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Zusammenfassung 

Titel:  Reduktion des Ischämie- und Reperfusionsschadens der isoliert perfundierten 

Rattenleber nach kalter Ischämie durch TNF-alpha-Inhibition mittels Etanercept 

von:  Milena Fey 

Die Lebertransplantation gilt als Therapie der Wahl bei terminalen Lebererkrankungen, 

wie zum Beispiel der Leberzirrhose. Dabei kommt dem Leberschaden durch Ischämie 

und Reperfusion eine besondere Rolle bei der Entstehung einer intrahepatischen Cho-

lestase nach Lebertransplantation zu.  

Forschungen haben gezeigt, dass unter anderem TNFα an der Entstehung des Ischämie- 

und Reperfusionsschadens beteiligt ist. Die vorliegende wissenschaftliche Arbeit be-

schäftigt sich mit dem Einfluss der TNFα-Hemmung auf das Ausmaß des Leberscha-

dens nach Ischämie und Reperfusion. Das Ergebnis dieser Arbeit soll zum besseren 

Verständnis der postoperativen Cholestase beitragen und neue Behandlungsstrategien 

zur Reduktion des cholestatischen Leberschadens nach Lebertransplantation darstellen. 

Zur Induktion eines Ischämie- und Reperfusionsschadens wurde das isoliert perfundie-

rende Rattenlebermodell mit einer kalten Ischämiezeit von 24 Stunden sowie einer Re-

perfusionszeit von 180 Minuten verwendet. Die zu untersuchende Intervention war die 

Präkonditionierung mittels Etanercept. Als Nachweis eines Leberschadens wurde die 

Serumkonzentration der Transaminasen GOT, GPT und AP sowie der Gallenfluss und 

die Galleproduktion bestimmt.  

Diese Arbeit zeigt, dass eine Präkonditionierung mit Etanercept keinen signifikanten 

Einfluss auf den postischämischen Reperfusionsschaden, den Gallenfluss und die Gal-

leproduktion hat.  

  



Abstract  

titel:  reduction of ischemia and reperfusion injury of the isolated perfused rat liver 

after cold ischemia  by TNF-alpha-inhibition with Etanercept 

from:  Milena Fey 

The liver transplant is the preferred  treatment option of patients suffering from terminal 

liver diseases such as liver cirrhosis. The ischemia and reperfusion injury plays a signi-

ficant role in the development of intrahepatic cholestasis. 

Research has shown that TNFα is a causal factor in the development of ischemia and 

reperfusion injury. This scientific thesis deals with the influence of TNFα-inhibition on 

reduction of liver damage. The result of this work should improve understandig the 

postoperative cholestasis and represent therapeutic strategies for reducing the cholesta-

tic liver damage after liver transplant. 

The isolated perfused rat liver model with a cold ischemic period of 24 hours and a per-

fusion period of 180 minutes was used to induce an ischemia reperfusion injury.  A 

preconditioning with Etanercept was the intervention to be investigated. The serum 

concentration of hepatic transaminasen GOT, GPT and AP plus bile flow and bile pro-

duction are used to evaluate the liver damage. 

This work shows that there is no significant influence to preconditioning with Etaner-

cept on the postischemic reperfusion injury, the bile flow and the bile production. 
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1 Einleitung 

1.1 Bedeutung des Ischämie- und Reperfusionsschadens für die Lebertransplan-

tation 

Die weltweit erste humane Lebertransplantation (LTX) wurde 1963 von Thomas Earl 

Starzl in Denver, USA, durchgeführt. Erstmals erfolgreich gelang sie ihm 1967 (Starzl 

et al. 1968). Damals noch als experimentelles Therapiekonzept bezeichnet, wurde die 

Lebertransplantation an nur wenigen Zentren durchgeführt.  

Durch die Weiterentwicklung der chirurgischen Operationstechnik, Innovationen im 

Bereich der immunsuppressiven Therapie, Verbesserungen der Konservierung sowie 

die Entwicklung standardisierter Verfahren zur Empfänger- und Spenderselektion ist 

die Zahl erfolgreicher Lebertransplantationen weltweit angestiegen. So lag die Fünf-

Jahres-Überlebensrate vor 1985 bei ca. 21% und stieg bis 1999 auf 71% an (Frühauf et 

al. 2002). Heute liegt die Fünf-Jahres-Überlebensrate in Abhängigkeit von der Grunder-

krankung bei über 80%, weshalb die Lebertransplantation heute die Therapie der Wahl 

terminaler Lebererkrankungen ist (Wolff und Weihrauch 2014, 655).  

Seit Juni 1983 ist die LTX durch die Consensus Development Conference of the Natio-

nal Health in den USA zur Behandlung terminaler Lebererkrankungen zugelassen (“Na-

tional Institutes of Health Consensus Development Conference Statement: Liver2 

Transplantation-June 20–23, 1983” 1984). 

Grundsätzlich ist eine mit konservativen Therapien nicht mehr behandelbare terminale 

Lebererkrankung eine Indikation für eine LTX (Lautz et al. 1989). Mit 58% stellt die 

Leberzirrhose die häufigste Indikation zur LTX in Europa dar (Strassburg und Manns 

2009). Vor allem die virusassoziierte und die ethyltoxische Leberzirrhose sind hier bei-

spielhaft zu nennen. Gefolgt von Lebertumoren in 13% der Fälle. Weitere Indikationen 

für eine LTX sind andere cholestatische Lebererkrankungen (11%), das akute Leberver-

sagen (9%) und metabolische Erkrankungen (6%) (Strassburg and Manns 2009). Die 

häufigste Indikation für eine LTX im Kindesalter ist die Gallengangsatresie in 40% der 

Fälle (Rodeck und Zimmer 2013, 509). 

Der Erfolg einer LTX ist unter anderem abhängig von der Grunderkrankung und dem 

Allgemeinzustand des Empfängers sowie der Histokompatibilität und der Nachsorge 

(Moore et al. 2005) (Feng et al. 2006). 



Im postoperativen Verlauf kann es in Abhängigkeit von der Grunderkrankung und der 

Qualität des Spenderorgans zu Komplikationen kommen. Dabei werden Komplikatio-

nen nach ihrem zeitlichen Auftreten in Früh- bzw. Spätkomplikationen unterteilt 

(Ganschow 2007). 

Das primäre Transplantatversagen, auch primary-non-function (PNF) genannt, ist als 

typische Frühkomplikation zu nennen. Bei guter Organqualität tritt eine PNF in nur 0,9-

7,7% der Fälle auf (Chen and Xu 2014) (Riemann et al. 2007, 2:1580) (Riemann et al. 

2007, p.1580). Sie zeigt sich in einem exzessiven Anstieg der Transaminasen, dem Ver-

lust der Synthese- und Exkretionsfunktion, einer Hyperbilirubinämie sowie in einer 

progredienten Verschlechterung des Allgemeinzustandes des Empfängers innerhalb der 

ersten postoperativen Tage (Riemann et al. 2007, 2:1580). 

Risikofaktoren der PNF sind Spenderorgane von schlechter Qualität (hohes Spenderal-

ter, Steatose und lange Intensivzeiten) sowie schwere Erkrankungen der Empfänger. 

Pathogenetisch ursächlich für die PNF ist ein ausgeprägter Ischämie- und Reperfusions-

schaden (IRS) (Strasberg et al. 1994). 

Zwar stellt die PNF eine seltene Komplikation dar. Sie ist aber mit einer hohen Morbi-

dität und Mortalität verbunden. Tritt sie ein, ist eine Retransplantation notwendig. An-

dernfalls ist Letalität die Folge (Riemann et al. 2007:p.1580). 

Um neue Behandlungsstrategien zur Prävention und Therapie der PNF zu entwickeln, 

ist das Verständnis der Pathomechanismen notwendig. 

Der IRS ist daher Gegenstand aktueller Forschung, die zur Verbesserung der Transplan-

tatfunktion und der Prognose der Lebertransplantation beitragen soll.  

 



1.2 Pathophysiologie des Ischämie- und Reperfusionsschadens der Leber 

Der IRS resultiert aus der durch Organentnahme bedingten Ischämie und der durch 

Wiederaufnahme der Organperfusion bedingten Reperfusion. Man unterscheidet die 

kalte von der warmen Ischämie. Als kalte Ischämiezeit bezeichnet man die Phase der 

Organkonservierung bei 4°C nach Explantation der Leber. Darauf folgt die Phase der 

warmen Ischämie während der Implantation bis zur Freigabe der Organreperfusion. 

