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Einleitung

1 Einleitung

Die Reperfusionsphase stellt bei der orthotopen Lebertransplantation (OLT) auch heute
noch einen der Schliissel fiir eine erfolgreiche Operation dar. Unmittelbar nach
Anschlul der implantierten Leber an den Kreislauf gerdt der Patient in eine
himodynamische Instabilitdt. Dabei spielt Endothelin (ET) und Stickstoffmonoxid (NO)
eine wichtige Rolle. Durch den Einsatz moderner Infusionslosungen wie
Hyperhydroxyethylstirke (HHES) oder Diaspirin Crosslinked Hemoglobin (DCLHb™)
versucht man diese kritische Phase besser kontrollieren zu koénnen. Um die hierbei
ablaufenden Mechanismen genauer zu verstehen, wurde die vorliegende Arbeit

durchgefiihrt.

1.1 Blutdruckregulation und vasoaktive Substanzen

1.1.1 Korperkreislauf

Die exakte Regulation des Blutdrucks ist fiir jeden hoher organisierten Organismus von
grosser Bedeutung. Als Stellglieder im Kreislaufsystem konnen zum einen das
Herzzeitvolumen und zum anderen der periphere Widerstand veridndert werden. Die
Medulla oblongata sowie benachbarte Zentren in Hirnstamm und Hypothalamus passen
die Kreislaufsituation an die allgemeine vegetative Reaktionslage des Organismus an.
Neben diesen Einflussgrossen ist das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System sowie eine
Vielzahl anderer vasokonstringierender und vasodilatierender Faktoren besonders im

Bereich der Mikrozirkulation von grosser Bedeutung (155).

1.1.2 Organperfusion

Organe wie das Gehirn oder die Koronararterien und besonders die Vasa afferentia der
Niere sind zu einer myogenen Autoregulation befdhigt. Diese konnen bei

Blutdruckerh6hung mit einer Vasokonstriktion und bei Blutdruckabfall mit einer
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Vasodilatation reagieren, um eine konstante Organperfusion zu gewéhrleisten

(155,160,195,234).

1.1.3 Mikrozirkulation

Das Geféassendothel ist ein im Organismus ubiquitires Organ. Beim Menschen hat es
eine Gesamtoberfliche von ungefihr 400 m” und wiegt dabei etwa 1,5-2 kg (247).

Neben der sogenannten Makrozirkulation mit ihren groBen GefdBlen, spielt die
Mikrozirkulation eine entscheidende Rolle. Diese Funktionseinheit wird durch
Kapillaren mit ihren vor- und nachgeschalteten Blutgefilen gebildet und durch
Substanzen beeinflufit, die sowohl am Zellstoffwechsel beteiligt sind, als auch vom
Endothel gebildet werden, wie z.B. Endothelin (ET), Stickstoffmonoxid (NO) oder die
Prostaglandine (229). Alle beteiligten Mediatoren stehen miteinander in einem
komplexen Gleichgewicht um so eine optimale Versorgung der Zellverbidnde zu

gewdhrleisten.

1.1.4 Vasokonstringierende Substanzen

Neben Katecholaminen in Interaktion mit o- und B-Rezeptoren fithren andere Stoffe
wie ADH, Angiotensin II, Serotonin oder auch eine erhohte intrazellulire Ca’'-
Konzentration zu einer Vasokonstriktion. Thromboxan A; ist ein Prostaglandin, welches
zusitzlich noch eine Pléttchenaggregation hervorruft (155,216). Auch das Endothel
selbst ist in der Lage, unter noradrenerger oder thrombinerger Stimulation sowie bei
Hypoxie oder mechanischem Stref3 und unter dem EinfluB3 anderer Faktoren wie TGF-f
zahlreiche vasokonstringierende Stoffe, beispielsweise Endothelin-1, zu sezernieren

(84,133,229).
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1.1.5 Vasodilatative Substanzen

Eine Vasodilatation wird im allgemeinen durch einen Anstieg des CO,-Partialdruckes,
starkeres Absinken des O,-Partialdruckes, aber auch durch einen Abfall des PH-Wertes
sowie eine Erhdhung der Adenosinmonophosphat-, Adenosindihosphat-, Adenosin- und
Kaliumionen-Konzentration bewirkt. Auch die Gewebshormone Histamin und
Bradykinin, sowie das Prostaglandin Prostazyklin, welches zusdtzlich noch eine
Hemmung der Pléttchenaggregation bewirkt, fiihren zu einer Vasodilatation (155).

Zu den dilatativen Substanzen gehdrt weiterhin das EDRF (Endothelium Derived
Relaxing Faktor). Es wird vom Endothel gebildet, ist identisch mit NO und fiihrt neben

einer Vasodilatation auch zu einer Plattchenaggregationshemmung (155,229).

1.2 Volumensubstitution bei Lebertransplantation

Die Reperfusionsphase stellt einen kritischen Moment im Verlauf der orthotoper
Lebertransplantation (OLT) dar. Es kann dabei zu einer kardiovaskuldren Instabilitét
kommen. Diese wird durch ET, welches sich im Spenderorgan wihrend der kalten
Ischdmie ansammelt, mitbeeinflusst (143). Der Volumenersatz mufl rasch und in
ausreichender Menge solange unter kontinuierlicher Kontrolle der Herz-Kreislauf-
Funktion und der metabolischen Parameter erfolgen, bis systolische Blutdruckwerte von
mehr als 100 mmHg bzw. arterielle Mitteldruckwerte um 80 mmHg sowie ein normaler
Venendruck erreicht sind (122).

Kristalloide wie bilanzierte Elektrolytlosungen oder 0,9 % NaCl-Lésung kénnen zum
Ersatz miBiger Blutverluste infundiert werden. Sie haben den Nachteil, dal} sie bei
Blutverlusten im Verhiltnis 1:4 infundiert werden miissen, d.h., ein Blutverlust von
500 ml muB3 durch 2000 ml Kristalloide ersetzt werden. Kolloide sind hochmolekulare
Substanzen, die vor allem als Plasmaersatzmittel zum Ausgleich intravasaler
Volumenverluste dienen. Es wird unterschieden zwischen korpereigenen Kolloiden wie
Humanalbumin, Plasmaproteinldsung, gefrorenem Frischplasma (GFP) und kiinstlichen
Kolloiden wie Hydroxyethylstirke (Amylopectin), Dextranen (Glucopolysaccharid) und
Gelatine-Préparationen (Polypeptid-polymerisat).
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Vollblut und Blutkomponenten, zu denen die kdorpereigenen Kolloide und
Erythrozytenkonzentrate zihlen, sind weitere Optionen (39,121,122).
In der vorliegenden Arbeit kamen mit Hyperhydroxyethylstirke (HHES) und Diaspirin

Crosslinked Hemoglobin (DCLHB™) zwei neue Infusionslosungen zur Anwendung.

1.2.1 Hydroxyethylstarke (HES) und Hyperhydroxyethylstarke (HHES)

Die intravendse Verwendung einer stark hypertonen Kochsalzlosung mobilisiert
zusatzliches Volumen fiir die Zirkulation. Dies wird als ,,small volume resuscitation‘
bezeichnet. Substanzen, die diese Féahigkeit besitzen werden Plasmaexpander genannt.
Sie sind besonders geeignet zur Behandlung sowohl des absoluten als auch des relativen
Volumenmangels bei peripherem Kreislaufversagen (39). So mufl man, um den gleichen
Effekt mit HES zu erzielen etwa zehnmal mehr Volumen einsetzen als mit HHES (243).
Wichtiger Bestandteil dieser modernen Losungen ist das Kolloid. Ohne diesen Zusatz
zu hypertoner Kochsalzlosung ist der Blutdruckanstieg und der verbesserte Blutfluss zu
so wichtigen Organen wie Nieren und Leber nur von kurzer Dauer (181,182,220). Mit
Kolloiden ist die kardiovaskuldre Wirkung deutlich verldngert und die Mikrozirkulation
verbessert (182).

Neben der bereits erwéhnten Expansion des Plasmavolumens (140) hat diese Form der
Therapie noch weitere giinstige Effekte. Durch die hypertone Losung kommt es
innerhalb der glatten Gefdssmuskulatur zu einer Relaxation und in deren Folge zu einer
Vasodilatation (132). Damit ist ein Abfall des Gesamtwiederstandes und ein Anstieg der
Nieren- und Eingeweidedurchblutung verbunden (9). Eine voriibergehende
Hiamodilution und ein anhaltender Anstieg der Plasmaosmolaritit und der Na'-
Konzentration im Plasma reduziert die Endothelzellschwellung und verhindert die
ansteigende Viskositit des Blutes (9,140,141). Dabei ist die Reduktion der
Endothelzellschwellung an der Stelle der stirksten Schwellung am ausgepréigtesten.
Dies fiihrt zu einer Abnahme des hydraulischen Widerstandes innerhalb der Kapillaren
und somit zu einer verbesserten Gewebeperfusion (140).

Die Wiederherstellung der Vasomotion und das Offnen kleiner, verschlossener
Kapillaren kann mit herkdmmlichen Infusionsldsungen nicht erreicht werden. Hier ist

die Therapie mit hyperton-hyperonkotischen Losungen iiberlegen (146).
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Intrahepatisch beugt die Anwendung einer hyperton-hyperonkotischen HES-Losung
einem schockinduzierten Versagen der sinusoidalen Perfusion durch Wiederherstellung
der Flussgeschwindigkeit der Leukozyten innerhalb der Lebersinusoide und der
postsinusoidalen Venen vor. Somit wird die hepatische Mikrozirkulation entscheidend
verbessert und eine durch Reperfusion induzierte Leukozytenstase/adhdrenz verhindert

(242).

1.2.2 Diaspirin Crosslinked Hemoglobin (DCLHb™)

Die massive Infusion von gelagertem Konservenblut weist eine ganze Reihe von
Nachteilen wie transfusionsassoziierte Infektionen, Moglichkeit der bakteriellen
Verunreinigung, Inkompatibilitit mit immunologischen Konsequenzen sowie
Verschlechterung der Sauerstoffabgabe und der Fliesseigenschaften des Blutes auf.
Infolgedessen ist eine Bluttransfusion mit einer ganz erheblichen Morbiditit und
Mortalitit verbunden. Daher erfordert die Gabe von Blut und Blutbestandteilen eine
sehr strenge Indikation. Sie ist gegeben, wenn sich die Gewebeoxygenierung nur durch
Zufuhr von Sauerstofftragern verbessern lasst (145).

Diese Transfusionsrisiken bestehen bei DCLHb™ definitiv nicht. Es handelt sich um
eine  stromafreie, chemisch modifizierte humane Hamoglobinlosung mit
sauerstofftransportierenden Eigenschaften. Im DCLHb™-Komplex sind die vier
Untereinheiten des Hamoglobins stabilisiert. Dies wird durch die Reaktion von
Hamoglobin mit bis-(3,5-dibromosalicyl)fumarat (DBBF) erreicht. Hierdurch kommt es
zu einer Vernetzung der beiden a-Ketten des Hamoglobinmolekiils (20). Daraus
entstehen zwei Vorteile. Zum einen steigt dosis- und speziesabhéngig die Halbwertszeit
des Molekiils von ca. 90 Minuten auf 3-24 Stunden und zum anderen erhdlt man mit
normalem Blut vergleichbare Sauerstoffbindungseigenschaften (204). Eine 50 %ige
Sauerstoffsittigung wird bei 29 mmHg erreicht (159,221,238), verglichen mit nur
12 mmHg bei unmodifiziertem HbA (159,221,238). Das lédsst auf eine deutlich
verbesserte Sauerstoffabgabe im Gewebe schlieBen. Bei schwerer Himorrhagie hat sich
DCLHb™ im Tiermodell bereits bewéhrt (60) und war ebenso erfolgreich wie der

Einsatz einer Vollblutkonserve (135). Die Gewebeoxygenierung kann sogar dann noch
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aufrechterhalten werden, wenn der Hadmatokrit eigentlich bereits schon als kritisch
einzustufen ist (144).

Die Verstoffwechselung von DCLHb™ ist ein langandauernder Prozess und benétigt bei
Ratten ca. zwei Wochen (98). Bei Menschen, die allerdings eine wesentlich kleinere
Dosis erhielten, war die Halbwertszeit (HWZ) mit 2,5-3,3 h deutlich geringer (183).
DCLHb™ ruft konzentrationsabhidngig einen Blutdruckanstieg hervor (7,209). Dieser
Effekt wird durch das Binden von NO an DCLHb™ vermittelt (65,209). Es konnte
gezeigt werden, dal die systemischen wie regionalen hdmodynamischen
Verianderungen, welche DCLHb™ hervorruft durch L-Arginin (eine NO-Vorstufe)
abgeschwicht werden konnen, so daB man davon ausgehen mul3, dal das NO-System
zumindest teilweise in die kardiovaskuldren Effekte von DCLHb™ verwickelt ist
(204,209). Desweiteren sind steigende Endothelin-Plasmaspiegel an der beobachteten
Vasokonstriktion beteiligt (123,202,204). Im Szenario einer Himorrhagie geht man
davon aus, daB die positiven Effekte von DCLHb™ hauptsédchlich durch ET und nicht
durch die Blockierung des NO-Systems verursacht werden (57). Es wird davon
ausgegangen, daf} diese eben genannten positiven Effekte aber vermutlich nicht durch
einen Anstieg der Konversion von Big-ET-1 zu ET-1 bedingt sind (59).

Im Gegensatz zu Katecholaminen, welche einen vergleichbaren Blutdruckanstieg
jedoch mit einer schlechteren Organperfusion zur Folge haben, wird die
Flussgeschwindigkeit der Erythrozyten (114) und der Blutfluss zu den einzelnen
Organsystemen (7,58,59,114,179,183,208) gesteigert. Ein signifikanter Anstieg des
Gefasswiderstandes des muskuloskelettalen Systems und der Leber ist dosisunabhéngig
(7). Konzentrationsabhéngig ist die signifikante Verbesserung des vendsen Riickstromes
zum Herzen und dessen Auswurfleistung durch DCLHb™ (7,57,58,208). Eine
Verianderung der Herzfrequenz konnte nicht beobachtet werden (7,58,59,209).

In einer Phase-I-Studie konnte keine Organtoxizitit nachgewiesen werden (183).
Ebenso wenig liel} sich eine Immunogenitit aufzeigen (173). Schwer kranken Patienten
im septischem Schock wurde durch DCLHb™ zu einer effektiven Blutdrucksteigerung
verholfen (101,189).

In einer groBBen Multicenterstudie stellte man kiirzlich, trotz der positiven Ergebnisse
aus den vorangegangenen Tierversuchen und der Phase-I-Studie, eine hohere Mortalitét

bei Patienten fest, die DCLHb™ erhielten und an einem schweren traumatischen Schock
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litten. Es ist aber noch keinesfalls sicher, ob die hohere Mortalitét tatsdchlich auf die

Behandlung mit DCLHb™ oder auf andere Faktoren zurilickzufiihren ist (219).

1.3 Big-Endothelin, Endothelin

1.3.1 Struktur, Vorkommen

Endothelin ist ein aus 21 Aminosduren aufgebautes Peptid. Es wurde 1988 von
Yanagisawa et. al. erstmals beschrieben und ist der stirkste derzeit bekannte
Vasokonstriktor (254). Im menschlichen Genom gibt es drei verschiedene Endothelin-
Subtypen, ET-1, ET-2 und ET-3 (84), die unterschiedlich starke vasokonstriktorische
Potenz besitzen. Diese ist bei ET-1 am stirksten und beim ET-3 am schwichsten
ausgeprigt, wie man in Versuchen in vitro an Schweinekoronarien und in vivo an
narkotisierten Ratten zeigen konnte (244). Je hydrophober das Endothelinmolekiil ist,
desto stérker ist seine vasokonstriktorische Potenz (84).

Endothelin kann in einer Vielzahl von Geweben gefunden werden. Hohe
Konzentrationen werden im Endokard und im Respirationstrakt gemessen. Die Medulla
der Niere enthdlt etwa dreimal so viel ET wie der Kortex (70). Die hochsten
Konzentrationen an ET allerdings wurden in Blutgefdssen gefunden, wobei die
Konzentration in Venen hoher ist als in Arterien (70).

Die Plasmakonzetrationen von ET-1 ist bei zahlreichen Krankheitsbildern, wie
kardiovaskuldren Erkrankungen, inklusive akutem Herzinfarkt oder kardiogenem
Schock sowie nach grossen operativen Eingriffen, wie Transplantationen oder
Leberresektionen aber auch bei Leberzirrhose erhoht (47,54,66,86,92,128,166,235).
Sarafotoxine S6 gehoren zu einer Gruppe von Peptid-Toxinen, die aus dem Gift einer in
Israel heimischen Schlange, der sog. Siidlichen Erdotter (Atractaspis engaddensis,
Familie der Vipern) isoliert werden konnte (226). Neben der gleichen Linge der beiden
Peptidketten (4), haben Sarafotoxine S6 eine bemerkenswerte strukturelle Ahnlichkeit
zu den Endothelinen, einschliesslich zweier Disulfidbriicken und der essentiellen
Aminosdure Tryptophan am C-terminalen Molekiilende (4,70,105,229). Das

Schlangengift verursacht eine so starke Kontraktion der Koronarien, dass die Bissopfer
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hierdurch getdtet werden (124). Analog verursachen auch die Endotheline einen starken
Koronarspasmus. Diese strukturelle und funktionelle Ahnlichkeit lisst auf einen

gemeinsamen evolutioniren Ursprung schlieen (4,118,229).

