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1 Einleitung

1.1 Historische Entwicklung der Leberchirurgie

Im Rahmen des medizinischen Fortschritts nimmt auch die Transplantationschirurgie

von Organen einen wichtigen Platz ein.

Die Leber- und Pfortaderchirurgie und die daraus resultierenden Erkenntnisse und Ent-
wicklungen gewannen erst im letzten Jahrhundert an Bedeutung. Aufzeichnungen Utber
erste Versuche in der Leberchirurgie gibt es von Hildanus (1560 - 1643) und Harvey
(1578 - 1656). Die erste erfolgreiche dokumentierte Leberteilresektion fuhrte Hildanus in
Folge einer traumatischen Leberschadigung durch. Die erste geplante Linksresektion
der Leber erfolgte 1888 durch K. Langenbuch (Hardy, 1990; Reith, 1995).

Durch die beiden Weltkriege wurde die weitere Entwicklung der Leberchirurgie zunachst
verzogert. In der Mitte der 50er Jahre wurde durch die Darstellung der Topographie der
intrahepatischen Gallenwege von Hjortsjo (1951), die Erkenntnisse von Healy zur Ana-
tomie der Leberarterie (1953) und von Couinaud zur Segmentanatomie der Leber (1954)
ein weiterer Durchbruch erzielt (Couinaud, 1954; Healy und Schroy, 1953). 1968 gelang
Tom E. Starzl die erste orthotope Lebertransplantation (Hardy, 1990).

Die Fortschritte auf dem Weg zur modernen Leberchirurgie konnten durch die genauere
Kenntnis der Anatomie und Topographie der Leber, sowie die stetige Optimierung der
Operationsverfahren, und die Verbesserung von Narkose und postoperativer Betreuung

erzielt werden.

Peri- und postoperative Komplikationen konnten durch den Einsatz protektiver intraope-
rativer MaRnahmen (z.B. Hypothermie und verschiedene organspezifische Protektions-
Lésungen) verringert werden. Spannend dabei ist, im Unterschied zu anderen Organen,
dass eine Resektionsfahigkeit der Leber bis zu 80 % mdglich ist und die Leber Uber eine
enorme Regenerationsfahigkeit bis ndherungsweise zu ihrem Ausgangsgewicht verflgt
(Karp, 2009; Michalopoulos und DeFrances, 2005).

Das Ziel der Forschung ist darauf fokussiert, die Morbiditat und Letalitat in der Leber-
transplantationschirurgie zu senken, wozu umfangreiche perioperative Mal3nahmen bei-

tragen konnen. Dazu gehort die Weiterentwicklung operativer Techniken, die intraopera-



tive Anwendung verschiedener Organprotektionsverfahren und die postoperative Be-
treuung (Lueck et al., 2016; Mellert et al., 2011, Preusse et al., 1982; Schad, 1990).

In der vorliegenden Arbeit werden verschiedene intraoperative Protektionsverfahren fur
die ischamische Rattenleber im Tierversuchsmodell mittels der elektrischen Impedanz

analysiert.

1.2 Protektionsverfahren

Bei Eingriffen am offenen Herzen ist der Vorteil der Nutzung verschiedener kardioplegi-
scher Losungen bzw. Verfahren im Vergleich zur reinen Hypothermie aufgrund zahlrei-
cher Studien gesichert (Braathen et al., 2011; Schad, 1990; Scrascia et al., 2011). Dabei
ist die Organprotektion durch die Losungen auf den Metabolismus, die Organstruktur

und die Funktion wéhrend der Ischamie gerichtet.

Die heutzutage weltweit eingesetzten Kardioplegie-Losungen unterscheiden sich deut-
lich in Bezug auf ihre Zusammensetzungen. Grundsatzlich kann zwischen bluthaltigen
und kristallinen Lésungen unterschieden werden. Die in Deutschland am haufigsten an-
gewandte LOsung in der Herzchirurgie ist die HTK-LOsung nach Bretschneider, die nat-

riumarm und mit einem Aminosauren-Puffer versehen ist.

Nachdem die HTK-Lésung Custodiol® zunachst nur in der Herzchirurgie zur Anwendung
kam, wurde sie in den 80er- Jahren auch im Rahmen von Lebertransplantationen einge-

setzt.

Zur Leberprotektion wird international vorwiegend die UW- Lésung nach Belzer verwen-
det. Sie ist natrium- und kaliumreich und enthalt hochenergetische Phosphate zur Min-
derung der intrazellularen Azidose. Der Zusatz von HAES soll der Odementwicklung in
der Leber entgegenwirken, erhoht aber auch gleichzeitig die Viskositdt der Loésung
(Cavallari et al., 2003; Lema Zuluaga et al., 2013).

In Deutschland wird zur Leberprotektion adaquat zur Myokardprotektion Uberwiegend
die Bretschneider L6sung eingesetzt. Neben der bereits erwdhnten "Natrium- Armut"
zeichnet sich diese Losung durch eine niedrigere Viskositat aus, wodurch eine schnelle-

re Durchspilung des Organs und eine Verringerung von Vasospasmen wahrend der



Reperfusion gewabhrleistet ist (Lamesch et al., 1991; Ringe et al., 2005; Wiederkehr et
al., 2014). Weiterhin enthalt sie in hoher Konzentration einen Histidin- Puffer der die Is-
chamie bedingte Azidose (Laktatbildung) reduziert und dartiber hinaus noch als Radikal-
fanger fungiert, sowie einen Zusatz von Ketoglutarat und Tryptophan zur Membranstabi-

lisation.

Neben den beiden genannten Losungen wird heute in zunehmendem Umfang die 1997
entwickelte Losung IGL (Institute Georges-Lopez) europaweit verwendet. Diese Losung
zeichnet sich durch eine geringe Viskositat und eine im Vergleich zur UW-L6sung gerin-
gere Natrium- und Kalium- Konzentration aus. Die Besonderheit liegt in der Verwendung
von Glutathion, welches die antioxidativen Eigenschaften der IGL- L6sung verstarken
soll (Jain et al., 2003).

Die unterschiedlichen Protektionslésungen wirken auf den Metabolismus des ischami-
schen Organs. Ischamie fuhrt zu einer Hemmung der Natrium- Kalium ATPase der
Zellmembran. Daraus resultiert eine intrazellulare Natrium- Akkumulation mit Ausbildung
einer intrazellularen Azidose und eines konsekutiven intrazellularen Odems. Der isché-
mische Zellschaden wird durch Anwendung der protektiven Lésungen abgeschwacht
(Adam et al., 2015; Ben Mosbah et al., 2006; Cavallari et al., 2003; Erhard et al., 1994;
Fingas et al., 2011; Lema Zuluaga et al., 2013; Meine et al., 2006).

Diese sollen durch ihre Zusammensetzung in der ischamischen Phase auf unterschied-
liche Weise die Azidose mindern und der Odementwicklung entgegenwirken. Die Unter-
suchungen zur Organprotektion basieren auf Experimenten mit verschiedenen Tierspe-
zies. Kehrer untersuchte bereits 1990 die besondere Eignung der Schweineleber fur
Leberperfusionsexperimente im Vergleich zur Schafsleber. Die Rattenleber, die in unse-
rer Versuchsanordnung genutzt wurde, ist besonders reprasentativ fir andere Spezies
aufgrund ihrer anatomischen Gleichverteilung der Leberlobuli und deren elektrischer
Homogenitéat (Gersing et al., 1991; Kehrer, 1990,1993).

Um die Effizienz eines Protektionsverfahrens tierexperimentell zu untersuchen, bieten
sich verschiedene Mdglichkeiten an: histologische Untersuchungen zur Darstellung des
eingetretenen Zellschadens, Analysen der Leberenzyme (intra- und postoperativ), Aktivi-

taten der Kreatin-Kinase als Marker sinusoidaler Endothelschadigungen, postoperative



Messungen des Gallenflusses und der Gallenproduktion als Marker des Aktivitatszu-
standes der Hepatozyten, Messung von lonenverschiebungen und pO2- Verlaufen im

Perfusat, sowie Messung von ATP- und Glykogengehalt des Gewebes.

Ein weiteres Verfahren stellt die Messung der bioelektrischen Impedanz des ischami-

schen Organs dar.

1.3 Die elektrische Impedanz

Mit der elektrischen Impedanz werden Veranderungen der passiven elektrischen Eigen-
schaften von Organen wahrend Ischdmie gemessen, wodurch Ruckschlisse auf den
Gewebeschaden und somit die Effizienz der verwendeten Protektionsverfahren gezogen
werden konnen (Ellenby et al., 1987; Erhard et al., 1993; Gebhard et al., 1987; Gersing,
1982; Lambotte et al., 1978; Lueck et al., 2016).

Unter der elektrischen Impedanz von Gewebe versteht man den Widerstand, den das
Gewebe einem Wechselstrom entgegensetzt. Es gibt erprobte und in der Anwendung
sehr einfache Methoden zur Messung der Impedanz (Gersing et al., 1991). Der grol3e
Vorteil dieser Messmethode besteht darin, dass sie fir Gewebe atraumatisch ist und
dass die Ergebnisse innerhalb von Sekunden vorliegen. Die Enthahme von Gewebspro-
ben und Analysezeiten, wie sie fir histologische und biochemische Untersuchungen

notwendig sind, entfallen (Linhart, 1995).

Da es wahrend der Ischamie zu Elektrolyt- und vor allem Flissigkeitsverschiebungen
zwischen dem Intra- und Extrazellularraum kommt, werden die Stromflisse und die dar-
aus resultierenden Spannungsveranderungen beeinflusst. In erster grober Naherung
kann festgestellt werden, dass der Strom bei niedrigen Frequenzen vornehmlich durch
den Extrazellularraum flie3t. Die elektrischen Eigenschaften der Zellmembran kénnen
als Kondensatoren beschrieben werden, die den Stromfluss durch die Zellen beeintréch-
tigen bzw. verhindern. Bei hohen Frequenzen geht der kapazitive Widerstand eines
Kondensators gegen "0" und fiihrt somit sowohl zu einem extra- als auch intrazellularen
Stromfluss. Veranderungen des extrazellularen Milieus werden bei niedrigen Frequen-

zen erfasst und als Ohmscher Widerstand bezeichnet. Vor dem Hintergrund dieser Aus-



10

fuhrungen lassen sich Veranderungen des Gewebes frequenzabhéngig mithilfe der

elektrischen Impedanz erfassen.