(Peralta et al. 2013). 

Das Ausmaß der Zellschädigung durch Ischämie und Reperfusion ist zellspezifisch. Die 

warme Ischämie schädigt überwiegend Hepatozyten (Vollmar et al. 1994). Die kalte 

Ischämie hingegen schädigt vorwiegend nicht parenchymatöse Zellen, wie zum Beispiel 

Sinusendothelzellen (Russo et al. 2012). Die Wiederaufnahme der Organperfusion po-

tenziert den Schaden, der durch die Ischämie initiiert wurde (Serracino-Inglott, Habib, 

und Mathie 2001). Dabei scheinen sich Hepatozyten durch Reperfusion vom Ischämie-

schaden zu erholen, wohingegen Sinusendothelzellen besonders sensibel auf die Reper-

fusion reagieren. 

1.2.1 Ischämie 

Ischämie bezeichnet den Zustand der unterbrochenen Blutversorgung von Geweben 

oder Organen. Die Folge ist eine nutritive Unterversorgung (Pschyrembel 2014, 1042). 

Die Ischämie der Leber äußert sich vor allem in hypoxiebedingten Zellschäden. Betrof-

fen sind überwiegend solche Zellen, die eine nur geringe glykolytische Kapazität besit-

zen. Da Hepatozyten nicht in der Lage sind, ihren Energiehaushalt allein durch anaero-

be Glykolyse aufrechtzuerhalten, sind sie besonders gefährdet (Eigler et al. 2013, 173). 

Der hypoxische Zellschaden, der im Folgenden näher erläutert wird, zeigt sich in Ver-

änderungen des Energiehaushaltes und des Ionenhaushaltes sowie in der Aktivierung 

von Hydrolasen und Permeabilitätsveränderungen der Mitochondrien (H. de Groot 

2005). 

Veränderung im Energiehaushalt 

Hypoxie schränkt die Funktion der Cytochrom-c-Oxidase (COX) ein. Die Folge ist eine 

eingeschränkte Produktion energiereicher Phosphate wie Adenosintriphosphat (ATP), 

Adenosindiphosphat (ADP) und Adenosinmonophosphat (AMP). Die ATP-Depletion 



führt zu einer massiven Beeinträchtigung ATP abhängiger Transport- und Stoffwech-

selprozesse (Rita Carini et al. 1999). 

Durch den vermehrten ATP-Abbau und die Energiegewinnung durch anaerobe Glyko-

lyse fallen saure Metabolite wie Laktat und Wasserstoff an. Eine intrazelluläre Azidose 

ist die Folge (Herbert de Groot 2013). 

Veränderung im Ionenhaushalt 

Durch den Abfall des intrazellulären pHs wird die Aktivität des Natrium-Protonen-

Austauschers (Na+-H+-Austauscher) und des Natrium-Bikarbonat-Kotransporters (Na+-

HCO3-Kotransporter) gesteigert, um der intrazellulären Azidose entgegenzuwirken. 

Dabei nimmt die intrazelluläre Natriumkonzentration zu (R. Carini et al. 1995). 

Daneben stellt die Natrium-Kalium-ATPase (Na+/K+-ATPase) ihre Funktion ein, wes-

halb sich Natrium intrazellulär weiter anreichert. Die erhöhte intrazelluläre Natrium-

konzentration treibt den Natrium-Kalzium-Austauscher (Na+/Ca2+-Austauscher) an, so 

dass die intrazelluläre Kalziumkonzentration steigt (Gasbarrini et al. 1992). 

Der Ausfall der Na+/K+-ATPase führt zeitgleich auch zum Abfall der intrazellulären 

Kaliumkonzentration und zum Anstieg des extrazellulären Kaliums. Die Elektrolytver-

schiebung bedingt eine Depolarisation der Zellmembran, der ein Chlorid- und Wasser-

einstrom folgt. Die Zelle schwillt an (Vollmar et al. 1994). 

Aktivierung von Hydrolasen 

Das erhöhte intrazelluläre Kalzium aktiviert hydrolysierende Enzyme, wie zum Beispiel 

die Phospholipase A2. Diese führt zur Degradierung membranständiger Phospholipide 

und letztlich zur Desintegration der mitochondrialen Membran (Inoue et al. 1993)(Z. 

Dong et al. 2006). 

Daneben ist die intrazelluläre Azidose für die Destabilisierung lysosomaler Membranen 

verantwortlich. Der lysosomale Inhalt ist wesentlich an der Zellschädigung durch Is-

chämie beteiligt (Gasbarrini et al. 1992). 

Permeabilitätsveränderung der Mitochondrienmembran 

Untersuchungen haben gezeigt, dass der mitochondriale Permeabilitätsübergang am 

hypoxiebedingten Zelluntergang der Hepatozyten beteiligt ist (Szabó und Zoratti 1992).  



Dabei schienen Mitochondrien bei geöffneten Permeabilitätsporen nicht mehr in der 

Lage zu sein, ATP zu produzieren (H. de Groot 2005). 

1.2.2 Reperfusion 

Der Begriff Reperfusion beschreibt das Wiedereinsetzen der Blutzirkulation zuvor hy-

poxischer Gewebe oder Organe und somit auch das Wiedereinsetzen der Sauerstoffver-

sorgung (Dancygier 2013, 130). 

Mit dem Einsetzen der Reperfusion wird die Leber wieder mit Sauerstoff versorgt. Es 

werden Prozesse in Gang gesetzt, die den Schaden der Ischämiephase aggravieren. Da-

bei unterscheidet man Zellschäden, die durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) ausge-

löst werden, von solchen, die durch eine inflammatorische Gewebereaktion ausgelöst 

werden (Petrat et al. 2012). 

Reaktive Sauerstoffspezies

ROS sind zu einem großen Teil für den hepatozytären Zellschaden bei Reperfusion ver-

antwortlich (H. de Groot 2005). 

Sie werden überwiegend in den durch Ischämie strukturell veränderten Mitochondrien 

der Hepatozyten gebildet (Caraceni et al. 1995). Daneben sind auch aktivierte Makro-

phagen, neutrophile Granulozyten, Endothelzellen und Thrombozyten in der Lage, ROS 

zu bilden (Petrat et al. 2012). 

Durch die zuvor erwähnten hypoxiebedingten strukturellen Veränderungen der Mito-

chondrien kommt es zur Ausbildung sogenannter Elektronenlecks. Elektronen können 

nun von den Komplexen der Atmungskette über die Lecks in das Zytosol gelangen und 

dort elementaren Sauerstoff unter Bildung von Superoxid-Anionen (O2-) und Wasser-

stoffperoxid (H2O2) reduzieren. Diese noch sehr reaktionsarmen ROS werden in Anwe-

senheit vollständig reduzierten Eisens (Fe2+) zu sehr stark reaktiven Hydroxylradikalen 

umgesetzt (Fentonreaktion) (Schmid-Schönbein und Granger 2013, 454). 

 

→



ROS entstehen auch beim Abbau energiereicher Phosphate zu Harnsäure. Unter physio-

logischen Bedingungen katalysiert die Xanthindehydrogenase den Abbau von Hypo-

xanthin, ein Zwischenprodukt des ATP-Abbaus, über Xanthin zu Harnsäure unter Ver-

wendung von Nicotinamidadenindinukleotid (NAD+) (Hille and Nishino 1995). 

Durch bisher noch nicht gänzlich geklärte Prozesse während einer Ischämie konvertiert 

die Xanthindehydrogenase irreversibel zur Xanthinoxidase (Engerson et al. 1987) 

(Stirpe, Corte, und Lorenzoni 1969). Diese baut Hypoxanthin unter Verwendung des 

durch Reperfusion wieder vorhandenen elementaren Sauerstoffes zu Xanthin unter Bil-

dung von Sauerstoffradikalen ab (H.-G. Beger et al. 2013, 310). 

ROS sind in der Lage, Zellen durch Lipidperoxidation direkt zu schädigen. Die so her-

vorgerufene Desintegration der Lipidmembran ist zu einem Großteil für den Zellunter-

gang verantwortlich. Folge der Membranschäden ist ein massiver Kalziumeinstrom in 

die Zelle, welcher, wie bereits dargestellt, Phospholipasen und Hydrolasen aktiviert. 

