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1. Einleitung

1.1. Der Ischamie- und Reperfusionsschaden bei Lebertransplantation

Die Lebertransplantation hat in den letzten zwanzig Jahren immer grof3ere Fort-
schritte gemacht und ist heute die Therapie der Wahl flr Lebererkrankungen im
Endstadium. Dennoch stellen schlechte Primarfunktion, Infektion und Absto-
Rung immer noch grofRe Probleme dar und sind die Hauptursachen fur eine
Mortalitatsrate von 15-25 % in den ersten beiden Jahren nach der Transplanta-
tion (Angus et al. 2000, Edwards et al. 1999, First 1992, Otte 1991, Bismuth et
al. 1987).

Jede Leber wird im Verlauf der Transplantation zwangslaufig zu einem gewis-
sen Grad geschadigt. Manche Lebern jedoch so schwer, dal} sie versagen und
eine sofortige Retransplantation erforderlich wird (primare Nichtfunktion). Ande-
re funktionieren so schlecht, daf} eine langere Behandlung der Patienten auf
der Intensivstation notig wird (primare Dysfunktion).

Durch die stetige Entwicklung und Verbesserung der Konservierungslosungen
konnte der Konservierungsschaden herabgesetzt, die Organfunktion nach
Transplantation verbessert und die Konservierungsdauer der Leber theoretisch
auf bis zu 24 Stunden verlangert werden (Belzer und Southard 1988, Momii und
Koga 1990). Der Konservierungsschaden ist aber immer noch ein ernstes Prob-
lem. Eine primare Nichtfunktion trat in Studien von Moreno-Sanz et al. (Moreno-
Sanz et al. 1999) und Porte et al. (Porte et al. 1998) in 8,4 bzw. 7,8 % der Falle
auf und ist eine Hauptursache fur das Nichtuberleben des Empfangers (Todo et
al. 1989, D"Alessandro et al. 1991, Furukawa et al. 1991). AuRerdem ist klinisch
nachgewiesen, dal} es bei einer schweren Konservierungsschadigung zu star-
keren AbstolRungsreaktionen des Empfangers auf das Transplantat kommt
(Szabo und Heemann 1998, Lowes et al. 1993, Howard et al. 1990).

Um der primaren Nichtfunktion und Dysfunktion vorzubeugen, ist es wichtig, die
Mechanismen zu kennen, die wahrend der Konservierung und der Reperfusion
zur Leberzellschadigung fuhren. Man unterscheidet vier Komponenten der

Schadigung, namlich die Schadigung im Spenderorganismus vor der Entnah-
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me, die Schadigung wahrend der kalten und wahrend der warmen Ischamie
und den Reperfusionsschaden. Gegenstand unserer Studie sind die drei letzt-
genannten Komponenten; diese sind miteinander verknupft und kdnnen unter
dem Begriff ,Ischamie- und Reperfusionsschaden® zusammengefal3t werden.
Zu einer Schadigung des Organs kommt es bereits bei der Perfusion. Konser-
vierungslosung dringt aus den Blutgefalen ins Interstitium ein und bildet ein
extrazellulares Odem. Dadurch werden die Leberkapillaren zusammengedriickt,
was zu einer Verschlechterung der Perfusion der Leber fuhrt. Das extrazellulare
Odem wird bei der Reperfusion durch eindringendes Wasser verstarkt und be-
eintrachtigt dann auch die gleichmafige Wiederdurchblutung (Belzer und Sout-
hard 1988, Schlumpf 1996).

Durch die Unterbrechung der Blutzufuhr (Ischamie) und damit der Sauerstoffzu-
fuhr tritt wahrend der Perfusion innerhalb kurzester Zeit eine Hypoxie der Leber
ein. Die Bildung von ATP durch oxidative Phosphorylierung im Zytochrom-
system der Mitochondrien ist nicht mehr moglich, noch vorhandenes ATP ist
schnell aufgebraucht. Somit fehlt den ATP-abhangigen lonenpumpen in der
Zellmembran (Na*/K*-Pumpe, Ca?*-Pumpe) die Energie. Sie werden in ihrer
Aktivitat gehemmt, was durch die Hypothermie zusatzlich verstarkt wird (Cla-
vien et al. 1992, Raison 1973). Es kommt zu einer intrazellularen Na*- und
Ca?*-Akkumulation und somit zu einer Senkung des Membranpotentials (Gas-
barrini et al. 1992). Als Folge davon gelangen Cl'-lonen zusammen mit Wasser
entlang eines Konzentrationsgradienten in die Zelle und verursachen dadurch
ein Zellddem (Belzer und Southard 1988, Leaf 1956, Hansen et al. 1994).

Die intrazelluldre Ca?*-Akkumulation, die ihrerseits durch Azidose nochmals
verstarkt wird, fuhrt auf verschiedenen Wegen, zum Beispiel durch die Aktivie-
rung hydrolysierender Enzyme wie Phospholipasen und Proteasen, zur Schadi-
gung des Organs (Schanne et al. 1979, Cheung et al. 1986, Kurokawa und Ta-
kagi 1999).

Der durch die Hypoxie entstandene ATP-Mangel fuhrt auch dazu, daf} den Zel-
len zum Zeitpunkt der Reperfusion die Energie zur Reaktivierung der Na*-K*-

Pumpe und anderer energiekonsumierender Leistungen fehlt.
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Wahrend der Hypoxie kommt es vor allem durch die Laktatakkumulation bei der
anaeroben Glykolyse und die H*-Akkumulation durch Nukleotidhydrolysierung
zur intrazellularen Azidose. Die zellulare Ansauerung destabilisiert lysosomale
Membranen und stort den mitochondrialen pH-Gradienten und flhrt dadurch zu
einer Schadigung der Zelle (Woods und Krebs 1971, Belzer und Southard
1988), welche sich durch die Bildung von Ausstllpungen (,Blebs®) auf der Zell-
oberflache zeigt. Diese stehen in direktem Zusammenhang mit einem Aufbre-
chen des Zytoskeletts und fuhren zur irreversiblen Zellschadigung und schlief3-
lich zum Zelltod (Lemasters et al. 1983, Lemasters et al. 1987). Eine milde Azi-
dose (pH 7,1-7,2) scheint jedoch unschadlich, ja sogar von positiver Wirkung
auf die Organviabilitat zu sein (Bonventre und Cheung 1985, Currin et al. 1991).
Wahrend der Reperfusion kommt es zur Freisetzung von O,-Radikalen (Bzeizi
et al. 1997, Adkison et al. 1986). Dies ist vornehmlich bedingt durch die schnel-
le Degradierung von ATP wahrend der Ischamie, wodurch es zur Akkumulation
von Hypoxanthin kommt. Die Xanthin-Dehydrogenase wird in der Ischamiepha-
se durch proteolytische Enzyme zur Xanthin-Oxidase konvertiert (Stirpe und
Della Corte 1969, Marzi et al. 1989, Engerson et al. 1987, Yokoyama et al.
1990). Wahrend der Reperfusion entstehen nun bei der Oxidation von Hypo-
xanthin zu Xanthin und von Xanthin zu Harnsaure freie O,-Radikale. Diese grei-
fen mitochondriale und zellulare Membranen an und fuhren zur Schadigung von
Hepatozyten und sinusoidalen Endothelzellen (Pardini 1995, Kurokawa und
Takagi 1999, Adkison et al 1986, McCord 1985, DelMaestro 1980). Kupffer Zel-
len werden durch sie aktiviert, die ihrerseits Entzindungsmediatoren wie Zyto-
kine und freie O,-Radikale ausschutten (Shiratori et al. 1994, Jaeschke und
Farhood 1991). Des weiteren fuhren sie zur Aktivierung und Infiltration von Leu-
kozyten, vornehmlich polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten, aber auch
Lymphozyten (Koo und Komatsu 1991, Grisham et al. 1986). Die aktivierten
Leukozyten binden an die Endothelzellen und sammeln sich in den Lebersinu-
soiden an (Takei et al. 1991, Kurokawa et al 1996, Vollmar et al. 1996 b)). Un-
tersuchungen haben gezeigt, dal durch den Ischamie- und Reperfusionsscha-
den an der Oberflache der Endothelzellen verstarkt Adhasionsmolekule expri-

miert werden, an welche die Leukozyten adharieren (Kees et al. 2000, Granger
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et al. 1989, Steinhoff et al. 1990). Dies wird durch gleichzeitig in Endothelzellen
und Monozyten gebildete Mediatoren wie der Tumor-Nekrose Faktora (TNFa),
Interleukine und der Plattchen-aktivierende Faktor (PAF) verstarkt (Zhou et al.
1992, Le Moine et al. 1997, Pober 1998). Die Leukozyten setzen ihrerseits e-
benfalls toxische Metabolite wie O,-Radikale und Mediatoren frei, die so zur
Schadigung des Organs beitragen (Jaeschke et al. 1996, Arndt et al. 1991, An-
derson et al. 1991, Hernandez et al. 1987, Jaeschke et al. 1990, Takei et al.
1991, Varani et al. 1989). Die Leukozytenakkumulation in den Sinusoiden
schrankt die hepatische Mikrozirkulation erheblich ein, was durch eine gleich-
zeitig stattfindende Thrombozytenadhasion verstarkt wird (Clavien et al. 1992,
Clemens et al. 1997, Koo et al. 1992).

Die sinusoidalen Randzellen und hier insbesondere die Endothelzellen stellen
ein sehr vulnerables System dar, das neben ischamischen auch unmittelbar
mechanischen Einwirkungen, zum Beispiel dem Perfusionsdruck, ausgesetzt
ist. Der Parenchymzellschaden ist zum grof3en Teil auch eine Folge dieser Si-
nusoidalschadigung (Caldwell-Kenkel et al. 1987, Clavien al. 1992, McKeown et
al. 1988, Clavien 1998).

Die aufgefiihrten Schadigungen werden hervorgerufen durch den Zustand der
zunachst kalten und dann warmen Ischamie und der konsekutiven Reperfusion,
wobei der Grad der Schadigung abhangig ist von der Dauer der Ischamiezeit
(Clavien et al. 1992, Klar et al. 1998, Janny et al. 1997). Die in der Ischamiezeit
stattfindenden Zellveranderungen fuhren in der Reperfusionsphase zur Schadi-
gung. Dabei sind unterschiedliche Zellen der Leber unterschiedlich betroffen.
So werden die Endothelzellen hauptsachlich wahrend der kalten Ischamie, die
Hepatozyten besonders wahrend der warmen Ischamie geschadigt (Schon et
al. 1998, Otto et al. 1984, Ikeda et al. 1992).

Die wichtigste MaRnahme zur Minderung des Ischamie- und Reperfusionss-
chadens und zur Verlangerung der Konservierungsdauer ist die Kilhlung des
Transplantats in Eiswasser. Bei Normothermie erleidet die Leber schon nach
10-20 Minuten irreversible Schaden infolge des Sauerstoffmangels (Wolff und

Otto 1978). Bei einer Abkihlung um 10 °C zeigen die meisten Enzyme eine 1,5-
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2-fache Verringerung ihrer Aktivitat. Das bedeutet eine Herabsetzung der Stoff-
wechselaktivitat auf ca. ein Zwolftel bei einer Abkuhlung auf 1 °C (Belzer und
Southard 1988).

Durch den verlangsamten Stoffwechsel kdbnnen die Auswirkungen der Hypoxie
bis zu einem gewissen Grad abgefangen werden: Der ATP-Verbrauch wird ge-
drosselt, in den Zellen vorhandenes ATP halt langer vor. In einer Studie mit iso-
lierten Hepatozyten fiel der zellulare ATP-Gehalt um 50 % bzw. 70 % nach 24
Stunden bzw. 48 Stunden Konservierung in 4 °C kalter Losung (Sorrentino et al.
1991). Im Zustand der warmen Ischamie zeigte sich ein Abfallen des ATP-
Gehalts um 87 % bereits nach 120 Minuten (Kamiike et al. 1988).

Durch die hypotherme Konservierung wird die Degeneration von ATP zu Hypo-
xanthin und Xanthin verlangsamt. Bei der Wiedererwarmung des Organs durch
die Reperfusion entstehen weniger O,-Radikale. Dadurch kommt es zu einer
geringer ausgepragten Leukozyten- und Thrombozytenadhasion. Ebenso wird
die anaerobe Glykolyse und damit die Bildung von Laktat verlangsamt, die Azi-
dose wird gemindert. Dieser Effekt wurde sowohl bei der Reperfusion konser-
vierter Organe als auch in Zellkulturen nachgewiesen (Viebahn et al. 1991).
Andererseits verstarkt die Hypothermie die Zellschadigung, indem sie die in der
Zellmembran lokalisierten lonenpumpen zusatzlich verlangsamt und damit die

Bildung des intrazellularen Odems begiinstigt (Leaf 1956, Raison 1973).

1.2. Volumensubstitution mit hyperton-isoonkotischen Losungen

Die fruhe Reperfusionsphase bei der Lebertransplantation ist von einer hamo-
dynamischen Instabilitat gekennzeichnet, in der oft die rasche Infusion grof3er
Mengen an Volumenlosungen und gegebenenfalls der Einsatz von Katechola-
minen notwendig wird. Ziel mufd sowohl die Wiederherstellung der Makrohamo-
dynamik, das heif3t die Optimierung des globalen Sauertstoffangebots als auch
die Verbesserung des regionalen Blutflusses innerhalb der Leber sein.

Wie verschiedene Studien gezeigt haben, fuhrt die intravendse Bolusapplikation

einer kleinen Menge stark hypertoner Kochsalzlésung bei hamorrhagischem
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Schock zu einer raschen Verbesserung von Makrohamodynamik, regionalem
Blutflud und Mikrozirkulation (Alemayehu et al. 1996, Matsuoka und Wisner
1996, Vollmar et al. 1994, Maningas 1987). Die gunstigsten Kreislaufeffekte bei
optimaler Vertraglichkeit findet man bei einer Natriumkonzentration von 7,2-

7,5 g/l (Rocha e Silva et al. 1990). Der unmittelbare hamodynamische Effekt
dieser sogenannten ,small-volume resuscitation“ beruht auf der raschen Erho-
hung der Plasmaosmolaritat, wodurch ein osmotischer Gradient an den Zell-
membranen der Blut- und Endothelzellen, bzw. zwischen Intra- und Extravasal-
raum aufgebaut wird.

Durch entsprechende Zugabe von Hydroxyathylstarke wurde eine Losung hype-
ronkotisch. Der intravasale kolloid-osmotische Druck wuirde erhoht, die kardio-
vaskulare Wirkung dadurch verstarkt und verlangert und die Mikrozirkulation
verbessert (Kreimeier und Messmer 2002).

Der wesentliche Wirkmechanismus der hypertonen Losung ist die Mobilisierung
bzw. Verschiebung korpereigener Flussigkeiten in den Intravasalraum und da-
mit die Expansion des Plasmavolumens (Moon et al. 1996, Mazzoni et al. 1988)
weit Uber das Volumen der infundierten Losung hinaus. Die Flussigkeitsextrak-
tion aus den Kapillarendothelien fuhrt zu einer Abnahme der Endothel-
zellschwellung, also zur Reduktion des hydraulischen Widerstandes und damit
zu einer Verbesserung des mikrozirkulatorischen Blutflusses (Mazzoni et al.
1988, Corso et al. 1998, Vollmar et al. 1996 a), Kreimeier und Messmer 2002).
Mit der Plasmaexpansion ist eine Hamodilution verbunden, die die rheologi-
schen Eigenschaften des Blutes verbessert (Messmer und Kreimeier 1989). Es
kommt zu einer Homogenisierung der Kapillardurchblutung. Auflerdem reduzie-
ren hypertone Losungen die postischamische Leukozytenadharenz am Endo-
thel postkapillarer Venolen (Corso et al. 1999, Vollmar et al. 1996 a)) und stel-
len die Vasomotion im Kapillarbereich wieder her (Messmer und Kreimeier
1989). Durch die Relaxation der glatten Gefallmuskulatur bewirken sie ferner
eine Vasodilatation (Lundvall et al. 1969, Lautt et al. 1977). Dadurch sinkt der
vaskulare Widerstand, und der regionale Blutflu zu vitalen Organen nimmt zu
(Alemayehu et al. 1996, Kien et al. 1996).
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1.3. Diaspirin Crosslinked Hemoglobin — DCLHb

DCLHb (Baxter Healthcare Corporation) ist eine stromafreie, chemisch modifi-
zierte humane Hamoglobinlésung mit sauerstofftransportierenden Eigenschaf-
ten, die aus humanen Erythrozytenkonzentraten gewonnen wird. Stromafreies
Hamoglobin zerfallt intravaskular schnell in seine vier Untereinheiten und hat
deswegen eine kurze Halbwertszeit (Bunn et al. 1969). Eine Stabilisierung des
Tetramers wird erreicht durch die Reaktion von Hamoglobin mit bis (3, 5 dibro-
mosalicyl)-fumarat. Dabei kommt es zu einer chemischen Vernetzung der bei-
den o-Ketten und somit zu einer verlangerten Halbwertszeit des Hamoglobin-
molekuls (Snyder et al. 1987, Hess et al. 1989, Chatterjee et al. 1986, Nelson et
al. 1992).