Ein aufgetretenes Odem stellt sich als Indikator des Ischamieschadens unter anderem
durch die Verschiebung der Flussigkeit nach intrazellular dar, was bei der Impedanz-
messung mit dem Extrazellularraumindex (EZRI) abgeschéatzt werden kann. Zusatzlich
mehren sich die Hinweise, dass die Impedanzmessung eine nicht- invasive Methode zur

Untersuchung der Gap Junctions sein durfte.

1.4 Gap Junctions

Gap Junctions stellen eine direkte, an Zellkontakten lokalisierte Verbindung des Zyto-

plasmas benachbarter Epithelzellen dar (Loewenstein et al., 1964).

Im Rahmen weiterer Untersuchungen konnten die Gap Junctions als das morphologi-
sche Korrelat interzellularer Kommunikation bestétigt werden (Klaunig und Ruch, 1990;
Makowski et al., 1984; Severs, 1990; Spray und Burt, 1990; Unwin, 1980,1987; Wright,
1988). Durch die Weiterentwicklung der Elektronenmikroskopie konnte dargestellt wer-
den, dass die Zellmembran Kanéle, so genannte Connexone enthélt, die mit entspre-
chenden Connexonen benachbarter Zellen kommunizieren und so das Zytoplasma be-
nachbarter Zellen durch einen hydrophilen Kanal (Gap Junction) untereinander verbin-
det (Goodenough und Gilula, 1974; McNutt und Weinstein, 1970). Gap Junctions die-
nen dem Austausch von lonen, Signalstoffen und Metaboliten, und der Erhaltung der
zellularen Homoostase und der Volumenregulation (Kehrer, 1993; Loewenstein , 1987 ;
Verselis et al. , 1986). Bei geringer Gewebsschadigung gleicht die Kopplung der Gap
Junctions chemische und elektrische Potentialdifferenzen aus und stabilisiert somit den
Zellverbund. Je langer eine Ischdmiebelastung andauert und ein kritisches Mal3 Uber-
steigt, kommt es zu einem Verschluss der Gap Junctions und somit zu einer Abkopplung
der Zellen untereinander, wodurch anzunehmender Weise die Uberlebenschance einer
vitaleren Zelle erhdht wird. Nach Engelmann (1875, 1877) ergibt sich, dass die Zellen

gemeinsam leben, aber einzeln sterben.

Durch Untersuchungen mittels Mikroelektroden am Herzen fanden sich Hinweise, dass

der Widerstand der Gap Junctions im Verlauf von Hypoxie und Ischdmie ansteigt
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(Argentieri et al., 1990; De Mello, 1987; Gettes, 1986). Kehrer et al. gelangten zu der
Hypothese, dass nur bei Gewebe, dessen Zellen tiber Gap Junctions gekoppelt sind, im
Laufe der Ischamie ein steiler Anstieg der Impedanz bei niedrigen Frequenzen beobach-
tet werden kann und hierfur ein Verschluss der Gap Junctions ursachlich sein kénnte
(Kehrer et al., 1990).

Lick et al. (2016) demonstrierten bei Untersuchungen an neonaten und adulten
Schweinherzen bei 13 kHz, den fir den Gap Junction Verschluss typischen sigmoidalen
Anstieg der DZ (Abb.1). Gleichzeitig postulierten sie anhand ihrer Messungen des Ext-
razellularraums einen zeitlichen Zusammenhang mit Gap Junction Verschlissen, da
dieser parallel zum Anstieg der DZ im gleichen Zeitverlauf abfallt (Kaushal und Weh-
mann, 2016).

t-in

Permittivity €' at 13kHz

Ischemic time

Abb. 1: Schematic diagram of a stylized sigmoidal time course of the dielectric permit-
tivity eps at 13 kHz during myocardial ischemia. The time point t-in represents
the breakpoint of the curve. € ' Permittivity; t-in, time up to the point of inflex-
ion, in €' (t) (Lueck et al., 2016).
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Ein Gap Junction Verschluss ist zu anzunehmen, wenn wahrend der Ischdmie eines
Organs eine Anderung der interzellularen Leitfahigkeit eintritt (Kehrer, 1993). Untersu-
chungen durch Schaefer et al. (2002) unterstiitzen diese Vermutung. Bezogen auf Abb.1
bedeutet dies, dass die Zeit bis zum Umschlagpunkt in €' (t-in) die Latenz darstellt, bis

der GJV wéhrend Ischamie auftritt.

1.5 Fragestellung und Zielsetzung

Um die Qualitat der Protektionslésungen bei der Lebertransplantation beurteilen zu kon-
nen, nutzten wir in dieser Arbeit die Methode der elektrischen Impedanzmessung. Mit die-
ser Methode ist es mdglich, die passiven elektrischen Eigenschaften an der Rattenleber
wahrend der Ischamie zu erfassen. Dazu haben wir die Veranderungen des EZRI - ein
Indikator der Odembildung - und den Zeitpunkt des Gap Junction-Verschlusses gemes-

sen, sowie die Anderungen der Leitfahigkeit (Permittivitat £ und Konduktivitat o) erfasst.

Da die Regenerationsfahigkeit eines ischamischen Organs wesentlich von den Ischéa-
mie- bedingten Schadigungen abhéangt (Kehrer, 1993), stehen mehrere Parameter zur
Verfiigung, die Qualitdt des Protektionsverfahrens zu beurteilen. Dazu gehéren Bestim-
mung des Energieumsatzes, der Morphologie, der Azidose- Entwicklung (pH-Messung),
des intraischamischen Metabolismus, sowie Analyse der postischamischen Funktion.
Ein weiteres Verfahren zur Uberpriifung der Protektionseffektivitat stellt die Messung der
elektrischen Impedanz dar, die in zahlreichen experimentellen Untersuchungen am Her-
zen durchgefuhrt wurde (Jain et al.,, 2003; Knapp et al., 2005; Padilla et al., 2003;
Schaefer et al., 2019). In der vorliegenden Untersuchung wurde dieses Verfahren auch
an der ischamischen Leber angewendet. Dazu wurde nicht nur der Einfluss der Tempe-
ratur (35°C und 5°C) bei reiner Ischamie untersucht, sondern auch der Einfluss ver-
schiedener Protektionslosungen (IGL, UW und HTK) bei 5 °C verglichen. Nach unserer
Kenntnis wurden bislang keine Impedanzmessungen an der Leber durchgefihrt, die den
Vergleich der untersuchten Protektionslosungen HTK, IGL und UW unter tiefer Hypo-

thermie zum Inhalt hatten.

Die Zielsetzung dieser Arbeit besteht darin, mittels der elektrischen Impedanzmessung
die Qualitat der Protektionslésungen fur die Leber zu evaluieren und in Relation zur L6-

sungszusammensetzung zu bringen.



13

2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere, Narkose und Praparation des Situs

Insgesamt wurden 43 Versuche an Rattenlebern durchgefuhrt. Dazu wurden mannliche
Wistar-Ratten mit einem Gewicht von 200 - 300 g verwendet. Alle Tiere wurden entspre-
chend den Richtlinien des deutschen Tierschutzgesetzes gehalten (Fassung 2006
81+2). Auf eine artgerechte Haltung im institutseigenem Tierbereich bis zum Versuchs-
beginn wurde strikt geachtet. Die Tiere erhielten freien Zugang zu Wasser, Nahrung und
hatten eine ausreichende KafiggréRe. Ebenso wurde der 12 Stunden Tag- Nacht

Rhythmus eingehalten.

Zur Inhalationsnarkose wurde Isofluran (Isofluran 4 %) verwendet. Das Spendertier wur-
de nach Erreichen einer ausreichenden Narkosetiefe in Ruckenlage fixiert. Eine intrape-
ritoneale Injektion von Ketamin (75mg/kg KG) diente zur zuséatzlichen Analgesie. Uber
eine mediane Laparotomie wurde danach das Abdomen eréffnet und die Aorta des Tie-

res inzidiert.

Das Tier verstarb durch Entbluten in tiefer Narkose. Danach erfolgte eine rasche in-situ
Kanulierung der Pfortader mit anschlielRender Perfusion der Leber mit 60ml 5°C kalter
Protektionslosung. Die Applikation der jeweiligen Protektionslosungen wurde manuell
tber 3 Minuten vorgenommen. Bei den Versuchen mit reiner Ischamie entfielen Kandlie-
rung und Perfusion. Die A. hepatica und die V. cava inferior waren zu Beginn der Perfu-
sion ligiert worden. Als Abflussweg der Perfusionsléosung wurde die V. cava inferior ver-
wendet (Abb. 2).

Nach Beendigung der Perfusion wurde das Zwerchfell gespalten, der infra- und supra-
hepatische Teil der V. cava inferior durchtrennt und die Leber sorgféltig von Diaphrag-
ma, Magen, Osophagus und retroperitonealem Bindegewebe freigelegt. Im Anschluss
daran wurde die Leber entnommen und in einem Thermostaten bei 35°C bzw. 5 °C in-
kubiert.
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Abb. 2:

Darstellung des operativen Situs und der technischen Ablaufe. Kanulierung
der Pfortader (V. p.), Ligierung der Arteria hepatica (A. h.) und der Vena cava
inferior (V. c. i.), Eroffnung der Vena cava inferior (V. c.i.) als AbfluBweg flr
die Perfussionslésung.
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2.2 Apparativer Aufbau des Impedanzspektroskops

Die elektrischen Impedanzmessungen wurden in einer temperierbaren Messkammer
Uber einen Messkopf mit vier parallel liegenden Elektroden durchgefiihrt, der nicht inva-
siv auf der Leberoberflache Uber den gesamten Messzeitraum fixiert war. Dadurch konn-
ten kontinuierlich Messungen erfolgen. Es wurde der Messkopf des Instituts fur Biopro-
zess- und Analysenmesstechnik e.V. genutzt, welcher mit 4 Elektroden auf einem
Gummipfropf bestiickt war. Dieser wurde in einem Glasbehalter mit Teflondeckel einge-

bracht und an das Messgerat angeschlossen.