Diese Enzyme führen letztlich zu einem Parenchymschaden (Inoue et al. 1993). 

Inflammatorische Gewebereaktion 

Den intrazellulären Schäden durch ROS sind die extrazellulären Schäden durch in-

flammatorische Gewebereaktionen gegenüberzustellen (H. de Groot und Rauen 2007). 

Hierbei spielen neben der Bildung von ROS und Stickstoffmonoxid auch die Aktivie-

rung von Makrophagen, neutrophile Granulozyten, Endothelzellen, Lymphozyten, das 

Komplementsystem, proinflammatorische Zytokine und eine mikrovaskuläre Dysfunk-

tion eine wichtige Rolle (H. de Groot and Rauen 2007).  

Leukozyten-Endothelinteraktion 

Durch Reperfusion werden Leukozyten und Sinusendothelzellen aktiviert. Letztere ex-

primieren daraufhin Adhäsionsmoleküle (u.a. E-Selektin) auf ihrer Zelloberfläche. E-

Selektine binden zirkulierende Leukozyten locker mit geringer Affinität. Dabei bleiben 

Leukozyten auf der Endothelzellschicht haften und rollen darüber hinweg (Rolling) 

(Siegenthaler and Blum 2013, [489]). Durch die reduzierte Geschwindigkeit sind Leu-

kozyten nun vermehrt den endothelial freigesetzten Mediatoren ausgesetzt. Durch die 

weitere Aktivierung kommt es zur Expression von Integrinen auf der Leukozytenober-

fläche. Diese erkennen unter anderem endotheliale Adhäsionsmoleküle der Immunglo-

bulinsuperfamilie wie intercellular-adhesion-molecule-1(ICAM-1). Sie binden fest da-



ran und ermöglichen die transendotheliale Migration und Leukodiapedese in das umlie-

gende Gewebe (Siegenthaler und Blum 2013). 

Dort setzen sie weitere Prozesse in Gang, die eine Gewebeinflammation zur Folge ha-

ben (de Groot 2013). 

Kupffer-Zellen 

Kupffer-Zellen stellen die größte Population an gewebsständigen Makrophagen im 

menschlichen Körper dar (Alldinger 2005, 277). 

Von der Ischämie kaum beeinflusst werden Kupffer-Zellen durch Reperfusion aktiviert. 

Dabei kommt es zur Vakuolisierung, Degranulation (J. C. Caldwell-Kenkel et al. 1991) 

und einer gesteigerten Phagozytoserate (Herbert de Groot 2013). Sie sezernieren neben 

proinflammatorischen Mediatoren, wie Tumornekrosefaktor alpha (TNFα), Interleukin-

2 (IL-2) und Interleukin-6 (IL-6), auch antiinflammatorische Mediatoren, wie Interleu-

kin-10 (IL-10), Interleukin-13 (IL-13) und den Transkriptionsfaktor nuclear-factor-

'kappa-light-chain-enhancer'-of-activated-B-cells (NFκB) (Montalvo-Jave et al. 2008). 

Außerdem sind sie zu einem großen Teil für die Produktion von ROS nach Einsetzen 

der Reperfusion verantwortlich (H. Jaeschke und Farhood 1991). 

Mikrovaskuläre Dysfunktion 

Die zuvor beschriebene Leukozyten-Endothelinteraktion führt unter anderem auch zu 

einer intravasalen Akkumulation von Leukozyten, die für eine gestörte Perfusion in den 

Sinusoiden mitverantwortlich gemacht wird (Tapuria et al. 2012). 

Es wird davon ausgegangen, dass die Dysbalance vasoaktiver Substanzen einen deutlich 

größeren Einfluss auf die Mikrozirkulationsstörung hat als die zuvor erwähnte Leu-

kostase (Clemens et al. 1997). 

Zu Beginn der Reperfusion kommt es zu einem konsekutiven Anstieg der Endothelin-

konzentration. Endothelin (ET) ist eine vasokonstriktive Substanz. Die Vasokonstrikti-

on begünstigt die Adhärenz von Leukozyten und Thrombozyten an die Endothelober-

fläche. Dabei kommt es zur Reduktion des Gefäßquerschnitts bis hin zur Okklusion und 

zur vermehrten Freisetzung weiterer Zytokine und Sauerstoffradikale (Herbert de Groot 

2013). 

Stickstoffmonoxid (NO) ist unter physiologischen Bedingungen in der Lage, der ET- 

Wirkung entgegenzuwirken und somit die Mikrozirkulation zu gewährleisten. Aufgrund 



der Ischämie mangelt es an wichtigen Kofaktoren (NADPH und O2) der Stickstoffmo-

noxidsynthase (NOS). Daher ist von einer gestörten Regulation des kapillären Durch-

messers auszugehen (Herbert de Groot 2013). 

Daneben spielt die Zunahme des interstitiellen Drucks durch das interstitielle Ödem als 

Folge der inflammatorischen Gewebereaktion, aber auch die zunehmende Hämkonzent-

ration durch den massiven Flüssigkeitsausstritt in das umliegende Gewebe eine ent-

scheidende Rolle bei der mikrovaskulären Dysbalance (H. de Groot 2005). 

Das Ausmaß der Schädigung durch Reperfusion ist abhängig von der betroffenen Zelle. 

So sind Hepatozyten in der Lage, sich rasch durch Reperfusion von der Ischämie zu 

erholen. Sinusendothelzellen und Kupffer-Zellen reagieren hingegen empfindlicher auf 

die Reperfusion. Neben der Zellart ist auch die Lokalität der Zelle für den Schaden rele-

vant. Zellen im Bereich der Portalgefäße sind in der Lage, sich vom Reperfusionsscha-

den zu erholen. Zellen im Bereich der Sinus gehen hingegen vollständig zu Grunde 

(Lemasters et al. 1983) (J. C. Caldwell-Kenkel, Thurman und Lemasters 1988) (Jane C. 

Caldwell-Kenkel et al. 1989).  



1.3 Apoptose  

Der Begriff Apoptose beschreibt den Prozess eines programmierten Zelltodes. Sie spielt 

zum einen eine wichtige Rolle in der Embryonalentwicklung, zum anderen in der Auf-

rechterhaltung der Gewebshomöstase, d.h. dem Zusammenspiel aus Zellproliferation 

und Zelldepletion (Kerr, Wyllie und Currie 1972). 

Die Apoptose unterscheidet sich von der Nekrose morphologisch durch Chromatinkon-

densation, Vakuolisierung des Zytoplasmas, membrane blebbing, Zellschrumpfung und 

DNA-Fragment-Phagozytose (Lauber, Engels und Wesselborg 2004). Dabei bleibt der 

Zellinhalt grundsätzlich von einer Membran umgeben, wird schrittweise phagozytiert 

bzw. abgebaut und gelangt somit nicht in das umliegende Gewebe. Dabei laufen diese 

Vorgänge üblicherweise ohne Inflammation ab (Will 2014, 189). Bei Nekrose entsteht 

ein Zellödem, die DNA wird unkontrolliert abgebaut und der Zellinhalt gelangt in das 

umliegende Gewebe, wo er eine Inflammationsreaktion induziert (Hofmann 2006a, 

154). 

Apoptose ist das Ergebnis einer kaskadenartigen Aktivierung spezifischer Proteasen. 

Diese Proteasen werden als Caspasen (cysteinyl-aspartate specific protease) bezeichnet. 

Sie besitzen ein Cystein im aktiven Zentrum und spalten Proteine an spezifischen As-

partatresten. Caspasen entstehen aus Procaspasen, die wiederum durch Caspasen akti-

viert werden (Hofmann 2006a, 155). 

Im Rahmen der Apoptose unterscheidet man Initiator-Caspasen von Effektor-Caspasen. 

Zu den Initiator-Caspasen zählt man die Caspase-8, -9 und -10, wohingegen die Caspa-

sen-3, -6 und -7 den Effektor-Caspasen zuzuordnen sind (Will 2014, 189). 