Der globale Sauerstofftransport und die Sauerstoffabgabe an das Gewebe
durch DCLHDb sind vergleichbar mit den Eigenschaften von frischen Erythrozy-
tenkonzentraten. Da die Sauerstoffbindungskurve bei DCLHb gegenuber Voll-
blut nach rechts verschoben ist (p50 = 32-36 mmHg), gibt es leichter Sauerstoff
an das Gewebe ab (Baron 1998). Eine 10%ige DCLHb-LOsung ist leicht hype-
ronkotisch und damit als Volumenersatzmittel geeignet (Reah et al. 1997). Ne-
ben seinen sauerstofftransportierenden Eigenschaften hat DCLHb eine ausge-
pragte vasokonstriktorische Wirkung in den Arteriolen, die in einem deutlichen
Anstieg des mittleren arteriellen Blutdrucks resultiert (Sharma et al. 1994 b),
Reah et al. 1997, Przybelski et al. 1996). Die Vasokonstriktion beruht zum einen
darauf, daly DCLHb Stickstoffmonoxid (NO) bindet und inaktiviert, zum anderen
auf einer verstarkten Freisetzung von Endothelin aus den GefalRendothelien
(Gulati et al. 1997, Gulati et al. 1995, Schultz et al. 1993). Dadurch bewirkt
DCLHD eine verstarkte regionale Perfusion vitaler Organe, wobei anders als bei
der Anwendung von Katecholaminen keine Beeintrachtigung der Mikrozirkulati-
on festgestellt wurde. Eine Erhéhung des Herzzeitvolumens sowie des Schlag-
volumens nach DCLHb-Gabe wurde gemessen, eine Veranderung der Herzfre-
quenz wurde in keiner der genannten Studien beobachtet (Gulati et al. 1994,
Sharma und Gulati 1994, Reah et al. 1997).

In einem Ischamie-Reperfusionsmodell (Pickelmann et al. 1998) verminderte

die Applikation von DCLHb die postischamische Leukozytenadharenz und die
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Extravasation von Makromolekulen. Auflerdem foérderte sie die Erholung von
Kapillaren, wodurch ein dichteres funktionierendes Kapillargeflecht wiederher-
gestellt wurde, verbesserte das Stromungsverhalten der Erythrozyten und er-
hohte den Sauerstoffpartialdruck im Gewebe.

Mehrere Studien kamen zu dem Ergebnis, dal DCLHb nach hamorrhagischem
Schock die Hamodynamik und die Reperfusion wirksamer verbesserte als die
herkdbmmlichen kristalloiden und kolloidalen Losungen. Es wurde eine gute Ver-
traglichkeit bei nur voribergehenden und nicht schwerwiegenden Nebenwir-
kungen festgestellt (Przybelski et al. 1996, Baron et al. 1997, Rhea et al. 1997,
Dunlap et al. 1995). Eine neuere Untersuchung hat jedoch bei Patienten, die
nach hamorrhagischem oder septischem Schock mit DCLHb behandelt wurden,
eine hdohere Morbiditat und Mortalitat festgestellt als bei Patienten, die mit einer
kristalloiden Losung behandelt wurden (Sloan et al. 1999). In einer weiteren
Studie wurden die Uberlebenschancen von kritisch kranken Patienten vor der
Behandlung mit DCLHb bzw. einer kristalloiden Losung nach bestimmten Ana-
lyseverfahren prognostiziert. Es stellte sich dabei heraus, daf® in der DCLHb-
Gruppe mehr Patienten, die zuvor als Uberlebensfahig eingestuft worden waren
starben, als in der Kontrollgruppe. Es wurde jedoch nicht analysiert, durch wel-
che Schadigungsmechanismen diese Mortalitat entgegen der berechneten Pro-
gnose bedingt war (Sloan et al. 2002). Ob und in wie weit die beobachteten
Mortalitatsunterschiede auf die Behandlung mit DCLHb zurlckzuflhren sind,

bleibt noch zu untersuchen.

1.4. Glutathion-S-Transferasen

Glutathion-S-Transferasen (GST) sind dimere Multifunktionsproteine, die einer-
seits als Entgiftungsenzyme wirken, andererseits als intrazellulare Transport-
proteine von hydrophoben Molektlen wie Bilirubin, Steroiden und Gallensauren.
In der Leber sind sie an der Phase-II-Entgiftung beteiligt, indem sie die Konju-
gation von elektrophilen Giftstoffen an das nukleophile reduzierte Glutathion (y-

Glutamyl-Cystein-Glycin, GSH) katalysieren. Diese GSH-Konjugate werden
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entweder zu Merkaptursaure verstoffwechselt oder durch einen ATP-ab-
hangigen Transportmechanismus aus der Zelle transportiert (Boyer 1989, A-
wasthi et al. 1994).

Die ersten GST wurden in Rattenlebern von Booth et al. 1961 identifiziert
(Booth et al. 1961). Bis heute sind Uber 100 GST-Isoenzyme in verschiedenen
Spezies und in verschiedenen Gewebearten bekannt.

Die Bestimmung der GST-Aktivitat im Gewebe erfolgt normalerweise nach der
Methode von Habig, bei welcher 1-Chloro-2,4-Dinitrobenzol als Substrat ver-

wendet wird, da es die hochste Affinitat zum Enzym besitzt (Habig et al. 1974).

GST kommen fast ubiquitar in der Natur vor. Bei Saugern findet sich generell
eine hohe Konzentration (in manchen Organen bis zu 10 % der zytosolischen
Proteine). Bei anderen Spezies (z. B. Hai) lassen sich dagegen nur niedrige
Konzentrationen nachweisen. GST-Aktivitat 1alt sich in den meisten menschli-
chen Organen nachweisen, v. a. in Leber, Niere, Erythrozyten, Gehirn, Lunge,
Skelettmuskel, Intestinum, Haut, Leukozyten, Herz — wahrscheinlich enthalten
alle Organe GST. Mit einer mikrosomalen Ausnahme sind alle GST im Zytosol
lokalisiert (Boyer 1989, Awasthi et al. 1994).

Eine einheitliche Einteilung der vielen verschiedenen Isoenzyme und ihrer inter-
individuell unterschiedlichen Auspragung war schwierig. Mannervik et al. teilten
1985 die GST nach ihren immunologischen, strukturellen und kinetischen Ei-
genschaften in drei Hauptgruppen ein: a-, u- und n-GST. Die meisten kationi-
schen Formen gehdren zur a-Klasse, die Formen mit intermediaren pl-Werten
zur p-Klasse, die meisten anionischen Formen zur n-Klasse. Diese drei Klassen
umfassen Uber 90 % der GST-Proteine. Die restlichen knapp 10 % finden sich
nur in geringer Konzentration in wenigen Organen. Die GST der gleichen
Hauptgruppe weisen auch bei verschiedenen Spezies viele Gemeinsamkeiten
auf. Die Hybridisierung von Untereinheiten zu aktiven Dimeren findet nur inner-

halb einer Klasse statt (Mannervick et al. 1985).

Alle drei Klassen sind in unterschiedlichen Geweben in unterschiedlichen Kon-

zentrationen vorhanden, wobei fur die jeweiligen Organe verschiedene Isoen-
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zymmuster existieren (gewebsspezifische Auspragung), so finden sich zum
Beispiel in der Niere acht und in der Lunge mindestens drei verschiedene GST-
Isoenzyme der a-Klasse. Interindividuelle Schwankungen sind grof3 und wahr-
scheinlich genetisch bedingt. Generell finden sich in Leber und Niere des Men-
schen vor allem a-GST und n-GST- Formen, wobei die a-GST-Formen den
Hauptteil ausmachen. Diese beiden GST-Formen finden sich auch in anderen
Organen. In Lunge und Gehirn machen die n-GST-Formen den Hauptteil aus,
im Skelettmuskel finden sich u-GST-Formen, aber keine a-GST-Formen (Boyer
1989, Awasthi et al. 1994).

1.5. Alpha-Glutathion-S-Transferase

Herkommlich wird das Ausmal des Ischamie- und Reperfusionsschadens
durch die Bestimmung der Serumkonzentrationen der leberspezifischen Enzy-
me ALT (Alaninaminotransferase), AST (Aspartataminotransferase) sowie
GLDH (Glutamatdehydrogenase) und LDH (Laktatdehydrogenase) erfaldt (Hell
et al. 1972, Rosen et al. 1998).

Seit einiger Zeit gibt es Untersuchungen Uber a-GST als Indikator bei verschie-
denen Arten von Leberzellschadigungen. So wurde zum Beispiel ein Ansteigen
der a-GST Serumkonzentration bei chronischer Hepatitis (Nelson et al. 1995,
Hayes et al. 1988), bei Leberzellschadigung durch Paracetamollberdosierung
(Beckett et al. 1985), durch hamorrhagischen Schockzustand (Redl et al. 1995)
oder bei Leberzellschadigung durch Neugeborenenasphyxie (Beckett et al.
1989) oder Sepsis (Koo et al. 2002) beschrieben. Aus den Ergebnissen konnte
gefolgert werden, da® a-GST ein sehr guter Indikator fur Leberzellschadigung
ist, vor allem im Vergleich zu den Transaminasen AST und ALT, die in diesen
Studien haufig unbefriedigende Ergebnisse zeigten.

Alpha-GST bietet sich schon durch ihre hohe Konzentration im Zytosol der He-
patozyten (ca. 4-5 % des gesamten Leberproteins; Hiley et al. 1988, Hayes et

al. 1991) fur Untersuchungen der Leber an. Beim gesunden Menschen betragt
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die Serumkonzentration 0,7-14 ug/l (Platz et al. 1999). Darlber hinaus ist sie
den herkdmmlichen Parametern wie AST und ALT durch folgende Eigenschaf-
ten Uberlegen:

Wahrend sich AST und ALT fast nur periportal finden, laf3t sich a-GST sowohl
periportal als auch perizentral nachweisen (Rappaport 1980, Hiley et al. 1988).
Bei dieser homogenen Verteilung im gesamten Leberldappchen zeigt a-GST
durch den Anstieg ihrer Serumkonzentration also eine zentrilobulare Nekrose
frher und deutlicher an als die herkdmmlichen Parameter ALT und AST
(Schon et al. 1997). Da die perizentralen Hepatozyten empfindlicher auf hypoxi-
sche Zustande reagieren als die periportalen und somit zuerst von einer Scha-
digung betroffen sind (Schon et al. 1997, Redl et al. 1995) ist die Messung von
a-GST in diesem Zusammenhang sehr sinnvoll. Es ist jedoch festzuhalten, daf
sich die homogene Verteilung der a-GST auf die Hepatozyten beschrankt. In
den Zellen der intrahepatischen Gallengange finden sich Glutathion-S-
Transferasen der n-Gruppe (Platz et al. 1997, Campbell et al. 1991). Ein weite-
rer Vorteil der a-GST ist ein relativ geringes Molekulargewicht von ca. 50 kDa,
gegenuber ca. 95 kDa bei der AST, was die Permeabilitat durch die Membra-
nen erleichtert. Dies erklart moglicherweise das relativ schnelle Ansteigen ihrer
Serumkonzentration, welches Leberzellschadigungen rascher erkennen I1aft,
als die langsamer ansteigenden Transaminasen AST und ALT (Schon et al.
1997, Trull et al. 1994, Tiainen et al. 1996, Diaz et al. 1995).

Alpha-GST hat eine wesentlich kurzere Plasmahalbwertszeit (weniger als

90 Minuten) als AST (17 Stunden) und ALT (47 Stunden) oder LDH

(113 Stunden) (Schon et al. 1997, Tiainen et al. 1996). Trull et al. stellten sogar
eine Plasmahalbwertszeit von weniger als 60 Minuten fest (Trull et al. 1994).
Aufgrund der kurzeren Halbwertszeit normalisieren sich die Werte der Serum-
konzentration nach hepatozellularer Schadigung schneller als bei den obenge-
nannten Enzymen mit langeren Halbwertszeiten und zeigen so die Erholung der
Hepatozyten rascher an (Diaz et al. 1995, Matsumoto et al. 2000).
Verschiedene Studien haben gezeigt, dal3 auch der Anstieg der Serumkonzent-
ration schneller und stetiger ist, als bei herkdmmlichen Leberfunktionstests
(Busch et al. 2000, Schon et al. 1997, Trull et al. 1994, Tiainen et al. 1996, Van
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Wagensveld et al. 1997, Diaz et al. 1995). Nach Lebertransplantationen mit un-
kompliziertem postoperativem Verlauf normalisiert sich die Serumkonzentration
der a-GST bereits innerhalb von 48-72 Stunden (Schenk et al. 2000, Platz et al.
1999), wahrend sich die herkommlichen Parameter wie AST und ALT erst nach
Tagen bis Wochen normalisieren.

Der schnelle Anstieg und der schnelle Ruckgang der a-GST Serumkonzentrati-
on machen es mdglich, kurzfristige Anderungen im Sinne von Verbesserung
oder Verschlechterung des Leberzustandes zu erkennen und auf mdgliche Ur-
sachen zurtickzufihren. Ein Wiederanstieg nach Normalisierung |aRt eine er-
neute hepatozellulare Schadigung erkennen und macht rechtzeitige therapeuti-
sche MalRnahmen moglich (Platz et al. 1999, Tiainen et al. 1996), wahrend die
langerfristig erhdhten AST- und ALT-Werte eine erneute Schadigung nicht oder
nur gering und spater anzeigen. Eine eventuelle Therapie der postoperativen
Schadigung laft sich ebenfalls anhand des Verlaufs der a-GST Werte rasch
beurteilen: Die erfolgreiche Behandlung akuter Absto3ungsreaktionen nach Le-
bertransplantation mit Steroiden kann zum Beispiel durch das prompte Abfallen
der a-GST Serumkonzentration viel schneller und genauer beurteilt werden, als
mit den langerzeitig erhdhten Transaminasen AST und ALT (Platz et al. 1997,
Platz et al. 1999, Dickson et al. 1999, Trull et al. 1994). Aulderdem kann durch
die a-GST Serumkonzentration zwischen steroid-sensitiver und steroid-
resistenter AbstoRungsart unterschieden werden. Dadurch kann die Absto-
Rungstherapie genauer dem Bedarf angepaldt, das heildt es kann eine unnatig
uberhdhte Immunsuppression vermieden werden und das Risiko opportunisti-
scher Infektionen und anderer schwerer Nebenwirkungen dadurch erheblich
gemindert werden (Platz et al. 1997, Platz et al. 1999, Trull et al. 1994). Bei Ab-
stoRungsreaktionen zeigt sich ein klarer Anstieg der Serumkonzentration von o-
GST (Dickson et al. 1999, Diaz et al. 1995). In einer Studie konnte ein Anstieg
von uber 50 % beobachtet werden (Trull et al. 1994). Jedoch ist a-GST kein
spezifischer Indikator fur AbstoRungsreaktionen, sondern flr jegliche Art der
hepatozellularen Schadigung (Nagral et al. 1998, Hughes et al. 1997).
Aufgrund der erwahnten Eigenschaften der a-GST, wie die gleichmallige Ver-

teilung in der Leber, die hohe Konzentration im Zytosol, die kurze Halbwertszeit
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und das geringe Molekulargewicht, scheint a-GST ein wertvolles Enzym bei der

Bestimmung des Ischamie- und Reperfusionsschadens zu sein.

1.6. Fragestellung

In der vorliegenden Studie soll die Aussagekraft der a-GST als Indikator des
hepatischen Ischamie- und Reperfusionsschadens in einem Akutmodell der
orthotopen Schweinelebertransplantation untersucht werden. Es werden in die-
ser Versuchsanordnung drei verschiedene Reperfusionsstrategien untersucht
und die Aussagekraft der a-GST mit der Aussagekraft der herkdmmlichen Pa-
rameter AST und ALT verglichen.

Die drei Reperfusionsstrategien involvieren die Applikation von Diaspirin-
Crosslinked Hemoglobin (DCLHDb) in der frihen Reperfusionsphase bei der ei-
nen Gruppe, einer hyperton-isoonkotischen Losung (Hyperhes, HHES) bei der
zweiten Gruppe und einer isoton-isoonkotischen Losung (HAES-steril) bei der
Kontrollgruppe.

Durch die Vergleiche soll zum einen ein moglichst genaues und differenziertes
Bild davon gewonnen werden, wie a-GST das Ausmal} der Leberschadigung
anzeigt, zum anderen konnen Aufschlisse daruber erwartet werden, wie die
verglichenen Reperfusionsstrategien das Ausmal der Leberschadigung beein-
flussen.

Die Hypothesen sind zum einen, dal} a-GST der sensitivere und genauere Mar-
ker fur die Leberzellschadigung bei Lebertransplantation ist, zum anderen, dal}
die Applikation von DCLHb und HHES den globalen Blutflul® zur Leber steigert,
die intrahepatische Verteilung desselben verbessert und zu einer besseren
Gewebeoxygenierung und einer stabileren Hamodynamik wahrend der Reper-
fusion fuhrt und damit insgesamt den Ischamie- und Reperfusionsschaden min-
dert.
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2. Material und Methoden

2.1. Versuchstiere

Fir die vorliegende Versuchsreihe wurden 68 Schweine (Deutsches Haus-
schwein) verwendet. Das Tiergewicht lag zwischen 30 und 34 kg. 34 Transplan-
tationen wurden durchgeflihrt, dabei wurde jeweils in der gleichen Zuchtlinie
transplantiert.

Dieser Tierversuch wurde der Tierschutzkommission beim Regierungsprasiden-

ten in TUbingen vorgelegt und genehmigt.

2.2. Konservierungslosung

Bei allen Transplantationen wurde die von Bretschneider entwickelte Histidin-
Tryptophan-Ketoglutarat Losung (HTK) (Custodiol, Dr. F. Kéhler Chemie

GmbH, Alsbach-Hahnlein) verwendet.