Der Abstand zwischen den Spannungselektroden betrug 2,8 mm, der Abstand zwischen
Spannungs- und Stromelektrode betrug 0,8 mm. Jede Elektrode hatte eine Flache von
1,2 mm Breite auf 5 mm Lange. Um Polarisationsfehler der Impedanzmessung im nied-
rigen Frequenzbereich zu minimieren, wurden die Elektroden mit einer fraktalen Ober-

flache aus Iridiumoxid ummantelt (Gersing et al., 1995).

Zur Messung wurde ein Impedanzanaylsator der Firma Solartron 1260 mit der Software
ImpDAQ V1.03 iba e.V. (Solartron Analytical, Leicester, United Kingdom) oder das Han-
dyscope HS5 (TiePie, Sneek, Netherlands) benutzt. Uber die beiden auRen liegenden
Elektroden wurde in funfminlitigen Abstédnden ein Wechselstrom appliziert und tber die
innen liegenden Elektroden die jeweilige Spannung erfasst und registriert. Dies wurde
fur unterschiedliche Frequenzen zwischen 100 Hz und 1 MHz durchgefuhrt. Die Dauer

einer Einzelmessung Uber den gesamten Messbereich betrug 3-5 Sekunden.
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2.3 Perfusionslésungen

HTK L6ésung nach Bretschneider

,Custodiol", eine Natrium- und Kalium- und vor allem Calcium-arme, Histidin-gepufferte

Losung der Firma Dr. Franz Kéhler Chemie GmbH.

Die HTK - Lésung nach Bretschneider (Custodiol®) wird vor allem zur Kardioplegie bei
kardiochirurgischen Operationen verwendet.

HTK-N - LOsung

Eine Eigenentwicklung der Firma Dr. Kohler Chemie Bensheim. Diese Lésung enthalt
anstelle des Histidin - Histidin-HCL Puffers einen N-Acetylhistidin- Puffer, Aminosauren
und Eisenchelatoren.

IGL-1

Institute Georges-Lopez- 1 Protektionsldsung, neue Protektionslosung fur die Leber mit
niedrigem Kaliumgehalt und niedriger Viskositat

UW (L6sung zur Kaltlagerung nach Belzer)

University of Wisconsin, Standardldésung fur Lebertransplantationen mit hoher Viskositat

und hohem Kaliumgehalt
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Tab. 1: Die unterschiedlichen Zusammensetzung der verwendeten Protektionslosun-
gen: HTK, HTK-N, IGL und UW mit ihren Inhaltsstoffen, der Osmolaritat und

dem pH-Wert
Substanzen HTK HTK- N uw IGL
Natrium [mmol/l] 15 15 30 120
Kalium [mmol/l] 9 10 125 30
Chlorid [mmol/1] 78 74 20
Calcium [mmol/l] 0,015 0,02
Magnesium [mmol/l] 4 8 5 5
Phosphat [mmol/I] 25 25
Sulfat [mmol/l] 5 5
Lactobionate (mmol/l) 100 100
HAES [g/]] 50
Raffinose [mmol/l] 30 30
Mannitol [mmol/l] 30
Histidin [mmol/l] 180
Histidin - HCL [mmol/I] 18
N-Acetylhistidin [mmol/l] 181
Tryptophan [mmol/l] 2 2
Ketoglutarat [mmol/l] 1 2
Glukose [mmol/l]
Insulin [U/1] 100
Penicillin [U/I] 200
Adenosin [mmol/l] 5 5
Allopurinol [mmol/l] 1 1
Dexamethason [mg/l] 8
Glutathion [mmol/I] 3 3
Polyethylen glycol [mmol/l] 0,03
pH bei 25°C 7,1 7.4 7.4
Osmolaritat 291 320 320
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2.4 Statistik

Die ermittelten Messergebnisse sind als Mittelwerte £ Standardabweichung angegeben.
Der statistische Vergleich zwischen den Versuchsgruppen wurde je nach Ergebnis mit
parametrischen oder nicht- parametrischen Tests durchgefiihrt. Als parametrischen Test
nutzten wir den zweiseitigen T-Test fur unabhéngige Variablen beziiglich der verschie-
denen Bedingungen.

Da zur Gegenuberstellung der Protektionslésungen mehrere Gruppen miteinander ver-
glichen wurden, mussten zusatzlich (sofern die Voraussetzungen erfillt waren) einfakto-
rielle Varianzanalysen (ANOVA) durchgefiihrt werden. Um eine ANOVA anzuwenden,
muss unter anderem die Voraussetzung erfillt sein, dass die Varianzhomogenitat zwi-
schen den Gruppen gegeben ist. Dies wird mit dem Levene-Test Uberprift und setzt
voraus, dass dieser Test nicht signifikant werden darf. Sofern Varianzhomogenitat be-
steht, kdbnnen die Werte der ANOVA genutzt werden. Ist der P- Wert signifikant, beste-
hen auch signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen. Um festzustellen zwischen
welchen Gruppen signifikante Unterschiede bestehen, berechneten wir dies anschlie-
Rend mit dem durchgefiihrten Tukey- Post Hoc Test. Signifikante Unterschiede wurden

angenommen, wenn die Irrtumswahrscheinlichkeit 5 % oder weniger betrug (p < 0,05).

2.5 Impedanzmessung

Das Verfahren der Impedanzmessung erfasst das elektrische Verhalten fester und flis-
siger Systeme. Als Parameter flir die Veranderung der Impedanz der Leber wurden die
zeitlichen Veranderungen der Dielektrizitat in Abhéngigkeit von Frequenz und Tempera-

tur genutzt.

Die elektrische Bioimpedanzmessung ist als eine schnelle, nicht invasive, gewebescho-
nende, leicht anwendbare und reproduzierbare Methode nutzbar, um Veranderungen in
ischdmischem Gewebe festzustellen (Gersing, 1999; Gersing et al., 1981; Mellert et al.,
2011; Preusse et al., 1982; Preusse et al., 2003).

Die passiven elektrischen Eigenschaften von Gewebe lassen sich durch Parallel- und
Reihenschaltung von kapazitiven und Ohmschen Widerstédnden beschreiben (Knapp et
al., 2007).
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Abbildung 3 zeigt ein Ersatzschaltbild zur Darstellung der elektrischen Eigenschaften

von Gewebe nach Gersing 1991.

Re
Rg ~‘ Rm
i : Ri
cm' Cm
O O

Abb. 3: Erweitertes Ersatzschaltbild zur Erklarung der elektrischen Impedanz von Ge-
webe unter Bericksichtigung der Gap Junctions. Angenommen wird ein intra-
zellularer und ein parallel geschalteter extrazelluléarer Leitungsweg.

Re = Extrazellularer Widerstand  Cm = Kapazitat der Zellmembran

Rm = Membranwiderstand Rg = Gap Junction Widerstand

Ri = Intrazellularer Widerstand (Zytosol)

Cm' = Membrankapazitat der Doppelmembran zweier benachbarter Zellen

Abbildung 3 zeigt das vereinfachte Modell eines Gewebskompartiment in dem die
elektrischen Eigenschaften des gesamten Gewebes beispielhaft durch den Stromkreis
einer einzelnen Zelle beschrieben werden. In einem Zellkomplex mit identischen elektri-
schen Eigenschaften wéren die benachbarten Zellen durch Gap Junctions miteinander
verkntpft. Der Extrazellularraum ist dargestellt durch den Widerstand Re. Die Eingangs-
und Ausgangsmembran der Zelle, zusammengefasst durch Cm, die elektrischen Eigen-
schaften des Intrazellularraums werden als Ri bezeichnet, die Eigenschaften aller Dop-
pelmembranen werden zu Cm' zusammengefasst und alle Gap Junction Kanale wurden
mit Rg bezeichnet (Schaefer et al., 2018).
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Der Stromfluss Uber den komplexen transzellularen Weg passiert zunachst die aul3ere
Zellmembran, beschrieben durch den Ohmschen Widerstand Rm fiir die wasserperme-
ablen Leitungswege und die Kapazitat Cm fur die Lipiddoppelschicht. Er fliel3t weiter
durch den Widerstand Ri und durch die Gap Junctions mit dem Widerstand Rg oder
Uber die Gap Junctions umgebene Doppelmembran mit der Kapazitat Cm'. Die Strom-
verteilung Uber die beiden parallelen Leitungswege der Ersatzschaltung bzw. des Ge-
webes ist abhéngig von der Frequenz des angelegten Wechselstroms sowie der Grole
der kapazitiven und Ohmschen Widerstande.

Fur Wechselstrom niedriger Frequenzen werden die kapazitiven Widerstande der Zell-
membran sehr grof3, der Strom flief3t Uberwiegend Uber den Extrazellularraum. Dagegen
wird der kapazitive Widerstand fir Wechselstrom hoher Frequenzen gegentber den
Ohmschen Widerstdnden minimal, der Stromfluss erfolgt Gberwiegend Uber den trans-
zellularen Leitungsweg. Das bedeutet, dass Verdnderungen der Strukturen wie etwa die
Entkopplung von Gap Junctions den Wechselstromwiderstand, d.h. die komplexe elekt-
rische Impedanz in bestimmten Frequenzbereichen verandern. Die Gr6Re der elektri-
schen Impedanz wird dabei durch die Dielektrizitatszahl € und die Leitfahigkeit o des
Gewebes im jeweiligen Frequenzbereich des angelegten Wechselstroms bestimmt. Der
Frequenzbereich des Impedanzspektrums reicht von 100 Hz bis 1 MHz.

Aus der Gleichung fur die Dielektrizitatszahl €(w) (Gleichung 1) und der gemessenen
komplexen elektrischen Impedanz Z(w) wurde die Dielektrizitatszahl €(w) und die Leit-

fahigkeit o(w) errechnet.