Grundsätzlich ist die Apoptose eine Abfolge gezielter und limitierter Proteolyse spezifi-

scher Proteine mit konsekutiver Aktivierung oder Inaktivierung. Das Ergebnis sind Sig-

nalwege, die zelluläre Reaktionen hervorrufen und den gezielten Untergang der Zelle 

bewirken. Dabei führt Apoptose zum Zellzyklusarrest, zum Verlust von Interzellular-

kontakten, zur Kennzeichnung apoptotischer Zellen für die Phagozytose und schließlich 

zur zellulären Desintegration (Lauber, Engels und Wesselborg 2004). 

Bei der Induktion der Apoptose geht man heute vorwiegend von zwei unterschiedlichen 

Wegen der Apoptoseinduktion aus. Man unterscheidet zwischen einem extrinsischen 

und einem intrinsischen Signalweg (Hofmann 2006b, 156 f). 



1.3.1 Der extrinsische Signalweg (Apoptose Typ I) 

Der extrinsische Weg wird über die Bindung eines Liganden an membranständige To-

desrezeptoren der TNF-Rezeptor-Superfamilie vermittelt. Ihnen gemein sind eine 

Mehrzahl extrazellulärer, eine transmembranäre und eine intrazelluläre Todesdomäne. 

Zu den Todesrezeptoren zählt man das CD95(Fas) und den TNF-Rezeptor-1 (TNFR1) 

(K. Schulze-Osthoff et al. 1998).

Durch die Bindung des CD95 Liganden an den Todesrezeptor CD95 kommt es zu des-

sen Trimerisierung. Dadurch bindet das Adapterprotein fas-associating-protein-with-

death-domain(FADD) an die intrazelluläre Domäne des CD95-Rezeptors. Dieser Kom-

plex wird als death-inducing-signaling-complex(DISC) bezeichnet (Kischkel et al. 

1995). Daneben besitzt FADD eine death-effector-domain(DED), welche mehrere Pro-

caspase-8-Moleküle bindet (Medema et al. 1997). Dadurch kommt es zur autokatalyti-

schen Proteolyse von Procaspase-8 zu Caspase-8 (Salvesen und Dixit 1999). Die Caspa-

se-8, eine Initiatorcaspase, aktiviert wiederum Caspase-3, eine Effektorcaspase. Caspase 

3 schneidet Zielproteine und führt dadurch zum Zelltod (Heinrich, Müller und Graeve 

2014, 634). 

 

Abb. 1 Der extrinsische Weg der Apoptoseinduktion  



1.3.2 Der intrinsische Signalweg (Apoptose Typ II) 

Entscheidend für die Induktion des intrinsischen Signalwegs ist die mitochondriale Cy-

tochrom c Freisetzung (Hofmann 2006a, 157). Was genau zur mitochondrialen Freiset-

zung führt, ist noch nicht gänzlich geklärt. Es gibt jedoch Hinweise, dass DNA-

Schäden, osmotischer Stress oder ein unphysiologischer pH-Wert für die Aktivierung 

des Transkriptionsfaktors p53 verantwortlich sind, welcher die Expression proapototi-

scher Proteine wie Bax, Bad und Bak stimuliert (Hofmann 2006a, 1). 

Cytochrom c befindet sich auf der Oberfläche der inneren Mitochondrienmembran und 

im Intermembranraum. Es gelangt über spannungsabhängige Ionenkanäle (VDAC) in 

der äußeren Mitochondrienmembran in das Zytosol (Hofmann 2006a, 157). 

Das antiapoptotische Bcl-2 stabilisiert das mitochondriale Membranpotential, hält damit 

den VDAC geschlossen und verhindert so die Freisetzung von Cytochrom c. Daneben 

aktiviert Bad das proapoptotische Multidomän-Protein-Bax, welches den VDAC öffnet 

und für eine Cytochrom c Freisetzung sorgt. Zeitgleich kommt es zur Freisetzung von 

Apaf-1 aus der Mitochondrienzellmembran. Apaf-1 bindet über seine caspase recruit-

ment domain (CARD) Procaspase-9. Apaf-1, Procaspase-9 und Cytochrom c bilden das 

sogenannte Apoptosom. Die Procaspase-9 wird autoproteolytisch zu Caspase-9 akti-

viert. Diese ist wiederum in der Lage die Effektocaspase-3 des extrinsichen Weges zu 

aktivieren und somit den Zelltod einzuleiten (Hofmann 2006a, 158). 

 

Abb. 2 Der intrinsische Weg der Apoptoseinduktion

Darüber hinaus gibt es einen weiteren Mechanismus zur Induktion der Apoptose. Durch 

Freisetzung von AIF, dem apoptosis-inducing-factor, aus dem intermembranösen Raum 



kommt es zur Freisetzung von Caspase 9, welche an der Bildung des Apoptosoms betei-

ligt ist (Susin et al. 1999). 



1.4 Die Rolle von TNFα für den Ischämie- und Reperfusionsschaden 

Der Tumornekrosefaktor alpha (TNFα) ist ein Zytokin der Tumornekrosefaktor- Super-

familie. Es handelt sich um eine Gruppe von Proteinen, die ihre Wirkung über die Bin-

dung an TNFR1 und TNFR2 entfalten (Bazzoni und Beutler 1996). TNFα wird über-

wiegend von Makrophagen und Monozyten, aber auch von Endothelzellen und Fib-

roblasten produziert (Siegenthaler und Blum 2013, 531). 

 

Abb. 3 Wirkspektrum von TNFα 

 

TNFα hat zahlreiche zell- und gewebespezifische Wirkungen (vgl. Abb. 3 Wirkspekt-

rum von TNFα), die in ihrer Gesamtheit für die Regulation von Inflammation verant-

wortlich sind. In Endothelzellen löst es vielfältige entzündliche Veränderungen aus. 

Neben der Expression von Adhäsionsmolekülen stimuliert TNFα die Sekretion von Zy-

tokinen, prokoagulatorische Substanzen und die Induktion der induzierbaren Stick-

stoffmonoxidsynthetase (iNOS) (Klaus Schulze-Osthoff et al. 1998). Die Folge ist unter 

anderem eine gesteigerte mikrovaskuläre Permeabilität. In hohen Konzentrationen kann 

TNFα so zu einem septischen Schock beitragen (Männel und Echtenacher 1999). Durch 

die Hemmung der Lipoproteinlipase in Adipozyten führt TNFα bei permanent niedrigen 

Konzentrationen zur Kachexie (Tumorkachexie) (Torti et al. 1985). 

TNFα kommt entweder als ein Membran gebundenes oder als ein gelöstes Homotrimer 

vor (Tang, Hung M-C und Klostergaard 1996). 

Wie unter 1.3.1. beschrieben, ist TNFα über die Bindung an TNFR1 in der Lage, über 

die Aktivierung einer Caspasekaskade die Apoptose zu induzieren (Salvesen und Dixit 



1999). Durch Bindung an TNFR2 aktiviert TNFα den Transkriptionsfaktor NFκB (nu-

clear factor kappa B) (Baker und Reddy 1998). 

NFκB spielt eine essenzielle Rolle in der Regulation von Immunantworten, Zellprolife-

ration und Zelltod. Der Transkriptionsfaktor kommt als aktive oder inaktive Form vor. 

Die aktive Form, ein Heterodimer aus je den Proteinen p65 und p50, findet sich im 

Zellkern. Die inaktive Form, an IκB (inhibitorisches κB) gebundenes P65/50-

Heterodimer, findet sich gelöst im Zytosol. Durch einen entsprechenden Stimulus phos-

phorylieren die aktivierten Kinasen IKKα und IKKβ das IκB und führen so zu dessen 

Ubiquitierung. IκB wird vom 26S-Proteasom abgebaut, wodurch es sich von NFκB löst 

(vgl. Heinrich, Müller und Graeve 2014, fig. 35.25). NFκB diffundiert in den Zellkern, 

wo es die Transkription seiner Zielgene bewirkt (Oberholzer 2001, 124f). 

Zu den Zielgenen gehören unter anderem Gene, die für antiapoptotische Proteine kodie-

ren. So zum Beispiel für cellular inhibitors of apoptosis proteins 1 (c-IAP1) und 2 (c-

IAP2). Sie hemmen die TNFR-1 vermittelte Caspase-8-Aktivierung (Wang et al. 1998). 