2.3. Zusammensetzung der Volumenersatzlosungen

Als Volumenersatzlosungen (Tab. 2. 1.) wurden eine stromafreie chemisch mo-
difizierte humane Hamoglobinldsung (Diaspirin-Crosslinked Hemoglobin /
DCLHb, Baxter Healthcare Corporation) und eine hyperton-isoonkotische L6-
sung (Hyperhes, d. h. 6 % Hydroxyathylstarke 200.000/0,5 in 7,2%iger NaCl-
Losung / HHES, Fresenius GmbH) verwendet. Eine isoton-isoonkotische Lo-
sung (d. h. 6 % Hydroxyathylstarke 200.000/0,5 in 0,9%iger NaCl-Lésung /

HAES-steril, Fresenius GmbH) wurde als Kontrolldsung eingesetzt.
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Tabelle 2. 1.: Zusammensetzung der Volumenersatzlosungen
Volumener- | NaCl Na* Ccr Osmolaritat| Hdroxyathyl- | KOD p50
satzlésung (g/l) (mmol/l) | (mmol/l)| (mosm/l) |starke (g/l) |(mmHg) |(mmHg)
Hyperhes 72,0 1232 1232 2464 60 36 --
DCLHb 8,5 145 145 290 -- 48 36
HAES-steril | 9,0 154 154 308 60 36 --
Legende: KOD = kolloidosmotischer Druck
pS0 = Sauerstoffpartialdruck, bei dem eine Sauerstoffsatti-

gung des Hamoglobins von 50 % erreicht wird

2.4. Operationsvorbereitung

Die Versuchstiere wurden 24 Stunden vor der Operation bei freier Trinkmenge
ndchtern gehalten. Spender und Empfanger waren Geschwistertiere um die
postoperative Gefahr der AbstoRung, bzw. deren Auswirkungen auf die Mel3er-
gebnisse zu vermindern, obgleich sich gezeigt hat, dal3 AbstoRungsreaktionen
bei Schweinelebertransplantationen in einer milden Form verlaufen (Calne et al.
1967 a) und b), Bockhorn et al. 1972, Hell et al. 1971, Oldhafer et al. 1993).

Die transplantierten Tiere erhielten keine immunsuppressive Therapie, um de-
ren medikamentose Einflusse auf den Reperfusionsschaden auszuschliel3en
(Kawano et al. 1990).

Am Vorabend der Operation erhielten die Tiere 300 mg Ranitidin (Sostril) mit

der Nahrung verflttert.
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2.5. Anasthesie

Die Tiere erhielten eine Pramedikation mit 0,3-0,5 mg/kg Kérpergewicht (KG)
Midazolam (Dormicum) i. m., 10-12 mg/kg KG Ketamin (Ketanest) i. m. und
0,02-0,05 mg/kg KG Atropin i. m..

Die Narkoseeinleitung erfolgte Uber einen periphervendsen Zugang (Abbocath
20 G) in der Ohrvene mit 1-1,5 mg/kg KG Methohexital (Brevimytal) und ca. 5-
10 ml Fentanyl (Fentanyl-Janssen). Nach endotrachealer Intubation wurde die
Narkose mit 0,02 mg/kg KG Fentanyl (Fentanyl-Janssen) und 0,4 mg/kg KG
Midazolam (Dormicum) fortgeflhrt. Die Relaxierung erfolgte mit Pancuronium
(Pancuronium, 2 mi/h, Dosis nach Bedarf), Gber einen 50 ml Perfusor. Die Tiere
wurden mit einem Tidalvolumen von ca. 10-12 ml/kg KG, gesteuert nach Analy-
se der Blutgase, bei einer Atemfrequenz von 12-15 /min beatmet (Siemens
Servo 900 C).

Das Monitoring erfolgte tber einen HP Monitor Merlin mit angeschlossenem
MARS Uberwachungssystem und Drucker.

Bei Bedarf wurden die Ublichen Notfallmedikamente gegeben (Adrenalin, Nor-
adrenalin, Xylocain, Dopamin, Dobutamin und Natrium-Bikarbonat). Die Volu-
mengabe mit Elektrolytgrundiésung und HAES-steril 6 % orientierte sich am
Blutverlust; Vollblut vom Spendertier wurde dem Empfangertier nach Bedarf

transfundiert.

2.6. Spenderoperation

Die Operationstechnik entspricht weitgehend der von Calne (Calne et al. 1967

a) und b)), soll jedoch mit ihren Varianten hier aufgefuhrt werden:

Unter sterilen Bedingungen wurden einseitig die Halsgefal3e des Tieres freige-
legt. In die rechte Arteria carotis interna wurde ein PVC-Katheter (Abbocath 14
G, mit ,Heidelberger Verlangerung®) gelegt. Hieruber erfolgten eine kontinuierli-

che Blutdruckmessung und die Blutentnahmen fur die Laboruntersuchung. In
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die rechte Vena jugularis interna, bzw. Vena subclavia wurde ein zentralveno-
ser Katheter (Shaldon-Katheter 12 Fr) gelegt. Kurz vor der medianen Laparo-
tomie wurde Blut fur die Laboruntersuchung abgenommen. Nach Einsetzen ei-
nes Bauchspreizers erfolgte die Splenektomie und schliellich die Praparation
der Leberpforte. Zwei wichtige Gesichtspunkte bei der Explantation sind, die
Manipulation der Leber und ihrer zufihrenden Gefalde vor der Perfusion so ge-
ring wie moglich zu halten und die Gefale moglichst leberfern zu praparieren.
Der im Ligamentum hepatoduodenale gelegene Ductus choledochus wurde
duodenumnah freigelegt, ligiert und durchtrennt. Anschlielend wurden die Arte-
ria hepatica und Vena portae im Ligamentum aufgesucht, freiprapariert und an-
geschlungen. Nun wurde eine Kontrollmessung des Leber-pO, mit Gewebemik-
rokathetern, eine Blutentnahme und eine Blutgasanalyse durchgefuhrt. Die
Umstechung der drei Zwerchfellvenen erfolgte nahe an der Einmindung in die
suprahepatische Vena cava inferior. Proximal des Truncus coeliacus wurde die
Aorta angeschlungen und bei Perfusionsbeginn ligiert, um wahrend der Perfusi-
on einen Abstrom nach kranial zu vermeiden. Fur die aortale Perfusion wurde
eine Schleuse (8,5 Fr) nach Freilegung in die Aorta eingefuhrt. Kurz vor der an-
hepatischen Phase wurde Blut fir die Laboruntersuchung abgenommen und
dem Tier intravenos Liquemin (Hoffmann La Roche 50 IE/kg KG) zur Vermei-
dung von intrahepatischen Mikroembolien injiziert. Wahrend der Spenderopera-
tion wurde Uber den in der Arteria carotis interna liegenden PVC-Katheter Voll-
blut abgenommen, das in CPDA-Beuteln aufbewahrt wurde und zur spateren
Transfusion beim Empfanger diente. Der Vorgang wurde abgeschlossen, bevor
die Heparinisierung des Tieres zur Vorbereitung der Organperfusion erfolgte.
Die Perfusionsschlauche wurden nun in die Vena portae und in die Aorta einge-
legt und befestigt und die simultane Perfusion begonnen. Dabei wurde die sup-
ra- und infrahepatische Vena cava inferior zur Entlastung der Leber durchtrennt.
Die Perfusion erfolgte mittels Schwerkraft Uber fur die Transplantation Ubliche
grol3kalibrige Schlauche. Es hat sich erwiesen, dal® der arterielle Perfusi-
onsdruck den physiologischen Blutdruck nicht Uberschreiten sollte. Dieser be-
tragt in der Arteria hepatica im Mittel 100 mmHg, in der Vena portae 10-

12 mmHg. Um einerseits eine mechanische Uberbeanspruchung mit folgender
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Endothelzellschadigung zu vermeiden, andererseits ein zugiges Freispulen mit
rascher Kuhlung der Leber zu garantieren, wurden die Perfusionsdriicke ent-
sprechend arteriell auf ca. 120 cm H,O und portal-venos auf ca. 30 cm H,O
festgelegt. Die Perfusionsmenge betrug jeweils ein Liter arteriell und funf Liter
vends. Zum Zeitpunkt der Perfusion hatte die Konservierungslésung eine Tem-
peratur von 4 °Celsius; die Leber wurde zusatzlich in situ durch eiskalte NaCl-
Losung oberflachengekuhlt. Am Ende der Perfusion erfolgte die Entnahme des
Organs, das dann in eisgekuhlter FlUissigkeit weiterprapariert wurde. Dazu ge-
hoérten das Abbinden des Ductus cysticus, das Kurzen der suprahepatischen
Vena cava inferior und die Skelettierung der Arteria hepatica und der Vena por-
tae. Anschliel3end wurde die Leber in sterile Tucher verpackt und bis zur
Transplantation in einer Schussel mit Eiswasser im Kuhlhaus bei einer durch-
schnittlichen Temperatur von 4 °Celsius aufbewahrt.

Es wurde eine Ischamiezeit von 6-6%2 Stunden gewahlt (im Mittel 6,25 Stun-
den). Experimentelle Lebertransplantationen am Schwein zeigten, dal} Ischa-
miezeiten in dieser Groldenordnung fur das Transplantat und seine Funktionsra-
te optimal sind (Schareck et al. 1991, Klar et al. 1998).

2.7. Bypassverfahren

Im Anschlul® an die Hepatektomie wurde ein Cava-Conduit vom Spendertier fur
das Bypassverfahren beim Empfangertier prapariert (Abb. 2. 1). Ein Cava-
Segment unterhalb der Leber bis oberhalb der Bifurkation einschlief3lich beider
Nierenvenen wurde prapariert, kleine Seitenaste wurden unterbunden. Vor der
anhepatischen Phase wurde das Cava-Conduit im Empfanger anastomosiert:
Die distale Offnung wurde end-zu-seit mit der infrahepatischen Vena cava des
Empfangers, die proximale Offnung end-zu-seit mit der Vena portae des Emp-
fangers anastomosiert. In die eine Nierenvene wurde eine ausreichend dicke
Venenkanule einligiert, die das Blut in den Schlauch eines extrakorporalen, in
die Vena jugularis fuhrenden Bypass leitete, die andere Nierenvene wurde un-

terbunden.
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Abbildung 2. 1.: Bypassverfahren: Cava-Conduit nach Enthahme beim

Spender (links) und nach Anlage beim Empfanger (rechts)

2.8. Empfangeroperation

Hauptgesichtspunkte der Empfangeroperation waren eine moglichst lebernahe
Durchtrennung des Ductus choledochus und der Gefal3e und eine sorgfaltige
Blutstillung in der anhepatischen Phase, die mdglichst kurz gehalten werden
sollte. Die Gefal3e wurden also moglichst spat abgeklemmit.

Zunachst wurden die Halsgefalie freigelegt; in die rechte Vena subclavia wurde
ein zentralvendser Katheter (Shaldon-Katheter) gelegt, in die rechte Vena jugu-
laris interna eine Schleuse (8,5 Fr), Uber die ein Pulmonalis-Katheter (Swan-
Ganz 7,5 Fr) eingeschwemmt wurde. Uber die rechte Arteria carotis interna
wurde unter Durchleuchtung ein Linksherzkatheter in den linken Ventrikel vor-
geschoben; kranial davon wurde ein PVC-Katheter (Abbocath 14/16 G, mit
,Heidelberger-Verlangerung®) in die Arterie zur kontinuierlichen Blutdruckmes-
sung und zur Blutabnahme gelegt. In die linke Vena jugularis wurde ein dicklu-
miger Katheter (30 Fr oder 24 Fr, je nach Gefal3kaliber) als Vorbereitung fur

den porto-cavo-jugularen Bypass gelegt. Kurz vor der medianen Laparotomie
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wurde wie beim Spender an dieser Stelle Blut abgenommen. Nach Eréffnen des
Abdomens erfolgte zunachst die Anlage eines suprapubischen Blasenkatheters
(Ch 8), zur standigen Kontrolle der Nierenfunktion, der Uber eine Tabaksbeutel-
naht befestigt wurde. Die Gefalstrukturen der Leber wurden nun organnah dar-
gestellt (infra- und suprahepatische Vena cava inferior, Ductus choledochus,
Arteria hepatica, Vena portae), der Ductus choledochus wurde abgebunden.
Zur Aspiration einer Referenzprobe fur die Messung des arteriellen Blutflusses
in der Leber mit fluoreszierenden Microspheres wurde eine Schleuse (7 Fr) fur
die EinfUhrung eines Pigtail-Katheters in die Aorta abdominalis gelegt. An die-
ser Stelle wurde eine Kontrollmessung durchgefuhrt: neben einer Analyse der
Blutgase und einer Blutentnahme fur die Laboruntersuchung wurde der Leber-
pO,, der Magen-pH und die Temperatur der Leber gemessen. Der globale he-
patische Blutflul} wurde Uber Ultraschall-Sonden an Arteria hepatica und Vena
portae gemessen und es erfolgte eine Injektion von fluoreszierenden Mic-
rospheres. Die infrahepatische Vena cava inferior wurde nun fur das Bypass-
verfahren partiell ausgeklemmt um die Anastomose mit dem Cava-Conduit fer-
tigen zu kénnen. Dann wurde die Vena portae partiell ausgeklemmt um hier
ebenfalls eine Anastomose mit dem Cava-Conduit fertigen zu kénnen. Der be-
reits am Cava-Conduit fixierte und der in der Vena jugularis liegende Bypass-
Katheter wurden nach entsprechender Entliftung miteinander konnektiert; der
porto-cavo-jugulare Shunt wurde freigegeben.

Arteria hepatica, Vena portae sowie infra- und suprahepatische Vena cava infe-
rior wurden nach Setzen von entsprechenden GefalRklemmen durchtrennt. Um
letztere abzuklemmen zog man das Organ nach kaudal und setzte zwei Cava-
Klemmen unter Mithahme eines schmalen Zwerchfellbereichs, das Gefal® wur-
de dann unmittelbar an der Leber durchtrennt. Die Empfangerleber wurde aus
den Anheftungen im Retroperitoneum geldst und entfernt.

Nun erfolgte die Implantation der Spenderleber.

Die Anastomosen wurden fortlaufend mit nichtresorbierbarem Nahtmaterial ge-
naht. Zunachst wurde die suprahepatische Vena cava inferior-Anastomose,
dann die infrahepatische Vena cava inferior-Anastomose gefertigt (jeweils mit

Ethibond 4,0 doppelt armiert). Es folgte die Anastomose der Vena portae (Pro-
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lene 5,0 doppelt armiert) und schliel3lich die Anastomose der Arteria hepatica
(Prolene 5,0 Bv 1). Die obere Cava-Anastomose muldte wegen der schweren
spateren Zugangigkeit primar dicht sein; nach Anlegen von Eckfaden erfolgte
eine zirkulare Naht; begonnen wurde mit der Hinterwand, der Zwerchfellrand
des Empfangers wurde dabei mitgefal3t. Vor Fertigstellung der Anastomose
wurde ein Katheter in eine Lebervene eingeflihrt, um hiertiber wahrend der Re-
perfusion Perfusat und zu spateren MefRzeitpunkten hepato-vendse Blutgas-
analysen abnehmen zu kénnen. Fur die Anastomose der Vena portae wurden
Spender- und Empfangerpfortader auf erforderliche Léange gekiirzt, eine Uber-
lange muldte vermieden werden, da sonst die Gefahr einer Abknickung und
damit einer BlutfluBminderung bestand. Nach Fertigstellung aller Anastomosen
erfolgte eine Messung der zu bestimmenden Parameter, wie sie bereits vor der
Hepatektomie vorgenommen worden war (s. Abb. 2. 2.), in der noch anhepati-
schen Phase. Kurz vor dem Offnen der Klemmen an Vena portae und Arteria
hepatica erfolgte die Bolusinjektion der entsprechenden Volumenersatzlésung
(4 ml/kg KG). Es wurde 14 Empfangerschweinen Diaspirin-Crosslinked-
Hemoglobin (DCLHb), 10 Empfangerschweinen Hyperhes (HHES) und 10 Emp-
fangerschweinen eine isoton-isoonkotische Kontrollésung (Haes-steril) zentral-
venOs appliziert. Bei der simultanen Reperfusion Uber die beiden Gefalte mit
Offnen der zunéchst supra- dann infrahepatischen Vena cava inferior-Klemme
war es in der frihen Phase wichtig, die Dichtigkeit der Anastomosen zu kontrol-
lieren und den Kreislauf zu stabilisieren (u. a. durch Gabe von Spenderblut und
Ruckgabe des Blutes aus den Bypassschlauchen uber die Vena jugularis ex-
terna). Es erfolgte eine Blutentnahme aus der wiederperfundierten Leber Uber
den in der Lebervene liegenden Katheter und anschliel3end die erste Messung
nach Reperfusion. Die Empfangertiere wurden auf dem Operationstisch in Voll-
narkose fur eine Dauer von sechs Stunden beobachtet. In dieser Zeit erfolgte
die Erhebung und Dokumentation der unterschiedlichen MelRparameter, bzw.
die Probengewinnung zu festgelegten Zeitpunkten (s. Abb. 2. 2.).
Anschlieend wurde der Versuch durch Tétung der Tiere mittels Gabe von Pen-

tobarbital (Nembutal) und gesattigter KCI-Losung in tiefer Narkose beendet.
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2.9. MeRzeitpunkte und MeRparameter

Nach der Narkoseeinleitung und unmittelbar vor der Hepatektomie wurden beim
Spender- und Empfangertier Blutproben entnommen. Im weiteren Verlauf wur-
den beim Empfangertier eine Probe aus dem Perfusat und ab dem Beginn der

Reperfusion in festgelegten Zeitabstanden Blutproben entnommen.

Aus den Blutproben wurden neben den Transferasen/Transaminasen (a-GST,
AST und ALT) die Enzyme GLDH, LDH und die Lebersyntheseparameter (Ge-
samteiweil®, Albumin, Cholinesterase) sowie Konjugations- und Exkretionspa-

rameter der Leber (Bilirubin, y-Glutamyltransferase) bestimmt.