1.3.2 Bildung und Umwandlung von Big-ET und ET

Endothelin-1 wird hauptsdchlich von Endothelzellen gebildet (21). Dieses Peptid ist
beim Menschen und beim Schwein identisch (137,254).

Einige éaltere Arbeiten deuten darauf hin, dass sich bei Endothelzellen die Gen-
Expression (108) und Freisetzung von Endothelin durch Hypoxie induzieren ldsst
(72,108,186). Eine neuere Untersuchung zeigt jedoch das Gegenteil. Oxidativer Stress
unterdriickte  in  dieser  Versuchsanordnung die  ET-1-Sekretion.  Dieser
Kompensationsmechanismus der Endothelzelle, welcher Vasokonstriktion und
Zellproliferation unter ET-1-Einfluss bei oxidativem Stress verhindert, ist sinnvoll im
Hinblick auf eine bedarfsgerechte Oxygenierung (197). So scheint die endogene ET-1-
Produktion den basalen Tonus der menschlichen Getfésse zu regulieren (68).

Durch Scherkrifte wird die Bildung von ET-1 und ECE-1 (Endothelin-Converting-
Enzyme-1) kurzfristig verringert (138). Ein solcher andauernder StreB iiber einen
langeren Zeitraum hinweg hebt jedoch die ET-1-Produktion wieder um das drei- bis
vierfache an ohne dabei die Bildung von ECE-1 zu beeinflussen (64).

Die Endothelinproduktion erfolgt in drei Schritten und wird hauptséchlich auf mRNA-
Ebene gesteuert (52,100,254). Die Endotheline werden als grosse Praproendotheline
von den Endothelzellen synthetisiert (254). Menschliches Préproendothelin-1 hat eine
Linge von 212 Aminoséduren (84). Es wird durch eine Signalpeptidase in Proendothelin
umgewandelt (100). Proendothelin wird anschlieBend vom C-terminalen und vom
N-terminalen Ende her durch Furin-dhnliche Konvertasen modifiziert (100). Dabei
entsteht Big-Endothelin mit einer Lange von 38 Aminosduren (247), welches ungeféhr
140 mal schwicher beziiglich seiner pharmakologischen Wirkung als ET ist (102). In
Folge einer weiteren Modifikation durch das Endothelin-converting-enzyme (ECE),
eine membrangebundene Metalloproteinase (139), entsteht Endothelin (24,167). Kommt
es nicht zur Konversion, bleibt die volle vasokonstriktorische Aktivitit aus

(102,152,156).
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Da das ECE-1 eine zentrale Rolle bei der Regulation der ET-1-Konzentration spielt, ist
seine Expression in der ersten Phase nach einer Transplantation erhoht (230).

Zur Umwandlung des zelleigenen ET-1 findet sich ECE-1 nicht nur auf der Oberflache
(6), sondern auch im Golgi-Apparat der Endothelzelle. Das membrangebundene ECE-1
ist in der Lage, Big-ET-1, welches von aussen an die Zelle gelangt, zu konvertieren
(10,255). ET-1 kann somit intrazelluldr und extrazelluldr gebildet werden (11,194,255).
Im zirkulierenden Blut kommt es ebenfalls zur Umwandlung von Big-ET-1 in ET-1,
auch wenn dies quantitativ nur eine untergeordnete Rolle spielt (245). Dies konnte
beispielsweise in den Koronarien nachgewiesen werden (176).
Endothelin-converting-enzyme-1 reagiert sensibel auf Phosphoramidon (24,25). Wird
an der P1-Position von Big-ET-1 ein Aminosdurerest verdandert sowie die C-Terminale
Region umgebaut, so erhélt man einen effektiven ECE-1-Inhibitor (227).

Eine intravendse Verabreichung von Big-ET-1 ruft einen Anstieg des mittleren
arteriellen Druckes und des peripheren Widerstandes hervor. Das Schlagvolumen und
das Herzminutenvolumen sinken rasch ab, wobei die Herzfrequenz unveridndert bleibt.
Der Blutfluss zu Herz, Gehirn, Nieren, Portalsystem und Gastrointestinaltrakt steigt an.
Diese Effekte konnen durch Phosphoramidon, einem ECE-1-Antagonisten abgemildert
werden (59). Erste erfolgreiche Versuche, einen Reperfusionsschaden durch solche

Antagonisten zu verringern, fanden bereits statt (251).

1.3.3 Endothelin Rezeptoren

Das hydrophile Endothelin ist nicht in der Lage, die Zellmembran zu passieren. Es muss
sich daher an spezifische Rezeptoren binden, welche die Zellantwort auslosen. Die
Existenz unterschiedlicher Isoformen des Endothelins legte die Vermutung nahe, dass
es auch verschiedene Isoformen des Rezeptors gibt. In der Tat wurden zwei G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren mit sieben transmembrandren Doménen identifiziert
(5,82,150,247). Diese sind nicht nur im Gefédsssystem weit verbreitet, sondern auch in
Lunge, Leber, Nebennieren und Gehirn zu finden (198). Der Rezeptortyp A (ETA) mit
einer Linge von 427 Aminosiuren (62) besitzt eine hohe Affinitdt zu ET-1 und ET-2,
weniger zu ET-3 (5). Der ETg-Rezeptor mit einer Linge von 442 Aminosduren (62)

bindet alle drei Isoformen mit der fast gleichen Affinitét (10,199).
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Intrahepatisch sind die ETg-Rezeptoren im vendsen Anteil des Gefdssnetztes lokalisiert
(36). ETA-Rezeptoren werden in glatten Gefdassmuskelzellen gefunden, wo sie eine
Vasokonstriktion vermitteln (248). Desweiteren sind sie in der Leber fiir die Freisetzung
vasodilatierender Faktoren wie Prostazyklin und NO verantwortlich (36).

Uber ETg-Rezeptoren an Endothelzellen konnte sowohl eine NO vermittelte
Vasodilatation (10), als auch eine Vasokonstriktion beobachtet werden (248).

Mittels ETg-Rezeptor wirkt ET-1 als autokriner Wachstumsfaktor (30,51) und fiihrt an
glatten Muskelzellen zu einer gesteigerten mitotischen Aktivitdt (257). Es kann an
diesen Zellen aber auch, wiederum ETg-Rezeptor vermittelt, eine durch NO induzierte
Zytotoxizitit weiter verstirkt werden (157). Uber eine positive Riickkopplung mittels

ETg-Rezeptor fordert ET-1 seine eigene Genexpression (191).

1.3.4 Zellulare Wirkungsmechanismen der Endothelin-induzierten

Vasokonstriktion

Die GefdBantwort auf Endothelin ist stark abhingig von der extrazelluldren Calcium-
Konzentration (14,31,53). ET stimuliert die Phospholipase C (61,94). In Folge dieser
Stimulation bilden sich zwei Second Messenger: Inositol-1,4,5-Triphosphat und
1,2-Diacylglycerol (94). Diese aktivieren die Proteinkinase C (106). Parallel dazu wird
intrazellulires Ca®" freigesetzt (94). Dies fiihrt zu einem kurzfristigen und fliichtigen
Anstieg des intrazelluldren freien Calciums, gefolgt von einem allméhlichen Riickgang
auf einen doch insgesamt erhohten Level gegeniiber der Ausgangskonzentration (228).
Durch aktivierte Calciumkanile kommen extrazellulire Calciumionen in das
Zytoplasma, wodurch die Konzentration der intrazelluldren Calciumionen weiter
ansteigt. Die Folge ist eine langanhaltende Vasokonstriktion (137).

Die feste Bindung des ET mit seinem Rezeptor kommt durch die Interaktion der
hydrophoben Doméne des ET mit membranstindigen Lipiden zustande. Die
beobachtete numerische Verminderung des ET-Rezeptors bei Dauerexposition mit
hohen ET-Spiegeln ist funktionell mit einem verminderten ET-induzierten

intrazelluldren Ca®"-Anstieg verbunden (73).
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1.3.5 Wirkungen auf den Blutdruck und den peripheren Blutfluss

Intravendse Zufuhr von Endothelin-1 16st einen kurzzeitigen Blutdruckabfall, gefolgt
von einem langanhaltenden Blutdruckanstieg aus (50,54,131,153). Dieser
Blutdruckabfall wird durch die kurzfristige ETg-Rezeptor vermittelte Induktion von NO
in Endothelzellen hervorgerufen (10). So mildert die durch ET-1 induzierte NO-Bildung
den Anstieg des vendsen wie auch den des arteriellen Widerstandes ab (168).

Die lang anhaltende Vasokonstriktion konnte in den Arterien und Venen vieler
Sdugetiere, wie z.B. Schweinen, Hunden, Ratten, Hasen und auch beim Menschen
gezeigt werden (38,78,175,254), wobei Venen sich bei Anwesenheit von Endothelin
deutlich starker kontrahieren als dies bei Arterien der Fall ist (147).

Am Herzen besitzt Endothelin einen positiv ionotropen und chronotropen Effekt. Um
die EDsy (Effektivdosis 50) zu erreichen, handelt es sich gemessen an der molaren
Konzentration in beiden Fillen um einen der stirksten aller bisher bekannten
Mediatoren (87,88).

Big-ET hat eine Halbwertszeit (HWZ) von ca. 9 min, wogegen die von ET nur ca.
1-2 min betrégt (71). Die ausserordentlich schnelle Eliminierung des ET-1 aus dem

Blutkreislauf erfolgt durch die Nieren, Lunge und Leber (3,54,69,131,210,247).

1.3.6 Wirkungen auf die Leber und deren Mikrozirkulation bei

Lebertransplantation

Die Manifestation eines hepatischen Reperfusionsschadens ist ein unvermeidliches
Ereignis bei zahlreichen Operationen wie der Hepatektomie oder einer
Lebertransplantation (19,67,79). Sicher ist, das es sich hierbei um ein multifaktorielles
Geschehen handelt (142). Eine Vielzahl von unterschiedlichen Mechanismen werden
hierbei diskutiert und es gilt als gesichert, dass ET und NO daran beteiligt sind
(83,90,104,110,174).

In der frithen Phase nach Reperfusion fiihren 6dematds geschwollene Endothelzellen
(239), Vasokonstriktion (136), Leukozytenansammlungen (91,252) und eine gesteigerte
Plattchenaggregation innerhalb der Sinusoide (23) zu einem Versagen der

Mikrozirkulation. Das Anschwellen der Endothel- und Kupfferzellen ist Folge eines
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intrazelluliren Odems, da aufgrund der Ischimie und dem hieraus entstehenden
Energiedefizit die aktiven transmembraniren Transportsysteme ihre Aufgaben nicht
mehr wahrnehmen koénnen (239). Da ET eine Kontraktion der Lebersinusoide
hervorruft, wiahrend Nitroprussid-Natrium (dies wirkt {iber eine rasche Freisetzung von
NO (155)) ihre Dilatation bewirkt glaubt man, dafl der Reperfusionsschaden die Folge
einer Storung der sehr empfindlichen Balance zwischen NO und ET wéhrend der
Reperfusionsphase ist (95,258).

In der frithen Phase der hepatischen Reperfusion ist die Konzentration von ET in
Plasma und Leberparenchym signifikant erhoht (47,86,92,96,128,148,233,236). Dies
korreliert gleichzeitig mit einem verminderten Blutflul zur Leber (172). Kraus et al.
konnten keinen Anstieg von ET-1 nach Reperfusion nachweisen (112), wohl aber war
die Konzentration des Vorlduferproteins Big-ET erhoht (111). Desweiteren konnte
gezeigt werden, dall Big-ET und ET, entgegen friiherer Annahmen, auch in der Galle
nach OLT zu finden sind (109).

Endothelin-1 ruft eine anhaltende Vasokonstriktion der portalen Gefdsse hervor
(48,250). So stieg nach Langzeitischdmie der Widerstand in der Venae portae auf das
Zehnfache des Ausgangswertes an mit der Folge einer entsprechend reduzierten
Lebergesamtdurchblutung (165). Diese durch ET-1 hervorgerufene Vasokonstriktion ist
von einer gleichzeitigen NO-Freisetzung der Endothelzellen und einer gesteigerten
Glukoseproduktion begleitet (48,193).

Zwischen ET-1 und NO besteht ein funktioneller Antagonismus. Die durch ET
hervorgerufene Kontraktion kann durch NO schnell und effektiv aufgehoben werden,
wobei in Arterien diese Reaktion stirker zu beobachten ist als in Venen (133,147).
Einzigartig in der Leber ist die biphasische Geschwindigkeit der Erythrozyten unter
steigendem ET-1-Einfluss. In niedrigen Konzentrationen ist diese erhoht und kann
somit die sinusoidale Konstriktion ausgleichen. Bei weiter steigenden ET-1
Konzentrationen  féllt dieser Kompensationsmechanismus weg und die
FluBgeschwindigkeit nimmt sehr stark ab (8,163).

Erleidet die Leber einen Reperfusionsschaden, so wird intrahepatisch von sinusoidalen
Endothelzellen Endothelin-1 gebildet (40,55). Cytokine, wie Interleukin-1 (IL-1) und
der Tumornekrosefaktor o (TNF-o) sind starke Stimuli flir eine Endothelin-1

Freisetzung (131,256). Im Experiment konnte ein sofortiger Anstieg von TNF-a nach
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Reperfusion gezeigt werden (22). TNF-a konnte also fiir die hohen ET-1-Werte
mitverantwortlich sein. Obwohl Goto et al. noch 24 Stunden nach Reperfusion hohe
ET-1-Spiegel messen konnten, fand sich keine anhaltende Vasokonstriktion, sondern
eine sich stindig verbessernde Leberperfusion (55).

Die Fihigkeit der Leber, sich nach einem erlittenen Reperfusionsschaden wieder zu
erholen, ist ganz erheblich von einer intakten Mikrozirkulation abhéngig (240). Hierbei
spielt ET-1 in zahlreichen Organen eine herausragende Rolle (16,77,92).

Der Leber fehlen glatte Muskelzellen, dem Angriffsort von ET-1 (55). Sie besitzt vier
Hauptpopulationen unterschiedlicher Zellen: sinusoidale Endothelzellen, Kupffer-
Zellen, Hepatozyten und Fettzellen. Die meisten ET-Rezeptoren konnen auf den
perisinusoidal gelegenen Zellen, den Ito- oder Fettzellen, gefunden werden (76). Diese
exprimieren besonders im Falle eines Schadens oder einer Entziindung
Oberfliachenrezeptoren glatter Muskelzellen (211), zu denen auch a-Aktin gehort. An
solchen, jetzt ,aktiviert” genannten Ito-Zellen (187,191), binden ET-1 und ET-3 mit
hoher Affinitit und 16sen dort eine Kontraktion aus (76). So verengt sich der fiir die
Mikrozirkulation wichtige sinusoidale Durchmesser je nach Endothelin-1 Konzentration
und mit ihm vermindert sich auch der sinusoidale Blutfluss (8,76,163,224,258). Dieser
wiederum spielt bei der Geweboxygenierung eine bedeutende Rolle. Ein zu starkes
Absinken dieses Parameters fiihrt zu einer Gewebeschiadigung (86,92,126,148,163). So
konnte eine positive Korrelation zwischen dem sinusoidalen Blutfluss und der dortigen
Sauerstoffsittigung festgestellt werden (163). Endothelin-1 ist also fiir eine reduzierte
hepatische Gewebeoxygenierung durch sinusoidale Vasokonstriktion verantwortlich
(8,258). Ferner wurde bei hoher Endothelin-1-Konzentration ein Anstieg der Serum-
LDH, die sehr sensibel eine hepatozelluldre Schadigung anzeigt, gefunden (163).

Da Endothelin hauptséchlich iiber einen autokrinen oder parakrinen Mechanismus
wirksam wird, ist eine hohe Ortliche Endothelin-1-Konzentration wahrscheinlich
(63,77,93,212).

Eine Leberzellschidigung kann durch den Einsatz eines ET-1-Antikorpers (158,236)
oder eines Endothelin-Antagonisten vermindert werden (42-45,92,148,161,253).
Besonders gute Ergebnisse wurden mit der intraportalen Infusion des Antagonisten
TAK-044 vor der Reperfusion erzielt, da dies zu einer effektiveren Akkumulation des
Antagonisten innerhalb des Lebergewebes fiihrt (232). Derzeit werden grosse

Anstrengungen unternommen, um wirksamere ET-Antagonisten zu entwickeln (237).
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Der Einsatz von Bosentan (ein ET-Antagonist) mildert den Leberschaden nach
Reperfusion ebenso stark ab, wie dies bei einem Anheben der NO-Konzentration der
Fall ist (205). Diese Tatsache unterstreicht nochmals den groflen Stellenwert, den diese
beiden Faktoren in der Pathophysiologie des Reperfusionsschadens innerhalb der Leber
einnehmen.

Endothelin spielt auch noch in anderen Bereichen nach Lebertransplantation eine
wichtige Rolle. Es konnte gezeigt werden, dal bei Patienten mit vaskuldren
Komplikationen, = sowie  bei  solchen = mit  mittlerer oder  schwerer
Abstossungssymptomatik die ET-Spiegel signifikant erhoht waren (34). Es wird
vermutet, dal von Makrophagen freigesetzte Zytokine wichtige Stimuli fiir die
ET-Sekretion durch Endothelzellen darstellen (217). Wurde die
Abstossungssymptomatik behandelt, so sanken auch die ET-Spiegel wieder ab (35).