TNFα hat eine ambivalente Wirkung (Shuh et al. 2013). So induziert es über die Bin-

dung an TNFR-1 die Apoptose über den extrinsischen Signalweg (K. Schulze-Osthoff 

et al. 1998). Andererseits hat TNFα auch eine antiapoptotische Wirkung, da es NFκB 

aktiviert, welches für Schutzproteine gegen die Apoptose kodiert (Wang et al. 1998) 

(Nagaki et al. 2000). 

Wie unter 1.2.2 bereits beschrieben, kommt es im Zuge der Reperfusion zur 

Aktivierung von Kupffer-Zellen, die daraufhin unter anderem das Zytokin TNFα 

ausschütten (Wanner et al. 1995). 



1.5 TNFα-Inhibitor Etanercept 

Wie unter 1.4 bereits beschrieben, spielt TNFα eine zentrale Rolle in der Regulation 

inflammatorischer Prozesse. Daher spielen TNF-Inhibitoren heute eine große Rolle in 

der Therapie TNF-assoziierter rheumatischer Erkrankungen, wie zum Beispiel bei 

rheumatoider Arthritis, Psoriasis-Arthtritis oder Morbus Bechterew (Esposito und 

Cuzzocrea 2009). 

Heute sind zur Therapie diverser entzündlicher Erkrankungen (Rheumatoide Arthtritis, 

Morbus Crohn) fünf Präparate zugelassen. Die monoklonalen Antikörper Infliximab, 

Adalimumab, Golimumab und Certolizumab und der rekombinant hergestellte TNF-

Rezeptor Etanercept (Karow 2014, 609). 

Etanercept (Enbrel®) ist ein löslicher TNF-Rezeptor. Es handelt sich um ein dimeres 

TNFR-p75-Fc-Fusionsprotein, welches rekombinant aus einer Ovarzelllinie des Chine-

sischen Hamsters gewonnen wird. Etanercept entsteht durch Fusion des extrazellulären 

ligandenbindenden Anteils eines humanen TNFR2(p75) mit dem humanen IgG1-Fc 

Stück. Das Fusionsprotein hat ein Molekulargewicht von 150 kD und setzt sich aus 934 

Aminosäuren zusammen (pfizermed 2015). 

Etanercept bindet hochaffin an zirkulierendes TNFα, welches dann nicht mehr in der 

Lage ist, an TNFR1/2 zu binden. Dadurch wird seine biologische Aktivität und dem-

nach auch die Induktion und die Verstärkung einer Inflammation eingedämmt (Kalden 

2002). 

 
Abb. 4 Molekularer Aufbau des Etanercept 



2 Ziele der Arbeit 

2.1 Stand der Forschung 

Es gibt zahlreiche Arbeiten, die sich mit der Charakterisierung des IRS der Leber befas-

sen. So zeigten sich zum einen vermehrte Zellnekrosen, zum anderen erhöhte TNFα-

Konzentrationen nach Ischämie und während der Reperfusion (Wanner et al. 

1995;Wanner et al. 1996). 

Wanner und sein Team schreiben dem TNFα eine Triggerfunktion bei der Induktion 

proinflammatorischer Prozesse nach Ischämie und Reperfusion zu. In einer experimen-

tellen Studie untersuchten sie deshalb den Einfluss einer TNFα-Inhibition mittels mo-

noklonaler Antikörper. Sie kamen zu der Erkenntnis, dass TNFα-Inhibitoren TNFα 

neutralisieren und so die proinflammatorischen Prozesse nach warmer Ischämie redu-

zieren (Wanner, Müller et al. 1996). 

2.2 Fragestellung 

Die Arbeiten von Donner et al. zeigten eine zonale Herabregulation von Gallensäure-

transportern in der Leber im Rahmen einer Cholestase. Dabei beschreiben sie unter an-

derem auch Zytokin abhängige Regulationsmechanismen (Donner et al. 2007, 2013). In 

dieser Studie wurden die Folgen einer in vivo Gallengangsligatur mit und ohne Präkon-

ditionierung mit Etanercept untersucht.  

Daher ist der Einfluss der TNFα-Inhibition nicht nur im Rahmen einer Cholestase , son-

dern auch nach kalter Ischämie, wie sie bei einer Lebertransplantation auftritt Untersu-

chungsgegenstand dieser Arbeit.  

Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss einer TNFα-Inhibition auf den IRS nach kalter 

Ischämie von 24 Stunden zu untersuchen. 

Diese Arbeit sollte Antworten auf folgende Fragen geben: 

1. Kann eine TNFα-Inhibition mittels Etanercept den IRS minimieren? 

2. Welchen Einfluss könnten die hier gewonnen Erkenntnisse auf die Entwicklung 

möglicher therapeutischer Ansätze zur Minimierung des cholestatischen Leber-

schadens nach Ischämie und Reperfusion haben? 

  



3 Material  

3.1 Tiere 

Die Versuche erfolgten nach Genehmigung durch das Regierungspräsidium sowie unter 

der Aufsicht der Versuchsleitung der Tierversuchsanlage des Universitätsklinikums der 

Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf. Für die durchgeführten Versuche wurden 

männliche Wistar-Ratten unterschiedlichen Alters verwendet. Sie wurden bei gleich-

bleibendem Tag-Nacht-Rhythmus,  einer konstanten Temperatur von 21-23°C und mit 

freiem Zugang zu Nahrung und Wasser gehalten. 

Für die Hepatektomie wurden deutsche Wistar-Ratten mit einem Gewicht von ca. 250g 

verwendet. Sie wurden in der Zentralen Einrichtung für Tierforschung und Tierschutz-

aufgaben des Universitätsklinikums Düsseldorf gezüchtet. 

Das Perfusat für die Reperfusion wurde durch 40 ml Blut dreier Wistar-Ratten mit ei-

nem Gewicht von 400 - 450g ergänzt.  

3.2 Chemikalien 

Reagenzien Firma 
Aqua dest.  

Acrylamide  
Bovines Serumalbumin Sigma- Aldrich Chemie GmbH, München 

Calciumchloriddihydrat  
Conoxia GO2N Linde Gas Therapeutics GmbH 

Custodiol  
Ethanol  

Glucose Sigma- Aldrich Chemie GmbH, München 
Krebs-Henseleit-Puffer Sigma- Aldrich Chemie GmbH, München 

Natriumhydrogencarbonat Sigma- Aldrich Chemie GmbH, München 
Proteaseinhibitor Roche applied Science 

Taurocholessigsäure Calbiochem, Bad Soden 
Silikon  

Stickstoff  



3.3 Medikamente 

Medikament Firma 
Etanercept Pfizer 

Heparin-Natrium Ratiopharm 
Isofluran Baxter 

NaCL 0,9% Fresenius Kabi 

3.4 Geräte 

Gerät Typenbezeichnung Hersteller 
Analysewaage  Sartorius 

Auflicht HAL 100 Zeiss 
Blotter Fastblot Biometra GmbH 

Blutanalysegerät ABX Micros ABC Vet  HORIBA ABX Inc., Irvine, 
CA, USA  

Blutgasanalysegerät Blood Gas Analyzer ABL-
505  

Radiometer, Kopenhagen  

Laser Scanning Mikroskop LSM 510 Zeiss 
Magnetrührer RCT basic IKA Labortechnik 

Multipipette Multipipette plus Eppendorf 
Pipetten Research Pipette  

(10, 100, 1000μl) 

Eppendorf 

Doppel- Gel System für  

Gelelektrophorese 

Maxigel Biometra GmbH 

Rüttelplatte Thermomixer 5436 Eppendorf 

Spectrophotometer Ultrospec 2100 pro Amersham bioscience 
Ultrazentrifuge   

Vaporisateur   
Vortexgerät VORTEX-MIXER-

WIZARD 
Velp.Scientifica 

Zentrifuge Centrifuge 5415R Eppendorf 

   



3.5 Operationsinstrumentarium 

 

3.6  Verbrauchsmaterialien 

Material Bezeichnung Firma 

Einmalkanüle Sterican® Insulin G27 Braun 
Einmalkanüle Sterican® Standardkanüle G20 Braun 

Einmalspritze Injekt® 20ml Braun 
Einmalspritze Injekt® 2 ml Braun 

Einmalspritze mit  
Heparinskalierung 

Omnifix® H Braun 

Pipettenspitzen TipOne Tips( 10; 100; 1000 μl) Starlab 
Schlauch (Lunge) 0.058in. ID(1,47mm)x0.077in. 