1

= 0- _
f(w) = ¢ (w) — Leo—w(w) = —iwCOZ(w)

(Gleichung 1)

Hier bezeichnet { die Imaginarzahl (=v—-1), w = 2xf, f die Frequenz des angelegten

Wechselstroms, o die Leitfahigkeit, €= 8,85 « 10712As/Vm und C, die Kapazitat der
Elektroden, die aus den Kalibrierungsdaten ermittelt wurde. Damit ergibt sich das die-
lektrische Spektrum als Veranderung der Dielektrizitdtszahl €' in Abhangigkeit von der

Frequenz des angelegten Wechselstroms (Knapp, 2007)
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Re (f)
1+ iwCmRe(f)

Z(f) =

Z= elektrische Impedanz
f = Frequenz

Impedanzmessungen werden unter anderem genutzt, um Ruckschlisse auf das extra-
zellulare Volumen ziehen zu kénnen (Gersing, 1991; Mellert et al., 2011). Wir bestimm-
ten den Extrazellularindex (EZRI) tuber die Berechnung des Verhéltnisses der Leitfahig-

keit sigma (o) der kleinsten verfigbaren Frequenz zur gro3ten verfliigbaren Frequenz.

Z (0)
EZRI = —=
Z ()

Z= elektrische Impedanz
o= gemessene Leitfahigkeit

Bezogen auf unsere Messungen galt

o (220HZ)

EZRI = o (1MHz)

In der Literatur wird der Extrazellularraum als bestimmende Grdl3e fur die niederfrequen-
te Impedanz und ihre Veranderungen wahrend Ischamie bezeichnet (Korf und Postema,
1988). Untersuchungen von Kehrer et al. (1990) zweifeln an dieser Auffassung, weil ein

zusétzlicher Einfluss der Gap Junctions vermutet wird.
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3 Ergebnisse

Versuche an Rattenlebern (n = 43) wahrend Ischamie unter verschiedenen Protek-
tionsbedingungen.
Ausgewertete Parameter der Leberimpedanzspektren

EZRI aus den Impedanzdaten bei 220 Hz, 13 kHz 112 kHz, 1 MHz,
Dielektrizitatszahl bei 220 Hz, 13 kHz, 112 kHz und 1 MHz
Leitfahigkeit bei 13 kHz und 1 MHz.

3.1 Reine Ischamie bei 35 °C (n=2) im Vergleich zu 5 °C (n=3)

EZRI
Leberischamie bei 35°C und 5°C
1,2 1
1 -
0,8 A
% 0.6 —=—R| 35°C
L —— o 0,1
0.4 RI 5°C o
0,2 0 250
0+ S (=R R e R ———
0 250 500 750 1000 1250 1500
t [min]

Abb. 4: Vergleich des EZRI wéhrend reiner Ischdmie bei 5 °C und 35 °C bei der Rat-
tenleber im zeitlichen Verlauf Gber 24 h.
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In Abbildung 4 bei 35 °C sehen wir zu Beginn der reinen Ischamie einen steilen Abfall
des EZRI - gleichbedeutend einer Zunahme des Gewebe-Odems - bis zur 12. Minute
mit einer folgenden leicht ansteigenden Plateauphase, bis ab der 115. Minute der Steil-
anstieg des EZRI erfolgt.

Der unmittelbare - zu Beginn der Ischamie erkennbare - Steilabfall des EZRI deutet an,
dass das intrazellulare Odem ansteigt mit der resultierenden Abnahme des Extrazellu-

larraums.

Bis zur ca. 500. Minute nahert sich der EZRI sigmoidal dem nachsten Plateau bei einem
Wert von 1,0 an. Dies legt die Vermutung nahe, dass der Extrazellularraum dem Ge-
samtvolumen entspricht. Dieser Zustand tritt im Gewebe dann auf, wenn sich die Zell-
membranen aufgeltst haben und der Zelltod eingetreten ist (Abb. 4). Die kurze erkenn-
bare Plateauphase von der 180. bis zu 270. Minute ist zurzeit noch nicht wissenschaft-

lich erklarbar.

Bei 5 °C - reiner - Ischamie (Abb. 4) erfolgt ein langsamerer Abfall des EZRI, nahert sich
aber schnell einer Plateauphase jedoch in diesem Fall auf niedrigem Niveau und bleibt

Uber den Beobachtungszeitraum konstant.
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Dielektrizitatszahl €

300000

200000

0

€' bei 220Hz

-300000 -

-400000 -

100000 A

-100000 -

-200000 -

Leberischamie bei 35°C und 5 °C

i

500 —-R| 35°C
Rl 5°C

t [min]

Abb. 5: Vergleich der DZ bei 220 Hz wahrend reiner Ischamie bei 5 °C und 35° C bei
der Rattenleber im zeitlichen Verlauf Gber 5 h.
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Abb. 6: Vergleich der DZ bei 13 kHz wéhrend reiner Ischamie bei 5 °C und 35 °C bei
der Rattenleber im zeitlichen Verlauf Giber 8 h.
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Leberischamie bei 35°C und 5 °C

20000
18000
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—-—RI 35°C
-=-RI, 5°C

€' bei 112 kHz

Abb. 7: Vergleich der DZ bei 112 kHz wéhrend reiner Isch&mie bei 5 °C und 35 °C bei
der Rattenleber im zeitlichen Verlauf tiber 8 h

Leberischamie bei 35 °C und 5 °C
2500 ~

2000
1500

1000
—-—RI 35°C

>0 --R| 5°C

€' bei 1 MHz

-500

-1000 -

t [min]

Abb. 8: Vergleich der DZ bei 1 MHz wahrend reiner Ischamie bei 5 °C und 35 °C bei
der Rattenleber im zeitlichen Verlauf Giber 8 h.
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Abbildung 5-8 stellen die Messungen der Dielektrizitdtszahl (Dz) bei unterschiedlichen
Frequenzen und den beiden Temperaturen von 5 °C und 35 °C dar. Die Dielektrizitats-
zahl (Dz) €' ist das Mal3 fur die Permittivitat des Gewebes bei verschiedenen Frequen-
zen. Bei € im Frequenzbereich von 220 Hz bis 112 kHz fallt die DZ bei 5 °C kontinuier-
lich ab, bei 220 Hz tritt ein starkerer Abfall bis zur 10. Minute ein. Bei hohen Frequenzen
(Abb. 8) gibt es einen vernachlassigbaren initialen Anstieg bis zur 10. Minute, der in eine
Plateauphase mundet.

er Ausgangswert der DZ zu Beginn der Ischamie ist bei 220 Hz (Abb. 5) erheblich hdher,
nimmt entsprechend der Frequenz-Steigerung der DZ bis 1 MHz (Abb. 8) kontinuierlich
ab. Bei den Versuchen bei 35 °C fallt die DZ im niedrigfrequenten Bereich von 220 Hz
und 13 kHz in den ersten 15 Minuten ab. Im Vergleich dazu steigt die DZ bei hohen Fre-
guenzen (112 kHz, 1 MHz) an, wobei der Anstieg proportional zur Frequenzhbhe steiler
wird. Der erneute Anstieg nach ca. 100 Minuten kann als eine Kapazitatsveradnderung

aufgrund einer strukturellen Membranveranderung interpretiert werden.

Im weiteren Verlauf ab der 150. Minute sieht man bei 35 °C einen starken Abfall der DZ
Uber den ganzen Frequenzbereich. Da zu diesem Zeitpunkt die Leitfahigkeit und der
EZRI steigen, kann vermutet werden, dass ab der 150. Minute der Ischamie ein Memb-

ranzerfall ablauft.
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Leitfahigkeit o

Leberischamie bei 35 °C und 5 °C

N
I
2
o —=R| 35°C
T —=-RI, 5°C
@)
0 +H—+——+ T T T T T T —>
005 P 250 500

t [min]

Abb. 9: Vergleich der Leitfahigkeit o bei 13 kHz wahrend reiner Ischamie bei 5 °C und
35 °C bei der Rattenleber im zeitlichen Verlauf Gber 8 h.

Leberischamie bei 35 °C und 5 °C

0,45
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0,1 -
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o ' ' " 250 ' ' " 500
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Abb. 10: Vergleich der Leitfahigkeit o bei 1 MHz wéahrend reiner Ischamie bei 5 °C und
35 °C bei der Rattenleber im zeitlichen Verlauf Gber 5 h.
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Bei Betrachtung der Leitfahigkeitsdnderung der Ischamischen Leber bei 35 °C und 5 °C
wird bei 13 kHz (Abb. 9) in den ersten 10 min ein deutlicher Abfall von ¢ sichtbar. Der
Abfall bei 35 °C ist initial erwartungsgemal deutlich steiler. Im weiteren Verlauf der 35
°C -Versuche entwickelt sich eine Plateauphase, die nach etwa 100 Minuten beendet

wird. Anschliel3end steigt o wieder deutlich an.

Die Messungen von o bei 5 °C munden nach einem initialen Abfall in einer Plateaupha-
se der Leitfahigkeit. Bei 1 MHz ist ein &hnlicher Kurvenverlauf zu betrachten. Auch hier
kommt es sowohl bei 5 °C, als auch bei 35 °C zu einem initialen Abfall, der in beiden
Kollektiven etwa bis zur ca. 30. Minute dauert. Im 35 °C Kollektiv andern sich die Mess-
werte gering, bis nach 5 Stunden die Werte deutlich ansteigen (Abb. 10). Im 5 °C Kollek-

tiv fallt die Leitfahigkeit anfanglich deutlich ab und setzt in eine Plateauphase tber.

Erwartungsgemal? werden bei niedrigeren Frequenzen auch im Kurvenverlauf niedrigere
Werte fur die Leitfahigkeit o gemessen, im Vergleich zu héheren Frequenzen, wie die
Abb. 10 zeigt.

3.2 Leberischamie bei 5 °C unter verschiedenen Protektionsbedingungen

Im Folgenden wird die HTK- Lésung nach Bretschneider (n=13) mit der IGL- Ldsung
(n=7) und der UW- L6sung (n=7) bei 5 °C verglichen. (vgl. auch Tab.1)
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EZRI

Leberischamie unter Protektion von
0.25 HTK,UW und IGL

1(400):p=0.001
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Abb. 11: Vergleich des EZRI von HTK, UW und IGL wahrend Ischamie bei 5 °C in un-
terschiedlich protektierten Rattenlebern im zeitlichen Verlauf Gber 24 h.