Des weiteren wurden die Elektrolyte bestimmt und ein kleines Blutbild (Hamog-
lobin, Hamatokrit, Leukozyten, Thrombozyten) erstellt.

Zusatzlich wurden arterielle, gemischtvendse und hepatovendse Blutgasanaly-
sen durchgefuhrt. (s. Abb. 2. 2.)
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Abbildung 2. 2.: Mel3zeitpunkte im Versuchsablauf
(Kurz vor Beginn der Reperfusionsphase wurden 4 ml/kg KG der entsprechen-

den Volumenersatzldsung als Bolusinfusion zentralvends appliziert.)

Kurz vor Laparotomie und kurz vor Hepatektomie wurden beim Spendertier (B,
B2) und beim Empfangertier (Bs, B4) Blutproben entnommen. Im weiteren Ver-
lauf wurde beim Empfangertier unmittelbar nach Reperfusion eine Probe aus
dem Perfusat (Bs) entnommen, wobei hier das erste Blut abgefangen wurde,
das durch die wiederperfundierte Leber flo3. Es folgte eine Blutentnahme flnf
Minuten nach Reperfusion (Bg) und vier Blutentnahmen im Abstand von je 15
Minuten (B7-B1o). Bis zum Ende des sechsstlindigen Beobachtungszeitraumes
wurden weitere funf Blutproben (B11-B4s5) im Abstand von je 60 Minuten ent-

nommen.
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Zu den Melzeitpunkten M4-M43 wurden der globale hepatische Blutfluf® mit Ult-
raschallsonden (Flow-Probes), der Leber pO, mit Gewebemikrokathetern, der
Magen-pHi Uber eine liegende Magensonde und die Lebertemperatur gemes-
sen. Dabei war M, die Kontrollmessung nach Laparotomie beim Spender-, M,
die Kontrollmessung nach Laparotomie beim Empfangertier. M3 war die Mes-
sung in der anhepatischen Phase und M4 die Messung funf Minuten nach Re-

perfusion und ab dann alle 15, spater alle 60 Minuten bis Versuchsende.

Zu den Melzeitpunkten FMS4 praanhepatische Phase, FMS, anhepatische
Phase, FMS; 5 Minuten nach Reperfusion, FMS, 35 Minuten nach Reperfusion
und FMSs5 65 Minuten nach Reperfusion erfolgte jeweils eine Injektion von fluo-
reszierenden Microspheres zur spateren Bestimmung des arteriellen Blutflusses

in der Leber.

Wahrend der gesamten Operationszeit wurden neben der EKG-Ableitung ha-

modynamische und Oxygenierungsparameter erfalt und dokumentiert.

2.10. Probenbearbeitung

Die Blutproben wurden bei Spender- und Empfangertier arteriell entnommen,
des weiteren wurde eine gesondert zu betrachtende Blutprobe unmittelbar nach
Reperfusion der Leber aus der Lebervene entnommen; es wurde hierbei das
erste Blut enthommen, das durch die wiederperfundierte Leber floR3.

Die Proben fur die a-GST Bestimmung wurden 10 Minuten bei 200 g zentrifu-
giert, 1 ml des Uberstehenden Serums abgenommen und bis zur Bestimmung
bei — 20 °C gelagert.

Die Bestimmung der Routinelaborwerte erfolgte durch das Zentrallabor der Uni-
versitat Tubingen nach den Vorgaben der deutschen Gesellschaft fur klinische

Chemie.
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2.11. Bestimmung der Glutathion-S-Transferase

2.11.2. Bestimmung der Enzymaktivitat von GST im Serum

Die Enzymaktivitat der GST wurde mit der Methode nach Habig (Habig und
Pabst et al. 1974) bestimmt, die auf ein automatisiertes Laborsystem ubertra-
gen (Vitalab Eclipse, Merck, Darmstadt) wurde.

Der Reaktionspuffer enthielt 0,1 M Na/K-Phosphat (pH 6,5; KH2PO4; Na;HPO,),
4 % Athanol, 2,5 mM Glutathion und 1 mM 1-Chlor-2,4-Dinitrobenzol. Von den
Proben wurden jeweils 5 ul mit je 800 ul des Reagens gemischt, die Inkubati-
onszeit wurde auf 48 Sekunden festgelegt, welcher sich eine Verzogerungszeit
von 10 Sekunden und eine kinetische Melzeit von 20 Sekunden bei 340 nm
anschlof3. Die Bildung von 1 umol 1-Chloro-2,4-Dinitrobenzol (¢ =

9,6 mM™ cm™) Konjugat pro Minute bei 25 °C wurde als 1 U festgelegt. Die Hin-
tergrundaktivitit von 0,009 min™ (= 151 U/l in der Probe) wurde automatisch
ausgeglichen.

Alle Chemikalien wurden bei Sigma, St. Louis, USA bezogen.

2.11.3. Bestimmung der Konzentration von a-GST im Serum

Die Bestimmung der Konzentration der a-GST erfolgte mittels eines speziell fur
Schweineplasma ausgerichteten quantitativen Enzymimmunoassays (HEPKIT-
Alpha, Biotrin, Dublin, Irland). Auf eine mit Anti-a-GST-Immunglobulin G be-
schichtete Mikrotitierplatte wurde schrittweise die Probe, Ig G (Anti-a-GST), das
Enzymkonjugat und das Substrat zugegeben. Die resultierende Farbintensitat
war proportional zur vorhandenen Menge von a-GST in der Probe. Der Mel3be-
reich reichte bis 100 ug/l, durch entsprechende Verdunnung der Proben wurden

diese Melbereiche angepalit.
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2.12. Messung des arteriellen Blutflusses in der Leber mit fluoreszieren-

den Microspheres

Das Prinzip dieser Methode beruht auf der Messung der Fluoreszenz der in den
linken Ventrikel injizierten Microspheres, die sich von dort im Organismus mit
dem arteriellen BlutfluR verteilen.

Bei dieser Methode wurden Microspheres zu den definierten Zeitpunkten in je-
weils verschiedener Farbung in den linken Ventrikel injiziert. Von dort verteilen
sie sich mit dem arteriellen Blutflul® im Organismus. Nach Versuchsende wur-
den Proben von Leber, Magen, Herz und Nieren entnommen und im Labor auf
ihre Fluoreszenz gemessen. Daraus wurde nach vorgegebener Formel der arte-
rielle Blutflud errechnet. Der dafur notwendige Referenzwert wurde aus einer

Aspirationsprobe aus der Aorta abdominalis berechnet.

2.13. Messung des hepatischen Blutflusses mit Ultraschall-Flow-Probes

Durch Anbringen je einer Ultraschall Flow-Probe an der Arteria hepatica und
der Vena portae wurde in der Reperfusionsphase zu bestimmten MelRzeitpunk-
ten der FluR in beiden Gefalken gemessen und in ml/min angegeben.

(Transonic Systems Flowmeter T206; Fa. Transonic Systems Inc. Ithaca, NY)

2.14. Statistik

Nichtlineare Korrelationen zweier kontinuierlicher Parameter wurden mit dem
Rho-Test nach Spearman getestet. Ungepaarte kontinuierliche Parameter in
den drei Versuchsgruppen wurden nach Turkey-Kramer getestet. Eine Irrtums-

wahrscheinlichkeit p<0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.
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3. Ergebnisse

3.1. Glutathion-S-Transferase als valider Parameter fiir das AusmaRf des

Ischamie- und Reperfusionsschadens

3.1.1.  Verlauf der Enzymaktivitaten von ALT, AST und GST im Serum ab Be-

ginn der Reperfusion

Der Verlauf der Enzymaktivitaten von ALT, AST und GST im Serum wurde un-
ter den Bedingungen der drei verschiedenen Reperfusionslidésungen (DCLHb,
n=14; HHES, n=10; Haes-steril, n=10) beobachtet und verglichen. Es soll Auf-
schlul® dariber gewonnen werden, wie die genannten Enzyme durch ihre Aktivi-
tat im Serum jeweils die Schadigungen der Leber bei Ischamie und Reperfusion

anzeigen und wie sie sich als Indikatoren fur solche Schadigungen eignen.

DCLHb-Gruppe:

Die Aktivitat der ALT im Serum lag ab dem Beginn der Reperfusion zwischen
1316 und 1918 U/I, die Werte blieben im gesamten Beobachtungszeitraum auf
niedrigem Niveau annahernd konstant (Abb. 3. 1.).

Die AST-Aktivitat stieg dagegen in den ersten finf Minuten nach Reperfusion
von 3248 U/l auf 216+74 U/I, d. h. auf das fast 7-fache ihres Ausgangswertes
vor Hepatektomie an. Die Werte lagen bis zum Zeitpunkt zwei Stunden nach
Reperfusion zwischen 250174 und 258489 U/I. Vier Stunden nach Reperfusion
war die AST-Aktivitat bei insgesamt geringem Anstieg und Abfall der Werte auf
ihr post-operatives Maximum von 275+90 U/l angestiegen. Es folgte ein sehr
leichter Abfall der Aktivitdt um 7 % in den letzten beiden Stunden des Beobach-
tungszeitraumes auf 256+70 UI/I.

Die Aktivitat der GST im Serum stieg in den ersten funf Minuten nach Reperfu-
sion von 59+31 U/l auf 15650+405 U/I, d. h. auf das ca. 26-fache ihres Aus-
gangswertes vor Hepatektomie an und zeigte damit einen ca. siebenmal starke-

ren Anstieg als die AST-Aktivitat im gleichen Zeitraum. Bereits 20 Minuten nach
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Reperfusion erreichte die GST-Aktivitat ihren post-operativen Maximalwert mit
16881416 U/I. In den nachsten 30 Minuten fiel sie auf 1482+358 U/l ab. 65 Mi-
nuten nach Reperfusion stieg sie wieder auf 1658+417 U/l an und erreichte da-
mit annahernd den Maximalwert. Die Enzymaktivitat sank innerhalb von zwei
Stunden nach Reperfusion um 28 % auf 1186+303 U/I. Im weiteren Verlauf folg-
te zunachst ein leichter, dann starkerer Abfall auf 699+193 U/l am Ende der
sechsstlindigen Beobachtungszeit. Damit lag die Enzymaktivitat der GST bei
der letzten Messung fast 59 % unter dem post-operativen Maximalwert und war
in den letzten funf Stunden des Beobachtungszeitraumes deutlich zurtckge-
gangen.

Im Vergleich der Enzymaktivitdten zueinander liel3 sich feststellen, daf} die
GST-Aktivitat vor Hepatektomie mit 59+31 U/l deutlich Gber den Werten der Ak-
tivitdt von AST (3248 U/l) und ALT (14+1 U/) lag.

1000

100

Enzymaktivitat im Serum [U/I]

. . . —— T 1
30 0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360
Zeit ab Reperfusion [Minuten]

Abbildung 3. 1.: Verlauf der Serum-Enzymaktivitaten von ALT, AST und GST
in der DCLHb-Gruppe
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HHES-Gruppe:

Die Aktivitat der ALT im Serum lag ab dem Beginn der Reperfusion wahrend
des gesamten Beobachtungszeitraumes zwischen 14+2 und 2116 U/l (Abb. 3.
2.). Vor Hepatektomie lag die Aktivitat bei 14+1 U/l und zeigte sich funf Minuten
nach Reperfusion unverandert (142 U/l).

Die AST-Aktivitat stieg dagegen in den ersten finf Minuten nach Reperfusion
auf das 8-fache ihres Ausgangswertes vor Hepatektomie von 18+2 U/l auf
146+44 U/l an. Sie stieg danach bis zum Ende des sechsstlindigen Beobach-
tungszeitraumes langsam und fast kontinuierlich weiter bis auf 386+120 U/l an.
Die GST-Aktivitat stieg in den ersten funf Minuten nach Reperfusion sehr stark
von 33+4 U/l auf 911+£256 U/I, d. h. auf fast das 28-fache ihres Ausgangswertes
vor Hepatektomie an. Sie erreichte ihren post-operativen Maximalwert 35 Minu-
ten nach Reperfusion mit 959+296 U/I und fiel danach bis zum Ende des Beo-

bachtungszeitraumes auf 669+256 U/l um 30 % ab.

[l :
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Enzymaktivitat im Serum [U/I]

. . . — 17—
30 0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360
Zeit ab Reperfusion [Minuten]

Abbildung 3. 2.: Verlauf der Serum-Enzymaktivitaten von ALT, AST und GST
in der HHES-Gruppe
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Im Vergleich der Enzymaktivitdten zueinander liel3 sich feststellen, daf} die Wer-
te vor Hepatektomie mit 14+1 (ALT), 1842 (AST) und 334 (GST) auf ver-

gleichbarem Niveau lagen.

Kontrollgruppe:

Die Aktivitat der ALT im Serum blieb ab dem Beginn der Reperfusion fast un-
verandert zwischen 912 U/l und 15+4 U/l (Abb. 3. 3.). Das post-operative Ma-
ximum wurde mit 154 U/l finf Minuten nach Reperfusion erreicht, der Aus-
gangswert vor Hepatektomie lag allerdings bereits bei 161 UI/I.

Die AST-Aktivitat stieg in den ersten funf Minuten nach Reperfusion von

2848 U/l auf 213+93 U/, d. h. auf das 8-fache ihres Ausgangswertes vor Hepa-
tektomie an und erreichte damit ihren post-operativen Maximalwert. Von diesem
fiel sie bis 185 Minuten nach Reperfusion meist geringfugig um insgesamt 30 %
auf 149+61 U/l ab. Danach stieg sie bis sechs Stunden nach Reperfusion eben-
falls meist geringfugig wieder auf 208+79 U/l an und erreichte damit nahezu
wieder ihren post-operativen Maximalwert.

Die GST-Aktivitat erreichte ihren post-operativen Maximalwert funf Minuten
nach Reperfusion mit 2280+933 U/I, dem 28-fachen ihres Ausgangswertes vor
Hepatektomie. Danach ging sie bis drei Stunden nach Reperfusion deutlich auf
707+207 U/l zurick, d. h. um 69 % des post-operativen Maximalwertes. Die
Aktivitat nahm dann wieder leicht zu und erreichte sechs Stunden nach Reper-
fusion 877+295 UI/I.

Im Vergleich der Enzymaktivitdten untereinander lag die GST-Aktivitat vor He-
patektomie mit 81+38 U/l deutlich Gber den Werten der Aktivitat von AST mit
2848 U/l und ALT mit 16+1 U/I. Alle drei Enzymaktivitaten erreichten ihre post-
operativen Maximalwerte funf Minuten nach Reperfusion und gingen dann zu-
rick bis zum Melzeitpunkt drei Stunden nach Reperfusion. Danach stiegen sie
alle wieder an, jedoch nicht in starkem Ausmal3. Im gesamten Verlauf nahm die
ALT-Aktivitat nur ganz geringfugig ab und zu. Am starksten war die Zu- und Ab-
nahme bei der GST-Aktivitat. Die AST-Aktivitat stieg im Vergleich zur ALT-
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Aktivitat sehr viel starker, jedoch erheblich weniger als die GST-Aktivitat, ging

dann aber auch weniger stark zurlck als diese.
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Abbildung 3. 3.: Verlauf der Serum-Enzymaktivitaten von ALT, AST und GST

in der Kontrollgruppe

3.1.2. Die Enzymaktivitaten im Spenderorganismus vor Hepatektomie

Die bisherigen Untersuchungen des Verlaufs der Enzymaktivitaten im Serum
bezogen sich auf den Empfangerorganismus und umfassen damit Werte der
Empfangerleber vor Hepatektomie und der Spenderleber ab dem Beginn der
Reperfusion (Tab. 3. 1. 1.)

In Tabelle 3. 1. 2. sind die Werte der Spenderleber vor Hepatektomie darge-
stellt.

Ein Vergleich zeigt, dal} die Werte der Empfangerleber vor Hepatektomie mit
den Werten der Spenderleber vor Hepatektomie auf vergleichbarem Niveau

liegen.



Tab. 3. 1. 1.: Enzymaktivitat von AST, ALT und GST im Serum (U/l) im Empfangerorganismus (Mittelwert + Standardfehler)

Zeit [Minuten]

(MeRzeitpunkte)

-20 (Ba)
-10 (Ba)
S (Bs)
20 (B)
35 (Be)
50 (Bo)
65 (B1o)
125 (B11)
185 (B12)
245 (B13)
305 (B14)
365 (B1s)

AST

1712

328

21674
258+89
254174
250174
253+73
256182
272191
27590
274176
256170

1812
14+1
1316
1517
1516
1515
1516
1616
18+7
1918
1816
1816

DCLHb-Gruppe
ALT

GST

2413
59+31
15504405
1688+416
14911337
1482+358
16581417
1186+303
11241319
1041+£289
1017+275
699+193

AST

1512
1812
146144
176155
187160
194162
202+66
248+77
317+101
317100
333+101
386+120

ALT

2312
14+1
1412
1513
1513
1513
1513
17+4
1915
1815
18t5
2146

HHES-Gruppe

GST

2313

33+4

9114256
872210
959+296
8991289
903+271
7311229
719£227
690£185
6481207
6691256

AST

16+1

2818

213493
207186
178169
166166
160+68
147165
149161
170+66
179161
208+79

Kontrollgruppe

ALT

2512
16t1
15+4
1413
1212
11+£2
10+2
9+2

9+2

1012
10+2
11+3

GST

29+3
81138
22804933
1875656
17671591
15481634
13234465
9771377
707+207
7591234
850+259
8771295

Tab. 3. 1. 2.: Enzymaktivitat von AST, ALT und GST im Serum (U/l) im Spenderorganismus (Mittelwert £ Standardfehler)

Zeit [Minuten]

(MeRzeitpunkte)
-40 (B1)
-30 (B2)

AST

18+3
2144

1812
12+1

DCLHb-Gruppe
ALT

GST

2412
82117

AST

15+1
17+3

ALT

2112
13t1

HHES-Gruppe

GST

314
57115

AST

16t1
2316

ALT

2915
19+4

Kontrollgruppe

GST

3145
146169
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3.1.3. Korrelation des Ischamieschadens mit dem Reperfusionsschaden an-

hand der Enzymaktivitaten
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Abbildung 3. 4.: Korrelation der postoperativen Maxima der Enzymaktivitaten

von ALT, AST und GST im Serum mit der Enzymaktivitat im Perfusat



Seite 38 Ergebnisse

Die Enzymaktivitaten im Perfusat (Ischamieschaden) wurden mit den Maximal-
werten der Enzymaktivitdten wahrend der Reperfusion (Reperfusionsschaden)
korreliert (Abb. 3. 4.). Die beste Korrelation zeigte hierbei die Aktivitat der GST
(p =0,7; p<0,0001). Im Vergleich dazu zeigten die AST-Aktivitat (p =0,5; p =
0,005) und die ALT-Aktivitat (p = 0,5; p = 0,005) eine geringere Korrelation.