OD(1.96mm) 
Silastic Laboratory Tubing 

Schlauch (Pfortader) 0.078in. ID(1,98mm)x0.125in. 
OD(3.18mm) 

Silastic Laboratory Tubing 

Box  Silastic Laboratory Tubing 

Box- overflow  Silastic Laboratory Tubing 
Prolene  

Transfermembran PVDF Membrane GE Healthcare 
Tupfer  

Seide  



4 Methoden 

4.1 Vorbemerkung 

Die im Folgenden beschriebenen Versuche wurden im Zeitraum vom 03. Februar 2012 

bis 21. Oktober 2013 in der Zentralen Einrichtung für Tierforschung und Tierschutz des 

Universitätsklinikums Düsseldorf durchgeführt.  

Dabei wurden für die Etablierung der Hepatektomie und des in vitro Reperfusionsmo-

dells 82 Wistarratten mit einem Gewicht von 250g und für die Blutabnahme 103 

Wistarraten mit einem Gewicht von 400-450g operiert, welche nicht in die endgültige 

Statistik eingegangen sind. 

4.2 Tierversuche 

4.2.1 Genehmigung der Tierversuche 

Die für diese Arbeit durchgeführten Tierversuche wurden durch das Landesamt für Na-

tur, Umwelt und Verbraucherschutz NRW (Fachbereich Tierschutz, Leibnitzstraße 10, 

45659 Recklinghausen) zur Durchführung der Tierversuche genehmigt. (Aktenzeichen: 

87-51.04.2010.A011).  

Die Versuche erfolgten unter regelmäßiger Aufsicht der Versuchsleitung in der Tierver-

suchsanstalt des Universitätsklinikums Düsseldorf gemäß dem Tierschutzgesetz in der 

Fassung vom 25. Mai 1998.  

4.2.2 Versuchsgruppen 

Es wurden drei Versuchsgruppen gebildet.  

Gruppe 1: keine Präkonditionierung, Hepatektomie, keine kalte Ischämie, keine 

Reperfusion (n=4) 

Gruppe 2: keine Präkonditionierung, Hepatektomie, 24 Stunden kalte Ischämie, 180 

min Reperfusion (n=7) 

Gruppe 3: Präkonditionierung mit Etanercept, Hepatektomie, 24 Stunden kalte Is-

chämie, 180 min Reperfusion (n=9) 



4.2.3 Anästhesie 

Die Injektion von Etanercept 24 Stunden präoperativ und die Hepatektomie wurden 

unter Allgemeinanästhesie mit Isofluran durchgeführt. 

4.2.4 Präkonditionierung 

Zur Präkonditionierung wurden 24 Stunden vor der Hepatektomie 8mg/kg Körperge-

wicht Etanercept intraperitoneal injiziert. Zusätzlich wurde 0,3mg Etanercept dem Per-

fusat zugegeben, damit Etanercept in einer Konzentration von 3mg/l vorliegt. 

4.2.5 Versuchsablauf 

 

4.2.6 Hepatektomie 

Nach Ethanoldesinfektion wurde ein vertikaler Hautschnitt gesetzt. Der Bauchraum 

wurde entlang der Linea alba eröffnet und beidseits durch vertikale Schnittführung er-

weitert. Nach Aufspannen des Abdomens wurde das Ligamentum falciforme durch-

trennt. Der Lobus dexter und Processus caudatus wurde von sämtlichen weiteren an-

hängenden Ligamenten und Adhäsionen gelöst. Der Magen wurde mit einer gebogenen 

Arterienklemme angespannt und die Ösophagusgefäße mit einer gebogenen Präparier-

klemme abgeklemmt und anschließend durchtrennt. Die Vena diaphragmatica sinistra 

wurde mit 7-0 Prolene ligiert. Das Darmgekröse kam außerhalb des Situs in einer feuch-

ten Kompresse zu liegen. Der Ductus hepaticus wurde ligiert, angespannt, eröffnet und 

mit einem Polyethylenröhrchen (I.D. 0.58 mm/O.D. 0.0965mm) kanüliert. Anschlie-

ßend wurden Vena und Arteria gastroduodenalis ligiert. Die Arteria hepatica wurde 

präpariert. Die Vena und Arteria renalis dexter wurden mit 6-0 Seide ligiert und an-

schließend durchtrennt. Die Vena suprarenalis dexter wurde ligiert. Anschließend wur-

de die Leber vorsichtig nach links bewegt und die retrohepatischen Adhäsionen gelöst. 

Die Arteria hepatica wurde mit 6-0 Seide ligiert, die Vena portae abgeklemmt und ka-

nüliert. Die Leber wurde über die Pfortaderkanüle mit 30ml eiskaltem NaCl 0,9% und 

Abb. 5 Versuchsaufbau zur Induktion eines Ischämie- und Reperfusionsschadens nach einer kalten Ischämie
von 24 h und einer Reperfusion von 180min 



im Anschluss daran mit 40ml Histidin-Tryptophan-Ketoglutarat-Lösung (HTK) durch-

gespült, nachdem die Vena cava caudalis eröffnet wurde. Nach Durchtrennen der Vena 

cava cranialis wurde die Leber herausgelöst und in 100ml eiskalter (4°C) HTK- Lösung 

gelagert. Die Vena cava cranialis und kaudalis wurden kurz vor der Reperfusion mit 12 

G Kanülen kanüliert.

Situs

Luxation

 

  



4.2.7 Reperfusion 

Die isolierte Perfusion der explantierten Rattenleber wurde von Herrn Leon Philipp 

nach dem Modell von Miller (Miller et al. 1951) mit Modifikationen nach Clavien (Cla-

vien et al. 1993) vorgenommen. 

Abb. 8 Reperfusionsapparatur Skizze 

Reperfusionsvorrichtung



Lösungen 

Krebs-Henseleit-Puffer (KH), 1000ml: 

0,373g Calciumchloriddihydrat (FW147.02) und 2,1g Natriumbicarbonat (FW 

84.01;Sigma, S-6014) wurden in 1000ml KH gelöst. Dabei sollte der pH-Wert 7,4 sein. 

Perfusat-I:Albumin-Krebs-Henseleit-Puffer (AKH), 100ml: 

2,0g bovines Serumalbumin (Sigma, A-7906) und 0,1g Glukose (FW 180.2; Sigma G-

6152) wurden in 100 ml KH-Puffer gelöst. 

Taurocholat 1mM Stock- Lösung: 

26,9 mg Taurocholat wurden in 50 ml KH gelöst. 

Perfusat-II: Taurocholat und Heparin: 

1ml Taurocholat-Stock-Lösung und 3ml Heparin wurden zu 8ml KH-Lösung gegeben. 

8,4 % Natriumhydrogencarbonatpuffer: 

8,4g Natriumcarbonat in 100ml H2O. 

Durchführung 

Die explantierte Leber wurde nach der Hepatektomie in HTK-Lösung für 24 Stunden 

bei +4°C konserviert. Nach der kalten Ischämie von 24 Stunden wurde die Leber für 

180min mit 100ml Perfusat reperfundiert. Das Perfusat setzte sich aus 60ml Albumin-

Krebs-Henseleit-Lösung und 40ml heparinisiertem Blut zusammen. Drei Wistar-Ratten 

mit einem Gewicht von 350- 400g wurden für die Blutgewinnung benötigt. 

Der Hämatokrit sollte bei ca. 15% liegen. Nachdem das Perfusat in das System gegeben 

wurde, wurden weitere 1000 IE Heparin hinzugegeben. Bevor die Leber an das System 

angeschlossen wurde, wurde sie mit 12ml kalter Albumin-Krebs-Henseleit-Lösung ge-

spült, wobei ein Druck von 12mmHg nicht überschritten wurde. Die Konservierungslö-

sung wurde kurz vor dem Reperfusionsstart durch 37°C warme Krebs-Henseleit-Lösung 

ersetzt. Die Reperfusion wurde mittels Schwerkraft und einem Perfusionsdruck von 

12mmHg aufrechterhalten.  



Der Sauerstoffpartialdruck wurde bei über 350mmHg und einem pH-Wert zwischen 7,3 

und 7,4 konstant gehalten. Abweichungen wurden mit 8,5% Natriumbicarbonat korri-

giert. 