Der EZRI fallt unabhéngig von dem Protektionsverfahren initial ab, so wie es als Folge
eines sich entwickelnden Zellddems zu erwarten ist (Abb. 11). Sowohl bei IGL und UW
fallt der EZRI in den ersten 60 Minuten rapide ab und geht anschlie3end in ein Plateau
Uber. Bei der HTK- L6sung fallt der initiale Abfall deutlich geringer aus und andert sich
nicht zwischen der 100. und 300. Minute. Diese Phase in der sich das Zellédem nicht
andert, unterscheidet sich deutlich von der IGL und UW Gruppe und liegt auf einem
deutlich héheren Niveau. Ein im Vergleich zur reinen Ischdmie deutlicher Anstieg des

EZRI (Abb. 4) ist nach Anwendung samtlicher Protektionslésungen nicht zu beobachten.

Eine Signifikanz lie3 sich hier zwischen den Kollektiven (HTK, UW, IGL) und reiner Is-
chémie bei 5°C (in Abb. 4) nachweisen (t(400):p=0.001).
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Dielektrizitatszahl €
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Abb. 12: Vergleich der Dielektrizitatszahl bei 220 Hz von HTK, UW und IGL wéahrend
Ischamie bei 5 °C in unterschiedlich protektierten Rattenlebern im zeitlichen
Verlauf Uber 24 h.

Bei niedriger Frequenz (220 Hz) zeigt die DZ in allen Kollektiven innerhalb der ersten 10
Minuten einen drastischen Abfall. Sowohl bei IGL und UW (Abb. 12) wurde der Abfall
auf einen Wert von 140.000 (IGL) und 170.000 (UW) gemessen mit sich anschlieRenden

nahezu konstanten Werten von 100.000.

Auffallig unterscheidet sich davon der Abfall der DZ bei HTK. Weder ist der initiale Abfall
so steil, noch fallt die DZ insgesamt so stark ab. Nach 10 Minuten liegt die DZ bei HTK
bei ca. 200.000, nach 100 Minuten bei 160.000 und bleibt etwa auf diesem Niveau bis
zur ca. 400. Minute nahezu konstant. Die gemessenen Werte bei HTK unterscheiden
sich hier signifikant (t(400):p=0.021). Erst nach 1000 Minuten haben alle Protektionsver-
fahren ein ahnliches Niveau.
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13 kHz
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Abb. 13: Vergleich der DZ bei 13 kHz von HTK, UW und IGL bei 5 °C in unterschiedlich
protektierten Rattenlebern im zeitlichen Verlauf Gber 12,5 h.

Bei Analyse der DZ- Verlaufe bei 13 kHz sieht man grundsatzlich einen sigmoidalen An-
stieg der DZ unabhangig von den Protektionsldsungen als mdglichen Hinweis auf Gap

Junction Verschliisse (Lueck et al., 2016).

Unter UW und IGL gehen die DZ-Werte friher als bei HTK in ein Plateau tber. Unter
UW tritt das Plateau bei etwa 150 Minuten, unter IGL bei etwa 100 Minuten und unter
HTK erst nach ca. 200 Minuten auf (Abb. 13).
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Leberischamie unter Protektion von HTK,
UW und IGL
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Abb. 14: Vergleich der DZ bei 112 kHz von HTK, UW und IGL wahrend Ischdmie bei 5
°C in unterschiedlich protektierten Rattenlebern im zeitlichen Verlauf Gber

24 h.

In dem Kollektiv der DZ bei 112 kHz (Abb. 14) lassen sich keine gravierenden Unter-

schiede zwischen den Protektionslosungen aufzeigen. In allen drei Kollektiven wird das

Plateau nach etwa 80 Minuten erreicht. Das IGL- Kollektiv, unterscheidet sich von den

beiden anderen Kollektiven lediglich dadurch, dass die DZ - Werte deutlich niedriger

liegen.
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1 MHz
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Abb. 15: Vergleich der DZ bei 1 MHz von HTK, UW und IGL wahrend Isch&mie bei 5 °C
in unterschiedlich protektierten Rattenlebern im zeitlichen Verlauf Uber 24 h.

Im hohen Frequenzbereich (1 MHz) zeigt sich bei allen drei Protektionslésungen zu-
nachst ein Steilabfall der DZ, der anschlie3end in eine Plateauphase Ubergeht (Abb.
15). Die niedrigsten Werte werden fir IGL nach 35 Minuten, fir UW nach 40 Minuten
und fir HTK nach 55 Minuten erreicht. Die Werte fir das HTK- Kollektiv liegen deutlich
niedriger als die der IGL- und UW-Kollektive. Die DZ-Werte liegen unter HTK-Protektion
bei 350, die von IGL und UW bei 450 (Abb. 15).
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Leitfahigkeit o
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Abb. 16: Vergleich der Leitfahigkeit o bei 13 kHz von HTK, UW und IGL wahrend Is-
chamie bei 5 °C in unterschiedlich protektierten Rattenlebern im zeitlichen
Verlauf Uber 24 h.

Bei der Untersuchung der Leitfahigkeit o der Protektionsldsungen (Abb. 16) kommt es
zu einem steilen Abfall von o, der ab der 60. Minute flacher wird und nach langerer Is-
chémiezeit in eine Plateauphase Ubergeht.

Die drei Protektionsverfahren unterscheiden sich hierbei nicht wesentlich
(t(200):p=0,178), was darauf hinweist, dass alle untersuchten Losungen einen protektio-
nierenden Effekt aufweisen. Nach Anwendung der HTK- L6sung andert sich die Leitfa-
higkeit wie in den beiden anderen Kollektiven, jedoch ist der Abfall von ¢ auffallig lang-

samer.
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Abb. 17: Vergleich der Leitfahigkeit o bei 1 MHz von HTK, UW und IGL wahrend Is-
chamie bei 5 °C in unterschiedlich protektierten Rattenlebern im zeitlichen
Verlauf Uber 24 h.

Entsprechend dem Kurvenverlauf bei 13 kHz kénnen wir auch bei 1 MHz einen initial
steilen Abfall von o beobachten, der ab der 30. Minute in einen flacheren Verlauf tber-
geht und im weiteren Verlauf der Ischamie nur noch leicht abfallt (Abb. 17). Bei Betrach-
tung der unterschiedlichen Protektionsverfahren unterscheiden sich HTK und UW deut-
lich von IGL, wobei bei o unter HTK und UW von einem hoheren Niveau startet und
nicht so stark abféllt. UW und HTK verlaufen nahezu parallel und unterscheiden sich
nicht signifikant voneinander (t(10):p=0.069).

Der friihzeitige Ubergang in die Plateauphase kann auf die Gap Junction Verschliisse
hinweisen. Unter Annahme der Hypothese, dass bei hohen Frequenzen der Strom so-
wohl intra- als auch extrazellular flie3t, kdbnnen die Leitfahigkeitsverdnderungen unter

HTK und UW als Hinweis auf eine bessere Protektionseffizienz interpretiert werden.
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3.3 HTK (n=13) im Vergleich mit Heptanol (h=2) wahrend Ischamie bei 5 °C

Leberischamie unter Protektion von HTK
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Abb. 18: Vergleich des EZRI bei HTK bei 5 °C und Heptanol wéahrend Ischamie in un-
terschiedlich protektierten Rattenlebern im zeitlichen Verlauf Gber 24 h.
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Abb. 19: Vergleich der DZ bei 220 Hz bei HTK bei 5 °C und Heptanol wahrend Ischamie
in unterschiedlich protektierten Rattenlebern im zeitlichen Verlauf Giber 24 h.
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Leberischamie unter Protektion von HTK
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Abb. 20: Vergleich der DZ bei 13 kHz bei HTK und HTK+ Heptanol bei 5 °C wéahrend

Ischamie in unterschiedlich protektierten Rattenlebern im zeitlichen Verlauf
uber 24 h.
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Abb. 21: Vergleich der Leitfahigkeit o bei 13 kHz bei HTK und HTK+ Heptanol bei 5 °C
wahrend Ischamie in unterschiedlich protektierten Rattenlebern im zeitlichen
Verlauf Uber 24 h.
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Um die Validitat der Impedanzmessung zu tberprufen, fihrten wir Versuche mit Hepta-
nol durch. Die Wirkung von Heptanol fihrt zu einer vollstéandigen zellularen Entkopplung,
wenn Heptanol einer Protektionslosung zugesetzt wird. Unter diesen Bedingungen
kommt es zu einem sofortigen Verschluss der Gap Junctions (Rudisuli und Weingart,
1989). Der Verschluss der Gap Junctions wird in den Abbildungen 18-21 deutlich im

Vergleich zu dem reinen HTK-Kollektiv.

Fur die Parameter EZRI, DZ 220 Hz, DZ 13 kHz und Leitfahigkeit 13 kHz werden die
Mittelwerte fur das HTK+Heptanol- Kollektiv im Vergleich zu den Werten unter HTK ge-
zeigt. Den deutlichsten Effekt von Heptanol sieht man beim EZRI. Bei Anwendung von
HTK+ Heptanol ist der EZRI bereits nach 15 Minuten komplett abgefallen, wéahrend sich
nach alleiniger HTK- Perfusion der EZRI erst nach etwa 12 Stunden im unteren Plateau

befinden.

Bei Hinzugabe von Heptanol féllt bei DZ 220 Hz der Kurvenverlauf in den ersten 5 Minu-
ten stark ab. Die DZ-Zahl steigt dagegen an. Die Unterschiede der beiden Kollektive -
HTK und HTK-Heptanol - kdnnen auf den Gap Junction Verschluss zurtckgefuhrt wer-
den, da Heptanol einen Gap Junction- Verschluss nach sich zieht.

Unter HTK ist bei niedriger Frequenz (220 Hz) ein verlangsamter sigmoidaler Abfall und
bei hoher Frequenz (13 kHz) ein prolongierter sigmoidaler Anstieg der DZ zu verzeich-
nen. Unter Heptanol fallt o bei 13 kHz initial stark ab, wahrend im HTK Kollektiv ein

langsamer sigmoidaler Abfall erkennbar ist.
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4 Diskussion

In umfangreichen Untersuchungen wurde festgestellt, dass mit der elektrischen Impe-
danz Veranderungen der passiven elektrischen Eigenschaften von Organen wéahrend
einer Ischamie reproduzierbar gemessen werden kénnen (Erhard et al., 1993; Gersing
et al., 1981; Gheorghiu und Gersing, 2002; Ivorra et al., 2005; Lueck et al., 2016; Preus-
se et al., 2003). Wir nutzten in dieser Arbeit diese valide Messmethode, um damit die
Effizienz unterschiedlicher Protektionsverfahren an der ischamischen Rattenleber zu

untersuchen.