1.4 Stickstoffmonoxid (NO)

1.4.1 Struktur und Entdeckung

Obwohl Stickstoffmonoxid ein Radikal mit der chemischen Formel NO ist, verhélt es
sich im menschlichen Korper tliberraschenderweise inert.

Furchgott und Zawadzki bewiesen 1980, dall Gefdsse in Abwesenheit von Endothel
keine Relaxation auf die im Korper zirkulierenden Stoffe wie z.B. Acetylcholin oder
Bradykinin zeigen. Sie schlussfolgerten, da3 es einen Stoff geben miisse, welcher die
Relaxation vermittelt und nannten ihn ,,endothelium derived relaxing factor” oder
EDRF (46). Sieben Jahre spiter bewiesen zwei Forschergruppen unabhingig
voneinander, das es sich bei EDRF und NO um ein und denselben Stoff handelte
(81,170). Wenig spater folgte die Entdeckung, daB3 L-Arginin die Vorstufe von NO ist
(169,203). Diese Information fiihrte zu dem Beweis der lange Zeit fiir unmoglich

gehaltenen endogenen NO-Produktion (127).
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1.4.2 Produktion

Die Enzymfamilie, welche fiir die NO-Produktion verantwortlich ist, nennt man
NO-Synthase (NOS). Es gibt drei unterschiedliche Isoformen des Enzyms, die
neuronale (nNOS), endotheliale (eNOS) und induzierbare (iNOS) NO-Synthase (2).
Alle drei Isoformen sind beim Menschen auf unterschiedlichen Genen und auf
verschiedenen Chromosomen codiert (151).

Aus L-Arginin entsteht tiber zwei Monooxygenationen zuerst N”-Hydroxy-L-Arginin
(NAH) und anschlieBend L-Citrullin und NO. Jeder Schritt bendtigt ein Agivalent O,.
Zusitzlich werden noch 1'/, Aquivalente NADPH und zwei Aquivalente H,O
verbraucht (1).

1.4.3 Physiologie

NO fiihrt liber eine Aktivierung der Guanylatzyklase zu einer Gefdssrelaxation (13). Die
Freisetzung von NO wird unter anderem durch Acetylcholin und Bradykinin (99), aber
auch durch Endothelin stimuliert (27,36,200), welches wiederum in seiner Freisetzung
von NO gehemmt wird (15).

Auch in zahlreichen anderen Bereichen spielt NO eine wichtige Rolle. So hemmt NO
die Plattchenaggregation und Adhidsion (13,185) sowie die Proliferation glatter
Muskelzellen (218) Es wird im Immunsystem von Makrophagen als zytotoxisches
Agens z.B. gegen Tumorzellen und Mikroben eingesetzt (1,13) und ist im Gehirn als
Neurotransmitter vermutlich flir die Gedichtnisbildung mitverantwortlich (1,130).

Eine exzessive NO-Produktion kann schédlich sein, da dann Peroxynitrit, ein toxisches
Radikal, entsteht (184). NO kann die mitochondriale Atmungskette (17,29,154,188) und
die Glycerinaldehyd-3-phosphat Dehydrogenase hemmen (28) sowie die DNA
beschédigen (18,154,249). Weitere Effekte schliefen eine Regulation der Aktivitit von
Entziindungszellen (207) sowie eine verminderte Expression von Zytokinen und
Adhésionsmolekiilen (13,26,129,129) ein. All diese Eigenschaften beeinflussen die

Pathophysiologie des Reperfusionsschadens.
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1.4.4 Wirkungen auf die Leber und deren Mikrozirkulation bei

Lebertransplantation

Die intrahepatische portale Blutzirkulation (149) wie auch die hdmodynamischen
Verdnderungen nach Lebertransplantation werden von NO entscheidend mitbeeinflusst
(32). Eine Dysfunktion des Endothels trdgt durch ein Ungleichgewicht zwischen
Vasokonstriktoren und Vasodilatatoren mit einer hiermit verbundenen verminderten
Freisetzung von NO zu einer postischdmischen Organschidigung nach Reperfusion bei
(117,133).

So produzieren Endothelzellen, die einer Hypoxie und darauffolgender Reoxygenierung
ausgesetzt sind, generell wenig NO (178). Dieses wird durch eine erhohte Produktion
von Superoxiden im postischdmischen Gewebe, welche NO inaktivieren noch weiter
vermindert (56). Daher sind die Plasmaspiegel von NO, / NOs", den Endprodukten von
NO, nach Reperfusion signifikant verringert. Das wiederum korreliert stark mit
gleichzeitig erhdhten Transaminasen im Serum (162,196).

Die Genexpression der mRNA fiir die induzierbare NO-Synthase (iNOS) ist in
transplantierten Lebern, besonders in der Zentrolobularregion, erhdht (89,115,116). Da
dieser Vorgang allerdings 4-6 h dauert, gilt es als unwahrscheinlich, dal vor diesem
Zeitrahmen eine signifikante NO-Produktion stattfindet (80,206). So sind die
Konzentrationen an NO wihrend der ersten Stunden nach Reperfusion niedrig. Dies ist
die Folge niedriger intrazelluldrer postischamischer Kofaktoren der NO-Synthese, wie
NADPH- und O, (223), sowie der Freisetzung groBer Mengen an Arginase, welche
L-Arginin als Vorganger der NO-Synthese aufspaltet (119).

Sofort nach Reperfusion werden beim Menschen grole Mengen an Arginase vom
Transplantat freigesetzt, was 30 Minuten nach dem Beginn der Reperfusion zu einem
Mangel an L-Arginin fiihrt (213). Die Leber profitiert demzufolge moglicherweise vom
pharmakologischen Anheben der NO-Konzentration in der frithen Phase nach
Reperfusion. Eine erhohte endogene NO-Produktion scheint in den spéteren Stadien
nach Reperfusion der Leber eine protektive Wirkung zu haben. Analog dazu ruft die
Verabreichung eines NOS-Inhibitors eine VergroBerung des Leberschadens in
Tiermodellen hervor (107,171). An der Leber verbessert eine L-Arginin-Infusion oder

ein echter NO-Spender wie FK409 die postischimische Reperfusion sowie die
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Mikrozirkulation und schiitzt das Transplantat so ganz entscheidend vor einem
Reperfusionsschaden (162,174,214). Dies gilt auch fiir das Pankreas (12,241) und die
Lunge (177). Damit L-Arginin seine hepatoprotektive Wirkung entwickeln kann, muf3
allerdings das NOS-System im reperfundierten Organ intakt sein. Ist dies nicht der Fall,
bleibt der erwiinschte Effekt aus (214).

In der Phase nach der Transplantation hat sich der Plasma-NO-Spiegel und mehr noch
die NO-Konzentration im Transplantatgewebe als ein sehr sensibler Indikator fiir eine
akute  Abstossungsreaktion erwiesen (85,120,225,231). Eine Dbeeintrachtigte
NO-Produktion steigert die Leukozytenadhésion und -emigration in einer Art, wie man
sie auch bei einer akuten Entziindung beobachten kann (37,113). Es ist sicher, da3 NO
bei der akuten Abstossungsreaktion (ab Tag 4 nach Transplantation) als einer der
wichtigsten Mediatoren fungiert und die endogene NO-Produktion dabei erhoht ist

(33,225).

1.5 Fragestellung

Das Ziel der Arbeit ist die Untersuchung der Parameter Big-ET-1, ET-1 und NO bei der
Lebertransplantation am Schweinemodell.
Als variable Parameter dienten unterschiedlichen Infusionslosungen, welche kurz vor
der Reperfusionsphase gegeben wurden:

1. Konventionelle Volumentherapie mit einer isoton-isoonkotischen Kontrollosung

2. Hyperton-isoonkotische Volumentherapie mit Hyperhes®

3. Diaspirin-Crosslinked Hemoglobin (DCLHb™).
Des weiteren wurden Gruppenunabhéngig Big-ET-1, ET-1 und NO mit Calcium, sowie
hdmodynamisch relevanten und den Leberschaden angebenden Parametern in Relation

gesetzt.



Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Versuchstiere

Die

Versuchsreihe

wurde

am Schwein

durchgefiihrt.

Das

Modell

Lebertransplantation am Schwein ist in zahlreichen Studien etabliert worden (164).

der

Die Tiere hatten ein Gewicht von 3346 kg und gehorten zur Deutschen Landrasse. Das

Explantationstier und das Implantationstier waren aus einem Wurf.

Sie wurden 24 Stunden prédoperativ niichtern gehalten, erhielten aber Wasser ad

libidum.

2.1.2 Zusammensetzung der Prufldsungen

Als Priiflésungen wurde Diaspirin Crosslinked Hemoglobin (DCLHb™ [Firma Baxter

Tabelle 1: Inhaltsstoffe der verwendeten Test- und Kontrollosungen

Medikament |[NaCl |Na" Cr Osmolaritit | Hydroxyathyl- | KOD p50
(g/D) (mmol/l | (mmol/l |(mosm/l) |stidrke (g/1) (mmHg)
) )
DCLHb™ 6,4 135 135 290 -- 43 36
6 % HHES 72,0 1232 1232 2464 60 36 --
200.000 / 0,5 /
7,2 % NaCl
HAES-steril® |9,0 154 154 308 60 36 --
6 % HES
200.000 / 0,5 /
0,9 % NaCl
Legende: KOD = kolloidosmotischer Druck

p50

von 50 % erreicht wird

= Sauerstoffpartialdruck, bei dem eine Sauerstoffsittigung des Hamoglobins
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Healthcare Corp. Roundlake, IL]) und Hyperhes® (6% Hydroxyéthylstarke;
200.000/0,5 in 7,2 %iger NaCl-Losung [Firma Laevosan Gesellschaft, Linz, Austria])
eingesetzt. Kontrollosung war HAES-steril® (6% Hydroxyéthylstiarke; 200.000/0,5 in
0,9 %iger NaCl-Losung; Tabelle 1).

Vor Studienbeginn wurden 12 Kontroll- und 24 Verumlésungen (je 12 Hyperhes® und
12 DCLHb™-L§sungen) randomisiert.

2.2 Versuchsdurchfiihrung und Messanordnung

2.2.1 Narkose

Am Vorabend der Versuchsreihe erhielten die Tiere 300 mg Ranitidin (Sostril®). Als
Pramedikation wurde je nach Bedarf Midazolam (Dormicum®; 0,3 - 0,5 mg/kg KG
im.[3 ml = 15 mg]), Ketamin, (Ketanest®; 10 — 12 mg/kg KG i.m.[2 ml = 100 mg])
und Atropin (0,02 - 0,05 mg/kg KG [2 ml = 0,5 mg]) gegeben.

Zum Versuchsbeginn wurde ein periphervendser Zugang (Abbocath 20 G) in eine
Ohrvene gelegt. Die Prdoxygenierung erfolgte mit O, liber eine Nasensonde. Die
Sauerstoffsittigung (SPO,) und die Pulsfrequenz wurden {iberwacht.

Die Narkoseeinleitung erfolgte mit Methohexital (Brevimytal®; 1 - 1,5 mg/kg KG
[500 mg Pulver in 50 ml NaCl, 1 ml = 10 mg]) und Fentanyl (Fentanyl-Janssen®; ca. 5
— 10ml [1 ml = 0,05 mg]). Es folgte eine Maskenbeatmung mit anschlieBender
endotrachealer Intubation mit Tubus (ID 5,5 - 6,0) mittels eines Fiithrungsstabes.

Zur Fortfiihrung der Narkose wurde Fentanyl (Fentanyl-Janssen®; 0,05 mg/kg KG/h,
entspricht 5 Ampullen a 0,5 mg auf 50 ml Perfusor) und Midazolam (Dormicum®;
1 mg/kg KG/h, entspricht 10 Ampullen a 5 mg auf 50 ml Perfusor) verwendet.

Zur Muskelrelaxierung kam Pancuronium (Pancuronium®; 0,04 mg/kg KG [1 ml =
2 mg], 25 Ampullen a 2 mg in 50 ml Perfusor) zum Einsatz.

Die maschinelle Beatmung erfolgte mit dem Gerdt Siemens Servo 900 C. Das
Tidalvolumen betrug ca. 10-12 ml/kg KG bei einer Atemfrequenz von 12-15

Atemziigen pro Minute. Die Beatmung wurde regelmiBig durch Blutgasanalysen
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(STAT Profile 90XX, Nova Biomedical) kontrolliert. Der Respirator wurde an einen
Deltatrac Atemgasmonitor angeschlossen.

Fiir das Monitoring wurde ein HP Monitor Merlin und ein daran angeschlossenes
MARS  Uberwachungssystem  mit  Drucker  benutzt.  Hierbei  wurden
Elektrokardiogramm (EKG), Herzfrequenz (HR), mittlerer arterieller Blutdruck (MAP),
pulmonalarterieller Druck (PAP), zentraler Venendruck (ZVD), endexspiratorische
CO;-Konzentration (etCO»), inspiratorische 0,-Konzentration (SPO»),
Atemminutenvolumen (AMV), Atemfrequenz (AF) und Gesamtsauerstoffverbrauch
(VO,) permanent aufgezeichnet.

Als Notfallmedikamente standen Adrenalin (Suprarenin®; 1:1000, Verdiinnung 1:10,
10 ml [1 ml = 0,1 mg]) sowie Noradrenalin (Arterenol®; 1:1000, Verdiinnung 1:10,
10 ml [1 ml = 0,1 mg]) zur Verfligung.

Zur Volumen- und Transfusionstherapie standen unterschiedliche Substanzen bereit.
Eine Elektrolytgrundldsung (Elektrolytgrundlosung®; 10 — 15 ml/kg KG/h) diente als
intraoperative Erhaltungsdosis. Zur Aufrechterhaltung der Fiillungsdriicke (ZVD,
Wedge-Druck (Bezeichnung fiir den pulmonal kapilldren VerschluBdruck, engl. PCWP
= pulmonary capillary wedge pressure)) wurde, am Blutverlust orientiert (HAES-
steril 6 %®; 200.000/0,5) appliziert.

Die Empfangertiere erhielten Vollblut der Spendertiere, wenn der Hb unter 5 g/dl fiel.
Wenn in der Reperfusionsphase trotz addquater Volumensubstitution (normaler PCWP)

kein MAP > 70 mmHg erreicht wurde, wurde zusitzlich Arterenol® gegeben.

2.2.2 Praparation des Spendertieres

Nach erfolgreicher Intubation wurden die rechtsseitigen Halsgefdsse freipréipariert. In
die Vena jugularis externa (oder wahlweise in die Vena jugularis interna oder die Vena
subclavia) wurde ein Shaldon-Katheter plaziert (Shaldon 12F 3L 16 cm 0,35). In die
Arteria carotis interna wurde eine 16 G Abocuth-Kaniile mit Heidelberger Verlangerung
zur Blutdruckmessung und Blutentnahme gelegt. Nun erfolgte die Blutentnahme vor
Laparatomie (Tabelle 2).

Nach erfolgter Laparatomie wurde eine Splenektomie mit Ligatur der Arteria und Vena

lienalis durchgefiihrt. AnschlieBend wurde die Leberpforte freipriapariert. Dies schlof3
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die Durchtrennung des Ductus choledochus, die Freilegung der Glissonschen Faszie
sowie die Freilegung der Gefdsse im Ligamentum hepatoduodenale mit ein.

Nach dem Auslosen der Leber wurde eine Schleuse (8F 0,35) in der Aorta plaziert. Nun
wurden die Zwerchfellvenen ligiert und anschlieBend die Aorta oberhalb des Truncus
coeliacus abgeklemmt. Es erfolgte die Blutentnahme vor der anhepatischen Phase. Jetzt
wurden 50 IE/kg KG Heparin i.v. appliziert.

Nach anschlieBender Perfusion der Aorta mit 4°C kaltem Custodiol 1000 HTK nach
Breitschneider und Perfusion der Vena portae mit 4°C kaltem Custodiol 5000 HTK
nach Breitschneider wurde die obere und untere Vena cava zur Ausblutung eroffnet. Es
erfolgte die Entnahme der perfundierten Leber. Nach erfolgtem Absetzen des Ductus
cysticus wurde die Leber in 4°C kaltem Eiswasser bis zur Implantation gelagert.

Als letzter Operationsschritt wurde das sogenannte Cava-Conduit erstellt. Dabei handelt
es sich um ein Stiick der Vena cava rund um die beiden Venae renales. Dieses Stiick
wurde aus dem Situs freipripariert und das kleinste Gefdll, meistens die Vena renalis
sinistra wurde abgebunden. In einem Cava-Ende diese Conduits wurde nun als
allerletzter Schritt der Bypass-Katheter (AD = 30 cm FR, ID = 7cm, 0 cm, Vent
Konnektor 3/8 x 3/8* LL) bis zu seinem Plastikring eingefiihrt und fixiert.

2.2.3 Praparation des Empfangertieres

Nach erfolgreicher Intubation wurden wie beim Spendertier die rechtsseitigen
Halsgefasse freipripariert und in die Vena subclavia ein Shaldon-Katheter plaziert
(Shaldon 12F 3L 16 cm 0,35) sowie eine Schleuse fiir den Swan-Ganz-Katheter in die
Vena jugularis gelegt (5,5F 0,35). Unter radiologischer Kontrolle wurde {iber die Arteria
carotis interna in den linken Ventrikel ein Linksherzkatheter sowie eine Abocuth-
Kaniile mit Heidelberger Verldangerung cranial des Linksherzkatheters plaziert. Es folgte
die Blutabnahme vor Laparatomie (Tabelle 2).