3.1.4. Korrelation der enzymatischen Aktivitat der GST mit der Konzentration

von o-GST im Serum
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Abbildung 3. 5.: Korrelation der enzymatischen Aktivitat der GST mit der Kon-

zentration von a-GST im Serum (p=0,90)

Die Leberzellschadigung wurde anhand der GST-Aktivitat im Serum erfaldt, die
mit der Methode nach Habig bestimmt wurde. Die Konzentration der a-GST im

Serum wurde mittels eines Enzymimmunoassays bestimmt. Die Werte der
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GST-Aktivitat im Serum und die Werte der a-GST Konzentration im Serum zei-

gen eine hohe Korrelation (p = 0,90) (Abb. 3. 5.).

3.2. Vergleich der Volumenersatzlosungen

In diesem Teil der Untersuchung soll die Auswirkung der drei verschiedenen
Volumenersatzlésungen Diaspirin-Crosslinked Hemoglobin (DCLHb), Hyperhes
(HHES) und Haes-steril auf den Verlauf der Leberschadigung nach Ischamie
und Reperfusion beobachtet werden.

Als MelRparameter dienen dabei die Enzymaktivitaten von GST, AST und ALT.

3.2.1. Die GST-Aktivitat im Serum

In der DCLHb-Gruppe stieg die GST-Aktivitat in den ersten funf Minuten nach
Reperfusion steil auf 1550+405 U/l an, das ist das 26-fache des Wertes vor He-
patektomie (Abb. 3. 6.). In den folgenden 15 Minuten nahm sie weiterhin leicht
zu und erreichte ihr post-operatives Maximum von 1688+416 U/l. Danach wurde
bis 65 Minuten nach Reperfusion ein leichter Abfall und Wiederanstieg auf
1658+417 U/l gemessen. Von da an nahm die GST-Aktivitat zunachst innerhalb
einer Stunde deutlich (um 28 %), dann innerhalb der nachsten drei Stunden
leicht ab. Nach einem wiederum starkeren Ruckgang innerhalb der sechsten
Stunde erreichte die GST-Aktivitat mit 699+193 U/l ihr post-operatives Minimum
innerhalb des Beobachtungszeitraumes, das entspricht 41 % des Maximalwer-
tes.

In der HHES-Gruppe stieg die GST-Aktivitat bis funf Minuten nach Reperfusion
stark auf 911+256 U/l an, das entspricht dem 28-fachen des Wertes vor Hepa-
tektomie. 35 Minuten nach Reperfusion erreichte sie ihr post-operatives Maxi-
mum mit 959+296 U/I. Von da an bis zum Ende des sechsstindigen Beobach-

tungszeitraumes folgte ein maRiger Ruckgang auf 669+256 U/I, welches 70 %
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des Maximalwertes entspricht, wobei in der letzten Stunde ein leichter Wieder-
anstieg zu verzeichnen ist.

In der Kontrollgruppe stieg die GST-Aktivitat in den ersten funf Minuten nach
Reperfusion steil auf ihr post-operatives Maximum von 2280+933 U/l an, das ist
das 28-fache des Wertes vor Hepatektomie. Bis drei Stunden nach Reperfusion
ging die GST-Aktivitat dann erheblich zurtick auf ihr post-operatives Minimum
von 707+207 U/l, das sind nur noch 31 % des post-operativen Maximums. In
den nachsten drei Stunden stieg die GST-Aktivitat wieder leicht bis auf
877+295 U/l an.

Im Vergleich waren die Werte vor Hepatektomie bei allen drei Gruppen niedrig
und auf vergleichbarem Niveau. Die vorhandenen Unterschiede vergrof3erten
sich aber als die GST-Aktivitaten sich in allen drei Gruppen in den ersten funf
Minuten nach Reperfusion mit etwa dem gleichen Faktor multiplizierten (26
bzw. 28). Dadurch ergaben sich zu diesem Zeitpunkt deutlich unterschiedliche
Werte. Die Kontrollgruppe erreichte hier ihr post-operatives Maximum, die
DCLHb-Gruppe erreichte es 15 Minuten spater, die HHES-Gruppe nochmals 15
Minuten spater.

Den relativ geringsten Anstieg verzeichnete die HHES-Gruppe, die bis funf Mi-
nuten nach Reperfusion auf 911+256 U/l anstieg und von da an Uber ihr Maxi-
mum von 959+296 U/l einen insgesamt flachen Verlauf zeigte.

Den hdchsten Anstieg der GST-Aktivitat verzeichnete die Kontrollgruppe, bei
der wiederum bis drei Stunden nach Reperfusion auch der starkste Ruckgang
erfolgte, so dal} sie zu diesem Zeitpunkt ganz nahe bei der insgesamt niedrigs-
ten Kurve, derjenigen der HHES-Gruppe lag. Danach stieg die GST-Aktivitat
der Kontrollgruppe wieder allmahlich an, so dal® sie am Ende des sechsstindi-
gen Beobachtungszeitraumes deutlich Uber der der beiden anderen Gruppen
lag.

Die DCLHb-Gruppe erreichte bis funf Minuten nach Reperfusion einen Wert der
GST-Enzymaktivitat, der ungefahr zwischen der Kontroll- und der HHES-
Gruppe lag. Danach stieg bei ihr die GST-Aktivitat noch weiter bis auf
1688+416 U/I, spater nochmals bis auf 1658+417 U/l an. Zu diesem Zeitpunkt,

65 Minuten nach Reperfusion, war die GST-Aktivitat hier die hdochste von allen
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drei Gruppen. Sie nahm danach jedoch so weit ab, dal} sie nach sechs Stunden
nahe bei dem Wert der HHES-Gruppe und unter dem der Kontrollgruppe lag,
wobei besonders in der letzten Stunde eine deutliche Abnahme zu verzeichnen

ist.
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Abbildung 3. 6.: Verlauf der GST-Serumaktivitat im Vergleich der Volumener-
satzlésungen (DCLHb, HHES, Haes-steril)

3.2.2. Die AST-Aktivitat im Serum

In der DCLHb-Gruppe stieg die AST-Aktivitat in den ersten finf Minuten nach
Reperfusion auf 216+74 U/l, das entspricht dem 7-fachen des Wertes vor Hepa-
tektomie (Abb. 3. 7.). 20 Minuten nach Reperfusion lag der Wert mit 258+89 U/I
fast 20 % daruber. Im weiteren Verlauf veranderte sich die AST-Aktivitat nur
noch wenig und erreichte vier Stunden nach Reperfusion ihren post-operativen
Maximalwert mit 275+90 U/I. Von da an ging sie bis zum Ende des sechsstun-
digen Beobachtungszeitraumes auf 256+70 U/l zurlck.

In der HHES-Gruppe stieg die AST-Aktivitat in den ersten funf Minuten nach
Reperfusion auf 146+44 U/l an, d. h. auf das 8-fache des Wertes vor Hepatek-

tomie. Bis 65 Minuten nach Reperfusion folgte ein insgesamt flacher Anstieg
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auf 202466 U/I, d. h. um 38 %. Innerhalb der nachsten zwei Stunden stieg die
AST-Aktivitat deutlich um insgesamt 57 % auf 317£101 U/l an. Von da an nahm
die AST-Aktivitat bis zum Ende des sechsstlindigen Beobachtungszeitraumes
zuerst nur sehr gering, in der letzten Stunde wieder etwas starker zu und er-
reichte dann mit 386+120 U/l ihr post-operatives Maximum.

In der Kontrollgruppe stieg die AST-Aktivitat in den ersten finf Minuten nach
Reperfusion auf 213+93 U/l an, dem 8-fachen des Wertes vor Hepatektomie
und erreichte damit ihren post-operativen Maximalwert. Danach ging sie lang-
sam und wenig zuruck und erreichte zwei Stunden nach Reperfusion ihr post-
operatives Minimum mit 147+65 U/|, das entspricht 69 % des Maximalwertes.
Innerhalb der folgenden vier Stunden stieg sie langsam wieder an und erreichte
am Ende des Beobachtungszeitraumes den Wert 208+79 U/I, welcher dem
post-operativen Maximalwert wieder sehr nahe kam.

Vor Hepatektomie lagen die Werte bei allen drei Gruppen auf vergleichbarem
Niveau und stiegen in den ersten funf Minuten nach Reperfusion in allen Grup-
pen auf das sieben- bis 8-fache an. Bei der HHES-Gruppe war der Wert zu die-
sem Zeitpunkt geringer als bei den beiden anderen Gruppen, stieg von da aus
dann aber weiter an. Die AST-Aktivitat der Kontrollgruppe und der DCLHb-
Gruppe war zu diesem Zeitpunkt fast gleich; bei der Kontrollgruppe ging sie ab
diesem Zeitpunkt deutlich zurick und lag ab 35 Minuten nach Reperfusion unter
derjenigen der HHES-Gruppe, und zwar bis zum Ende der Beobachtung. Die
Enzymaktivitat der DCLHb-Gruppe stieg ab finf Minuten nach Reperfusion
nochmals kurz an und blieb dann bis zwei Stunden nach Reperfusion fast un-
verandert. Ab zwei Stunden nach Reperfusion lagen die Enzymwerte der
HHES-Gruppe Uber denen der DCLHb-Gruppe und waren damit die hdchsten.
In der letzten Stunde des sechsstindigen Beobachtungszeitraumes gingen die
Enzymwerte der DCLHb-Gruppe zurtick, wahrend die der anderen Gruppen

anstiegen.
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Abbildung 3. 7.: Verlauf der AST-Serumaktivitat im Vergleich der Volumener-
satzlésungen (DCLHb, HHES, Haes-steril)

3.2.3. Die ALT-Aktivitat im Serum

In der DCLHb-Gruppe lag die ALT-Aktivitat finf Minuten nach Reperfusion bei
1346 U/l (Abb. 3. 8.). Sie stieg danach in den nachsten 15 Minuten auf 15+7 U/l
an. Auf dieser Hohe blieb sie bis 65 Minuten nach Reperfusion und stieg in den
nachsten drei Stunden auf 1948 U/, ihren post-operativen Maximalwert an. Von
diesem ging sie bis zum Ende des Beobachtungszeitraumes um 1 U/l zurick.
In der HHES-Gruppe begann die Kurve der Enzymaktivitat funf Minuten nach
Reperfusion mit 1412 U/, stieg in den nachsten 15 Minuten auf 15+3 U/l und
blieb auf dieser Hohe bis 65 Minuten nach Reperfusion. In der darauffolgenden
Stunde stieg sie auf 17+4 U/l an und bewegte sich danach zwischen 18 und

21 U/l, wobei sie ihren post-operativen Maximalwert am Ende der sechsten

Stunde erreichte.
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In der Kontrollgruppe lag die ALT-Aktivitat finf Minuten nach Reperfusion bei
1544 U/l. Von diesem Wert sank sie in den darauffolgenden drei Stunden relativ
steil auf 9+2 U/I, ihrem post-operativen Minimum. Von diesem stieg sie bis
sechs Stunden nach Reperfusion fast kontinuierlich wieder auf 11+3 U/l an.

Im Vergleich war der deutliche Rickgang der ALT-Aktivitat zwischen Laparoto-
mie und Hepatektomie auffallend. Dieser betrifft jedoch die Empfangerleber,
welche nicht Gegenstand dieser Untersuchung ist. Diese richtet sich vielmehr
auf den Ischamieschaden der Spenderleber und ihre Reperfusionsschadigung
im Empfangerorganismus.

Nimmt man jedoch die ALT-Werte vor Laparotomie als Normalwerte, so ist fest-
zustellen, dal gegenuber diesen die ALT-Aktivitat zunachst nach Reperfusion
deutlich absank. Bei der Kontrollgruppe sank sie auch weiterhin deutlich ab und

zeigte erst nach drei Stunden einen leichten Wiederanstieg, war aber am Ende
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Abbildung 3. 8.: Verlauf der ALT-Serumaktivitat im Vergleich der Volumener-
satzlésungen (DCLHb, HHES, Haes-steril)

der Beobachtungszeit erst wieder auf ca. 66 % des ,Normalwertes® von
2542 U/l vor Laparotomie. Bei den beiden anderen Gruppen stieg die Enzym-

aktivitat zunachst relativ deutlich, dann langsamer wieder an (mit vortberge-
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hendem Rickgang um 1 U/l). Sie kam in der HHES-Gruppe am Ende mit
2146 U/l dem ,Normalwert“ wieder nahe und erreichte ihn in der DCLHb-

Gruppe mit 1846 U/l wieder.

3.2.4. Die Lebersyntheseparameter Albumin/Gesamteiweily und Cholinesterase

Auffallig war die rapide Abnahme der Albumin-/Gesamteiweil3konzentration im
Serum von ungefahr 30 g/l (DCLHb-Gruppe 27+1 g/l, HHES-Gruppe 30+2 g/l,
Kontrollgruppe 30+1 g/l) vor Laparotomie auf ungefahr 20 g/l (DCLHb-Gruppe
1841 g/l, HHES-Gruppe 17+1 g/l, Kontrollgruppe 18+1 g/l) vor Hepatektomie,
und ein weiteres starkes Absinken auf ungefahr 7-10 g/l (DCLHb-Gruppe

10£1 g/l, HHES-Gruppe 10£1 g/I, Kontrollgruppe 7+1 g/l) bis finf Minuten nach
Reperfusion, d. h. unter ein Drittel des Referenzwertes vor Laparotomie (Abb.
3.9./3.10.).

Im weiteren sechsstindigen Verlauf fand bei allen drei Gruppen eine geringe
Abnahme der Serumkonzentration statt. Die HHES-Gruppe hatte meist eine
signifikant hohere Serumkonzentration (p=0,05) als die Kontrollgruppe, die
DCLHb-Gruppe lag in den ersten vier Stunden wenig unter denen der HHES-
Gruppe, danach nahe bei den Werten der HHES-Gruppe, zeigte aber zu kei-
nem Zeitpunkt signifikante Unterschiede zu den beiden anderen Gruppen. Die

Kurven liefen nach Reperfusion im Ganzen etwa gleich.
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Abbildung 3. 9.: Verlauf der Albuminkonzentration im Serum im Vergleich der

Volumenersatzlésungen (DCLHb, HHES, Haes-steril)
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Abbildung 3. 10.: Verlauf der Gesamteiweil3}konzentration im Serum im Ver-

gleich der Volumenersatzlésungen (DCLHb, HHES, Haes-steril)
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Auch bei der Cholinesterase war der Ruckgang der Enzymaktivitat im Serum
zwischen Laparotomie und Hepatektomie in allen drei Gruppen auffallend (Abb.
3. 11.). Die Werte lagen vor Laparotomie zwischen 0,22 und 0,25 kU/I (DCLHb-
Gruppe 0,25+0,01; HHES-Gruppe 0,22+0,01; Kontrollgruppe 0,24+0,02) und
fielen auf Werte zwischen 0,15 und 0,16 kU/I (DCLHb-Gruppe 0,16+0,01;
HHES-Gruppe 0,15+0,02; Kontrollgruppe 0,15+0,02), d. h. auf ungefahr zwei
Drittel des Ausgangswertes.

Nach einem weiteren deutlichen Ruckgang zu Beginn der Reperfusion blieben

die Werte der DCLHb- und der Kontrollgruppe praktisch unverandert.