Die Zellen mit der sie umgebenden Membran haben die Eigenschaften eines Dielektri-
kums wie er zwischen Kondensatorplatten vorkommt. Bei niedrigen Frequenzen uben
die Membranstrukturen und der Intrazellularraum eine isolierende Funktion aus, was
einen vorwiegend extrazellularen Stromfluss induziert, sodass bei niedrigen Frequenzen
die elektrische Impedanz nur eine geringe Rolle spielt. Aus diesem Grund sprechen wir
von dem Ohmschen Widerstand. Fur hochfrequente Stréme stellen Zellmembran und
Intrazellularraum kein Hindernis dar, wodurch die Impedanz wesentlich starker beein-
flusst wird. In diesem Fall sprechen wir vom "kapazitiven Widerstand". Die Impedanz bei
hohen Frequenzen ist aufgrund der unterschiedlichen biologischen Strukturen frequenz-
abhangig. Dadurch wird es ermoglicht durch Applikation von Messstromen unterschied-
licher Frequenzen extrazellulare und zellmembranabhangige, intrazellulare Veranderun-

gen unabhangig voneinander zu erfassen.

Bei niedrigen Frequenzen fliel3t der Strom zusatzlich Uber die Gap Junctions, Uber die
Membranen und Uber die dinne Schicht der extrazellularen Flissigkeit, die sich zwi-
schen den Membranen befindet (Gersing et al., 1991). Den Gap Junctions, die die Ver-
bindung zwischen den Zellen darstellen, wird ein Widerstandsverhalten zugesprochen,
das die Kapazitat der Zellmembran partiell Uberbriicken kann (Muller et al., 1991). Wenn
in Abhangigkeit der Ischamiedauer die Gap Junctions schliel3en, wird deren Widerstand
so grol3, dass der Stromfluss bei niedrigen Frequenzen ausschlie3lich extrazellular fliel3t

und die Impedanz stark abfallt.

Bei den von uns benutzten Frequenzen von 220Hz ist der kapazitdre Widerstand Cm

der Zellmembran noch hoch, der parallelgeschaltete Widerstand Rg + Ri steigt gegen
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unendlich und die Impedanz erreicht maximal die Hohe von Re (siehe Abb. 1). Bei Mes-
sungen im MHz-Bereich - in dieser Arbeit 1 MHz - ist der kapazitive Widerstand dage-
gen Klein, wodurch die Impedanz durch die Ohmschen Widerstande determiniert wird.
Wahrend einer Ischamie fallt der Realteil (Ohmscher Widerstand) der Impedanz bei ho-
hen Frequenzen ab, die Leitfahigkeit des intra- und extrazellularen Milieus nimmt dage-
gen zu. Diese Zunahme muss auf die Zunahme der Metabolite der anaeroben Glykolyse
(u.a. Laktat) zurtickgefuihrt werden. Die ischamiebedingten Veranderungen der Leber
lassen sich auf zwei Mechanismen zurtckfiihren: Einerseits kommt es zum Schluss der
Gap Junctions in Abhangigkeit von der Ischamiedauer, womit eine Zunahme des intra-
zellularen Widerstandes verbunden ist und andererseits entwickelt sich ein intrazellula-
res Odem, das zu einer Zunahme des extrazellularen Leitungswiderstandes und einer
Einschrankung des Extrazellularraums fihrt. Die Entkopplung der Gap Junctions ist auf
eine ischamieinduzierte zellulare ATP- Abnahme zurlickzuftihren, sowie auf den Anstieg

der intrazellularen Ca2* und H* Konzentration.

Es muss diskutiert werden, dass die Veranderungen des dielektrischen Spektrums Fol-
ge intraischamischer Veranderungen interzellularer Verbindungen sind (Schaefer et al.,
2002). Es konnte experimentell gezeigt werden, dass Gap Junction- Verschliisse Zei-
chen einer frihen Zellschadigung wahrend einer Ischamie, die noch keine irreversiblen
Schaden hervorgerufen hat, darstellen. Das Limit der Reversibilitét ist abhangig von der
Temperatur, den Energiereserven und dem Gewebetyp und wird friher erreicht, als die
morphologischen Veranderungen. Die Auflosung der Zellmembran findet erst unter ma-
ximaler Ischamiebelastung statt, wenn das Gewebe nicht mehr wiederbelebbar ist
(Gheorghiu und Gersing, 2002; Schmiedl et al., 1996) .

Die Lebertransplantation hat sich dank der Fortschritte auf den Gebieten der Immunsupp-
ression, der Verbesserung chirurgischer Techniken und der Organkonservierung mittels
Hypothermie und Protektionsldsungen weltweit etabliert. Dadurch konnte die Langzeit-
prognose nach Lebertransplantation erheblich verbessert werden. Zahlreiche Arbeiten
belegen, dass durch die Anwendung optimierter Konservierungstechniken der ischami-
sche Zellschaden vermindert werden kann (Adam et al., 2015; Ben Mosbah et al., 2006;
Cavallari et al., 2003; Erhard et al., 1994; Fingas et al., 2011; Lema Zuluaga et al., 2013;
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Meine et al., 2006, 2015; Parsons und Guarrera, 2014; Rayya et al., 2008; Wiederkehr et
al., 2014; Zaouali et al., 2011) .

Bei der Gegenuberstellung unserer Messungen der reinen Leberischamie bei 35 °C und
5 °C lasst sich anhand des EZRI der positive Effekt der Hypothermie erwartungsgeman
eindrucksvoll darstellen. Der initiale Abfall des EZRI unter 5°C vollzieht sich deutlich
langsamer als unter 35°C. Dieser Effekt muss auf die verzogerte intrazellulare Schwel-

lung unter der Hypothermie zurtickgefuhrt werden.

Je starker der Zelluntergang ist, desto gréf3er wird der Extrazellularraum, da die Zahl der
isolierenden Membranen abnimmt, wodurch der EZRI steigt. Unter nahezu normother-
men Bedingungen steigt der EZRI steil an und erreicht einen nominalen Wert von 1, was
gleichbedeutend mit einem totalen Zell- und Membranzerfall ist. Konsequenterweise
nimmt dann die Leitfahigkeit kontinuierlich zu. Bezogen auf unseren Schaltkreis aus
Abb. 3 lasst sich ableiten, dass bei 35°C ab diesem Zeitraum die Membranauflésung

und Zellzerstérung bis hin zum Zelltod erkennbar wird.

Im Gegensatz dazu bleibt unter 5°C eine entsprechende Anderung der Werte aus, DZ
und EZRI bleiben konstant auf gleichem Niveau. Somit ist zu postulieren, dass bei An-
wendung der Ischdmie von 5°C in unserem Versuchsmodell tGiber die gesamte Beobach-
tungzeit die Eigenschaft der elektrischen Isolation bestehen bleibt. In den Messungen
bei 5°C erkennt man, dass die DZ bei niedrigen Frequenzen (220 Hz, 13 kHz) initial
stark abfallt, hingegen bei hohen Frequenzen (1 MHz) ansteigt. Parallel dazu fallt die
Leitfahigkeit o ab.

Ein Gap Junction Verschluss muss ab dem Zeitpunkt angenommen werden, wo die DZ
bei niedrigen Frequenzen stark abfallt, bei hohen Frequenzen im gleichen Zeitraum aber
ansteigt und die Leitfahigkeit o in dieser Periode absinkt. Wenn man diese Hypothese
auf die von uns durchgefihrten Messungen Ubertragt, kdnnten diese Ergebnisse darauf

hinweisen, dass ein frihzeitiger Gap Junction Verschluss stattfindet.

Das Postulat, dass der Gap Junction Verschluss bei niedrigen Temperaturen sehr friih
stattfindet, wurde durch Arbeiten von Schafer et al. (2002) belegt. Zur Bestatigung wird
der Heptanol-Versuch genutzt (Abb. 18-21). Heptanol ist ein Zellgift, dass direkten Ein-

fluss auf die Gap Junctions ausiibt und sie verschliel3t.
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Wenn man die Kurvenverlaufe dieser Heptanolversuche und der reinen Ischamie (Abb.
5-10) hinsichtlich der Dielektrizitatszahl und der Leitfahigkeit vergleicht, so kann man
erkennen, dass die reine Ischamie bei 35 °C zu dem gleichen Einfluss auf die Gap Junc-
tions wie das Heptanol fuhrt. Unter Heptanol fallt die DZ bei 220 Hz stark ab, steigt hin-
gegen bei 13 kHz stark an, wahrend die Leitfahigkeit bei 13 kHz abfallt. Der Gap Junc-
tion Verschluss findet innerhalb von 5 Minuten nach Heptanolgabe statt, bei reiner Is-
chamie unter 35 °C nach ca. 15 Minuten. Der unerwartete spatere Abfall der DZ bei 13
kHz im Heptanol- Versuch wird moglicherweise durch einen direkten Heptanolschaden
hervorgerufen. Jedoch lasst sich mit den Heptanol- Versuch zeigen, dass bei Anwen-

dung einer Protektionslésung eine deutlich spatere Ischamiereaktion auftritt.

Der positive Effekt protektiver Losungen hinsichtlich des Gap Junction Verschlusses
lasst sich auch anhand der HTK- Losung zeigen, da der oben genannte Einfluss auf die
Gap Junctions in allen Frequenzbereichen verspatet auftritt, wie die Kurvenverlaufe von
EZRI und o bei 13 kHz deutlich machen. Die Kurvenverldufe untersttitzen die Hypothe-
se, dass der verzogerte Abfall bei den HTK- Kurven durch den verspateten Gap Junc-

tion Verschluss hervorgerufen wird.