In die Vena jugularis externa dextra wurde nach sachgerechter Préparation der Bypass-
Katheter (24F oder 30F) gelegt.

Nach der sich anschlieBenden Laparatomie wurde ein Dauerkatheter mittels einer
Tabaksbeutelnaht in der Harnblase fixiert. Es folgte die Darstellung der Gefdsse im

Leberhilus und die Ligatur des Ductus choledochus.
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Nun wurde in die Aorta eine Schleuse (6F) fiir den Pigtail-Katheter gelegt. Es folgte
eine weitere Blutentnahme.

Nach dem sich anschlieBenden partiellen Ausklemmen der Vena cava wurde eine
Anastomose der Vena cava des Cava-Conduits auf den ausgeklemmten Teil der Vena
cava des Empfingertieres gendht. Danach wurde eine weitere Anastomose der Vena
renalis dextra (oder sinistra, je nachdem, welche von beiden im Rahmen der
Spenderoperation vorbereitet worden war) des Cava-Conduits auf die Vena portae des
Empfangertieres gendht. Nach diesem letzten Schritt zur Fertigstellung des Bypasses
konnte dieser, nachdem der lange Verbindungsschlauch an einem Ende an dem Cava-
Conduit und mit dem anderen Ende am Ansatz des in der Vena jugularis externa dextra
steckenden Katheters verbunden worden war, in Betrieb genommen werden. Durch ihn
wurde das Blut der Vena portae und das der Vena cava in die Vena jugularis externa
dextra geleitet.

Nun konnten die Vena portae und die Arteria hepatica propria abgeklemmt und
abgesetzt werden. Auch die Vena cava wurde unterhalb der Bypass-Anastomose
abgeklemmt und anschlieBend unter- und oberhalb der Leber abgesetzt, da beim
Schwein die Vena cava nicht wie beim Menschen retroperitoneal, sondern
intrahepatisch verlduft. Jetzt konnte die Empfangerleber entnommen und die
Spenderleber in den Situs plaziert werden. Zuerst wurde die obere Anastomose der
Vena cava mit Ethibond 4,0 doppelt armiert gendht. Mit der unteren Anastomose der
Vena cava wurde ebenso verfahren. Es folgte eine Dichtigkeitspriifung der
Anastomosen mittels Dauerkatheter und NaCl-Losung. Die Anastomose der Vena
portae propria wurde mit Prolene 5,0 doppelt armiert, die der Arteria hepatica mit
Prolene 5,0 BV 1 doppelt armiert gendht. AnschlieBend folgte die Messung in der
anhepatischen Phase.

5 Minuten vor Reperfusion wurde jeweils eine der randomisierten Testlosungen i.v.
appliziert.

Dann erfolgte die gleichzeitige Reperfusion der Vena portae und der Arteria hepatica
propria. Zeitlich nur leicht versetzt davon wurden die Klemmen der Vena cava oberhalb
und unterhalb der Leber gedffnet.

Nach der sich anschlieBenden Riickgabe des Blutes aus dem Bypass in die Vena

jugularis externa dextra erfolgte noch die Drainage des Gallenganges (Brauniile 18 G).
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Nach der letzten Messung, 365 Minuten nach Reperfusion, wurde das Tier in tiefer
Narkose durch eine Uberdosis Pentobarbital (Nembutal®) sowie eine gesittigte KCI-
Losung getotet.

2.2.4 Messzeitpunkte

Nach einem vorab festgelegtem Zeitplan wurden die Proben entnommen (Tabelle 2).
Direkt nach der Blutentnahme wurden die Proben (EDTA-ROhrchen, Sarstedt,
Niimbrecht) auf 4°C gekiihlt und postoperativ zur Plasmagewinnung zentrifugiert. Das

Plasma wurde bis zur Messung bei -70°C gelagert.

Tabelle 2: Messzeitpunkte

Empfingertier | Messpunkt |Zeitpunkt der Messung
K1 vor Laparatomie
A0 vor Abklemmen der Lebergefisse
Al 45 min spéter
Perfusat nach dem Offnen der Klemmen aus abgehender
Lebervene
R1 5 min nach Reperfusion
R2 15 min spéater
R3 -R5 jeweils alle 15 min
R6 - R10 jeweils in Abstédnden von 1 Stunde

2.3 Durchfiihrung der Enzymimmunoassays fiir Big-ET / ET

2.3.1 Testprinzip eines Sandwich-ELISA

Der fiir das zu untersuchende Molekiil spezifische Sandwich-ELISA verwendet einen
auf Mikrotiterplatten beschichteten immunaffinitats-chromatographisch gereinigten
polyklonalen Erstantikérper. Ein monoklonaler Zweitantikdrper bildet mit der in der

Probe vorhandenen zu untersuchenden Struktur und dem gebundenen Erstantikorper ein



Material und Methoden

30

Sandwich. Nach Auswaschen aller nicht spezifisch gebundenen Substanzen wird die
Menge an gebundenem monoklonalen Antikdrper bestimmt.

Sie entspricht der Menge der in der Probe vorhandenen zu untersuchenden Struktur. Zur
Detektion wird ein mit Peroxidase konjugierter anti-Maus-Antikdrper eingesetzt. Nach
abermaligem Waschen wird Tetramethylbenzidin (TMB) als Substrat zugegeben. Die in
einem ELISA-Photometer me3bare Farbentwicklung ist der Konzentration der in der

Probe vorhandenen untersuchten Struktur direkt proportional.

2.3.2 Big-ET-ELISA und ET-ELISA

Big-ET und ET wurde mit Hilfe von kommerziellen Tests (Big-ET
Enzymimmunoassay, Biomedica GmbH, Wien, Osterreich; ET Enzymimmunoassay,
Biomedica GmbH, Wien, Osterreich) bestimmt.

Die Aufarbeitung der Proben zur Bestimmung von Big-ET und von ET war identisch
und wurde daher zusammengelegt.

Im ersten Arbeitsschritt wurde das Féllungsreagenz mit der angegebenen Menge Aceton
(120 ml) hergestellt. Die Big-ET Standards und Kontrollen wurden in jeweils 1 ml
Assaypuffer aufgelost. Nun wurde 1 ml Probe in ein 4,5 ml Rohrchen (Roéhre/Tube,
Sarstedt, Niimbrecht) gegeben. Jeweils 300 ul der Standards und die Kontrolle von
Big-ET wurden ebenfalls in ein PP-Rohrchen geben (Eppendorf Reaktionsgefiss, 2 ml).
Nun wurde zu den Proben jeweils 1,5 ml Féllungsreagenz und zu den Standards und
Kontrollen jeweils 450 ul Fillungsreagenz zugegeben und alles gut durchgemischt
(Vortex). Danach wurden alle Proben, Standards und Kontrollen auf 4°C abgekiihlt und
bei 4°C und 3000 x g 10 min lang zentrifugiert (Heraeus Zentrifuge, Varifuge K,
Hanau). Nun wurde der Uberstand quantitativ abgehoben und in ein anderes PP-
Rohrchen transferiert. Dieser entnommene Uberstand wurde mittels Speedvac
(Speedvac, Vacuum Concentrator, Bachofer, Reutlingen) eingedampft. Hierzu wurde
noch eine Kiihlfalle (Bachofer, Reutlingen) und eine Vakuumpumpe (Type BS 2208,
G&C Machines, Newcastle, England) benétigt. War der Inhalt aller Rohrchen
getrocknet, wurden die Proben in 750 ul Assaypuffer und die Kontrollen/Standards in
jeweils 300 ul Assaypuffer gelost. Von den 700 ul wurden 2 x 100 ul fiir den Big-ET-
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Kit eingesetzt und 2 x 200 ul fiir den ET-Kit. Von den Kontrollen und Standards
wurden jeweils 100 ul in die Vertiefungen des Wells pippetiert.

Die weitere Handhabung kann im FEinzelnen den Inkubationsschemata in den
entsprechenden Anleitungen entnommen werden.

An Geréten wurde noch ein Mikrotiterplattenwaschgerit (Microplate Washer, Denley,
Billingshurst, West Sussex, England), ein Schiittler (Easia Shaker, Medgenix
Diagnostics, Ratingen) und ein Mikrotiterplattenphotometer mit Software (Elisa-Reader

SLT, Crailsheim) benutzt.

2.4 NO-Bestimmung

Auch Stickstoffmonoxid wurde mit einem kommerziell erhiltlichen Test bestimmt

(Nitric Oxide Colorimetric Assay, Boehringer Mannheim).

2.4.1 Testprinzip

Der Nachweis von Stickstoffmonoxid in biologischen Fliissigkeiten erfolgt tiber Nitrit,
indem das in der Probe vorhandene Nitrat durch reduziertes Nicotinamid-adenin-
dinucleotidphosphat (NADPH) in Gegenwart des Enzyms Nitrat-Reduktase (NR) zu
Nitrit reduziert wird. Nitrat + NADPH + H —"™*— Nitrit + NADP" + H,0.

Das bei dieser Reaktion gebildete Nitrit reagiert mit Sulfanilamid und N-(1-Naphtyl)-
ethylendiamin-dihydrochlorid unter der Bildung eines rot-violetten Diazo-Farbstoffes.
Nitrit + Sulfanilamid + N-(1-Naphtyl)-ethylendiamin-dihydrochlorid — Diazo-
Farbstoff.

Der Diazo-Farbstoff ist eine Messgrosse und aufgrund seiner Absorption im sichtbaren

Bereich bei 550 nm zu bestimmen.
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2.4.2 Testduchfuhrung

Es wurden pro Probe 100 ul Plasma und 100 pl Kaliumphosphatpuffer in einen
Ultrafilter gegeben (Centrisart C4, MWCO 10 Kilodalton, Sartorius AG, Gottingen oder
Centrex UF-0,5, MWCO 10 Kilodalton, Schlecher und Schuell, Dassel) und
anschlieBend 45 min bei 5000 x g zentrifugiert (Zentrifuge: Mikroliter, Hettich,
Tuttlingen). Das Ultrafiltrat wurde als Probelosung eingesetzt. Die Standardreihe wurde,
wie im Ansatzprotokoll beschrieben, hergestellt.

In das Inkubationsgefdss (Mikrotiterplatte 96 Well, Becton Dickinson Labware, USA)
wurden jeweils 125 pl der Probeldsungen, der Standardldsungen und bidest. Wasser als
Leerwert pippetiert. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von jeweils 15 ul des
Reaktionsgemisches 2 in jede Vertiefung. Nach gutem Mischen wurde 1 min spéter 5 pl
des Reaktionsgemisches 3 in jede Vertiefung zugegeben. Nach erneutem Mischen folgte
bei Raumtemperatur eine Inkubationsphase von 30 min.

Die Messungen wurden als Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Nach erfolgter
Inkubation wurde eine neue Mikrotiterplatte zu Messung bestiickt.

Von den Proben, den Standards und dem Leerwert wurden jeweils 60 ul eingesetzt.
Nach Zugabe von je 30 ul Farbreagenz I und 30 pl Farbreagenz II in jede Vertiefung
wurde nach erneutem Mischen 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Die Extinktion wurde bei 550 nm mit einem Mikrotiterplattenphotometer und der

zugehorigen Software (Elisa-Reader SLT, Crailsheim) gemessen.

2.5 Statistische Methoden

Es wurden ausschlieflich nichtparametrische Rangsummentests zur
Signifikanzermittlung verwendet. Der Rangsummentest nach Wilcoxon fand bei zwei,
der Test nach Kruskal-Wallis beim Vergleich von drei Gruppen Anwendung. Das
Programm JMP 4.0.0 (SAS Institute Inc., SAS Campus Drive, Cary, NC, USA) wurde
verwendet. Irrtumswahrscheinlichkeiten unter 0,05 wurden als signifikant betrachtet
und gekennzeichnet (*).

Die statistischen Unterschiede beziehen sich immer auf den Vergleich der Gruppen zum

gleichen Messzeitpunkt.
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Der Median zum Zeitpunkt R1, 5 min nach Reperfusion benutzt, um die Versuchstiere
in die zwei Gruppen Big-ET-hoch (Gruppe BigH) und Big-ET-tief (Gruppe BigT), ET-
hoch (Gruppe ETH) und ET-tief (Gruppe ETT) beziehungsweise NO-hoch (Gruppe
NOH) und NO-tief (Gruppe NOT) einzuteilen.
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3 Ergebnisse

3.1 Intraoperativer Verlauf der Plasmakonzentrationen von Big-ET, ET
und NO

3.1.1 Verlauf der Plasmakonzentration von Big-ET

Um den Einflul der Reperfusionsstrategie auf die Ausschiittung der Endothelinvorstufe
Big-Endothelin zu kldren, wurden die Big-ET-Konzentration in Gruppen getrennt
dargestellt.

Bei den Empfangerschweinen der DCLHb-Gruppe war ein Anstieg der Big-ET-
Konzentration gegeniiber den anderen beiden Gruppen nach Reperfusion auf

5,1£1,2 fmol/ml zu beobachten (Abbildung 1; p<0,05). Diese Differenz blieb 6,5 h nach
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Abbildung 1: Intraoperativer Verlauf der Big-ET-Konzentrationen nach Behandlungsgruppen
(DCLHD: n=13, HHES: n=10, Kontrolle: n=10; *p<0,05)
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Reperfusion (R8) erhalten. 8,5 h nach Reperfusion (R10) fiel der Big-ET-Spiegel in
dieser Gruppe auf 4,1£1,1 fmol/ml. Dennoch blieb er gegeniiber den anderen beiden
Gruppen auf einem deutlich erhéhten Niveau (HHES: 1,0+0,4 fmol/ml;
Kontrolle: 1,0+0,4 fmol/ml).

2 Stunden nach Reperfusion stieg die Big-ET-Konzentration auch in den
Empfingerschweinen der HHES-Gruppe (1,3+0,4 fmol/ml), um gegen Ende des
Beobachtungszeitraumes wieder auf einen leicht tiber dem Ausgangsniveau liegenden
Wert zuriickzufallen (1,0+£0,4 fmol/ml).

Die Kontrollgruppe blieb konstant auf niedrigem Niveau zwischen 0,2+0,1 fmol/ml und

1,0+0,3 fmol/ml.

3.1.2 Verlauf der Plasmakonzentration von ET

Nach dem starken Anstieg der Konzentration der Vorstufe Big-ET in den Schweinen
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Abbildung 2: Intraoperativer Verlauf der ET-Konzentrationen nach Behandlungsgruppen
(DCLHb: n=13, HHES: n=10, Kontrolle: n=10)
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der DCLHb-Gruppe sollte nun geklirt werden, ob dies bei der eigentlich vasoaktiven
Substanz Endothelin auch zu beobachten ist.

Ein signifikanter Anstieg der ET-Konzentration konnte nach Reperfusion in allen drei
Gruppen beobachtet werden, welcher innerhalb der DCLHb-Gruppe am stirksten
(5,1+1,2 fmol/ml) und bei der HHES-Gruppe (3,7+0,5 fmol/ml) am schwéchsten
ausgeprigt war (Abbildung 2; DCLHb: p<0,001; HHES: p<0,002; Kontrolle: p<0,001).
75 min nach Reperfusion (R4) sank die Konzentration in der DCLHb-Gruppe und der
Kontrollgruppe leicht ab (DCLHb: 4,0+0,7 fmol/ml; Kontrolle: 3,7+0,4 fmol/ml) um
zweil Stunden nach Reperfusion (R6) wieder das gleiche Niveau derselben zu erreichen.
Die ET-Konzentration in der HHES-Gruppe stieg zum Zeitpunkt R4 gleich wie in leicht
an (HHES: 3,8+0,4 fmol/ml) und erhohte sich dann noch weiter, um bis zum Ende des
Beobachtungszeitraumes auf diesem neuen Niveau (R6: 4,840,9 fmol/ml;
R10: 4,7+0,8 fmol/ml) zu bleiben. Die DCLHb-Gruppe sank 4 h nach Reperfusion (R8)
leicht ab und blieb bis Beobachtungsende in diesem Konzentrationsbereich (3,2+0,7 -
3,2+0,8 fmol/ml). Die Kontrollgruppe erreichte nach einem kleinen Anstieg 4 h nach
Reperfusion (R8) gegen Beobachtungsende (R10) ebenfalls diese Plasmakonzentration
fir ET (3,5+1,0 fmol/ml).

3.1.3 Verlauf der Plasmakonzentration von NO

Um die Beeinflussung der unterschiedlichen Reperfusionsstrategien auf die NO-
Freisetzung graphisch sichtbar zu machen, wurde die NO-Konzentration nach Gruppen
getrennt aufgetragen.