——o— DCLHb
026 T —o—HHES
40 _A_KONTR
= 0244
2 022-:
% 0,20—-
5 j
o o184 |
E 4
= o164 V¥
ﬁ 4
S 0144
0,12 - —_
e T N\ - T T
N 0104 %%‘ i by by E
g % 1
0,08 -
—r7r rr1r 1 1 1111 111 vr1r "~T1°
30 0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360
Zeit ab Reperfusion [Min]

Abbildung 3. 11.: Verlauf der Cholinesteraseaktivitat im Serum im Vergleich

der Volumenersatzlosungen (DCLHb, HHES, Haes-steril)
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4. Diskussion

4.1. Die Lebertransplantation am Schwein

Die Transplantationen wurden am Schwein durchgefuhrt. Das Modell der Leber-
transplantation am Schwein ist seit den ersten Versuchen von Calne 1967 (Cal-
ne et al. 1976 a) und b)) in zahlreichen Studien etabliert (Bockhorn et al. 1972,
Hell et al 1971, Wolff und Otto 1978, Oldhafer et al. 1993). Sowohl der hamo-
dynamische Verlauf und die intraoperativen Komplikationen als auch die Grol3e
des Organs sind mit denen des Menschen vergleichbar (Wolff und Otto 1978).
Daher gelten die Ergebnisse eher als bei Versuchen mit anderen Tieren als auf
den Menschen Ubertragbar. Eine uneingeschrankte Ubertragbarkeit ist jedoch
sicherlich nicht gegeben (Wolff und Otto 1978). Im Rahmen unserer Studie hat
sich zum Beispiel die ALT, die beim Menschen ein sicherer und sensitiver Pa-
rameter fur hepatozellulare Schadigung ist (Thomas 1992, Rosen et al. 1998),
bei Schweinen als ungeeignet fur die Messung dieser Schadigung erwiesen.
Die vorliegende Studie wurde unter standardisierten Bedingungen im Hinblick
auf Spender- und Empfangerparameter durchgeftihrt. Weder akute Absto-
Rungsreaktionen noch Hepatitis-C-Infektionen spielten eine Rolle. Deswegen
konnen wir annehmen, dal} das Ansteigen der Enzymaktivitaten im Serum wah-
rend und nach der Lebertransplantation auf den Ischamie- und Reperfusionss-

chaden zuriickzufiihren ist.

4.2. Bypassverfahren

Die labile Kreislaufregulation im Schweineorganismus macht die Anlage eines
Bypass notig. Gegenluber dem herkdmmlichen, von Calne entwickelten By-
passverfahren (Calne et al. 1967 b)), hat die im Rahmen dieser Studie entwi-
ckelte und angewandte Methode deutliche Vorteile gezeigt: es konnten gegen-

uber Transplantationen, die ohne diese technische Variante durchgefuhrt wur-
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den, Volumen- und Katecholamingaben erheblich eingespart werden (Viebahn
et al. 1999). AulRerdem war mit dieser Methode im Unterschied zum klassi-
schen Bypass eine vollstandige Uberbriickung auch wahrend der Anastomo-
senfertigung moglich. Da Katecholamine und Volumen nach Bedarf zur Stabili-
sierung der Hdmodynamik zugefuhrt wurden, waren die gegebenen Mengen bei
den einzelnen Schweinen unterschiedlich. Diese Unterschiede werden geringer,
wenn der Bedarf an Katecholaminen und Volumen insgesamt verringert wird,
was durch das beschriebene Bypassverfahren erreicht wurde. Entsprechend

geringer wird die Beeinflussung der MeRwerte.

4.3. Beobachtungszeitraum

Bei der Interpretation der Kurvenverlaufe der Enzymaktivitaten im Serum blie-
ben Fragen offen, die durch eine langere Beobachtung wahrscheinlich besser
geklart werden kénnten. So die Frage, ob sich der in der sechsten Stunde in der
DCLHb-Gruppe beginnende Rickgang der Enzymaktivitaten im Serum fortge-
setzt hatte. Ebenso die Frage, ob sich der im gleichen Zeitraum stattfindende
Anstieg der Enzymaktivitaten in den beiden anderen Gruppen fortgesetzt hatte
und wenn ja, wie lange. Durch eine langere Beobachtung kénnte auch gepruft
werden, ob der beobachtete Riickgang der GST-Aktivitat im Serum in der
HHES-Gruppe tatsachlich mit entsprechender Verzégerung — bedingt durch die
langere Halbwertszeit in der AST-Aktivitat nachvollzogen wird.

Ganz allgemein spricht fir eine langere Beobachtung, dal} die Leber nach
Transplantation die Proteinsynthese erst wieder nach Stunden aufnimmt und
dald die AST-Aktivitat in anderen Studien ihr postoperatives Maximum nach
sechs Stunden (Schon et al. 1997, Tiainen et al. 1996) bzw. nach 24 Stunden
(Schon et al. 1997) erreichte.
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4.4. GST-Enzymaktivitat und a-GST-Enzymkonzentration im Serum

Fir die Untersuchung wurde die Aktivitat der GST aller Klassen gemessen.
Diese Werte wurden anschlieend mit denen der ALT- und AST-Aktivitat vergli-
chen und beim Vergleich der Volumenersatzlosungen herangezogen.

Eine hepatozellulare Schadigung wird bekanntlich durch ein Ansteigen der a-
GST im Serum angezeigt. Eine ausgepragte hepatozellulare Schadigung und
damit die Ausschuttung von a-GST ist im Modell der Lebertransplantation an-
zunehmen. Die festgestellte Korrelation (p = 0,90) der GST-Aktivitat mit der a-
GST-Konzentration im Serum etabliert die GST-Aktivitat im Serum als spezifi-
schen Marker fur hepatozellulare Schadigung, wobei die Ausschuttung anderer
GST-Klassen aus anderen Organen vernachlassigbar gering erscheint.
Bisherige Studien haben die Konzentration der a-GST gemessen und mit den
Aktivitaten der anderen Enzyme verglichen (Platz et al. 1999, Tiainen et al.
1996, Trull et al. 1994, Hughes et al. 1997, Schon et al. 1997, Koo et al. 2000,
Giannini et al. 2000). Das in dieser Studie angewandte Verfahren hat den Vor-
teil, dal® die Aktivitaten der genannten Enzyme miteinander verglichen werden
konnten. Ein weiterer Vorteil ist, da® die Bestimmung der Aktivitat eines En-
zyms weit weniger kostspielig und aufwendig ist, als die Bestimmung seiner

Konzentration im Serum durch ein immunologisches Verfahren.

4.5. GST als valider Parameter fir hepatozelluldare Schadigung

Die Werte der ALT-Aktivitat im Serum lagen in allen drei Gruppen auf sehr
niedrigem Niveau und zeigten nur geringe Veranderungen (9-21 U/l). Auffallend
ist, daf’ diese Werte bei Beginn der Reperfusion niedriger lagen, als vor Hepa-
tektomie, nachdem sie bereits nach der Laparotomie deutlich zurickgegangen
waren. Dies widerspricht der Erwartung, dal’ bei Reperfusionsbeginn eine star-
ke hepatozellulare Schadigung gegeben sein mufte, welche durch die beiden
anderen Enzyme AST und GST ja auch entsprechend angezeigt wird. Eine Er-

klarung hierfur kdnnte sein, dal die ALT-Aktivitat im porcinen Serum aufgrund
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anderer kinetischer Eigenschaften, bedingt durch Strukturunterschiede, mit den
Verfahren, welche Enzymaktivitaten im humanen Serum messen, nur unzuldng-
lich erfallbar ist. Praoperativ wurde jedoch eine porcine ALT-Aktivitat ahnlich
stark wie die von AST und GST gemessen; damit scheidet diese Erklarung aus,
ebenso sind Unterschiede in der absoluten hepatozellularen Konzentration als
Ursache unwahrscheinlich. Im weiteren zeigt die ALT-Kurve einen ahnlichen
Verlauf wie die der AST-Aktivitat, allerdings auf wesentlich niedrigerem Niveau.
Insgesamt erscheint nach diesen Beobachtungen ALT bei Studien am Schwein
als Indikator fUr hepatozellulare Schadigung nach Lebertransplantation unge-
eignet. Diese Ergebnisse stimmen Uberein mit Ergebnissen anderer Studien,
die ebenfalls eine Diskrepanz zwischen ALT- und AST-Aktivitatsverlaufen bei
Tierversuchen am Schwein feststellten (Hell et al. 1972, Mets et al. 1993, van
Wagensveld et al. 1998, Schon et al. 1997). Redl et al. stellten bei Versuchen
an Affen ebenfalls fest, dalk die ALT-Werte bei Leberschadigung durch ha-
morrhagischen Schock sowohl in der Schock- als auch in der Wiederbele-

bungsphase nicht erhoht waren (Redl. et al. 1995).

Bei allen drei Volumenersatzldsungen stieg die GST-Aktivitat im Serum unmit-
telbar nach Beginn der Reperfusion erheblich starker an, als die der beiden an-
deren Enzyme. Sie war funf Minuten nach Reperfusionsbeginn 26-28 mal so
hoch wie vor Hepatektomie und 6-11 mal so hoch wie die AST-Aktivitat, wah-
rend die ALT-Aktivitat gleich blieb oder abnahm.

Die Kurve der GST-Werte zeigte starkere Veranderungen als die Kurven der
beiden anderen Enzyme, mit jeweils wesentlich deutlicheren und friiher erreich-
ten postoperativen Maximalwerten. Dieser schnelle Anstieg lakt sich mogli-
cherweise auf die erhéhte Membranpermeabilitat zurickfihren, die durch das
geringere Molekulargewicht der GST von ca. 50 kDa bedingt ist. Die GST-
Aktivitat war unmittelbar nach Beginn der Reperfusion nicht nur ein Vielfaches
der AST-Aktivitat, sondern auch gegentber ihrem praoperativen Wert erheblich
starker angestiegen als diese. Vor Laparotomie war das Verhaltnis der AST- zu
den GST-Werten ca. 1:1,4 bzw. 1:1,8. Nach Beginn der Reperfusion war dieses

Verhaltnis ca. 1:6 bzw. 1:11. Bei einer anderen Untersuchung zur Lebertrans-
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plantation am Schwein erreichte die GST-Konzentration im Serum ihr postope-
ratives Maximum bereits nach funf Minuten, die AST-Aktivitat dagegen erst
nach sechs bzw. 24 Stunden (Schon et al. 1997). In einer Studie zur Leber-
transplantation am Menschen wurde festgestellt, dal® das postoperative Maxi-
mum der GST-Werte spatestens 45 Minuten nach Reperfusionsbeginn erreicht
wurde und dal} dabei die GST-Werte wesentlich starker anstiegen als die AST-
und die ALT-Werte (Tiainen et al. 1996).

Es stellt sich die Frage, wie dieser ungleiche Anstieg zu erklaren ist.

Man kann davon ausgehen, dal® das praoperative Verhaltnis der AST- zur GST-
Aktivitat im Serum, wenn es langerfristig etwa gleich bleibt, dem globalen Ver-
haltnis der Konzentration beider Enzyme im Zytosol der Leberzellen entspricht.
Eine Schadigung der Leber kann dieses Verhaltnis voribergehend verandern,
wenn das eine Enzym wegen seines groieren Molekulargewichts langsamer in
das Serum ausgeschiittet wird. Ein Uberproportionaler Anstieg der Serumwerte
des einen Enzyms kann aber auch dadurch bedingt sein, dal} die verschiede-
nen Enzyme unterschiedlich im Leberlappchen verteilt sind. Es ist festgestellt
worden, dal GST homogen, das heilt sowohl perizentral als auch periportal
lokalisiert ist, AST dagegen nur periportal (Rappaport 1980, Hiley et al. 1988).
Ferner ist festgestellt worden, dal} die perizentralen Hepatozyten von einer hy-
poxischen Schadigung friher betroffen sind und empfindlicher auf diese reagie-
ren, als die periportalen (Schon et al. 1997, Redl et al. 1995). Diese beiden
Feststellungen wirden den erheblich starkeren initialen Anstieg der GST-
Aktivitat gegenuber der AST-Aktivitat im Serum erklaren. Sie wirden aul3erdem
die Tatsache erklaren, dal} die AST-Kurve sich im weiteren Verlauf der GST-
Kurve annahert. Diese Annaherung koénnte unter anderem dadurch verursacht
sein, dalk die Schadigung allmahlich von den perizentralen auf die periportalen
Hepatozyten Ubergreift. Eine Studie am Rattenmodell untersuchte die a-GST-
Konzentration im Plasma bei kiinstlich herbeigefuhrter Sepsis. Eine damit ver-
bundene Leberzellschadigung wurde durch den Anstieg der a-GST-
Konzentration friher und deutlicher angezeigt als durch die Lactat- und die
Transaminasenwerte. Dies wurde unter anderem auf das geringe Molekularge-

wicht von a-GST und auf die ubiquitare Verteilung dieses Enzyms im Leber-
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lappchen zurlickgeflihrt. Parallel dazu durchgefihrte mikroskopische Untersu-
chungen des Lebergewebes bestatigten die a-GST Indikationen. Auch hier
wurde im Ergebnis a-GST als ein besonders sensitiver Indikator fur Leberzell-
schadigung festgestellt (Koo et al. 2000).

Die GST-Werte gingen nach dem starken initialen Anstieg deutlicher und friher
zurlck, als die von AST und ALT. In der zweiten Halfte des Beobachtungszeit-
raumes nahmen sie in der DCLHb-Gruppe starker ab als die AST-Werte; in der
HHES-Gruppe nahmen sie bereits ab, wahrend die AST-Werte noch anstiegen;
in der Kontrollgruppe stiegen sie weniger stark an als die der AST. Es ergibt
sich also fur diesen Zeitraum eine Konvergenz der beiden Kurven. Diese er-
scheint nicht nur durch die bereits angefuhrte unterschiedliche Verteilung beider
Enzyme im Leberlappchen bedingt, sondern auch durch die langere Halbwerts-
zeit der AST (17 Stunden) im Vergleich zur GST (< 90 Minuten). Die gemesse-
nen Werte resultieren aus zwei Prozessen, namlich der laufenden Ausschut-
tung des Enzyms ins Serum, und dem Abbau des im Serum vorhandenen En-
zyms. Uberwiegt dieser Abbau die Neuausschiittung, so gehen die gemesse-
nen Enzymwerte zurlick. Dies kann bei GST mit ihrer kurzen Halbwertszeit
schon bei einem Schadigungsverlauf eintreten, bei welchem die Werte der
langsamer abgebauten AST noch ansteigen. So ware zu erwarten, dal} die
AST-Werte mit entsprechender Verzégerung auf das Niveau absinken, das die
GST-Werte schon friher erreicht haben, und sich eine Rechtsverschiebung der
fallenden AST-Kurve gegenuber der fallenden GST-Kurve ergibt. In der Kon-
trollgruppe, in der beide Kurven bis zum Schlul} steigen, kdnnte der verlang-
samte GST-Anstieg in der letzten Stunde als Uberleitung zu ihrem Absinken
interpretiert werden, welches dann die AST-Kurve entsprechend verzogert
nachvollziehen wurde. Dies wird jedoch innerhalb des gegebenen Beobach-
tungszeitraumes von sechs Stunden nicht mehr sichtbar.

Ein frGher und deutlicher Rickgang der GST-Konzentration im Serum wurde in
zahlreichen Studien zur Lebertransplantation festgestellt und in erster Linie mit
der kurzen Halbwertszeit dieses Enzyms erklart (Platz et al. 1999, Platz et al.
1997, Trull et al. 1994, Tiainen et al. 1996, Schenk et al. 2000, Diaz et al. 1995).

In einer Arbeit Uber Lebertransplantation am Schwein wurde ein Rickgang der
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o-GST-Konzentration auf die praoperativen Kontrollwerte bereits 12 Stunden
nach Reperfusion gemessen, wahrend sich die AST-Werte erst nach drei bis
vier Tagen normalisierten (Schon et al. 1997).

Zusammenfassend kann festgestellt werden: die AST-Kurven entsprechen im
wesentlichen den GST-Kurven, sind aber gegenuber diesen nach rechts ver-
schoben. Dies kann mit der unterschiedlichen Verteilung der beiden Enzyme im

Leberlappchen sowie ihren unterschiedlichen Halbwertszeiten erklart werden.

Durch den initial hohen Anstieg, die deutlicheren Veranderungen und beson-
ders das raschere Absinken der GST-Aktivitat im Serum stellt sich die GST im
Vergleich mit der AST und der ALT als der deutlich sensitivere und zuverlassi-
gere Parameter fur das Ausmal} hepatozellularer Schadigung durch Ischamie
und Reperfusion bei der Lebertransplantation am Schwein dar. Dies wurde
auch in mehreren Studien zu GST im Zusammenhang mit Lebertransplantation
festgestellt (Trull et al. 1994, Platz et al. 1999, Platz et al. 1997, Tiainen et al.
1996, Schenk et al. 2000, Hughes et al. 1997). Eine klinische Studie Uber den
Verlauf der Enzymwerte nach Hepatektomie stellte fest, dal? die GST-Werte bei
gutem postoperativen Verlauf inr Maximum friher als alle anderen gemessenen
Parameter erreichten, anschlieRend rapide absanken und innerhalb einer Wo-
che auf ihren Normalwert zurtickgingen (Matsumoto et al. 2000). Eine Studie
die den Konservierungsschaden an normalen und steatotischen Rattenlebern
untersuchte, kam zu dem Ergebnis, da® anhand der GST-Werte zwischen nor-
malen und steatotischen Lebern vor Ischamie unterschieden werden kann und
dall GST bei gesunden Lebern den Ischamieschaden sensitiver anzeigt als ALT
und GLDH (Minor et al. 2000). Nicht nur bei Lebertransplantation, sondern auch
bei chronischer Hepatitis C wurde in einer Studie durch die Veranderung der
GST-Werte hepatozellulare Schadigung angezeigt, welche mit gleichzeitig
durchgefuhrten biochemischen und histologischen Methoden zu diesem Zeit-
punkt nicht erfalt werden konnte (Giannini et al. 2000).

Durch die hohe Sensitivitat der GST ergibt sich fur die klinische Praxis der Vor-
teil, dal® eine immunsuppressive Medikation genauer dem Bedarf angepaldt

werden kann. Mehrere Studien betonen diesen Nutzen zum Beispiel bei der
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Behandlung von AbstoRungsreaktionen mit Steroiden (Platz et al. 1999, Platz et
al. 1997, Trull et al. 1994). Ein Wiederanstieg der Enzymaktivitat indiziert eine
erneute hepatozellulare Schadigung, zum Beispiel durch Abstol3ungsreaktionen
und macht so rechtzeitiges therapeutisches Eingreifen moglich. Die Werte der
anderen Enzyme mit langeren Halbwertszeiten bleiben dagegen langer erhoht
und zeigen keinen Wiederanstieg bei erneuter Komplikation (Schon et al. 1997).
Der Therapieerfolg lasst sich anhand des weiteren Enzymaktivitatsverlaufes
von GST deutlicher beurteilen. Nach einer Untersuchung entspricht der klini-
sche Zustand dabei eher dem Verlauf der GST-Werte, als dem Verlauf der an-
deren Enzymwerte, welche auch bei einer klinischen Besserung langer erhoht
bleiben (Trull et al. 1994).