Um die Organprotektion weiter zu verbessern, ist es erforderlich, Ischamieschaden zu
analysieren und gegebenenfalls zu verhindern. Diese Schaden kénnen zunachst durch
die Hypothermie wahrend der Ischdmie reduziert werden. Eine Reduktion der Organ-
temperatur vermindert einerseits die zellulare metabolische Aktivitat, fuhrt aber dennoch
zu einem ATP- Verlust der Hepatozyten. Die ablaufenden Prozesse verbrauchen mehr
Energie als bereitgestellt werden kann. Die anaerobe Glykolyse steht als Energieliefe-
rant zur Verfigung, jedoch mit der Konsequenz, dass Laktat - als Endprodukt der Glyko-
lyse - gebildet wird, was zu einer intrazellularen Azidose fuhrt (Mei3ner, 1999). Der ent-
stehende Substratmangel beeintrachtigt zusatzlich die Funktion der Natrium/Kalium-
ATPase, wodurch eine intrazellulare Natrium-Akkumulation entsteht. Mit dem Natrium
stromen Chlorid-lonen in die Zelle, wahrend Kalium-lonen dem Konzentrationsgefalle
folgend aus der Zelle diffundieren. Diese lonenverschiebungen fihren zu einem Was-

sereinstrom mit Bildung eines intrazellularen Odems.

In unseren Untersuchungen verzichteten wir bewusst auf Messungen bei Temperaturen

von 5 °C und 35 °C unter Verwendung von Protektionslésungen, da bereits in der Arbeit
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von Gerhard Kehrer zur Energetik und Impedanz der ischamischen Leber von 1991 an-
hand der Phasenwinkelverlaufe ausreichend gezeigt werden konnte, dass die Protektion
mit kalten Losungen bei 5°C wesentlich effektiver ist als bei 35°C. 1988 wurde die Bel-
zer- University of Wisconsin (UW- Lésung) zur Protektion der Leber bei Transplantatio-

nen eingefihrt. Seither wird diese Lésung zur Leberprotektion weltweit eingesetzt.

Durch die Konservierungslosungen soll wahrend der Isch&dmie den ischamiebedingten
Veranderungen entgegengewirkt werden. Zentrale Punkte dieser Ischamieschéden sind
der zellulare Energieverlust und die zuvor erwahnte zellulare Azidose. Die Anreicherung
der UW-L6sung mit energiereichen Phosphaten soll in der frilhen postischamischen
Phase der Wiederherstellung der Zellfunktionen aus energetischer Sicht dienen. Die
beiden Substanzen - Allopurinol und Gluthation - fungieren als Radikalfanger. Das Zell-
o6dem soll durch Laktobionat und Raffinose minimiert werden. Die UW-LAsung ist be-

wusst glucosefrei, um die anaerobe Laktatbildung nicht zu verstéarken.

Als einzige der klinisch relevanten Protektionslésungen enthalt UW HAES zur Stabilisie-
rung des onkotischen Drucks und des Extrazellullarraums. Dadurch wird allerdings die
Viskositat der Losung erhoht, was die homogene Aquilibrierung der Leber wahrend der
praischamischen Perfusion erschwert. Bei der Verwendung der UW- Ldsung wirkt sich
der hohe Kalium-Anteil in der L6ésung nachteilig aus, da das Risiko eines hyperkalami-
schen Herzstillstandes auftritt. Zusatzlich fiuhren Mikropartikel in der Losung zu einer
inhomogenen Perfusion, so dass die UW-LOsung nur unter Verwendung von Filtern

verwendet werden kann.

Im Gegensatz dazu handelt es sich bei der von Bretschneider Mitte der 70er Jahre ent-
wickelten HTK- Lésung um eine niedrig viskdse kolloide Lésung. Diese Losung ist die
erste Losung mit einem hochkonzentrierten Puffer, dem Histidin/Histidin-HCL. Der erste
klinische Einsatz der HTK- Lésung in der Leberchirurgie fand 1988 statt. Sie gewdahrleis-
tete eine sehr gute Transplantatfunktion, auch nach sehr langer kalter Aufbewahrung.
Die Bretschneider Losung HTK zeichnet sich durch einen niedrigen Natrium- Calcium
Gehalt aus. Der in der Losung enthaltene Puffer ist hochkonzentriert und wirkt der Azi-
dose Entwicklung entgegen. Die geringe Viskositat der Lésung garantiert eine schnelle

und homogene Durchspilung des Organs. Daraus resultiert eine bessere Erholung der
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mikrozirkulatorischen Veranderungen und ein verbesserter bilidrer Schutz (Lamesch et
al., 1991; Ringe et al., 2005; Wiederkehr et al., 2014).

Ein weiteres Konzept zur Leberprotektion wurde 1997 am Institut Georges Lopez entwi-
ckelt, die Protektionslésung -IGL-, welche der UW- Losung nach Belzer ahnelt. Die Hyd-
roxyethylstarke (HEAS) wurde in IGL-1 durch Polyethylenglykol ersetzt, wodurch die Vis-
kositat und damit die Gefahr einer Blutkbrperchen- Aggregation gemindert wurde (Zaoua-
li et al., 2011). Weiterhin wurde das Verhaltnis von Kalium im Vergleich zur UW-L6sung
umgekehrt. Die Verwendung von Gluthation soll die antioxidativen Eigenschaften der
IGL-L6sung verstarken (Ben Mosbah et al.,, 2006; Maathuis et al., 2008; Meine et al.,
2015). Die von uns untersuchten Protektionslosungen unterscheiden sich wesentlich

voneinander in ihrer lonenzusammensetzung ihrer Pufferkapazitat und ihrer Viskositat.

Um die Auswirkungen auf das Zellvolumen, die interzellularen Verbindungen und dem
Extrazellularraum wahrend der Ischamie zu analysieren, betrachten wir zunachst den
EZRI. Alle drei Protektionslosungen, sowie das Kollektiv der reinen Ischamie bei 5 °C
weisen einen steilen Abfall des EZRI auf, was auf ein sich entwickelndes Zellédem hin-

weist.

Das HTK- Kollektiv zeigt eine geringere, nicht signifikante Minderung des Extrazellular-
raums im Vergleich zu den anderen Kollektiven. HTK, IGL und UW demonstrieren eine
signifikant bessere Protektivitat als die reine Ischamie bei 5 °C (t(250):p=0.003 +
t(400):p=0.001).

Besonders interessant ist das Verhalten des EZRI bei 35 °C (reine Ischamie). Bereits
nach 40 Minuten erreicht der EZRI seinen Tiefpunkt. Alle Protektionslésungen erreichen
mit fortschreitender Ischamie ein "steady state” des Zellédems, wahrend die reine Is-
chamie ab der 120. Minute einen kontinuierlichen Wiederanstieg des EZRI zeigt. Dieser
Wiederanstieg ist ein eindeutiges Zeichen fur eine Membranauflésung und damit letzt-
lich der Hinweis auf einen irreversiblen Zellschaden. Die Kurvenverlaufe der anderen
Kollektive sind prinzipiell vergleichbar, jedoch zeigt das HTK-Kollektiv eine nicht signifi-

kant bessere Protektionseffizienz.

Durch die Impedanzmessungen werden die elektrische Permittivitat € und Konduktivitat

o des Lebergewebes festgestellt. Betrachtet man die Messungen der DZ bei 220 Hz ist



45

eine signifikant (t(400):p=0.021) bessere Protektion von HTK im Vergleich zu IGL, UW
und reiner Ischamie jeweils bei 5 °C sichtbar. Bei den Protektionsldsungen mit IGL, UW,
sowie reiner Ischamie ist ein fast identischer Verlauf mit initial starkerem Abfall der DZ
erkennbar. Dieser Abfall muss als Indikator des Verschlusses der Gap Junctions inter-
pretiert werden. Beziiglich dieses Parameters und der daraus abgeleiteten Interpretation
wird die héhere Protektionseffizienz der HTK-L6sung evident. Bei unseren Versuchen
mit reiner Ischamie 5 °C kann der Gap Junction Verschluss nicht eindeutig identifiziert
werden, da in keinem Frequenzbereich ein Anstieg der DZ am Anfang gemessen wer-
den konnte. Die Interpretation dieses Phdnomens gestaltet sich schwierig, da mehrere
Maoglichkeiten fur das Fehlen des DZ-Anstiegs in Betracht gezogen werden mussen.
Entweder ist der GJV unter diesen Bedingungen messtechnisch nicht erfassbar, oder es
stellt sich kein GJV ein. Ein weiterer Grund kdnnte darin bestehen, dass der GJV bereits

frihzeitig stattgefunden hat.

Schafer et al. (2002) und Knapp et al. (2005) zeigten bereits tierexperimentell den Zu-
sammenhang zwischen einem intraischamischen Gap Junction- Verschluss und dem
korrelierenden sigmoidalen Anstieg der DZ bei 13 kHz am myokardialen Gewebe (Abb.
1). Auch unsere Untersuchungen weisen bei Anwendung aller Protektionslésungen ei-
nen sigmoidalen Anstieg auf, wobei der obere Umschlagpunkt der Kurven den Zeitpunkt
markiert, an dem alle Gap Junctions verschlossen sind. Bis zu diesem Zeitpunkt sind
noch interzellulare lonenaustauschprozesse vorhanden, wie Knapp et al. (2005) mit ih-
ren Untersuchungen an Gap Junctions mit dem Fluoreszenzfarbstoff Lucifer Yellow
nachweisen konnten (Knapp, 2007).

Die von uns untersuchten Protektionsverfahren lassen keine signifikanten Unterschiede
hinsichtlich des oberen Umschlagpunktes erkennen, was bedeutet, dass sich die Gap-
Junctions im gleichen Zeitraum verschlie3en, jedoch scheint im HTK-Kollektiv der GJV

spater zu erfolgen.

Geht man bei der Diskussion von dem Ersatzschaltbild (Abb. 3) aus, so ist der Memb-
ranwiderstand bei hohen Frequenzen vernachlassigbar, wodurch die Impedanz nur
durch die Ohmschen Widerstande determiniert wird. Unter Ischdmiebedingungen fallt
der Realteil der Impedanz bei 1 MHz ab, da die Leitfahigkeit des intrazellularen Raums

durch die Glykolyseendprodukte und das ischamiebedingte Odem zunimmt.
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Unabhangig von den Protektionslésungen ist bei unseren Untersuchungen ein initialer
steiler Abfall der DZ nachweisbar. Anschliel3end geht die DZ in eine Plateauphase uber.
Diesbezuglich unterscheiden sich die Protektionsverfahren. Nach langerer Ischamiezeit
- etwa ab der 250. Minute - steigt die DZ bei UW und IGL wieder an, wahrend im HTK-
Kollektiv eine kontinuierliche Abnahme zu verzeichnen ist. Der Wiederanstieg der DZ in
den beiden zuvor genannten Kollektiven muss als eine im Vergleich zum HTK-Kollektiv
schlechtere Protektion interpretiert werden, wenn man das Verhalten der DZ bei den
Versuchen mit reiner Ischamie bei 35 °C zugrunde legt.