Die NO-Konzentration aller drei Gruppen fiel bis zur Reperfusion ab, wobei der
Ausgangswert der HHES-Gruppe gegeniiber den beiden anderen deutlich erhoht war
(DCLHD: 50,5+6,4 uM; p<0,001; HHES: 82,2+15,0 uM; p<0,001;
Kontrolle: 55,449,7 uM; p<0,01; Abbildung 3). Nach Reperfusion blieben die
Konzentrationen der DCLHb- und Kontrollgruppe in etwa in diesem
Konzentrationsbereich. Die Konzentration der HHES-Gruppe fiel weiter leicht, blieb
aber liber den gesamten Beobachtungszeitraum hinweg hoher als die anderen beiden

Gruppen. Der Abfall der Kontrollgruppe von R1 nach R2 ist ebenso signifikant
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Abbildung 3: Intraoperativer Verlauf von NO nach Behandlungsgruppen (DCLHb: n=13, HHES: n=10,
Kontrolle: n=10)

(p<0,01) wie der von R2 nach R6 (p<0,003). Auch innerhalb der DCLHb-Gruppe gibt
es noch zwei signifikante Abfille, von R2 nach R6 (p<0,003) und von R6 nach R10
(p<0,01).

3.2 Calcium

In den folgenden Kapiteln wurde der Median zum Zeitpunkt R1, 5 min nach
Reperfusion benutzt, um die Versuchstiere in die zwei Gruppen Big-ET-hoch (Gruppe
BigH) und Big-ET-tief (Gruppe BigT), beziehungsweise ET-hoch (Gruppe ETH) und
ET-tief (Gruppe ETT) einzuteilen.
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3.2.1 Intraoperative Calciumkonzentration und Plasmakonzentration von
Big-ET

Um festzustellen, wie sich die Big-ET-Spiegel 5 Minuten nach Reperfusion (R1) auf die
Calciumkonzentration im Plasma auswirken, wurde deren Verlauf gegen die Zeit
aufgetragen.
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Abbildung 4: Intraoperative Calciumkonzentration im Abhéngigkeit von Big ET zum Zeitpunkt R1
(BigT: n=17; BigH: n=16; *p<0,05)

Eine hohe Big-ET-Konzentration unmittelbar nach der Reperfusionsphase, zum
Zeitpunkt R1, hat eine fast iiber den gesamten Beobachtungszeitraum nach der
Reperfusion andauernd hohere Calciumkonzentration im Plasma (1,02+0,03 -
1,20+0,07 mmol/kg; Abbildung 4) zur Folge als eine niedrige Big-ET-Konzentration
(1,00£0,04 - 1,15+0,04 mmol/kg). Dieser Unterschied ist 20 Minuten nach Reperfusion
(R2) am deutlichsten ausgeprigt (p<0,007).

Ein deutlicher Konzentrationsanstieg ist in der Gruppe BigH zwischen den Zeitpunkten

R1 und R2, 5 beziehungsweise 20 min nach Reperfusion, zu sehen (p<0,001). Auch in
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der anderen Gruppe gibt es einen solchen Anstieg, allerdings 15 min verzogert von R2

auf R3, 20 beziehungsweise 35 min nach Reperfusion (p<0,005).

3.2.2 Intraoperative Calciumkonzentration und Plasmakonzentration von ET

Da es einen Zusammenhang zwischen Vasokonstriktion, extrazelluldrer
Calciumkonzentration und plasmatischer ET-Konzentration gibt, war es interessant zu
sehen, ob eine hohe ET-Konzentration ihrerseits den Calciumspiegel beeinfluf3t.

Die ETT-Gruppe zeigt einen signifikanten Konzentrationsanstieg von der anhepatischen
Phase (A1) zum ersten Messpunkt 5 min nach Reperfusion (R1) (Abbildung 5; p<0,01).
Von R1 zum Messpunkt R2, 20 min nach Reperfusion, steigt in beiden Gruppen die
Calciumkonzentration deutlich an (ETT: 1,05+0,04 - 1,1040,05 mmol/kg;
ETH: 1,00+0,03 - 1,12+0,03 mmol/kg; p<0,003).

1,3
—&— ET tief
—0— ET hoch
1,2 1
o
£ 1,14
O
£
E
Qg 1.0 7
Q
0,9 4
U.B 1 I I I 1 I I I I 1 I I

Kt A1 R R2 R3I R4 RS R6 R7V R8 RY RI10

Zeitpunkte

Abbildung 5: Intraoperative Calciumkonzentration im Abhédngigkeit von ET zum Zeitpunkt RI
(ETT: n=17; ETH: n=16)
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Der weitere Verlauf zeigt sich uneinheitlich. Im Zeitraum von 20— 120 min nach
Reperfusion ist der Calciumspiegel in der Gruppe ETH hoher, als in der
Vergleichsgruppe ETT, danach ist es gegenteilig.

Nach einem deutlichen Konzentrationsabfall der Gruppe ETT im Zeitraum 4 — 5 h nach
Reperfusion (R8 - R9) steigt die Plasmakonzentration 6 h nach Reperfusion signifikant

an (R10) wieder an (1,13+0,06 - 1,06+£0,07 - 1,13+0,06 mmol/kg; p<0,02).

3.3 Korrelation von Big-ET / ET mit der Himodynamik

In den folgenden Kapiteln wurde die Gruppenteilung wie bereits im Kapitel 3.2
vorgenommen. Der Median zum Zeitpunkt R1, 5 min nach Reperfusion wurde benutzt,
um die Versuchstiere in zwei Gruppen Big-ET-hoch (Gruppe BigH) und Big-ET-tief
(Gruppe BigT), beziehungsweise ET-hoch (Gruppe ETH) und ET-tief (Gruppe ETT)
einzuteilen. Hier war der Einflu3 von Big-ET und ET auf die Himodynamik interessant.
Die Gabe von Noradrenalin (Arterenol®) in den unterschiedlichen Big-ET-Gruppen
unterschied sich nicht signifikant (BigT: 4+13pg/kg KG, 109+361ug absolut; BigH:
4+:9ug/kg KG, 110+£241pg absolut). Dasselbe galt auch fiir die ET-Gruppen (ETT:
6x16pg/kg KG, 171+425ng absolut; ETH: 1+2pug/kg KG; 47+71ug absolut).

3.3.1 Herzzeitvolumen (HZV)

Vom Operationsbeginn (K1) bis zur anhepatischen Phase (A1) fillt in beiden Gruppen
das HZV stark ab (BigT: 4,50+0,28 - 3,45+0,17 I/min;  BigH: 4,10+0,22 -
3,70+0,22 1/min; Abbildung 6). Zur Reperfusion (R1) hin steigt es in beiden Gruppen
wieder an (BigT: 3,89+0,32 1/min; BigH: 4,16+0,46 I/min). Die Gruppe BigH hat einen
signifikanten Abfall 5 — 20 min nach Reperfusion (R1 - R2; p<0,001).

Am Operationsende hat die Gruppe BigH einen Abwirtstrend, der iiber mehrere
Messpunkte hin anhdlt (R7- R10; 3- 6h nach Reperfusion; 4,40+0,53 -
3,67+0,46 1/min).

Fir ET ist dieses Bild wesentlich einheitlicher. Vom Operationsbeginn (K1) bis zur

anhepatischen Phase (A1) féllt in beiden Gruppen das HZV stark ab (ETT: 4,47+0,26 -
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3,72+0,14 1/min; p<0,003; ETH: 4,16+£0,27 - 3,41+£0,23 I/min; p<0,003; Abbildung 7).
In der Gruppe ETH steigt das HZV zum Zeitpunkt R1 (5 min nach Reperfusion) stark

an
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Abbildung 6: Herzzeitvolumen in Abhingigkeit von der Big-ET-Konzentration zum Zeitpunkt R1
(BigT: n=17; BigH: n=16)

(4,46%0,40 I/min; p<0,001), wogegen die Gruppe ETT einen Abfall im HZV besitzt
(ETT: 3,59+0,36 I/min). Am néichsten Messpunkt (R2, 20 min nach Reperfusion) fallt
das HZV der Gruppe ETH bereits wieder ab (3,936+0,31 I/min; p<0,05) um am
Messpunkt darauf wieder anzusteigen (R3, 35 min nach Reperfusion; 4,274+0,33 1/min;
p<0,02). Das HZV der anderen Gruppe bleibt vom Zeitpunkt 5 min nach Reperfusion
(R1) bis kurz vor Beobachtungsende (R9, 5 h nach Reperfusion) konstant unter der
Gruppe ETH (ETT: 3,59+0,36 - 4,084+0,46 I/min). 6 h nach Reperfusion (R10) fallt das
HZV der Gruppe ETH deutlich ab (4,03+0,41 1/min; p<0,02) und néhert sich damit
wieder dem Wert der Gruppe ETT (ETT: 4,06+£0,46 1/min).
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Abbildung 7: Herzzeitvolumen in Abhéngigkeit von der ET-Konzentration zum Zeitpunkt R1
(ETT: n=17; ETH: n=16)

3.3.2 Herzfrequenz (HF)

In beiden Gruppen steigt die HF vom Ausgangswert K1 bis zum Zeitpunkt Al
(ETT: 85,5+5,8 - 94,6£5,6 min'l; p<0,05; ETH: 89,24+4,5 - 101,5£7,5 min'l; p<0,04;
Abbildung 8) und weiter bis R1 (5 min nach Reperfusion; ETT: 104,6+6,2 min’";
p<0,02; ETH: 104,9+6,9 min'l) stark an. Sie fillt in der Gruppe ETH (92,1+5,4 min'I;
p<0,002) anschlieBend deutlich stirker ab als in der Gruppe ETT (99,5+5,1 min™).
Lediglich zu den Messpunkten R4 - R6 (45 — 120 min nach Reperfusion) liegt die HF in
der Gruppe ETT leicht unterhalb der anderen (ETT:92,3+7,5- 99,8+7,6 min’';
ETH: 93,4+7,2 - 102,1+6,2 min'l). Ab R7 dndert sich das  wieder
(ETT: 103,3+8,0 min'; ETH: 102,7+6,9 min") und die HF der Gruppe ETT ist zum
Zeitpunkt R10 deutlich iiber der der Gruppe ETH (ETT: 116,9+6,8 min"'; ETH:
105,9+8,2 min™).
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Abbildung 8: Herzfrequenz in Abhéngigkeit von der ET-Konzentration zum Zeitpunkt R1 (ETT: n=17;
ETH: n=16)

4 - 5 Stunden nach Reperfusion (R8 - R9) kommt es sogar noch zu einem signifikanten
Anstieg der HF innerhalb der Gruppe ETT (104,9+10,2 - 115,2+9,2 min’'; p<0,04). Die

Unterschiede zwischen den beiden Gruppen sind zu keinem Zeitpunkt signifikant.

3.3.3 Wedge-Druck (PCWP)

Bei beiden Gruppen ist ein starker Abfall von K1 auf Al (ETT: 9,6+0,7 -
7,6£0,6 mmHg; p<0,005; ETH: 9,9+0,7 - 8,24+0,7 mmHg; p<0,05; Abbildung 9) mit
anschlieBendem sehr starken Anstieg auf R1 (5 min nach Reperfusion) zu sehen
(ETT: 10,6+0,6 mmHg; p<0,002; ETH: 10,2+0,7 mmHg; p<0,002). Am néichsten
Messpunkt (R2, 20 min nach Reperfusion) fillt der Druck der ETT-Gruppe unter den
Wert von K1 auf 8,9+0,6 mmHg, wogegen der Druck der anderen Gruppe noch weiter
ansteigt (10,84+0,6 mmHg). Der Unterschied zwischen beiden Gruppen ist hier
signifikant (p<0,05).
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Abbildung 9: Wedge-Druck in Abhéngigkeit von der ET-Konzentration zum Zeitpunkt R1 (ETT: n=17;
ETH: n=16; *p<0,05)

Im weiteren postoperativen Verlauf bleiben die Driicke der Gruppe ETT immer unter
denjenigen der Gruppe ETH (ETT: 9,6+£0,5- 8,2+0,7 mmHg; ETH: 10,2+0,6 -
8,8+0,6 mmHg). Beide Gruppen haben bis zum Ende der MeBreihe einen ungefihr

parallelen Verlauf.

3.3.4 Zentraler Venendruck (ZVD)

Vom Operationsbeginn (K1) zur anhepatischen Phase (A1) sinkt der ZVD in beiden
Gruppen ab (ETT: 7,6+0,5 - 6,7+0,4 mmHg; p<0,04; ETH: 8,1+0,4 - 7,3+0,6 mmHg;
Abbildung 10). Vom Ende der anhepatische Phase zum Zeitpunkt A1 zum ersten
Messpunkt 5 min nach Reperfusion (R1) steigt der ZVD in beiden Gruppen sehr stark
an (ETT:6,7+0,4- 10,9£1,1 mmHg; p<0,001; ETH: 7,3+0,6 - 10,6+0,6 mmHg;
p<0,001) um anschlieBend wieder deutlich abzufallen (ETT: 9,1+0,7 mmHg; p<0,01;
ETH: 9,2+0,6 mmHg; p<0,01).
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Im weiteren Verlauf bleiben die Driicke in der Gruppe ETH bis auf eine Ausnahme (RS,
1 h nach Reperfusion) iiber denen der Gruppe ETT (ETT RS5: 8,1+0,6 mmHg;
ETH RS: 7,840,7 mmHg).

13 -

—&— ET tief
—O— ET hoch

12 4

11 1

N
o
1

ZVD [mmHg]
«

5 I I I I I I I I I I I I

K1 A1 R1T R2 R3 R4 RS R RY R8 RS RI10
Zeitpunkte

Abbildung 10: Zentraler Venendruck in Abhingigkeit von der ET-Konzentration zum Zeitpunkt R1
(ETT: n=17; ETH: n=16)

Von R4 zu RS (0,75 — 1 h nach Reperfusion) kommt es in der Gruppe ETH zu einem
signifikanten Druckabfall (p<0,01). In der anderen Gruppe tritt dieser ebenfalls auf,
allerdings etwas verzogert 2 — 3 h nach Reperfusion (R6 - R7; 7,8+0,6 - 6,6+0,6 mmHg;
p<0,02) und wenig spiter, 4 h nach Reperfusion (R8), steigt der Druck wieder
signifikant an (ETT: 7,2+0,5 mmHg; p<0,04).

3.4 Korrelation von NO mit der Himodynamik

Im folgenden wurde die Gruppenteilung wie bereits bekannt vorgenommen. Der
Median zum Zeitpunkt R1, 5 min nach Reperfusion wurde benutzt, um die
Versuchstiere in zwei Gruppen NO-hoch (Gruppe NO hoch) und NO-tief (Gruppe NO

tief) einzuteilen. Die appliziert Menge von Noradrenalin (Arterenol®) in den
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verschiedenen Gruppen war nicht signifikant unterschiedlich (NO tief: 5£13pg/kg KG,
136+370pg absolut; NO hoch: 3+8ug/kg KG, 83+235ug absolut).

3.4.1 Mittlerer Pulmonalarteriendruck (MPAP)

Diese steigt vom Ende der anhepatischen Phase (A1) zum ersten Messpunkt 5 min nach
Reperfusion (R1) dramatisch an (NO-tief: 20,4+0,9 - 35,4+2,2 mmHg; p<0,001;
NO-hoch: 21,0+0,9 - 42,9+2,1 mmHg; p<0,001; Abbildung 11). Die Gruppen
unterscheiden sich zu diesem Zeitpunkt (R1) hochsignifikant (p<0,01).
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Abbildung 11: Mittlerer Pulmonalarteriendruck in Abhéngigkeit von der NO-Konzentration zum
Zeitpunkt R1 (NO-tief: n=17; NO-hoch: n=16; *p<0,01)

Bis zum Messpunkt R6 fallt der MPAP in beiden Gruppen kontinuierlich, bleibt aber in
der Gruppe NO-tief stets niedriger als in der Gruppe NO-hoch. Dabei gibt es in beiden
Gruppen einige signifikante Abfille. In der Gruppe NO-tief ist dies von R3 nach R4
(35 — 50 min nach Reperfusion; 30,5+£2,4 - 27,4+1,8 mmHg; p<0,04) und von R4 nach
R5 (65 min nach Reperfusion; 25,9+2,0 mmHg; p<0,01) der Fall. In der anderen

Gruppe kommen diese Signifikanzen bereits frither vor. Im einzelnen von R1 nach R2



Ergebnisse

47

(5 — 20 min nach Reperfusion; 42,9+2,1 - 37,7+2,1 mmHg; p<0,006), von R2 nach R3
(35 min nach Reperfusion; 32,2+1,7 mmHg; p<0,001) und von R4 nach R5 (50—
65 min nach Reperfusion; 31,3+1,8 - 28,8+2,2 mmHg; p<0,01).

Bei R7 (3 h nach Reperfusion) sind die Unterschiede zwischen beiden Gruppen wieder
besonders ausgepragt (NO-tief: 22,6+2,5 mmHg; NO-hoch: 29,0+1,8 mmHg; p<0,01).
Gegen Ende des Beobachtungszeitraumes (R10, 6 h nach Reperfusion) ndhern sich die
Gruppen wieder aneinander an, die Werte der Gruppe NO-hoch jedoch iiber denen der

Gruppe NO-tief (NO-tief: 27,9+1,7 mmHg; NO-hoch: 29,2+1,6 mmHg).

3.4.2 Wedge-Druck (PCWP)

Nicht nur der MPAP war im Zusammenhang mit der plasmatischen NO-Konzentration
von Interesse, sondern auch der Zusammenhang zwischen dem Wedge-Druck und NO.
Dieser wurde in Abbildung 12 dargestellt.

