IRI
von einem besonderen Interesse. Die Forschungsgruppe um Boteon et al. konnte durch
eine pharmakologische Optimierung des intrazelluldren Lipidstoffwechsels, iiber die
kombinierte Gabe von Medikamenten, den Lipidgehalt in menschlichen Lebern
herabsetzen (174). lhre Intervention der metabolischen Organunterstiitzung fiihrte
ebenfalls zu einer erfolgreichen funktionellen Erholung sowie einer geringeren
Expression von Schadigungsmarkern (174). Die Verwendung einer zelluldren Therapie
(z.B. mit regulatorischen T-Zellen und mesenchymalen Stammzellen) sowie die
Behandlung mit aus Zellen gewonnenen Produkten (z.B. extrazelluldre Vesikel) werden
aufgrund threr immunmodulierenden Wirkung systemisch in der
Transplantationsmedizin eingesetzt (175). Die Vorteile der Kombination der zelluldren
Therapie und NLP liegen in einer lokal organbezogenen direkten Verabreichung, mit
einer minimal nétigen Dosierung. Die Forschungsgruppe um Laing et al. untersuchte die
Wirkung von, iiber die Arterie wihrend der NLP verabreichten, multipotenten, adulten
Vorlduferzellen an ausrangierten Spenderlebern (176). Die Forschungsgruppe
beobachtete eine transendotheliale Migration und Freisetzung mehrerer 16slicher
Faktoren durch die Vorlduferzellen, die mit einer geringeren systemischen Entziindung
nach der Reperfusion in Verbindung gebracht wurden (176). Auch die Therapie iiber
genmodulierende Substanzen wéhrend der NLP scheint ein bisher ungenutztes aber
potentiell wirkungsvolles Instrument in der Therapie von Lebererkrankungen zu sein
(177). Innerhalb einer Tierstudie konnten Goldaracena et al. iiber die Gabe von
Miravirsen wihrend der NLP die miRNA-122 sequestrieren und eine HCV-Replikation
verhindern (177). Diese ,,proof of concept“- Studie zeigt eine mdogliche Strategie zur

Verhinderung einer HCV-Reinfektion nach Lebertransplantation auf (177). Eine weitere
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genmodulierende Therapie, die einen Vorteil bei der Organkonservierung durch NLP
bringen kann, ist die RNA-Interferenz, bei der iiber die Gabe kurzer interferierender
RNAs (siRNA) spezifische Gene ausgeschaltet werden, die entziindungsfordernd auf die
Entstehung eines IRI wirken (178). Eine erfolgreiche Infiltration der Leber durch siRNA
wihrend der NLP konnte durch Gillooly et al. innerhalb eines Tiermodells nachgewiesen
werden (178). Damit erdffneten sie einen neuen Weg der Lebertherapie innerhalb der

Transplantationsmedizin.

Die Erforschung der extrakorporalen Organerhaltung und deren Implementierung in neue
therapeutische Ansétze ldsst allerhand Spekulationen fiir zukiinftige Therapieformen
innerhalb der Transplantationsmedizin zu. Obgleich schon viele Erfolge innerhalb dieses
Gebietes erzielt wurden, kratzen die bisher durchgefiihrten Studien unter aller
Wabhrscheinlichkeit nur an der Oberfliche moglicher Interventionen. Bis zum Zeitpunkt
einer flichendeckenden, routinierten Implementierung der MP, weg vom Labortisch in
die klinische Praxis und bis zur Verwirklichung therapeutischer Verfahren wihrend der
Perfusion, sind noch viele Hiirden zu nehmen. Dennoch wird nach unserer Meinung die
maschinelle Perfusion die Medizin iiber die Transplantation hinaus beeinflussen und neue

Therapieformen von Organerkrankungen im Allgemeinen erschlieBen.
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Auch wenn die Zusammensetzung und Ausfiihrung unseres Perfusionssystems in
mancherlei Hinsicht von dem der Ziiricher Gruppe um Eshmuminov et al. abweicht und
auf teilweise einfachere Regulationssysteme eingegrenzt wurde, konnten wir eine stabile
Leberperfusion mit erhaltenem Leberparenchym und -funktion durchfiihren. Die positive
Wirkung der fiir eine Langzeitperfusion beschriebenen notwenigen Elemente einer
dualen physiologischen Oxygenierung, die simulierte physiologische Leberbewegung
und die Dialyse zur Entfernung von Abfallprodukten sowie zur Elektrolytkontrolle,
konnten wir in unserer Versuchsreihe bestdtigen. Dariiber hinaus mdchten wir betonen,
dass eine vendse Druckkontrolle zur Aufrechterhaltung der intrahepatischen
Mikrozirkulation einen wichtigen Stellenwert bei der Leberperfusion einnimmt. Ebenso
zu beachten ist die bestehende Gefahr einer erythrozytiren Rouleaux-Bildung bei dem
Gebrauch von Perfusat mit Gerinnungsfaktoren und bei der ldngeren Leberperfusion
durch Eigenproduktion. Der Gebrauch einer intraoperativen Normothermen
Leberperfusion bietet durch die Moglichkeit einer ischdmiefreien Transplantation ohne
IRI das Potential, die Transplantationsergebnisse zu verbessern. Die MP und dabei
insbesondere das Verfahren der NLP besitzt nicht nur die Féhigkeit einer dringend
benotigten Erweiterung des Spenderpools, sondern schafft die Moglichkeit, gezielte