Es ist davon auszugehen, dal’ die Enzymaktivitat im Perfusat praktisch aus-
schliel3lich den Ischamieschaden anzeigt, da das Perfusat unmittelbar bei Be-
ginn der Reperfusion aus einer Lebervene entnommen wurde (Lange et al.
1996). Die Enzymaktivitat im weiteren Verlauf zeigt dagegen in hdherem Male
den Reperfusionsschaden an. Durch die Reperfusion wird der Schaden deut-
lich, der wahrend der Ischamie entstanden ist (Clavien et al. 1992, Griny6 1997,
Schon et al. 1998), das heil3t der Reperfusionsschaden beruht wesentlich auf
dem Ischamieschaden und folglich mufte die Enzymaktivitat im Perfusat mit
den postoperativen Maxima der Enzymaktivitat im Serum nach Reperfusion
korrelieren. Eine solche Korrelation zeigte sich am deutlichsten bei der GST
(p=0,7), welche sich somit auch an dieser Stelle als der zuverlassigste Indikator

fur den Ischamie- und Reperfusionsschaden erweist.

4.6. Vergleich der Volumenersatzlosungen

Nachdem die GST als der sensitivere und zuverlassigere Parameter fur den
hepatozellularen Ischamie- und Reperfusionsschaden festgestellt ist, ware es
auch denkbar, die Wirkung der verschiedenen Volumenersatzlosungen nur an-
hand des Verlaufs der GST-Aktivitat zu vergleichen. Da die GST aber noch



Seite 56 Diskussion

nicht zu den etablierten Routineparametern gehort, wurde die AST als etablier-
ter Parameter in die Untersuchung einbezogen.

Die ALT, welche sich als unergiebig fur die Messung des hepatozellularen I-
schamie- und Reperfusionsschadens bei Schweinen herausgestellt hat, soll bei

diesem Vergleich im wesentlichen aul3er Betracht bleiben.

In den ersten 20 Minuten der Reperfusion zeigte sich folgendes Bild:

In der Kontrollgruppe stiegen die Enzymwerte sofort stark an und erreichten
bereits nach funf Minuten ihr jeweiliges postoperatives Maximum. Danach folgte
bei beiden Enzymen ein deutlicher bzw. starker Ruckgang der Aktivitat. Es er-
gab sich also eine frihe und ausgepragte Spitze der Kurven. Die Enzymwerte
der Kontrollgruppe lagen an diesem Punkt erheblich hoher als in den beiden
anderen Gruppen: Die GST-Aktivitat zum Beispiel war doppelt so hoch wie in
der HHES-Gruppe und 1,5 mal so hoch wie in der DCLHb-Gruppe.

Die HHES-Gruppe zeigte zu Beginn der Reperfusion einen langsameren An-
stieg der Enzymaktivitaten auf ein zunachst deutlich niedrigeres Niveau. Sie
zeigte danach keinen markanten Ruckgang der GST-Aktivitat und einen fortlau-
fenden Anstieg der AST-Aktivitat bis zum Ende des Beobachtungszeitraumes.
In der DCLHb-Gruppe stieg die GST-Aktivitat in den ersten funf Minuten nach
Reperfusion auf einen Wert, der zwischen den Werten der beiden anderen
Gruppen lag. Die AST-Aktivitat stieg zunachst etwa so stark an wie in der Kon-
trollgruppe und nahm danach noch deutlich weiter zu.

Sowohl in der HHES- als auch in der DCLHb-Gruppe stieg die GST-Aktivitat im
Serum in den ersten funf Minuten der Reperfusion weniger stark an als in der
Kontrollgruppe, nahm dann aber spater noch weiter zu. In beiden Gruppen zeig-
te sich also ein gegenuber der Kontrollgruppe verlangsamter Anstieg der En-

zymaktivitaten.

Will man die beschriebenen Unterschiede zwischen den Enzymaktivitaten der
drei Gruppen bei Reperfusionsbeginn erklaren, so ist davon auszugehen, daf}
die ersten postoperativen Werte weniger den Verlauf der eben stattfindenden

Reperfusionsschadigung abbilden als vielmehr den Ischamieschaden. Eine ex-
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akte Trennung des Ischamieschadens vom Reperfusionsschaden ist allerdings
nicht mdglich, da der Reperfusionsschaden die Fortsetzung des Ischamiescha-
dens darstellt, das heil3t die Zellveranderungen und Stoffwechselvorgange wah-
rend der Ischamie fuhren bei der Reperfusion und der damit verbundenen Sau-
erstoffzufuhr zur Reperfusionsschadigung der Leber (Grinyé 1997, Clavien et
al. 1992). Diese setzt zwar gleich zu Beginn der Reperfusion ein, kann jedoch
nicht die hohe initiale Enzymaktivitat im Serum erklaren. Diese durfte vielmehr
dadurch bedingt sein, dal} eine hepatozellulare Schadigung bereits wahrend
der Ischamie stattgefunden hat und die dabei freigewordenen Enzyme mit Ein-
setzen der Reperfusion in hoher Konzentration in den Blutkreislauf gelangen.
Die ersten postoperativen Werte der Enzymaktivitat durften also nur bedingt
Aufschlufld geben Uber die positive oder negative Wirkung der verschiedenen
Volumenersatzlésungen auf das Reperfusionsgeschehen. Der raschere und
hohere Anstieg der Enzymaktivitat in der Kontrollgruppe kdnnte dann eher da-
mit erklart werden, dal® bei Anwendung von Haes-steril die bereits vorher frei-
gewordenen und angesammelten Enzyme rascher in den Blutkreislauf aufge-
nommen werden als bei Anwendung von HHES und DCLHb.

Auffallend ist in der Kontrollgruppe der rasche und starke Riickgang der GST-
Aktivitat nach dem initialen postoperativen Maximalwert. Auch die AST-Aktivitat
geht in dieser Gruppe starker zurick als in den beiden anderen. Die GST-
Aktivitat aber fallt in den ersten 60 Minuten nach dem Maximalwert von 2280 U/l
auf 1323 U/l ab. Nimmt man fur die GST eine Halbwertszeit von 60 Minuten an
(Trull et al. 1994), so mulite in diesem Zeitraum, wenn keine Neuausschuttung
des Enzyms stattfande, die Aktivitat von 2280 U/l auf 1140 U/l zurickgehen.
Dieser Wert liegt nahe bei dem gemessenen Wert von 1323 U/I. Das wurde be-
deuten, dald in dem fraglichen Zeitraum relativ wenige Zellen geschadigt wer-
den und entsprechend wenig GST ins Serum ausgeschuttet wird.

Setzt man die GST-Halbwertszeit ndher bei 90 Minuten an (Schon et al. 1997,
Tiainen et al. 1996), so wirde sich in diesem Stadium eine noch geringere
Neuausschuttung von GST ins Serum ergeben. Es stellt sich die Frage, ob ne-
ben dem GST-Abbau noch andere Faktoren die Enzymkonzentration im Serum

vermindert haben kdnnten, zum Beispiel ein Verdinnungseffekt durch Volu-
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mengabe. Diese Faktoren muften jedoch spezifisch flr die Kontrollgruppe
nachgewiesen werden, da ein ahnlich deutlicher und friher Rickgang der En-

zymaktivitaten in den beiden anderen Gruppen nicht beobachtet wurde.

Ab 20 Minuten nach Reperfusion zeigten sich folgende Entwicklungen:

In der Kontrollgruppe waren die AST-Werte nach dem anfanglichen starken An-
stieg und Ruckgang bis zum Ende des Beobachtungszeitraumes deutlich nied-
riger als in den beiden anderen Gruppen. Die GST-Werte dieser Gruppe naher-
ten sich bis drei Stunden nach Reperfusionsbeginn den bereits vorher niedrige-
ren Werten der HHES-Gruppe an und lagen dann bis zum Ende des Beobach-
tungszeitraumes etwas uber diesen. Die Aktivitat beider Enzyme stieg ab zwei
bzw. drei Stunden nach Reperfusionsbeginn wieder langsam bis zum Ende des
Beobachtungszeitraumes an.

Der Vergleich der Kontrollgruppe mit der HHES-Gruppe ergibt zunachst kein
einheitliches Bild: Nach AST-Indikation ware, wenn man die ersten beiden Mes-
sungen aulder Betracht 1aR3t, Haes-steril die offensichtlich bessere Volumener-
satzlésung. Nach der GST-Indikation hat die HHES-Gruppe die niedrigeren,
also besseren Werte, die allerdings nahe bei den Werten der Kontrollgruppe
liegen. Zieht man die langere Halbwertszeit der AST in Betracht, so entspre-
chen die Kurven der GST-Aktivitat der Tendenz nach den Kurven der AST-
Aktivitat in beiden Gruppen: In der Kontroligruppe entspricht einem starken Ab-
sinken der GST-Aktivitat ein schwacher Riickgang der AST-Aktivitat. Ebenso
kann in der HHES-Gruppe einer im Gesamtverlauf etwa gleichbleibenden GST-
Aktivitat eine ansteigende AST-Aktivitat entsprechen, da die fortlaufende Neu-
ausschuttung der GST durch den rascheren Abbau ausgeglichen wird, was bei
der langsamer zerfallenden AST nicht geschieht. Trotzdem bleibt in der HHES-
Gruppe der starke und kontinuierliche Anstieg der AST-Aktivitat im Serum auf-
fallend.

In der HHES-Gruppe waren die Enzymwerte postoperativ zunachst die niedrigs-
ten und lagen deutlich unter denen der DCLHb-Gruppe. Dies kdnnte darauf
hinweisen, dal} die osmotische Wirkung der hypertonen Losung, das heil3t die

Verbesserung des hepatischen Blutflusses durch osmotische Volumenvergro-
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Rerung (Moon et al. 1996, Mazzoni et al. 1988), Verringerung der Endothel-
zellschwellung (Mazzoni et al. 1988, Corso et al. 1998), Verminderung der
Leukozytenadharenz (Corso et al. 1999, Vollmar et al. 1996 a)) und
Relaxierung der GefaBRmuskulatur (Lundvall et al. 1969, Lautt et al. 1977) im
frihen Stadium der Reperfusion flr die Verbesserung der Mikrozirkulation und
damit fir die Minimierung des Ischamie- und Reperfusionsschadens besonders
wichtig ist. In diesem Zusammenhang ware es aufschlufdreich, die Werte der
Enzymaktivitaten im Serum mit den Werten zu vergleichen, die sich bei der
Messung des arteriellen Blutflusses in der Leber mit fluoreszierenden
Microspheres ergeben haben sowie den Werten, die fir den globalen
hepatischen Blutflud mit Ultraschall-Flow-Probes gemessen wurden. Diese
Ergebnisse werden in einer anderen Arbeit im Rahmen dieser Studie behandelt.
In mehreren Studien wurde die Storung der hepatischen Mikrozirkulation als
eine wesentliche Ursache des hepatozellularen Ischamie- und
Reperfusionsschadens festgestellt (Menger et al. 1999, Menger und Vollmar
2000). Diese wird wiederum vor allem durch die sinusoidale
Endothelzellschwellung und die Stérung des Gleichgewichts zwischen
Endothelin und Stickstoffmonoxid (NO), zugunsten des Endothelins her-
vorgerufen. Die Endothelzellschwellung und der vasokonstriktorische Effekt des
vermehrten Endothelins storen die Mikrozirkulation direkt und rufen gleichzeitig
mikrovaskulare Entzindungsreaktionen uUber die Freisetzung von Mediatoren
und Oz-Radikalen , Exprimierung von Adhasionsmolektlen und darauffolgende
Leukozyten- und Thrombozytenadharenz am sinusoidalen Endothel hervor,
welche als wesentliche Ursache des postischamischen Reperfusionsschadens
btebrereviirdbglV stislitarebaleit9@he. ginstigen Kreislaufeffekte von hypertonen
Lésungen und ihre protektive Wirkung speziell auf das Lebergewebe nach ha-
morrhagischem Schock dar (Corso et al. 1998, Alemayehu et al. 1996, Matsuo-
ka et al. 1996, Vollmar et al. 1994, Maningas 1987).

Ab 20 Minuten nach Reperfusionsbeginn verschlechterte sich jedoch die Relati-
on der Enzymwerte der HHES-Gruppe zu denen der beiden anderen Gruppen
fortlaufend. Zum einen durch den starken Anstieg der AST-Aktivitat in der

HHES-Gruppe, zum anderen durch den starkeren Ruckgang der GST-Aktivitat
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in den anderen Gruppen. Die AST-Werte stiegen in der letzten Stunde des Be-
obachtungszeitraumes nochmals deutlich an und lagen erheblich Uber denen
der Kontroll- und der DCLHb-Gruppe. Auch die GST-Werte nahmen in dieser
Gruppe im gleichen Zeitraum wieder zu, wenn auch nur leicht.

Vermutlich stellt sich nach der Gabe einer hypertonen Lésung innerhalb eines
gewissen Zeitraumes wieder ein osmotisches Gleichgewicht im Organismus
ein, das zum Nachlassen der protektiven Wirkung dieser Losung auf die Leber-
zellen und damit zu einer Zunahme des Ischamie- und Reperfusionsschadens,
also zu einem Ansteigen der Enzymaktivitaten im Serum flhrt. Die kurze Wirk-
dauer hypertoner Lésungen wurde schon in friihen Studien zur sogenannten
small-volume resuscitation festgestellt und auf die schnelle Abnahme des os-
motischen Gradienten zwischen Intra- und Extravasalraum zurtckgefuhrt (Na-
kayama et al. 1984, Kreimeier und Messmer 2002). Um ihre Wirkung zu verlan-
gern wurden der Losung Kolloide, entweder in Form von Dextranen oder
Hydroxyathylstarke beigefugt (Walsh und Kramer 1991, Kreimeier et al. 1990).
In der DCLHb-Gruppe gingen ab 20 Minuten nach Reperfusionsbeginn die En-
zymwerte zurlck und steigen dann wieder an, die GST-Aktivitat erreichte dabei
ihr postoperatives Maximum 65 Minuten nach Reperfusionsbeginn. Die AST-
Werte dieser Gruppe lagen 105 Minuten lang, ihre GST-Werte fast 300 Minuten
lang Uber denen der beiden anderen Gruppen. Dies scheint zunachst gegen
DCLHb als geeignete Volumenersatzlésung zu sprechen. Mdglicherweise spielt
hier die starkere Gewebeoxygenierung durch die sauerstofftransportierenden
Eigenschaften des DCLHD eine Rolle. Diese konnte sich zunachst insofern ne-
gativ auswirken, als dadurch verstarkt Sauerstoffradikale frei werden, welche
Zellmembranen angreifen. Denkbar ware auch, dal® die freien O,-Radikale
durch Leukozytenaktivierung und —adharenz die hepatische Mikrozirkulation
einschranken. Eine vermehrte Leukozytenadharenz tritt jedoch nach Feststel-
lung einer Studie an Hamstern nicht ein. Diese Studie untersuchte die Wirkung
von DCLHb auf die Mikrozirkulation im Muskelgewebe (Pickelmann et al. 1998).
Die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf Lebergewebe und Schweine wére zu
prufen. Zu vermuten ist, dal® der Einsatz von Radikalenfangern in diesem Sta-

dium hilfreich sein kdnnte, wie bereits in Studien gezeigt, in denen durch die
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Anwendung dieser Stoffe eine Reduzierung des Ischamie- und Reperfusionss-
chadens erreicht werden konnte (Adkison et al. 1986, Rauen et al. 1994, Koep-
pel et al. 1996, Mizoe et al. 1997). Studien haben ergeben, dal® DCLHb durch
die Aktivierung von Endothelin und die Inaktivierung von Stickstoffmonoxid (NO)
einen ausgepragten vasokonstriktorischen Effekt hat (Schultz et al. 1993, Gulati
et al. 1997, Katsuyama et al. 1994). Dieser kdnnte sich im friihen Stadium der
Reperfusion, einhergehend mit der sinusoidalen Endothelzellschwellung und
Leukozytenadharenz ebenfalls nachteilig auf die hepatische Mikrozirkulation
auswirken. In einer Studie Uber die Anwendung von DCLHb nach hamorrhagi-
schem Schock bei Schweinen wurde ein vortibergehender Anstieg der Enzym-
aktivitaten von AST und ALT im Serum gemessen, anschliel3end durchgefuhrte
histopathologische Untersuchungen z. B. des Lebergewebes ergaben jedoch
keinen Hinweis auf eine Schadigung der Zellen (Dunlap et al. 1995).