In beiden Gruppen fillt der Wedge-Druck vom OP-Beginn (K1) zur anhepatischen
Phase (Al) hin stark ab  (NO-tief: 9,0£0,5-  7,6+0,6 mmHg; p<0,03;
NO-hoch: 10,4+0,7 - 8,1£0,6 mmHg; p<0,01), um wéhrend der Reperfusion (RI)
wieder stark anzusteigen (NO-tief: 9,8+0,6 mmHg; p<0,005;
NO-hoch: 11,1+0,7 mmHg; p<0,001). Die Unterschiede zwischen beiden Gruppen sind
20 Minuten nach Reperfusion (R2) am gréften (p<0,04). Die Gruppe NO-hoch hat
einen starken Druckabfall von R2 nach R3 (20 — 35 min nach Reperfusion; 10,9+0,6 -
9,6+£0,5 mmHg; p<0,04) und von RS nach R6 (65 —125 min nach Reperfusion; 9,7+0,6 -
8,6+£0,6 mmHg; p<0,05) sowie am Beobachtungsende, 305 — 365 min nach Reperfusion
(R9 - R10; 9,4+0,7 - 8,3+0,6 mmHg; p<0,04).

Solche signifikanten Druckabfille gibt es auch in der anderen Gruppe, allerdings zu
anderen Zeitpunkten, ndmlich 35— 50 min nach Reperfusion (R3 - R4; 10,0+0,5 -
9,2+0,5 mmHg; p<0,008) und 50— 65 min nach Reperfusion (R4 - RS5; 9,2+0,5 -
8,5+0,5 mmHg; p<0,04).

35 min, 125 min und 245 min nach Reperfusion (R3, R6, R8) sind die Werte der beiden
Gruppen praktisch identisch.
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Abbildung 12: Wedge-Druck in Abhéngigkeit von der NO-Konzentration zum Zeitpunkt RI
(NO-tief: n=17; NO-hoch: n=16; *p<0,05)

3.5 Reperfusionsschaden und die Plasmakonzentration von Big-ET / ET

3.5.1 Transaminasen

Zu den wichtigen laborchemischen Parametern zur Beurteilung der Leberfunktion
beziehungsweise Leberschiadigung gehdren die Transaminasen (GOT, GPT). Wir
wollten daher deren Zusammenhang mit Endothelin, beziehungsweise dessen Vorstufe

Big-Endothelin graphisch aufzeigen.
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3.5.1.1 Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT) und Big-ET

Beide Gruppen haben einen deutlichen Anstieg der GOT von A1l (anhepatische Phase)
nach Rl (5 min nach Reperfusion; BigT: 21,5+6,0 - 262,0+100,4 U/l; p<0,001;
BigH: 25,5+6,7 - 170,5+41,7 U/I; p<0,001; Abbildung 13).
BigT hat noch einen weiteren signifikanten Anstieg von R1 nach R2 (20 min nach
Reperfusion; 291,7+111,0 U/l; p<0,05).
Uber den gesamten Zeitraum nach Reperfusion R1- R10 (5— 365 min nach
Reperfusion) bleibt die Gruppe BigT deutlich iiber der Gruppe BigH, welche sehr
konstant auf einem Niveau bleibt (BigT: 259,3+86,4- 317,1+£95,6 U/l;
BigH: 170,5+41,7 - 222,34+63,0 U/1).
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Abbildung 13: Aktivitit der GOT in Abhéngigkeit von der Big-ET-Konzentration zum Zeitpunkt R1
(BigT: n=17; BigH: n=16)

3.5.1.2 Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT) und ET

Wie bei der Vorstufe Big-ET gibt es bei ET im Zusammenhang mit GOT einen
signifikanten Anstieg beider Gruppen von Al (anhepatische Phase) nach R1 (5 min
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nach Reperfusion; ETT:31,8+7,6 - 292,5492,9 U/l; p<0,001; ETH: 14,2+1,0 -

129,8+32,8 U/I; p<0,001; Abbildung 14).

Die Gruppe ETH zeigt einen weiteren Anstieg der GOT von R1 auf R2 (5 — 20 min

nach Reperfusion; 129,8+32,8 - 155,24+39,4 U/l; p<0,001). Dennoch bleibt diese Gruppe

nach der Reperfusion im ganzen Beobachtungszeitraum immer deutlich unter der

Gruppe ETT (ETT: 266,2482,2 - 354,0+£81,0 U/l; ETH: 129,8+32,8 - 178,3+33,4 U/l).
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Abbildung 14: Aktivitdit der GOT in Abhéngigkeit von der ET-Konzentration zum Zeitpunkt Rl
(ETT: n=17; ETH: n=16)

3.5.1.3 Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT) und Big-ET

Bei der BigT-Gruppe, sowie bei der BigH-Gruppe ist ein hochsignifikanter Abfall der
GPT-Aktivitdt von K1 nach Al zu sehen (BigT: 23,2+1,5 - 14,8+1,1 U/I; p<0,001;
BigH: 19,6£2,1 - 14,0+1,3 U/l; p<0,001; Abbildung 15). Dieser setzt sich in der BigH-
Gruppe zum néchsten Messpunkt (R1) hin nochmals fort (9,4+1,9 U/l), wogegen die
andere Gruppe wieder einen Anstieg der Aktivitdt zu verzeichnen hat (18,4+4,2 U/l).
Die Gruppe BigT hat einen deutlichen Aktivitdtsabfall von R2 nach R3 (18,9+5,1 -
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16,3+4,0 U/1), bleibt aber dennoch deutlich iiber den Werten der Gruppe BigH
(R3: 11,442,7 U/1). Beide Gruppen haben einen sanften, mehr oder minder parallelen
Anstieg bis zum Beobachtungsende (R4 - R10: BigT: 15,843,9- 19,9+4,9 U/l;
BigH: 11,1£2,6 - 13,6£3,4 U/l).
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Abbildung 15: Aktivitdt der GPT in Abhangigkeit von der Big-ET-Konzentration zum Zeitpunkt R1
(BigT: n=17; BigH: n=16)

3.5.1.4 Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT) und ET

Beide Gruppen besitzen vom OP-Beginn (K1) bis zur anhepatischen Phase (A1) einen
deutlichen Abfall der Aktivitdit der GPT (ETT: 20,6+1,5- 12,8+1,1 U/l; p<0,001;
ETH: 22,3+2,1 - 16,1+1,1 U/l; p<0,002; Abbildung 16).

Wiéhrend die Gruppe ETT zum ersten Messpunkt 5 min nach Reperfusion (R1) wieder
ansteigt (16,7+4,2 U/), fallt die Gruppe ETH weiter ab (11,3+2,4 U/l; p<0,02).

Fiir den iibrigen Beobachtungszeitraum (R2 - R10; 20 — 365 min nach Reperfusion) sind
die MeBwerte fiir die Gruppe ETT deutlich iiber denen der anderen Gruppe
(ETT: 15,9+4,2 - 20,4+5,7 U/l; ETH: 10,9+1,7 - 13,6£2,2 U/1).
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Abbildung 16: Aktivitit der GPT in Abhédngigkeit von der ET-Konzentration zum Zeitpunkt R1
(ETT: n=17; ETH: n=16)

3.5.2 y-Glutamyl-Transpeptidase (y-GT)

Die y-GT ist ein zytoplasmatisches Leberenzym, welches bereits bei geringem
Leberzellschaden erhoht ist. Daher soll ihr Zusammenhang mit Big-ET

beziehungsweise mit ET geklart werden.

3.5.2.1 y-Glutamyl-Transpeptidase (y-GT) und Big-ET

Der Zusammenhang zwischen der y-GT und Big-ET ist in Abbildung 17 dargestellt.

Beide Gruppen haben in dieser Darstellung einen signifikanten Aktivitétsabfall von K1
nach Al (BigT:26,6+2,5- 15,3+2,6 U/l; p<0,001; BigH: 23,8+4,2 - 22,8+6,5 U/l;
p<0,001; Abbildung 17). Beim néchsten Messpunkt (R1) hat die Gruppe BigH einen

weiteren Abfall, wogegen in der Gruppe BigT ein Aktivititsanstieg zu verzeichnen ist
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(BigT: 16,2+3,4 U/i; BigH: 13,4422 U/l). Im weiteren Verlauf hat die Gruppe BigH
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Abbildung 17: Aktivitit der y-GT in Abhingigkeit von der Big-ET-Konzentration zum Zeitpunkt R1
(BigT: n=17; BigH: n=16)
einen leichten Anstieg der Aktivitit bis zum Messpunkt R6 (16,5+4,9 U/l) und fallt
dann bis zum Versuchsende mit leichten Schwankungen leicht ab (R10: 14,4+6,4 U/l).
Die andere Gruppe zeigt einen fast konstanten Aktivitdtsabfall bis zum Versuchsende

(R2: 14,5+2,6 U/l; R10: 7,6+1,0 U/L).

3.5.2.2 y-Glutamyl-Transpeptidase (y-GT) und ET

Beide Gruppen besitzen einen signifikanten Abfall der Enzymaktivitdt vom OP-Beginn
(K1) zur anhepatischen Phase (Al) hin (ETT:23,0+£3,2- 18,7£3,6 U/l; p<0,04;
ETH: 22,443,5 - 19,2+6,0 U/I; p<0,002; Abbildung 18). ETH zeigt einen weiteren sehr
starken Abfall nach R1 (5 min nach Reperfusion; 12,442,5 U/l; p<0,02). Im weiteren
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Verlauf (R2 - R10; 20 — 365 min nach Reperfusion) bleibt diese Gruppe immer unter
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Abbildung 18: Aktivitit der y-GT in Abhéngigkeit von der ET-Konzentration zum Zeitpunkt RI1
(ETT: n=17; ETH: n=16)
den Werten, welche bei der Gruppe ETT gemessen werden konnen (ETT: 12,8+4,6 -
16,1+£3,0 U/l; ETH: 8,2+1,9 - 12,6+2,7 U/l). In der Gruppe ETT 146t sich noch ein
signifikanter Abfall von R6 nach R7 (125 — 185 min nach Reperfusion; 15,4+4,1 -
14,4+3,9 U/1; p<0,05) aufzeigen.
In der Gruppe ETH kommt es zu einem signifikanten Anstieg von R3 nach R4 (35—
50 min nach Reperfusion; 11,8424 - 12,64+2,7 U/l; p<0,04). Abgesehen von einer
einzelnen Schwankung sinkt die Aktivitit bis zum Versuchsende hin teils signifikant ab
(R7, 185 min nach Reperfusion; 11,1£2,3 U/l; p<0,04 und RS, 245 min nach
Reperfusion; 9,1+1,7 U/I; p<0,005).

3.5.3 Glutamat-Dehydrogenase (GLDH)

Die GLDH ist bei schwerem Leberzellschaden im Plasma erhoht. Daher dient sie als

wichtiger Parameter zur Beurteilung der Lebervitalitit nach Lebertransplantation.



Ergebnisse

55

Es war daher von Interesse, ob dieses Enzym einen Zusammenhang mit ET,

beziehungsweise dessen Vorstufe Big-ET besitzt.

3.5.3.1 Glutamat-Dehydrogenase (GLDH) und Big-ET

Bis zum Messpunkt A1l unterscheiden sich beide Gruppen praktisch nicht. Das dndert
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Abbildung 19: Aktivitdt der GLDH in Abhéngigkeit von der Big-ET-Konzentration zum Zeitpunkt R1
(BigT: n=17; BigH: n=16)
sich  aber deutlich beim Zeitpunkt R1 (BigT:24,3+13,2U/l; p<0,001;

BigH: 9,443,9 U/I; p<0,001; Abbildung 19). Die Gruppe BigT bleibt bis zum
Versuchsende gegeniiber der Vergleichsgruppe BigH erhoht, steigt noch einmal
signifikant zum Zeitpunkt R2 an (26,5+13,9 U/l; p<0,02) und fdllt ab RS, dem
MefBpunkt der hochsten Aktivitit ab (RS: 26,6+12,3 U/l, R10: 17,5£5,9 U/l). Die
Gruppe BigH steigt in ihrer Aktivitidt bis zum Zeitpunkt R6 der auch ihr hdchster
MeBwert ist (16,34+4,6 U/l) zum Teil signifikant an (nach R2: 11,7*3,5 U/I; p<0,01) und
fallt, abgesehen vom Messpunkt R9 (14,1+5,2 U/I) kontinuierlich bis zum Ende hin ab
(R10: 10,0+3,7 U/N).



Ergebnisse 56

3.5.3.2 Glutamat-Dehydrogenase (GLDH) und ET

Hier zeigt sich anfangs ein dhnliches Bild wie in der vorherigen Abbildung. Bei Al und
K1 sind beide Gruppen fast auf gleichem Niveau und steigen dann in Ihrer Aktivitit
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Abbildung 20: Aktivitit der GLDH in Abhéngigkeit von der ET-Konzentration zum Zeitpunkt R1
(ETT: n=17; ETH: n=16)
stark an (ETT Al - RI1:1,1+0,3 - 14,6+£8,2 U/l; p<0,001; ETH Al - RI: 1,4+0,3 -

19,7+11,7 U/l; p<0,001; Abbildung 20). Bis zum Zeitpunkt RS ist die Aktivitdt der
Gruppe ETH hoher als die von ETT und hat hier ihr Aktivititsmaximum (22,6+9,9 U/l).
Die Vergleichsgruppe ETT hat ihr Maximum eine Stunde spater (21,6+9,5 U/1). Sie fallt
kontinuierlich bis R9 ab. Bei der Gruppe ETH gibt es einen kontinuierlichen
Abwirtstrend bis zum Messpunkt R8 (15,6+7,4 U/l), dann steigt der Wert wieder bei R9
(17,1£7,4 U/l) um dann zum Ende wieder weiter abzusinken (11,7+5,9 U/l).
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3.6 Reperfusionsschaden und NO

Wie bereits in der Einleitung geschildert, spielt NO in der Pathophysiologie des
Reperfusionsschadens eine erhebliche Rolle. Daher soll sein Zusammenhang mit
einigen wichtigen Leberenzymen niher beleuchtet werden.

Die Versuchstiere wurden am Median des Zeitpunktes R1 (5 min nach Reperfusion) in

zwei Gruppen, NO-tief (Gruppe NOT) und NO-hoch (Gruppe NOH) unterteilt.

3.6.1 Transaminasen

Wie bereits in Kapitel 3.5.1 erwdhnt, gehoren die Transaminasen (GOT, GPT) zu den
wichtigen laborchemischen Parametern zur Beurteilung der Leberfunktion. Da bereits
von anderen Arbeitsgruppen ein Zusammenhang zwischen verminderter NO-Produktion
und erhohten Transaminasen beschrieben wurde (162,196) wollten wir iiberpriifen, ob

sich dies bei uns bestétigten wiirde.

3.6.1.1 Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT) und NO

Auch in dieser Grafik ist ein signifikanter Anstieg beider Gruppen von der
anhepatischen Phase (A1) hin zum ersten Messpunkt 5 min nach Reperfusion (R1) zu
beobachten (NOT: 29,847,1 - 144,1+£28,7 U/1; p<0,001; NOH: 24,7+4,6 -
247,2479,5 U/l; p<0,001; Abbildung 21). NOT zeigt von R2 bis R6 kaum eine
Anderung (160,1429,1 - 160,9+30,5 U/1) und steigt dann zum Versuchsende hin
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Abbildung 21: Aktivitdit der GOT in Abhédngigkeit von der NO-Konzentration zum Zeitpunkt RI
(NOT: n=17; NOH: n=16)

nochmals leicht an (R10: 258,3460,2 U/l). Die Gruppe NOH 148t sich ein dhnliches Bild
von R2 bis R6 nachweisen (278,9+88,5 - 278,6+79,2 U/l). Dann steigt die Aktivitit zu
R7 hin an (328,1+94,8 U/l) und bleibt bis zum Beobachtungsende auf diesem Level
(R10: 313,6487,6 U/).

3.6.1.2 Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT) und NO

Vom OP-Beginn (K1) bis zur anhepatischen Phase (A1) haben beide Gruppen einen
deutlichen Aktivitétsabfall, der sich bei der Gruppe NOT bis 5 min nach Reperfusion
fortsetzt (R1) und sich in der anderen Gruppe zu diesem Zeitpunkt teilkompensiert
(K1 - Al- R1; NOT: 22,5+1,8 - 15,2+1,4 - 9,7+1,8 U/l; NOH: 20,3+1,7 - 13,540,8 -
18,7+4,5 U/1; K1 - A1; p<0,001 in beiden Gruppen; Abbildung 22). Der Trend nach
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Abbildung 22: Aktivitdit der GPT in Abhédngigkeit von der NO-Konzentration zum Zeitpunkt RI
(NOT: n=17; NOH: n=16; *p<0,05)

oben setzt sich in der Gruppe NOH bis zum nichsten Messpunkt fort
(R2:20,5+£5,5 U/l), die Vergleichsgruppe bleibt hier in etwa auf ihrem Level
(R2: 9,8+1,6 U/l). Zu den Messpunkten R3 - R5 sind die Unterschiede der Gruppen
signifikant. Ab R4 steigt die Aktivitit in der Gruppe NOT an (R4: NOT: 8,5+1,3 U/,
NOH: 18,9+4,4 U/l), doch die Aktivititen sind auch gegen Ende des
Beobachtungszeitraumes (R10) in deutlich unterschiedlichen Wertebereichen

(R10: NOT: 13,6+3,3 U/l; NOH: 19,9+5,0 U/l).