Therapien zur Heilung von leberkranken Menschen zu entwickeln.
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5. Zusammenfassung

Einleitung

In den letzten Jahren gewann das Verfahren der maschinellen Leberperfusion sowohl fiir
die experimentelle Forschung als auch in der klinischen Praxis zur Erweiterung des
Spenderpools stark an Bedeutung, wobei verschiedene, bereits kommerziell erhéltliche
Systeme Anwendung finden. Ziel dieser Studie war die Entwicklung eines neuartigen ex
vivo Systems mit der Fiahigkeit einer Langzeit-Organkonservierung {iber die
Durchfiihrung von Normothermen Leberperfusionen. Dariiber hinaus beschéftigt sich
diese Arbeit mit der Vermeidung des wéhrend der Hepatektomie entstehenden

ischdmischen Reperfusionsschadens mit dem Ansatz einer Ischimie-freien Losung.
Material und Methodik

Die Entwicklung des Normothermen Leberperfusionssystems erfolgte tiiber die
Durchfiihrung von Vorversuchen (VV-NLP-PK), einem Einzelversuch (E1-NLP-SK)
und zwei Standardversuchsreihen (SVR1 und SVR2) innerhalb eines Tiermodells mit
deutschen Landrasseschweinen (n = 10). Wihrend die Perfusionszeit innerhalb der SVR2
auf 24 Stunden beschriankt wurde, lag die Kultivierungszeit der {ibrigen Versuche bei bis
zu 72 Stunden. Neben den grundlegenden Elementen einer dualen Perfusion von A.
hepatica und V. portae iiber eine Zentrifugalpumpe, einen Oxygenator, einen
Wirmeaustauscher und  ein  Blutreservoir,  enthielt das  normotherme
Leberperfusionssystem ein Filtersystem mit integriertem Wasserschloss, eine
physiologische Oxygenierung der Pfortader iiber einen arterio-portalen Bypass, eine
Dialyse mit individuell einstellbarem Dialysat und eine physiologische tiber das
Zwerchfell generierte Leberbewegung. Das Perfusat bestand aus einem Gemisch aus
leukozytendepletiertem  Erythrozytenkonzentrat und Blutserum. Die mdgliche
Entstehung eines Reperfusionsschadens wurde iiber ein, fiir den intraoperativen Gebrauch
entwickeltes, mobiles Normothermes Leberperfusionssystem mit dem Ziel einer
Ischdamie-freien Operation bearbeitet. Als Kontrollversuche dienten Leberresektionen
ohne intraoperative Intervention und anschlieBende postoperative Kiihllagerung mit der

derzeit als Goldstandard verwendeten Kultivierungsmethode Static cold storage (n = 3).
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Ergebnisse

Innerhalb der Interventionsgruppe SVR2 mit intraoperativer Leberperfusion und fertigem
Perfusionssystem konnte eine stabile Normotherme Leberperfusion von 24 Stunden mit
fortbestehender Gallenproduktion durchgefiihrt werden. Die Perfusionsdaten wie
Temperatur, Druck, pO., pH, Hb und Mineralhaushalt wurden weitgehend im
physiologischen Bereich gehalten. Bei einer Perfusionsmenge von ca. 1 L wurde eine
mittlere GOT-Aktivitdt von 7436 U/L und eine GPT-Aktivitdt von 332 U/L gemessen.
Histologisch konnte ein morphologisch vital aussehendes Lebergewebe nachgewiesen
werden. Der Vergleich mit den Kontrollgruppen ohne Intervention und ohne folgende
Perfusion ergab eine signifikante Erniedrigung der GOT- und GPT-Aktivitéten (p <0,05).
Die Hepatektomie ohne Intervention zeigte postoperativ um das 6-Fache erhohte GOT-
und um das 4-Fache erhohte GPT-Aktivititen. Die folgende 24-stiindige statische
Kiihllagerung ergab keinen signifikanten Unterschied zur Normothermen

Leberperfusion.
Diskussion

Die Normotherme Leberperfusion ist schon jetzt ein wichtiges Instrument in der
Transplantationsmedizin zur Erweiterung des Spenderpools und zur Entwicklung neuer
Therapien in der experimentellen Forschung. Das entwickelte Leberperfusionssystem
ermoglichte nachweislich eine stabil durchfiihrbare Perfusion von vierundzwanzig
Stunden, wobei verschiedene neu eingebrachte Elemente einen Vorteil zu derzeit
kommerziell erhidltlichen Systemen aufwiesen. Wie schon in anderen Studien
nachgewiesen, ist die intraoperative Leberperfusion moglich und kann den ischdmischen
Reperfusionsschaden mindern. Insbesondere fiir die Hepatektomie von Patienten ohne
bestehenden Kreislauf bietet diese Intervention das Potential das Transplantatergebnis zu

verbessern und den Pool an Spenderorganen zu erweitern.
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