Die Oxygenierung des perfundierenden Blutes fand in einer künstlichen Lunge statt. 

Die künstliche Lunge setzte sich zusammen aus einem Kolben der mit einem Fluss von 

4l/min 95%-igem Sauerstoff und 5%igem CO2 befüllt wurde, welcher wiederum über 

das silasting tube ins Blut diffundierte. 

Das zirkulierende Volumen wurde konstant bei 100ml gehalten. Mit regelmäßigen 

Blutabnahmen wurden Leberwerte wie AST und ALT sowie Blutgase und kleines Blut-

bild bestimmt. 12ml Perfusat-II wurden kontinuierlich über drei Stunden in das System 

gegeben. 



4.3 Analytische Methoden 

4.3.1 Vitalparameter 

Zur Beurteilung der Narkosetiefe wurde die Spontanatmung kontinuierlich überwacht. 

4.3.2 Laborchemische Analysen 

Zur Analyse laborchemischer Parameter wurden während der Reperfusion zu den Zeit-

punkten 0, 5, 15, 30, 60, 90, 120, 150 und 180 min Blutproben entnommen. 

BGA 

Die Stabilität des Reperfusionssystems wurde mit Hilfe regelmäßiger laborchemischer 

Analysen der Blutgasbestandteile sowie des pH-Wertes kontrolliert. 

Kleines Blutbild 

Zur Bestimmung des Blutanteils im Perfusat wurde alle 30 Minuten ein kleines Blutbild 

angefertigt. Die Bestimmung von Hämatokrit, Hämoglobin, Leukozyten und der 

Thrombozyten wurden von Herrn Leon Philipp durchgeführt. 

Bestimmung serumaktiver  Enzyme 

Die Bestimmung der Enzymaktivität wurde durch Frau Dr. med. Carmen Barthuber, 

Fachärztin für Laboratoriumsmedizin des Zentrallabors des Universitätsklinikums Düs-

seldorf, durchgeführt.  

Zur Quantifizierung des Leberzellschadens wurde die Aktivität verschiedener Serumen-

zyme bestimmt.  

Die Alanin-Aminotransferase (ALT) gilt als Kenngröße einer hepatozellulären Schädi-

gung. Als Ergänzung wurde auch die Aktivität der weniger leberspezifischen Aspartat-

Aminotransferase (AST) bestimmt.  

Die Laktatdehydrogenase (LDH) gilt als unspezifischer Marker für Zellzerfall. In Zu-

sammenschau mit den Aminotransferasen wurde sie als Indikator für einen hypoxischen 

Leberschaden herangezogen.  

Zur Beurteilung einer intrahepatischen Cholestase wurde die Alkalische Phosphatase 

(AP) bestimmt. 



4.3.3 Physikalische Messparameter 

Portale Flussrate 

Zur Kontrolle der Reperfusionsgeschwindigkeit wurde zu den Zeitpunkten 5, 15, 30, 60, 

90, 120, 150 und 180 min die Durchflussgeschwindigkeit durch die Portalgefäße be-

stimmt.  

Zur Bestimmung der portalen Flussrate wurde der Blutfluss vor dem Überlaufkolben 

gestoppt. Hierbei leerte sich der Überlaufkolben pro Zeiteinheit um ein bestimmtes Vo-

lumen (575μl). Zur Berechnung der Flussrate wurde folgende Formel angewendet: 

 

Galleproduktion 

Zur Kontrolle der Exkretionsfunktion wurde das endgültige Volumen der gesammelten 

Galle nach 180 Minuten Reperfusion bestimmt. Hierzu wurde der Ductus choledochus 

kanüliert.  

 



4.4 Statistische Datenanalyse 

Die statistische Auswertung der in den Versuchen erhobenen Daten wurde mit Micro-

soft®Excel® für Mac 2011(Version 14.0.0) an einem MacBook Pro 13 Zoll (Ende 2011) 

durchgeführt. 

Vor der statistischen Datenanalyse wurde eine Fallauswahl getroffen. Dabei wurden alle 

Versuchstiere in die Datenanalyse aufgenommen, die jeweils die Folgenden Kriterien 

erfüllt haben: 

- kalte Ischämie von 24 Stunden; 

- durchgeführte und beendete Reperfusion sowie 

- keine Komplikationen 

Es ergab sich eine Anzahl n=6 für Tiere ohne Präkondition und eine Anzahl n=7 für 

Tiere mit Präkondition. 

Im Anschluss daran wurden die Mittelwerte, Standardabweichungen und die entspre-

chenden Standardfehler berechnet.  

Die Berechnung der Signifikanz wurde mit IBM®SPSS®Statistics Version 22(22.0.0.2.) 

64-Bit-Version an einem Mac Book Pro 13 Zoll (Ende 2011) durchgeführt. Die kleinen 

Stichprobengrößen bedingten die Durchführung eines nichtparametrischen Testes. Es 

handelte sich um unabhängige Stichproben, da die Parameter bei unterschiedlichen Tie-

ren erhoben wurden.  

Diese Arbeit unterschied zwei Gruppen voneinander (unpräkonditioniert versus präkon-

ditioniert). Daher wurde der Mann-Whitney-U-Test als statistischer Test zur Bestim-

mung der Signifikanz herangezogen. Bei einer Irrtumswahrscheinkeit von p< 0.05 wur-

de eine Signifikanz angenommen. 

 



5 Ergebnisse 

5.1 Etablierung des Modells der isoliert perfundierten Rattenleber 

Das Model der isoliert perfundierten Rattenleber (IPRL) zu etablieren, gestaltete sich 

anfangs als sehr schwierig. Die Komplikationen, die sich während des Etablierungspro-

zesses ergaben, werden im Folgenden dargestellt. 

5.1.1 OP 

Die Operationstechnik der Hepatektomie bei Ratten wurde an 82 Wistar-Ratten mit ei-

nem Gewicht von 250g erlernt. In die statistischen Auswertungen wurden lediglich die 

Tiere aufgenommen, deren Operation reproduzierbar komplikationslos war und eine 

Operationszeit von 45 Minuten nicht überschritten hat.  

Komplikationen, die zu einem Ausschluss geführt haben, werden im Folgenden in 

chronologischer Reihenfolge aufgezählt: 

- Herzkreislauf- und Atemstillstand bei zu tiefer Narkose; 

- Verletzungen der Leber, die mit einem massiven Blutverlust einhergehen; 

- Ruptur der diaphragmalen Gefäße; 

- Ruptur des Gallengangs, mit daraus resultierender Unmöglichkeit der Kanülie-

rung 

5.1.2 Konservierung 

Das zunächst vorliegende Versuchsprotokoll sah eine Konservierung für 44h bei +4°C 

in Universal Wisconsin (UW) Lösung vor. Aufgrund von Lieferengpässen musste auf 

die Verwendung von HTK-Brettschneider’sche Lösung (Custodiol®) zurückgegriffen 

werden. Hierbei zeigte sich, dass eine Ischämiezeit von 44 Stunden einen derart ausge-

prägten Ischämieschaden mit Laktatdehydrogenase (LDH)-Werte von über 14.000 I/U 

bei einer Reperfusionszeit von 5 Minuten induzierte, dass von einer völligen Leber-

destruktion bei einer Ischämiezeit von 44 Stunden ausgegangen werden konnte. 

Nach Rücksprache mit Herrn Professor Stefan A. Topp und Herrn PD Dr. Markus Don-

ner wurde die Ischämiezeit im Versuchsprotokoll von 44 Stunden auf 24 Stunden redu-

ziert.  



5.1.3 Reperfusion 

Die Reperfusion wurde im Wesentlichen von Herrn Leon Philipp durchgeführt. Die 

Blutabnahme wurde an 132 Wistar-Ratten mit einem Gewicht von 350-400g erlernt. Bei 

frustraner Blutabnahme mit einer Blutmenge <40ml war eine Reperfusion nicht mög-

lich. So konnte nicht jede explantierte Leber reperfundiert werden. 