3.6.2 y-Glutamyl-Transpeptidase (y-GT) und NO

Die Aktivitdt der y-GT in der Gruppe NOH startet bei K1 auf einem etwas hoéheren
Niveau als in der Gruppe NOT (NOT:21,443,5U/1; NOH: 24,1+3,2 U/l;
Abbildung 23). Der Aktivititsabfall nach Al ist in beiden Gruppen signifikant
(NOT: 15,5+£2,9 U/l; p<0,001; NOH: 22,6+6,3 U/l; p<0,001). Dies setzt sich fort und
die Gruppenunterschiede sind zum Zeitpunkt R1 signifikant (NOT: 10,8+1,8 U/l;
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NOH: 19,1£3,5 U/l). Bis zum Messpunkt R7 ndhern sich beide Gruppen immer mehr
einander an und ab RS ist die Gruppe NOT diejenige mit der hdheren Aktivitit (R7 -
R8: NOT: 11,9+3,8 - 11,2+4,3 U/l; NOH: 13,6+2,6 - 10,5+1,9 U/).
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Abbildung 23: Aktivitit der y-GT in Abhidngigkeit von der NO-Konzentration zum Zeitpunkt R1
(NOT: n=17; NOH: n=16; *p<0,05)

3.6.3 Glutamat-Dehydrogenase (GLDH) und NO

Bis einschlieBlich zur anhepatischen Phase (A1), verlaufen beide Gruppen auf einem
etwa gleichen Aktivitdtsniveau (K1 - Al: NOT: 0,6+0,1 - 1,4+0,3 U/l; NOH: 0,5+0,1 -
1,2+0,3 U/l; Abbildung 24). Dann erfolgt in beiden Gruppen 5 min nach Reperfusion
(R1) ein Aktivitatsanstieg, der bei der Gruppe NOH sehr viel stirker ausgeprégt ist
(NOT: 7,242,5 U/l; p<0,001; NOH: 27,5+13,9 U/l; p<0,001). NOT bewegt sich von R2
bis R8 im relativ engen Rahmen zwischen 8,8+2,7 U/l und 13,3+4,6 U/l und hat
nochmals zwei weitere signifikante Anstiege, von R1 nach R2 (p<0,03) und von R2
nach R3 (p<0,003). NOH zeigt ab R5 einen kontinuierlichen Abfall der GLDH-
Aktivitdten bis einschlieBlich R10 (R5 - R10: 31,1£12,9 - 14,3+£5,7 U/1), welcher ab R6
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stets signifikant ist (R6 - R7: p<0,02; R7 - R8: p<0,001; R8 - R9: p<0,003; R9 - R10:
p<0,005). Zum Versuchsende hin ndhern sich die MeBwerte beider Gruppen einander an
(R9: NOT: 16,2+5,3 U/l; NOH: 17,0+6,7 U/l).
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Abbildung 24: Aktivitdit der GLDH in Abhéngigkeit von der NO-Konzentration zum Zeitpunkt R1
(NOT: n=17; NOH: n=16)
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einflull unterschiedlicher Infusionslosungen auf
die Kinetik der Faktoren Big-ET, ET und NO bei der Lebertransplantation am
Schweinemodell untersucht.

Big-ET-1, ET-1 und NO wurden auflerdem mit Calcium, sowie hdmodynamisch

relevanten und den Leberschaden angebenden Parametern in Relation gesetzt.

4.1 Mediatoren und Reperfusionsiésungen

4.1.1 Big-ET und ET

Die Konzentrationsverldufe von Big-ET und ET in der Kontroll-, und der HHES-
Gruppe dhneln sich sehr. In beiden Gruppen konnte kein Konzentrationsanstieg von
Big-ET nach Reperfusion gefunden werden. Die Werte blieben vielmehr auf dem
Ausgangsniveau und stiegen erst gegen Versuchsende leicht an. In der DCLHb-Gruppe
wurde unmittelbar nach Reperfusion ein signifikanter Anstieg der Big-ET-
Konzentration gefunden, welcher bis 5 h nach Reperfusion weiterbestand.

Wie von zahlreichen anderen Arbeitsgruppen wurden auch von uns erhohte ET-Spiegel
nach Lebertransplantation beobachtet (41,86,236).

Wie erklédren sich nach der Reperfusion solche niedrigen Big-ET-Spiegel in zwei der
drei Gruppen, wo doch Big-ET als Vorstufe von ET gilt (100), und dieses in allen drei
Gruppen nach Reperfusion stark ansteigt?

Fukunaga et al. postulierten die These, welcher wir uns anschlieBen, daf3 ein Teil des
ET, welches nach Transplantation zirkuliert, aus dem Spenderorgan freigesetzt wird
(41), und so direkt aus dem Transplantat stammt. Da die ET-Produktion hauptsichlich
auf mRNA-Ebene reguliert wird (254) dauert es einige Zeit, bis die Synthese der neuen
Proteine anléuft. Wihrend der Zeit der Ischdmie ist diese vorhanden und das

Endothelin-converting-enzyme kann alles dort entstehende Big-ET in ET umwandeln.
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Bei Reperfusion wird dann nur ET und kein Big-ET in den systemischen Kreislauf
ausgeschwemmt.

Da ET hauptséchlich lokal wirkt (93) und die Umwandlung von Big-ET in ET innerhalb
der Zirkulation eine eher untergeordnete Rolle spielt (245), ist es recht wahrscheinlich,
dafl Big-ET ebenso wie ET lokal in hoheren Konzentrationen vorliegt als von uns
gemessen werden konnten. Auch die Ergebnisse von Sawamura et al. wonach die
Konvertierung von Big-ET in ET sehr schnell und effektiv erfolgt (201) sprechen, geht
man von einer lokalen Konvertierung aus, fiir systemisch niedrige Big-ET-Werte bei
lokal hohen Konzentrationen.

Dennoch wird ein Teil der hohen ET-Werte nach Reperfusion vom Empfianger selbst
produziert (96), denn bei anderen Forscherteams fanden sich (wie bei uns in der
DCLHb-Gruppe) nach Reperfusion hohe Big-ET-Konzentrationen (41,111). So ist es
auch moglich, das unsere Kontrollosung (HES) und HHES die Freisetzung von Big-ET
in den systemischen Kreislauf verhinderten oder es teilweise absorbierten, so dafl es
nicht gemessen werden konnte.

Da DCLHbD in anderen Versuchen fiir steigende ET-Plasmaspiegel verantwortlich war
(123,202,204), ist es recht wahrscheinlich, dafl dieser Effekt auch bei uns zum tragen
kam. In diesen Versuchen wurde jedoch die Konzentration von Big-ET nicht
mitbestimmt, so dal} iiber dessen Kinetik in diesem Zusammenhang keine iiber unsere
Studie hinausgehenden Ergebnisse in der internationalen Literatur vorliegen. Der von
uns gefundene signifikante Anstieg nach Reperfusion sowie der weitere
Konzentrationsverlauf und die vorangegangenen Uberlegungen sprechen jedoch dafiir,
daB3 auch die Big-ET-Ausschiittung durch DCLHb stimuliert wird.

Die etwa gleich hohen ET-Werte in allen drei Gruppen lassen noch Raum fiir eine
weitere Uberlegung. Es ist moglich, da8 das Endothelin-converting-enzyme in allen drei
Gruppen durch lokal hohe Big-ET-Konzentrationen geséttigt wurde. Jedoch nur in der
DCLHb-Gruppe waren diese dennoch hoch genug, um auch systemisch gemessen
werden zu konnen. Dies konnte die in allen drei Gruppen etwa gleichen ET-Werte bei

doch sehr unterschiedlichen Big-ET-Konzentrationen erkléren.
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4.1.2 Stickstoffmonoxid (NO)

Unabhingig von der Reperfusionsstrategie findet sich ein Abfall der NO-Konzentration
nach Reperfusion. In der HHES-Gruppe waren die Werte von Anfang an deutlich hoher
als in den anderen beiden Gruppen. Dennoch ist der Verlauf, wenn auch auf einem
insgesamt hoheren Niveau, dem der anderen beiden Gruppen sehr dhnlich.

Waéhrend  einer  Ischdmie  fallen  die  intrazelluliren = NADPH-  und
Sauerstoffkonzentrationen. Da diese aber essentiell fiir die Aktivitit der NO-Synthase
sind, fallen auch die NO-Spiegel (223). Wiahrend der Reperfusion aktiviert ein starker
Einstrom von Calcium in die Endothelzellen die endotheliale NO-Synthase und fiihrt so
zu einem Anstieg der NO-Produktion. Dies erkldrt den leichten Anstieg der NO-
Konzentration in den Gruppen DCLHb und HHES 20 min nach Reperfusion. In der
Kontrollgruppe mag dieser Effekt eventuell durch die dortige groBere hypoxische
Belastung der Endothelzellen {iberlagert worden sein. Da die Endothelzellen aber
aufgrund der hypoxischen Belastung funktionell beeintriachtigt sind, hat dieser Effekt
generell, und so auch in den anderen beiden Gruppen, nur fliichtigen Charakter
(125,222,223). AuBerdem werden in der Zeit unmittelbar nach Reperfusion grofie
Mengen an Arginase freigesetzt. Durch ein Absinken an L-Arginin nach Reperfusion
sind sie fiir die weiter sinkenden NO-Spiegel verantwortlich und so wird die defizitire
Lage weiter verstérkt (214).

Da die induzierbare NO-Synthase in ihrer Aktivitdt unabhéngig von der intrazelluldren
Ca-Konzentration ist und um ein vielfaches mehr an NO produzieren kann als die
endotheliale NO-Synthase, geht man von deren grof8eren Bedeutung in pathologischen
Zustinden aus (49,103,215). Nun dauert es aber ca. 6 h bis die Aktivitit der
induzierbaren NO-Synthase anlduft (74). Dies konnte den Anstieg der NO-
Konzentration in der Kontrollgruppe zum letzten MeBpunkt erkldren. Moglicherweise
war die Induktion in den anderen beiden Gruppen nicht so stark. Was konnte hierfiir der
Grund sein?

Im Experiment konnte ein sofortiger Anstieg der Konzentration von TNF-a nach
Reperfusion gezeigt werden (22). Zusammen mit IL-1 ruft es in Kupfferzellen und
Hepatozyten eine Aktivierung von NF-«xB hervor, welche die Induktion der

induzierbaren NO-Synthase fordert (49,215). Moglicherweise war die Aktivierung der
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NF-«B weniger stark ausgepragt, weil die beiden Verumlosungen HHES und DCLHb
hepatoprotektiv wirkten und so der Anstieg von TNF-a und/oder der von IL-1 nach

Reperfusion geringer war als in der Kontrollgruppe.

4.2 Mediatoren und Physiologie

4.2.1 Calcium

Da bereits zahlreiche Arbeitsgruppen einen Zusammenhang zwischen Vasokonstriktion,
extrazelluldrer Calciumkonzentration und plasmatischer ET-Konzentration zeigen
konnten (53,137), war es interessant zu sehen und nachzuweisen, ob eine hohe
beziehungsweise tiefe ET- oder Big-ET-Konzentration ihrerseits einen Zusammenhang
mit dem Calciumspiegel hat.

Unsere Ergebnisse sprechen dafiir, da3 ein hoher Big-ET-Wert nach Reperfusion auch
hohe Calciumwerte nach sich zieht. So stieg die Ca" -Konzentration nach Reperfusion
bei hohen Big-ET-Konzentrationen signifikant stirker an als dies bei zu diesem
Zeitpunkt tiefen Big-ET-Konzentrationen der Fall war.

Anders als bei seiner Vorstufe war zwischen ET und dem Ca-Plasmaspiegel kein
Zusammenhang darstellbar. Man mufB3 daher davon ausgehen, dal der durch ET
hervorgerufene Ca' -Influx in die glatten Muskelzellen (53) im Ganzen gesehen zu

gering ist, um sich systemisch messen zu lassen.

4.2.2 Hamodynamik

Das HZV fillt nicht nur operationsbedingt wihrend der anhepatischen Phase ab. Des
weiteren sind die vermutlich in dieser Phase der Operation hohen Big-ET und ET-Werte
mitverantwortlich. So ist bekannt, dal3 die intravendse Zufuhr von ET einen
kurzzeitigen  Blutdruckabfall —auslost, gefolgt von einem langanhaltenden
Blutdruckanstieg (50,54,131,153). Diese Beobachtung konnte den von uns gefundenen

Abfall des HZV mit anschlieBendem Wiederanstieg auf konstant préoperative Werte in
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der Gruppe mit den hohen ET-Spiegeln gegeniiber der Gruppe mit den niedrigeren ET-
Werten erkliaren. Moglicherweise gelingt es gerade erst mit der durch die hohen ET-
Werte hervorgerufenen Zentralisation des Kreislaufs, das HZV aufrechtzuerhalten. In
der anderen Gruppe mit den niedrigen ET-Werten sinkt das HZV ab, da das Blut in der
Peripherie verbleibt. Somit stehen unsere Ergebnisse im Gegensatz zu denen von
Mortensen et al., wonach ET dosisabhéngig das HZV senkt (153). Allerdings miissen
diese Ergebnisse sich nicht unbedingt widersprechen, da hier eine andere Spezies
(Ratten) verwendet wurden, diese auch nicht dem bei der Reperfusion entstehenden
Schock ausgesetzt waren und auch sonst einige methodische Unterschiede vorhanden
sind.

Da Big-ET als Vorldufermolekiil hinsichtlich seiner pharmakologischen Wirkung
ungefdhr 140mal schwicher ist als ET (102), wundert es nicht, daB der bei ET
gefundene Effekt ausblieb und kein Zusammenhang zwischen hohen/tiefen Big-ET-
Spiegeln und dem HZV gezeigt werden konnte.

Ein kurz nach Reperfusion hoher ET-Wert tendiert dazu, eher niedrigere
Herzfrequenzen (HF) nach sich zu ziehen. Dies gilt besonders fiir die frithe (nach
ca. 20 — 35 min) und fiir die spite Phase (nach ca. 5 — 6 h) nach Reperfusion.

In der frithen Phase findet sich das Tier hdufig in einer Phase grosser kardiovaskuldrer
Instabilitit mit zum Teil kritisch hypotonen Blutdruckwerten. Um die
Gewebeoxygenierung der wichtigen Organe weiter aufrechtzuerhalten, wird der
Organismus tachykard. Finden sich nun systemisch mefBbar hohe ET-Werte, fiihren
diese zu einer Vasokonstriktion der GefdBe und der Kreislauf wird zentralisiert. Dies
wiederum erlaubt eine niedrigerer HF, um die lebensnotwendigen Organe weiter
addquat zu versorgen und erklirt unsere Ergebnisse. Im weiteren Verlauf verliert sich
dann der Unterschied zwischen beiden Gruppen und kommt erst wieder gegen
Versuchsende zum tragen, wenn das Tier durch zahlreiche Blutprobenentnahmen und
protrahierten Blutverlust weiter belastet ist. Hier werden unsere Ergebnisse durch die
Studie von Mortensen et al. unterstiitzt, wonach hohe ET-Werte die HF senken (153). In
vitro wurde dem ET eine HF steigernde Wirkung nachgewiesen. Dies mag auch bei uns
zum Tragen gekommen sein, wurde aber dann sicherlich durch die oben geschilderten
Vorgénge liberlagert (87).

Der Wedge-Druck entspricht beim gesunden und oft auch beim kranken Herzen dem

Druck im linken Vorhof bzw. dem linksventrikuldren enddiastolischen Druck. Da ET
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ausgeprigte Verdanderungen am Kreislaufsystem hervorruft, war die graphische
Darstellung des Zusammenhangs zwischen Wedge-Druck und hohen bzw. tiefen
plasmatischen ET-Konzentrationen von Interesse. So fallen hier besonders zwei Dinge
auf. Zum einen fiihrt ein tiefer ET-Wert 5 min nach Reperfusion sofort zu einem
signifikanten Abfall des Wedge-Drucks und zum anderen wird dieses Absinken nicht
wieder aufgeholt, d.h. die Driicke sind {iber den ganzen Beobachtungszeitraum konstant
niedriger als in der Gruppe mit den hohen ET-Werten. Anders ausgedriickt: hohe ET-
Werte ziehen konstant hohere Wedge-Driicke nach sich als dies bei tieferen ET-Werten
der Fall ist.

Die umfassenden himodynamischen Verdnderungen, welche durch ET hervorgerufen
werden konnen, haben auch einen EinfluB3 auf den ZVD. Wiederum operationsbedingt
kommt es in der Zeit zwischen der anhepatischen Phase und RI1, 5 min nach
Reperfusion in beiden Gruppen zu einem massiven Anstieg des ZVD. Dieser fallt
anschlieend in beiden Gruppen wieder ab und findet sich 6 h nach Reperfusion auch in
beiden wieder auf praoperativem Niveau.

In der Gruppe mit den hoheren ET-Werten findet sich fast immer ein hoherer ZVD.
Dies 148t sich mit der dort herrschenden hoheren ET-Konzentration und der hiermit
verbundenen stérkeren Vasokonstriktion erklaren.

Da NO auf die Himodynamik einen groBen Einflul ausiibt, richtete sich unsere
Aufmerksamkeit auf einen mdoglichen Zusammenhang zwischen dem mittleren
pulmonalarteriellen Druck (MPAP) und der systemischen NO-Konzentration. Der
MPAP steigt nach Reperfusion in beiden Gruppen massiv an. Des weiteren ist
festzuhalten, dal der MPAP in der Gruppe mit den hohen NO-Werten {iber den ganzen
Beobachtungszeitraum hoher ist als in der Vergleichsgruppe.