Ab drei Stunden nach Reperfusionsbeginn verschoben sich die Relationen zwi-
schen den Enzymwerten der drei Gruppen fortschreitend zu Gunsten der
DCLHb-Gruppe. Da in dieser Gruppe die Enzymaktivitadten entweder starker
abnahmen oder weniger stark anstiegen als in den beiden anderen Gruppen.
Gegen Ende des Beobachtungszeitraumes gingen die AST- und die GST-
Aktivitat in der DCLHb-Gruppe zurlck, wahrend sie in beiden anderen Gruppen
zunahmen. Das konnte darauf hinweisen, dal} langerfristig der Einsatz von
DCLHb den Reperfusionsschaden wirksam mindert. Die starkere Gewebeoxy-
genierung, die moglicherweise zunachst mehr negative Nebenwirkungen hatte,
wurde sich also im weiteren Verlauf positiv auswirken. In einer Studie Uber die
Wirkung von verschiedenen Volumenersatzlésungen nach hamorrhagischem
Schock bei Schweinen wurde festgestellt, dal’ eine Loésung mit DCLHb den
mittleren arteriellen Druck, den arteriellen O,-Gehalt und den Saure-Basen-
Haushalt rascher verbesserte als Losungen ohne DCLHb (Dunlap et al. 1995).
Eine weitere Studie verglich DCLHb mit isotoner und hypertoner Salzlésung als
Volumenersatzmittel bei Ratten nach hamorrhagischem Schock und kam zu
dem Ergebnis, daf durch die Anwendung von DCLHb das Basendefizit geringer
war und der Oz-Verbrauch deutlicher verbessert wurde als durch die beiden

anderen Loésungen (Cohn und Farrell 1995).
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Auch in dieser Frage wurde eine Beobachtung uber einen langeren Zeitraum

als sechs Stunden in der vorliegenden Studie sicherlich mehr Klarheit bringen.

Die Indikatoren der Syntheseleistung wie Albumin, Cholinesterase und die
Mehrzahl aller Faktoren des Gerinnungs- und Fibrinolysesystems charakterisie-
ren das Ausmal des funktionellen Leberschadens.

Vergleicht man die Wirkung der verschiedenen Volumenersatzlosungen anhand
des Verlaufs des Albumins, so zeigte sich ein starkes und frihes Absinken der
Konzentration im Serum in allen drei Gruppen. Auffallig war dabei ein erstes
starkes Absinken bereits vor Hepatektomie. Es folgte ein weiteres deutliches
Absinken bis funf Minuten nach Reperfusionsbeginn, anschliel3end veranderten
sich die Kurven nur noch wenig.

Eine pathologisch vermehrte renale Ausscheidung kann nicht die Ursache flr
den rapiden initialen Rickgang der Serumkonzentration sein. Ebenso wenig
kann eine verminderte Synthese den Ruckgang erklaren, da bei der langen
Halbwertszeit des Albumins von 19 Tagen (Thomas 1992, Reed et al. 1988)
sich selbst bei einem vdlligen Aussetzen der Synthese die Konzentration im
Serum nur sehr viel langsamer vermindern wirde. Auch eine Verdiinnung des
Serums durch intraoperativen Volumenersatz kann als Ursache flr den raschen
initialen Konzentrationsrickgang ausgeschlossen werden, da zwischen Laparo-
tomie und Hepatektomie keine oder nur eine geringe Zufuhr von Volumen er-
folgte. Auch nach Hepatektomie war die Volumenzufuhr nicht so hoch, dal} sich
daraus eine weitere Halbierung der Albuminkonzentration im Serum ergeben
hatte. Albumin gehdrt zu den ,,Anti-Akute-Phase-Proteinen®. Veranderungen der
Albuminkonzentration im Serum sind im wesentlichen durch Verteilungsstorun-
gen, weniger durch Synthesestérungen bedingt (Thomas 1992). Eine Verlage-
rung des Albumins aus dem vaskularen Bereich, bzw. aus dem Serum bleibt als
madglicher Grund zu vermuten. Dies wirde Beobachtungen entsprechen, die in
anderen Studien bereits in den friihen Jahren der experimentellen Lebertrans-
plantation gemacht wurden (Otto und Grossmann 1976, Kashiwagi et al. 1968).
Auch hier Uberstieg der Verlust der Serumproteine bei weitem das Ausmal}, das

auf Grund ihrer Halbwertszeit zu erwarten ware, und man nahm eine Se-
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questration ins Splanchnikusgebiet an. Des weiteren wurde in diesen Studien
ein Zusammenhang der Serumproteinkonzentration mit dem Grad der Leber-
schadigung aufgezeigt und die Wiederaufnahme der Synthese nach Transplan-
tation nachgewiesen. Ein Ansteigen der Konzentration im weiteren Verlauf ware
also zu erwarten, dabei wirde vermutlich der Einfluld der verschiedenen Volu-
menersatzldsungen auf die Proteinsynthese und damit der jeweilige Grad der
Leberschadigung sichtbar werden. Im gegebenen Zeitraum ist zeitweilig eine
signifikant geringere Albuminkonzentration im Serum der Kontrollgruppe ge-
genuber der HHES-Gruppe festgestellt worden. Diese erklart sich wahrschein-
lich mit einem Verdinnungseffekt durch vermehrte intraoperative Volumenzu-
fuhr in dieser Gruppe.

Innerhalb des sechsstundigen Beobachtungszeitraumes nimmt die transplan-
tierte Leber die Neusynthese noch nicht wieder auf, das im Serum eine Stunde
nach Reperfusion noch vorhandene Albumin zeigt aufgrund seiner langen
Halbwertszeit wenig Veranderungen.

Die hier uber das Albumin gemachten Aussagen scheinen ohne weiteres Uber-
tragbar auf das Gesamteiweil3, da die Kurven der Gesamteiweil3konzentration —
auf entsprechend héherem Niveau denen der Albuminkonzentration fast véllig

entsprechen.

Die Werte der Cholinesterase im Serum zeigten einen ahnlichen Verlauf wie die
des Albumins. Auch hier wurde ein deutlicher Ruckgang der Enzymaktivitat im
Serum zwischen Laparotomie und Hepatektomie in allen drei Gruppen beo-
bachtet. Das Absinken der Enzymaktivitat mufl} eine Folge der Laparotomie,
bzw. damit unmittelbar verbundener MalRnahmen sein. Es erklart sich nicht
durch ein Absinken der Cholinesterasesynthese in der Leber, da bei einer
Halbwertszeit von funf bis zwoIf Tagen (Thomas 1992, Ostergaard et al. 1988)
die Aktivitat im Serum nicht so stark und rasch zurickgehen durfte. Ein Volu-
menersatz fand im fraglichen Zeitraum nicht oder nur in geringem Mal3e statt,
also scheidet ein Verdinnungseffekt als mogliche Erklarung auch hier aus. Er
konnte allenfalls den Riuckgang in der HHES-Gruppe nach funf Stunden erkla-

ren. Die geringfugig niedrigere Aktivitat im Serum der Kontrollgruppe konnte
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ebenfalls mit einer Verdinnung durch vermehrte Volumengaben in dieser
Gruppe erklart werden.

Eine Inaktivierung der Cholinesterase mufl} angenommen werden; die stattge-
fundene intraoperative Heparinisierung kdonnte als Grund dafur in Frage kom-
men (Thomas 1992).

Anhand des Verlaufs der Lebersyntheseparameter lassen sich in dieser Studie,
bedingt durch die Kirze des Beobachtungszeitraumes und die lange Halb-
wertszeit der einzelnen Parameter keine Aussagen uber die Auswirkung der

verschiedenen Volumenersatzlésungen auf den Reperfusionsschaden machen.

4.7. SchluBRfolgerung

ALT hat sich als ungeeigneter Parameter zur Einschatzung des Ischamie- und
Reperfusionsschadens nach Lebertransplantation am Schwein erwiesen. Zum
einen wegen geringer und langsamer Veranderung ihrer Aktivitat im Serum,
was in erster Linie durch ihre lange Halbwertszeit bedingt ist, zum anderen we-
gen der paradoxen Veranderung ihrer Werte, das heif3t inren Riuckgang in Pha-
sen, in denen eine starke hepatozellulare Schadigung anzunehmen ist, und
durch andere Enzyme auch angezeigt wurde.

Der Vergleich der verschiedenen Volumenersatzlosungen ergab keine eindeutig
und durchgangig bessere Wirkung der einen gegenuber den anderen, gemes-
sen an den Enzymwerten. Die Kontrollgruppe hatte nach initial hohen Werten
die niedrigsten Enzymaktivitaten im Serum, zeigte aber dann steigende Ten-
denz und naherte sich den hoheren Werten der anderen Gruppen bzw. Ubertraf
sie. Die HHES-Gruppe zeigte im frihen Stadium der Reperfusion die besten
Enzymwerte, was mit der Verbesserung der Himodynamik durch osmotischen
Effekt erklart werden kann. Dieser |aldt jedoch bald nach, was den spateren An-
stieg der Enzymaktivitaten im Serum erklaren kann. Die DCLHb-Gruppe, deren
Enzymwerte zwischenzeitlich die hochsten waren, verbesserte ihre Position im

spateren Verlauf, das heil3t ihre Enzymwerte gingen zurtick. Es wird vermutet,
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dald die starkere Oxygenierung durch die O,-transportierenden Eigenschaften
des DCLHb sowie sein vasopressorischer Effekt hierflr ursachlich waren. Mog-
licherweise wirken sich genau diese beiden Eigenschaften zunachst negativ, im
spateren Verlauf positiv auf das Lebergewebe aus.

GST hat sich durch die wesentlich deutlichere Zunahme und die frihere und
deutlichere Abnahme ihrer Aktivitat im Serum als ein besonders sensitiver und
zuverlassiger Parameter fur das Ausmal} hepatozellularer Schadigung erwie-
sen. Die erstere kann zurlckgefuhrt werden auf die homogene Verteilung der
GST im Leberlappchen und auf ihr relativ geringes Molekulargewicht, das die
GST rascher aus geschadigten Hepatozyten ins Serum austreten laft. Die kur-
ze Halbwertszeit der GST laft ihre Aktivitat im Serum bei nachlassender hepa-
tozellularer Schadigung rascher und deutlicher zurlickgehen. Die sensitive und
deutliche Indikation der GST ermaoglicht in der klinischen Praxis ein schnelleres
und dem Bedarf angepalites Eingreifen, besonders auch bei spater auftreten-

den Komplikationen.
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen einer Lebertransplantation werden Leberzellen durch ischamiebe-
dingte Hypoxie zum Teil irreversibel geschadigt. Gleichzeitig laufen im Stoff-
wechsel der Zellen Vorgange ab, die sich bei der Reperfusion und der damit
verbundenen Wiederzuflihrung von Sauerstoff in einer weiteren Zellschadigung
fortsetzen. Eine Abschatzung dieser Schadigung ist wichtig, unter anderem um
rechtzeitig und bedarfsorientiert therapeutisch eingreifen zu kdnnen. Enzymak-
tivitaten im Serum geben Hinweise auf das Ausmal} des Zellschadens.

In dieser Studie wurde der Wert der Glutathion-S-Transferase (GST) als Para-
meter zur Messung des Ischamie- und Reperfusionsschadens untersucht. GST
eignet sich hierfur durch ihre hohe Konzentration im Zytosol der Hepatozyten
und ihre homogene Verteilung im Leberlappchen. Ihr geringes Molekularge-
wicht und ihre relativ kurze Halbwertszeit lassen vermuten, dafd sie durch |-
schamie und Reperfusion bedingte hepatozellulare Schadigung sensitiver und
zuverlassiger anzeigen konnte, als die bisher etablierten Parameter Alaninami-
notransferase (ALT) und Aspartataminotransferase (AST).

Zusatzlich wurde in dieser Studie anhand der Aktivitaten von AST, ALT und
GST im Serum untersucht, wie unterschiedliche Volumenersatzlésungen das
Ausmal} des Ischamie- und Reperfusionsschadens beeinflussen. Dabei wurden
eine isotone Salzlésung (Haes-steril), eine stark hypertone Salzlésung (HHES)
und eine stromafreie Hamoglobinlésung (DCLHb) verwendet. Die O,-transpor-
tierenden Eigenschaften von DCLHDb lie3en eine bessere Gewebeoxygenierung

bei Reperfusion und damit einen geringeren Reperfusionsschaden erwarten.

Es wurden 34 Lebertransplantationen an Schweinen durchgefiihrt. Den Emp-
fangertieren wurde kurz vor Reperfusionsbeginn eine Bolusinjektion der ent-
sprechenden Volumenersatzlésung appliziert (Haes-steril n=10, HHES n=10,
DCLHb n=14). Zur Messung der Enzymaktivitaten im Serum wurde den Tieren
zu bestimmten festgelegten Zeitpunkten Blut enthommen.

Die GST-Aktivitat im Serum stieg in allen drei Gruppen bei Reperfusion wesent-
lich hdher an, erreichte fruher ihr postoperatives Maximum und nahm deutlicher
und friher wieder ab als die Aktivitat von ALT und AST. Die AST-Aktivitat im
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Serum stieg in allen drei Gruppen auf erheblich geringere Werte als die GST,
erreichte ihr postoperatives Maximum in zwei Gruppen spater als diese und
zeigte einen geringeren Ruckgang in Zeitabschnitten, in denen die GST-Werte
bereits deutlich zurtickgingen. Die ALT-Aktivitat im Serum veranderte sich nur
unerheblich und sehr langsam. Auch bewegte sie sich paradox, das heil3t sie
ging vor und nach Beginn der Reperfusion zurick, also in einer Phase, in der
eine starkere hepatozellulare Schadigung zwingend anzunehmen war und von
den anderen Parametern auch angezeigt wurde. Die Enzymaktivitaten im Per-
fusat (Ischamieschaden) wurden mit den maximalen Enzymaktivitaten wahrend
der Reperfusion korreliert. Die beste Korrelation zeigte hierbei die Aktivitat der
GST.

Der Vergleich der drei Volumenersatzldsungen ergab fur die isotone Salzlésung
Haes-steril die initial héchsten GST-Werte mit raschem Rickgang und spate-
rem leichten Wiederanstieg sowie initial hohe AST-Werte mit ebenfalls an-
schlieRendem deutlichen Ruckgang und spaterem Wiederanstieg. Fur die hy-
pertone Lésung HHES ergab sich ein initial maRiger Anstieg der GST- und der
AST-Werte mit geringem Riickgang und leichtem Wiederanstieg der GST-
Aktivitat in der letzten Stunde des Beobachtungszeitraumes, wahrend die AST-
Aktivitat hier von Anfang bis zum Ende fortgesetzt weiter anstieg. Fur die Ha-
moglobinlésung DCLHb ergab sich ein mittlerer initialer Anstieg der GST-Werte,
die dann zuerst nur voribergehend abnahmen und auch spater nur mafig zu-
ruckgingen, so dal} sie bis fast zum Ende Uber denen der beiden anderen
Gruppen lagen; jedoch gingen sie gegen Ende deutlicher zurtick. Die AST-
Werte zeigten hier einen Anstieg auf ein Niveau Uber den beiden anderen
Gruppen, es folgten nur geringere Veranderungen, jedoch ebenfalls ein Rick-

gang gegen Ende des Beobachtungszeitraumes.

Der Vergleich der Volumenersatzldsungen erbrachte keine durchgangig besse-
re Bewertung einer von ihnen. In der HHES-Gruppe ergaben sich in der friihen
Phase relativ gunstige Werte, die sich im spateren Verlauf jedoch relativ zu de-

nen der beiden anderen Gruppen verschlechterten. Umgekehrt brachte die
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DCLHb-L6sung im friiheren Stadium weniger glinstige Werte, die sich spater
aber relativ zu denen der beiden anderen Gruppen verbesserten. DCLHb
scheint also mittel- und langerfristig den Reperfusionsschaden wirksam zu min-
dern. Jedoch sollte seine Wirkung noch weiter untersucht werden, da auch in
der vorhandenen einschlagigen Literatur widerspruchliche Ergebnisse vorlie-
gen.

Durch den initial hohen Anstieg, die deutlicheren Veranderungen und beson-
ders das raschere Absinken der GST-Aktivitat im Serum stellt sich die GST im
Vergleich mit der AST und der ALT als der deutlich sensitivere und zuverlassi-
gere Parameter fir das Ausmald hepatozellularer Schadigung durch Ischamie
und Reperfusion bei der Lebertransplantation am Schwein dar. Die enge Korre-
lation der Aktivitat der GST im Perfusat (Ischamieschaden) mit ihrer maximalen
postoperativen Aktivitat (Reperfusionsschaden) spricht ebenfalls fur die Validitat
der GST. Fur die klinische Praxis ergibt sich daraus der Vorteil, daf3 eine not-
wendig werdende Medikation jeweils rechtzeitig und bedarfsorientiert vorge-

nommen und ihr Erfolg schneller und genauer eingeschatzt werden kann.
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7. Abklrzungen

A.
ATP
ALT
AST
Ca
Ch.

Cl
DCLHb
Fr.
GLDH
GSH
GST

h
HAES
HHES

HTK
I.E.

i. m.
i. V.
K
KCI
KDa
KG
KO
KOD
LDH
LTX
Na
NaCl
NO
PAF
PVC

TNFa

Arteria

Adenosin-5-triphosphat
Alaninaminotransferase
Aspartataminotransferase
Calcium

Charriére (1 Ch. entspricht einem aul3e-
ren Durchmesser von 1/3 mm)
Chlorid

Diaspirin-Crosslinked Hemoglobin
French (1 Fr. =1 Ch. (s. 0.))
Glutamatdehydrogenase
Glutathion (y-Glutamyl-Cysteinylglycin)
Glutathion-S-Transferase

Stunde

Hydroxyathylstarke

Hyperhes (hypertone Hydroxyathylstar-
ke)
Histidin-Tryptophan-Ketoglutarat
internationale Einheit
intramuskular

intravends

Kalium

Kaliumchlorid

Kilodalton

Korpergewicht

Kontrollgruppe
kolloid-osmotischer Druck
Lactatdehydrogenase
Lebertransplantation

Natrium

Natriumchlorid

Stickstoffmonoxid
Plattchen-aktivierender Faktor
Polyvinylchlorid
Regressionskoeffizient

Unit

Vena

Tumor-Nekrose Faktora
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