Mit unserem Versuchsaufbau bzw. unseren Ergebnissen wird die klinische Erfahrung,
dass die reine Hypothermie einen unzureichenden Organschutz bei der Transplantation
bietet, experimentell untermauert und gleichzeitig die Bedeutung eines Protektionsver-
fahrens evident. Die bei anderen Untersuchungen nachgewiesenen Unterschiede zwi-
schen den Kollektiven missen auf die unterschiedlichen Zusammensetzungen zuriick-
gefuhrt werden, da die Ischamiebelastung der untersuchten Lebern in allen Kollektiven

gleich war.

Schnabel et al. (1987) konnten nachweisen, dass sowohl die Entwicklung, als auch die
Reversibilitat von ischamiebedingten Schaden der Endothelzellen am Myokard von der
Zusammensetzung der verwendeten Protektionsldsungen abhéngt, wobei kaliumreiche
Losungen einen ungunstigen Einfluss zu haben scheinen. Ein wesentlicher Vorteil der
Bretschneider Losung HTK besteht daher einerseits in dem niedrigeren Kalium-Gehalt,
andererseits in der Natrium-Konzentration, die der intrazellularen Konzentration ent-
spricht. In Kombination mit der drastischen Reduktion des Calcium-Gehaltes bedingt sie
eine hohere Protektionseffizienz im Vergleich zur IGL- bzw. UW-Ldsung (Maathuis et al.,
2008). Daruber hinaus erweisen sich die niedrigere Viskositat, vor allem aber die hohe
Pufferkonzentration der HTK-LOsung als entscheidende Parameter bezlglich einer op-
timierten Leberprotektion. Der antioxidative Effekt von Nitroxid in der IGL-LOsung ist im
Vergleich zur HTK-L6sung schwécher, da die Konzentration der in der Lésung enthalte-
nen Radikalfanger (Histidin, Mannitol) in der Frihphase der postischdmischen Reperfu-
sion deutlich héher ist. Im Vergleich zur UW-L6sung zeigt die IGL-L6sung eine verbes-
serte Protektion, wie auch die Untersuchungen von Ben Abdennebi et al (2006) beim

Vergleich von UW und IGL an der Schweineleber belegen (Franco-Gou et al., 2007,
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Zaouali et al., 2010). Der Ischamieschaden nach Anwendung von IGL war deutlich ge-
ringer, was auf die Zugabe von modifiziertem Polyethylen und der damit einhergehen-

den geringeren Viskositat zurtickgefuhrt werden kann.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die Leberprotektion bei Transplantationen auf jeden
Fall unter Hypothermie durchgefiihrt werden sollte. Die Anwendung von Protektionslo-

sungen stellt eine conditio sine qua non dar.

Die Ischamietoleranz von Organen wird zusatzlich durch die freien Sauerstoffradikale
beeinflusst. Wahrend Ischdmie kommt es zu einer Aktivierung oxidativer Reaktionen,
bei denen freie Sauerstoffradikale freigesetzt werden, die unter anderem zu einer Schéa-
digung an GefalRendothelien fihren. Bei dem Abbau von energiereichen Phosphaten in
den Hepatozyten durch die Xanthinoxidase werden freie Sauerstoffradikale gebildet. Die
Losungen UW und IGL enthalten Allopurinol und Gluthation, welche die Xanthinoxidase
blockieren und die Bildung der freien Sauerstoffradikale inhibieren sollen. In den Unter-
suchungen von Lamesch et al. (1991) und unseren Untersuchungen konnte im Ver-
gleich zu HTK keine verbesserte Protektion durch IGL und UW nachgewiesen werden.
In den drei genannten Losungen werden zwei unterschiedliche Vorgehensweisen zum
Abfangen von freien Radikalen verfolgt: in der IGL- und der UW-L6sung wird Allopurinol
verwendet, wahrend in der HTK-L&sung Histidin und Mannitol zur Verfliigung stehen, wie
zuvor bereits aufgefihrt. Damit erfallt das Histidin zwei Funktionen, zum einen als Radi-
kalfanger und zum anderen als Puffersubstanz. Das in der IGL-LOsung enthaltene Po-
lyethylen soll einen anti-inflammatorischen Effekt austiben, wie Hauet et al. (2002) zei-
gen konnten. Jedoch konnten diese Ergebnisse, die bei der Schweineherz-
Transplantation gewonnen wurden, durch Ben Abdennebi et al. (2006) an der Schwei-
neleber im Vergleich von UW und IGL nicht bestétigt werden.

Inwieweit der Chlorid-Anteil in einer Protektionsldsung sich protektiv erweist, kann nur
spekuliert werden. Fingas et al. (2011) verglichen im Rattenlebermodell den Einfluss von
Chlorid in den Perfusionslésungen. Messungen der Aktivitaten von Leberenzymen in der
Reperfusionsphase machten deutlich, dass nach Anwendung einer chloridreichen L6-
sung niedrigere Aktivitaten gemessen wurden (Fingas et al., 2011). Im Vergleich von IGL
und HTK ist der Chlorid- Anteil in der HTK-L6sung doppelt so hoch. Bezlglich der UW-
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Losung muss berlcksichtigt werden, dass die protektive Wirkung des hohen Chlorid- An-

teils durch die gleichzeitig hohe Kalzium- Konzentration negativ beeintrachtigt wird.

Schafer et al. (2018, 2019) untersuchten den Einfluss des Calcium- Gehaltes in den Pro-
tektionslésungen fir die Reperfusionsphase. Gap Junction Verschlisse werden durch
Calcium ausgeltst, wenn die intrazellulare Calcium- Konzentration einen bestimmten
Schwellenwert Uberschreitet (Dhein und Salameh, 2017). Im Umkehrschluss bedeutet
es, dass je niedriger die extrazellulare Calcium-Konzentration ist, desto spater tritt der
GJV wahrend der Ischamie auf. Wenn diese Hypothese stimmt, miussten der GJV im
IGL- und UW-Kollektiv spater stattfinden, als nach Verwendung der HTK-L6sung. Ein
GJV kann angenommen werden, wenn bei niedrigen Frequenzen (220 Hz) die DZ abfallt
und bei hohen Frequenzen (13 kHz) ansteigt und die Leitfahigkeit im gleichen Zeitraum
im gesamten Frequenzspektrum abféllt. Aufgrund dieses Postulats kénnen wir den
kompletten GJV fur IGL bei etwa 100 Minuten und fur UW bei etwa 150 Minuten an-
nehmen, wahrend fir HTK der endgultige Verschluss bei etwa 200 Minuten postulierbar
ist. Es muss aber gleichzeitig betont werden, dass sich eine zeitlich exakte Festlegung

schwierig gestaltet.

Anhand dieser Ergebnisse scheint der Einfluss des Calciums auf den GJV eine unterge-

ordnete Rolle zu spielen

Weltweit werden heute alle drei untersuchten Losungen zu Lebertransplantationen ein-
gesetzt. lhre Zusammensetzungen sind sehr unterschiedlich, wodurch die Messungen
der elektrischen Impedanz in spezifischer Weise beeinflusst werden. Dadurch wird fol-
gerichtig die Interpretation der Messergebnisse erschwert. Dennoch bietet die Impe-
danzmessung Moglichkeiten ischamiebedingte zelluldre Veranderungen frihzeitig und
kontinuierlich zu erfassen, wie z.B. die Odementwicklung. Eine Gesamtbeurteilung der
Protektionseffizienz ist daher mit diesem Verfahren tendenziell mdglich. Fiur den kurzzei-
tigeren Protektionsschutz sind alle drei Losungen geeignet. Erst nach hoher Ischamie-
belastung werden Unterschiede evident, so dass wir schlussfolgern kdnnen, dass die

HTK-Ldsung den beiden anderen Uberlegen zu sein scheint.
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Bei unseren Untersuchungen sind wir von einer isolierten, nicht perfundierten Leber
ausgegangen. In der Lebertransplantationschirurgie hat in den letzten Jahren ein Wan-
del in der Vorgehensweise stattgefunden, so dass in zunehmendem Mal3e die zu trans-
plantierende Leber wahrend der Ischamie maschinell perfundiert wird. Dadurch sind
vollkommen andere pathophysiologische Bedinungungen gegeben. Unsere Untersu-
chungen sind aber keinesfalls durch diese aktuelle chirurgische Vorgehensweise Uber-
holt oder sogar uberflissig, denn durch die Impedanzmessungen kann der Einfluss der
Lésungszusammensetzungen auf die Protektionseffizienz in einem experimentell neuen

Ansatz untersucht werden.
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5 Zusammenfassung

Um die Effektivitat von Protektionsverfahren wahrend Ischamie zu untersuchen, wurden
die passiven elektrischen Eigenschaften des Gewebes lUber die Messung der bioelektri-
schen Impedanz genutzt, um ischdmiebedingte Schaden des Lebergewebes aufzude-

cken.

Protektionslosungen unterschiedlicher Zusammensetzung verzoégern die Gap- Junction-

Entkopplung gegeniber der reinen Ischamie.

In der Leber fuhrt tiefere Hypothermie sowohl unter rein ischdmischen Bedingungen, als
auch unter Konservierung mit Protektionslésungen, zu erheblich langeren Offnungzeiten
der Gap- Junctions. Zudem ist eine Konservierung mit HTK, UW oder IGL wesentlich

effektiver als alleinige Ischamie oder Hypothermie.

Auch wenn langst nicht alle Mechanismen bekannt sich, welche die Protektion in den
Zellen hervorruft, kann man anhand dieser elektrischen Impedanzmessungen eine klare
Protektion der Losungen auch in Abhangigkeit von der Temperatur detektieren, insbe-
sondere von HTK.
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7 Tabellenverzeichnis

Tab. 1:

Die unterschiedlichen Zusammensetzung der verwendeten Protektionslésungen:
HTK, HTK-N, IGL und UW mit ihren Inhaltsstoffen, der Osmolaritat und dem pH-
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