Eine Vielzahl unterschiedlicher Mechanismen konnen fiir einen hohen MPAP
verantwortlich sein. So ist eine hypoxisch bedingte pulmonale Vasokonstriktion
atiologisch eine hiufige Ursache. Je ldnger und intensiver der hypoxische Stimulus ist,
desto stérker steigt der pulmonalarterielle Widerstand an, welcher dann seinerseits eine
pulmonale Hypertension erzeugt (246).

Nach aktuellem Kenntnisstand wirkt NO einer pulmonalarteriellen Hypertension
entgegen (190). Dennoch schlieit sich diese Beobachtung nicht mit dem Ergebnis
unserer Studie aus, wonach der MPAP in der Gruppe mit den hohen NO-Werten hoher

war als in der Vergleichsgruppe, da wie bereits erwihnt zahlreiche Einfliisse den MPAP



Diskussion

68

bestimmen. Der Zusammenhang hohe NO-Werte mit einem hohen MPAP wurde von
uns zwar nachgewiesen, aber ob dies auch kausal zusammenhéngt, muf} aufgrund der
bereits vorhandenen Literatur in Frage gestellt werden.

Neben dem MPAP wurde ebenfalls der Wedge-Druck untersucht. Nach dem starken
Abfall wihrend der anhepatischen Phase, der vermutlich hypovoldmisch bedingt ist,
steigt der Wedge-Druck in beiden Gruppen nach Reperfusion stark an. Ein Anstieg des
Wedge-Drucks kann zahlreiche Ursachen haben, wie zum Beispiel ein kardiogener
Schock, eine akute Mitralklappeninsuffizienz oder eine Perikardtamponade (75).

Wie schon beim MPAP gesehen werden konnte, so ist auch hier der Druck in der
Gruppe mit den hohen NO-Werten unmittelbar nach Reperfusion hdher als in der
Vergleichsgruppe. Im weiteren Beobachtungszeitraum verlieren sich die Unterschiede.
So gelten die oben angestellten Uberlegungen auch hier, daB von uns zwar ein
Zusammenhang aufgezeigt wurde, die Kausalitit aber aufgrund der Literatur hinterfragt

werden muf.

4.2.3 Reperfusionsschaden

Zur Beurteilung der Integritit der Leberzelle wird im klinischen Alltag hauptséchlich
die systemische Aktivitit der vier Enzyme Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT),
Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT), y-Glutamyl-Transpeptidase (y-GT) und
Glutamat-Dehydrogenase (GLDH) gemessen, die eine Leberzellschiadigung anzeigen.
So korreliert der Anstieg der Enzymaktivitit mit dem Umfang der Leberzellschidigung
(180).

Die GOT findet sich sowohl im Zytoplasma als auch in den Mitochondrien der
Leberzelle. Daher steigt sie bereits bei leichten Leberzellschdadigungen an. Die GPT
findet sich nur im Zytoplasma, ist also vor allem ein Marker einer leichten
Leberzellschiddigung (180). Generell geht man davon aus, daB GOT und GPT, von
einigen Ausnahmen abgesehen, parallel verlaufende Enzymaktivititen besitzen (180).
So dhneln sich die Graphiken der Transaminasen mit Big-ET bzw. ET stark, auch wenn
die absoluten Werte der GOT deutlich iiber denen der GPT liegen. Dies spricht fiir

einen schweren Leberzellschaden, wie er bei einem solchen Versuch erwartet wird.
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Sowohl die GOT als auch die GPT zeigen fiir tiefe Big-ET und ET-Werte deutlich
hohere Enzymaktivitéiten als die Vergleichsgruppen. Wie kann man das insgesamt doch
recht dhnliche Bild dieser vier Graphiken erkldren?

Verschiedene Arbeitsgruppen berichteten von hohen Endothelinspiegeln, wenn die
Leber einen Reperfusionsschaden erleidet, da dann ET verstérkt gebildet wird (40,55).
Dies steht jedoch nur im scheinbaren Gegensatz zu unseren Ergebnissen. Die
methodischen Unterschiede, mit der diese beiden Arbeitsgruppen zu ihren Ergebnissen
kamen, konnen diesen Widerspruch auflosen. Goto et al. setzten die Leber einer
warmen Ischdmie aus und mafBlen anschlieBend die ET-Spiegel. Fujioka et al. arbeiteten
mit einem ET-Antagonisten und verglichen anschlieBend die ET-Spiegel mit und ohne
Applikation. Wir hingegen trennten die Tiere nach den Big-ET und ET-Spiegeln zum
Zeitpunkt R1 in zwei Gruppen auf. So darf nicht vergessen werden, da3 eine stark
geschiadigte Leber sicherlich in ihrer Syntheseleistung eingeschrankt ist.
Moglicherweise sind die Transaminasen in den Gruppen der niedrigen Konzentrationen
also deshalb hoher als in den Gruppen hoher Big-ET/ET-Konzentration, weil die Leber
hier so stark geschidigt wurde, dal sie auch diese beiden Peptide nicht mehr
produzieren konnte. Eine andere ergidnzende Erklarungsmoglichkeit konnte die bessere
Kreislaufgesamtsituation der Tiere bei erhdhten Big-ET und ET-Konzentrationen sein.
Die y-GT ist ein membrangebundenes Enzym, welches sich im hepatobilidren System
sowie in anderen Geweben findet. Sie ist zusammen mit der alkalischen Phosphatase
der sensibelste Indikator um Schiden des Gallengangsystems aufzuzeigen. Dennoch
sind Anstiege der y-GT unspezifisch und kdnnen auch durch Schdden an Pankreas,
Herz, den Nieren oder Lungen hervorgerufen werden. Dieser Mangel an Spezifitét der
v-GT limitiert ihre klinische Aussagekraft (180).

Der Zusammenhang einer hohen und einer tiefen Big-ET-Konzentration und der y-GT
zwischen den beiden Gruppen wird in einem Aktivititssabfall in der anhepatischen
Phase ersichtlich. Das ist nicht weiter verwunderlich, da in dieser Phase zumindest von
Seiten der Leber keine y-GT entstehen kann, da sie sich ja noch in der Implantation
befindet und keinen Anschlufl an den Kreislauf hat. Im weiteren Verlauf kann man in
der Gruppe der hohen Big-ET-Werte diskret hoherere Aktivititen der y-GT messen als
in der anderen Gruppe. Ob nun die y-GT unter EinfluB von Big-ET bevorzugt

freigesetzt wird, mufl dennoch bezweifelt werden.
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Die Korrelation der y-GT mit ET zeigt einen etwas anderen Verlauf. Hier sind die Werte
in der Gruppe mit den tiefen ET-Spiegeln ab der Reperfusionsphase immer leicht tiber
denen der Vergleichsgruppe. Ob von einem protektiven Zusammenhang fiir ET
beziiglich des hepatobilidren Systems geredet werden kann, ist wie oben bereits erwahnt
fraglich, da auch hier die Messungen immer innerhalb der Normwerte liegen.

Die GLDH ist hauptséchlich mitochondrial lokalisiert und markiert daher einen
schweren Leberzellschaden. Die Grafik Big-ET und GLDH zeigt einen starken Anstieg
der Serumaktivitit nach Reperfusion. Das Ausmal} der Enzymaktivitit ist in der Gruppe
der tiefen ET-Werte deutlich hoher als in der Gruppe mit den hoheren Werten. Dies
bleibt iiber den ganzen Beobachtungszeitraum hinweg so, auch wenn sich die Gruppen
gegen Versuchsende einander annéhern.

Hier konnen die Uberlegungen, die bereits bei den Transaminasen angestellt wurden,
wiederholt werden. Eine schwer geschiadigte Leber ist nicht in der Lage, ihrer
aufwendigen Syntheseleistung nachzukommen (GLDH in der Gruppe Big-ET-tief bis
zu 6,5-fach erhoht). Es mufl daher davon ausgegangen werden, dafl das Organ im Falle
der hohen Big-ET-Werte zwar auch geschiadigt war (die GLDH ist hier auf das etwa
2,5-4-fache des normalen Hochstwertes von 4 erhdht), aber eben nicht so stark wie in
der anderen Gruppe.

Fiir ET zeigt sich ein etwas anderes Bild. Nach einem starken Anstieg zum Zeitpunkt
der Reperfusion liegt die Gruppe der hohen ET-Konzentrationen iiber, dann 2 Stunden
nach Reperfusion unter derjenigen mit den tiefen Werten um dann am Ende wieder {iber
ihr zu liegen.

Wie bereits erldutert, ist ET durch sein Wirkprofil an der Ausbildung eines
Reperfusionsschaden unmittelbar beteiligt. Moglicherweise ist der Zellschaden in der
Gruppe ET-hoch anfangs deshalb hdher, da hier in der anhepatischen Phase mehr ET
entstehen konnte. In der anderen Gruppe zeigte sich eine geringere ET-Konzentration.
Dies wirkte sich zellprotektiv aus. Folgt man der Uberlegung einer eingeschriinkten
Leberproduktivitit weiter, so mull davon ausgegangen werden, daf} sich in der Gruppe
ET-hoch trotz besserer Lebefunktion durch die groere Produktion an ET anfangs ein
starkerer Zellschaden manifestiert. Dieser Trend verliert sich allerdings nach 2 Stunden
wieder und kehrt sich dann ins Gegenteil um, d.h. die auch in ihrer Produktivitit
eingeschrinkte, stark geschédigte Leber hat trotz niedrigerer ET-Werte einen gro3eren

Zellschaden. Eine weitere ergidnzende Erklarungsmoglichkeit dieses Kurvenverlaufes ist
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die bereits bei den Transaminasen erwihnte verbesserte Kreislaufsituation bei erhohten

Big-ET und ET-Konzentrationen.

4.2.4 Reperfusionsschaden und NO

Die GOT =zeigt in beiden Gruppen nach Reperfusion einen signifikanten
Aktivitiatsanstieg.  Dies  reflektiert ~den  deutlichen  mitochondrialen  und
zytoplasmatischen Zellschaden der nach der Reperfusionssphase in beiden Gruppen
entsteht.

Zahlreiche Studien zeigen, daB NO einen hepatoprotektiven Effekt hat (siehe Kap.
1.4.4). Dennoch muf} unter bestimmten Bedingungen auch von toxischen Effekten des
NO ausgegangen werden (siehe Kap 1.4.3). Diese scheinen zum Tragen gekommen zu
sein, da in der Gruppe mit den hohen NO-Werten im gesamten Zeitraum nach
Reperfusion deutlich hohere Aktivitdten an GOT gemessen werden konnten.

Dasselbe Bild in niedrigerer Aktivitidt und noch groferen Gruppenunterschieden zeigt
sich bei der GPT. Hier sinkt die Aktivitit der GPT in der Gruppe der niedrigen NO-
Werte nach Reperfusion sogar noch weiter ab, wohingegen sie in der anderen Gruppe
deutlich ansteigt. Im weiteren Verlauf sind die Unterschiede zwischen beiden Gruppen
an mehreren MeBpunkten hintereinander sogar signifikant.

So zeigt sich in unserer Studie ein hoher NO-Wert 5 Minuten nach Reperfusion (unser
Kriterium, um die Gruppen aufzuteilen) prognostisch ungiinstig beziiglich der GOT und
der GPT.

Bis zwei Stunden vor Versuchsende bleibt die Aktivitdt der y-GT hoher, wenn NO kurz
nach Reperfusion hoch war und umgekehrt. Die letzten beiden Stunden ist dann das
Gegensiitzliche der Fall. So konnen hier die vorangegangenen Uberlegungen im Prinzip
wiederholt werden. Eine hohere NO-Konzentration zeigte ein stirkeres Freiwerden an
v-GT. Dies bedeutet, eine hohe NO-Konzentration 5 Minuten nach Reperfusion
erzeugte in unserem Versuch einen hoheren hepatobilidren Schaden als eine etwas
niedrigerere. Allerdings darf nicht vergessen werden, daB3 die absolute Konzentration
der y-GT so niedrig ist, da sie unter klinischen Bedingungen nicht als pathologisch

gewertet werden wiirde.
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Bis in die anhepatische Phase hinein zeigen beide Gruppen einen identischen Verlauf
fiir die GLDH. Nach Reperfusion ist dann der Leberzellschaden, den die GLDH zeigt,
in der Gruppe der hohen NO-Konzentration deutlich hoher als in der Vergleichsgruppe.
Erst 1 h vor Versuchsende ndhern sich die Gruppen wieder einander an. Somit reiht sich
dieses Ergebnis problemlos in das der anderen Leberzellschaden anzeigenden Enzyme
ein. Sehr wahrscheinlich mul man vom gleichen Mechanismus der Schidigung
ausgehen. Eine hohe Konzentration an NO kurz nach Reperfusion steht bei unserem
Versuchsaufbau im Zusammenhang mit einer Leberschadigung. Die Tatsache, dal3 sich
ein solch dhnliches Bild bei allen vier Leberenzymen in einer solchen Konstanz bietet,
macht MeBfehler weitgehend unwahrscheinlich. Die Kreislaufsituation ist insgesamt
schon instabil. Zirkulieren nun auch noch hohe NO-Werte, so kommt es im Gegensatz
zu niedrigeren NO-Werten zu einer schlechteren Blutversorgung der Leber. Ahnliches
ist auch beim septischen Schock zu beobachten (192). Hier muB allerdings angemerkt
werden, dal in diesem Falle die gemessenen NO-Werte hoher liegen als bei uns. Dies
nun schldgt sich dann in den von uns gemessenen erhohten Enzymaktivitéten bei hohen
NO-Werten nieder. Der von den anderen Gruppen gezeigte hepatoprotektive Effekt von
NO auf lokaler Ebene kommt sicherlich auch in unserer Studie zum Tragen, kann aber
durch die insgesamt schlechtere nutritive Versorgung der Leber mit Blut und

Nihrstoffen aus eben geschilderten Uberlegungen heraus nicht ausgeglichen werden.
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5 Zusammenfassung

Bei der orthotopen Lebertransplantation ist eine intakte Mikro- und Makrozirkulation in
der frithen Reperfusion von grosser Bedeutung. Endothelin (ET), welches durch das
Endothelin Converting Enzyme (ECE) aus seiner Vorstufe Big-Endothelin (Big-ET)
gebildet wird, ist der derzeit stirkste bekannte Vasokonstriktor. Dem gegeniiber fiihrt
NO (Stickstoffmonoxid) zu einer starken Geféssrelaxation. Ziel der Studie war die
Untersuchung obiger Parameter im Rahmen der orthotopen Lebertransplantation.

Bei 33 orthotopen Lebertransplantationen an Schweinen (Deutsche Landrasse) wurden
bei verschiedenen Reperfusionsstrategien (Gabe von Hydroxyethylstirke (HAES),
Hyperhydroxyethylstirke (HyperHES) oder Diaspirin Crosslinked Hemoglobin
(DCLHb™) jeweils Smin vor Reperfusion) die Plasmaspiegel von Big-ET, ET und NO
vor, bei und 5min nach Reperfusion, danach alle 15min wihrend 1h, dann jeweils
stiindlich fiir weitere Sh bestimmt und mit Vitalparametern, Glutamat-Oxalacetat-
Transaminase (GOT), Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT), y-Glutamyl-
Transpeptidase (y-GT) und der Glutamat-Dehydrogenase (GLDH) korreliert.

In der Kontroll- und der HHES-Gruppe wurde eine systemisch tiefe Big-ET-
Konzentration gemessen. Die Konzentration von ET war in allen drei Gruppen nach
Reperfusion erhoht (3,8-5,2fmol/l).

Der Median der Big-ET/ET/NO-Werte SMin nach Reperfusion wurde benutzt um die
Tiere in zwei Gruppen einzuteilen. Hohe ET-Werte korrelierten zum Zeitpunkt R1 mit
einem hoheren Herzzeitvolumen (4,5vs3,61/min), einem hoheren zentralen Venendruck
(9vs8mmHg), hoheren Wedge-Driicken (10,8vs8,9mmHg) sowie einer niedrigereren
Herzfrequenz (98vs89min-1) als tiefe ET-Werte. Fiir Big-ET konnte diesbeziiglich kein
Zusammenhang gefunden werden. Bei tiefen Big-ET und ET-Spiegeln war eine hohere
Aktivitit der GOT (290vs150U/1), GPT (18vs11,8U/1) sowie der y-GT (16vs12U/1)
meBbar.

Generell sanken die NO-Plasmaspiegel nach Reperfusion kontinuierlich ab (38-84uM).
Die Enzymaktivitdt der GOT (260vs140U/1), GPT (19vs9U/1), y-GT (17vs11U/1) und
der GLDH (29vs10U/1) ist bei hohen NO-Werten erhoht.

Diese Ergebnisse sprechen fiir eine lokale, schnelle und effektive Konvertierung des

Big-ET zu ET, welche durch eine Sattigung der ECE limitiert wird. Die bessere
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Kreislaufgesamtsituation der Tiere bei hohen Big-ET und ET-Spiegeln erklért den
gemessenen verminderten Reperfusionsschaden. Umgekehrt reflektieren die hohen NO-

Werte eine schlechte Kreislaufgesamtsituation mit entsprechend hohem Leberschaden.
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