Im Folgenden werden Komplikationen im Rahmen der Reperfusion aufgezählt, die ei-

nen Ausschluss von der statistischen Auswertung bedeuteten: 

- Dislokation der Kanülierung der supra- und infrahepatischen Vena cava  

- Eine Durchspülung der explantierten Leber mit 12ml kalter Albumin-Krebs- 

Henseleit- Lösung bei einem Druck >12mm Wassersäule; 

- Perforation der Leber, die letztlich mit einem massiven Blutverlust während der 

Reperfusion einhergeht und zu einem Hämatokritabfall führt; 

- Nicht messbare portale Flussraten  

 



5.2 Laborchemische Analysen 

5.2.1 Kleines Blutbild 

Hämoglobin 

 

Abb. 10 Verlauf der Hämoglobinkonzentration[g/dl] 

In der Gruppe der unpräkonditionierten Tiere hat sich vor Beginn der Reperfusion zum 

Zeitpunkt 0min (n=9) eine Hämoglobinkonzentration von 5.56 ±0.88 g/dl gezeigt. Nach 

30min (n=7) 5.66 ±2.23 g/dl, nach 60min (n=9) 5.51 ±1.50 g/dl, nach 90min (n=9) 5.48 

±1.89 g/dl, nach 120min (n=7) 5.23 ±1.78 g/dl, nach 150min (n=9) 5.64 ±2.30 g/dl und 

nach 180min (n=8) 5.25 ±1.53 g/dl. 

In der Gruppe der mit Etanercept präkonditionierten Tiere hat sich zum Zeitpunkt 0min 

(n=8) eine Hämoglobinkonzentration von 5.13 ±0.35 g/dl gezeigt. Nach 30min (n=8) 

4.71 ±0.22 g/dl, nach 60min (n=8) 4.74 ±0.23 g/dl, nach 90min (n=8) 4.78 ±0.39 g/dl, 

nach 120min (n=8) 4.65 ±0.52 g/dl, nach 150min (n=7) 4.33 ± 0.36 g/dl und nach 

180min (n=6) 4.43 ±0.33 g/dl.



Hämatokrit 

 

Abb. 11 Verlauf des Hämatokrits[%] 

In der Gruppe der unpräkonditionierten Tiere zeigte sich zum Zeitpunkt 0min (n=9) ein 

Hämatokrit von 15.93 ±27,77 %. Nach 30min (n=7) 26.74 ±6.77 %, nach 60min (n=9) 

15.83 ±15.58 %, nach 90min (n=9) 201,25 ±72,44 %, nach 120min (n=7) 14.66  ±4.58 

%, nach 150min (n=9) 15.58 ±6.55 % und nach 180min (n=8) 14.58 ±4.96 %. 

In der Gruppe der mit Etanercept präkonditionierten Tiere zeigte sich zum Zeitpunkt 

0min (n=8) ein Hämatokrit von 14.69 ±1.07 %. Nach 30min (n=8) 13.85 ±0.66 %, nach 

60min (n=8) 13.74 ±0.55 %, nach 90min (n=8) 13.59 ±1.04 %, nach 120min (n=8) 

17.41 ±10.79 %, nach 150min (n=7) 12.26 ±0.87 % und nach 180min (n=7) 9.16 

±8.05%.



Leukozyten 

 

Abb. 12 Verlauf der Leukozytenzahl[103/mm3] 

Vor Beginn der Reperfusion zeigt sich in der Gruppe unpräkonditionierten Tiere zum 

Zeitpunkt 0min(n=9) eine Leukozytenzahl von 2.48 ±0.81 x103/mm3. Zum Zeitpunkt 

30min (n=8) 2.06 ±0.87 x103/mm3. Nach 60min (n=9) 1.43 ±0.47 x103/mm3, nach 

90min (n=9) 1.39 ±0.45 x103/mm3, nach 120min (n=7) 1.3 ±0.48 x103/mm3, nach 

150min (n=9) 1.28 ±0.48 x103/mm3 und nach 180 min (n=9) 1.19 ±0.45 x103/mm3 Leu-

kozyten. 

Vor Beginn der Reperfusion zeigt sich in der Gruppe der mit Etanercept präkonditio-

nierten Tiere zum Zeitpunkt 0min(n=8) eine Leukozytenzahl von 2.41 ±0.72 x103/mm3. 

Zum Zeitpunkt 30min (n=8) 1.70 ±0.50 x103/mm3. Nach 60min (n=8) 1.63 ±0.49 

x103/mm3, nach 90min (n=8) 1.56 ±0.44 x103/mm3, nach 120min (n=7) 1.34 ±0.43 

x103/mm3, nach 150min (n=7) 1.17 ±0.35 x103/mm3 und nach 180 min (n=6) 1.07 

±0.37 x103/mm3 Leukozyten.



Thrombozyten 

 

Abb. 13 Verlauf der Thrombozytenzahl[103/mm3] 

Vor Beginn der Reperfusion zeigt sich in der Gruppe unpräkonditionierten Tiere zum 

Zeitpunkt 0min(n=8) eine Thrombozytenzahl von 272.75 ±27.77 x103/mm3. Zum Zeit-

punkt 30min (n=7) 179.00 ±59.13 x103/mm3. Nach 60min (n=8) 163.63 ±94.50 

x103/mm3, nach 90min (n=8) 201.25 ±72.44 x103/mm3, nach 120min (n=6) 212.40  

±30.64 x103/mm3, nach 150min (n=8) 212.25 ±66.64 x103/mm3 und nach 180 min 

(n=7) 186.67 ±62.75 x103/mm3 Thrombozyten. 

Vor Beginn der Reperfusion zeigt sich in der Gruppe der mit Etanercept präkonditio-

nierten Tiere zum Zeitpunkt 0min(n=8) eine Thrombozytenzahl von 250.63 ±36.38 

x103/mm3. Zum Zeitpunkt 30min (n=8) 183.88 ±33.71 x103/mm3. Nach 60min (n=8) 

196.13 ±30.39 x103/mm3, nach 90min (n=8) 221.00 ±36.73 x103/mm3, nach 120min 

(n=7) 198.63 ±88.32 x103/mm3, nach 150min (n=7) 228.57 ±35.35 x103/mm3 und nach 

180 min (n=6) 240.17 ±35.86 x103/mm3 Thrombozyten. 



5.2.2 Blutgasanalyse 

pH-Wert 

 

Abb. 14 Verlauf des pH- Wertes  

In der Gruppe der unpräkonditionierten Tiere zeigt sich zum Zeitpunkt 0min (n=9) ein 

pH-Wert von 7.356 ±0.149. Nach 5min (n=9) ein Wert von 7.355 ±0.185, nach 15min 

(n=9) 7.388 ±0.099, nach 30min (n=7) 7.388 ±0.091, nach 60min (n=9) 7.415 ±0.096, 

nach 90min (n=9) 7.403 ±0.101, nach 120min (n=7) 7.377 ±0.105, nach 150min (n=9) 

7.359 ±0.104 und nach 180min (n=8) 7.302 ±0.145. 

In der Gruppe der mit Etanercept präkonditionierten Tiere zeigt sich zum Zeitpunkt 

0min (n=8) ein pH-Wert von 7.448 ±0.091. Nach 5min (n=8) ein Wert von 7.493 

±0.170, nach 15min (n=8) 7.460 ±0.183, nach 30min (n=8) 7.442 ±0.141, nach 60min 

(n=8) 7.384 ±0.096, nach 90min (n=8) 7.398 ±0.096, nach 120min (n=8) 7.445 ±0.215, 

nach 150min (n=8) 7.465 ±0.146 und nach 180min (n=7) 7.411 ±0.062.



pCO2 

 

Abb. 15 Verlauf des pCO2[mmHg] 

In der Gruppe der nicht präkonditionierten Tiere zeigt sich zum Zeitpunkt 0min (n=8) 

ein pCO2 von 25.70 ±7.49 mmHg. Nach 5min (n=8) ein Wert von 30.25 ±8.38 mmHg, 

nach 15min (n=8) 35.35 ±4.90 mmHg, nach 30min (n=8) 36.38 ±3.72 mmHg, nach 

60min (n=8) 35.49 ±7.87 mmHg, nach 90min (n=8) 37.13 ±2.64 mmHg, nach 120min 

(n=8) 34.93 ±3.95 mmHg, nach 150min (n=7) 34.31 ±3.49 mmHg und nach 180min 

(n=6) 34.38 ±2.51 mmHg. 

In der Gruppe der mit Etanercept präkonditionierten Tiere zeigt sich zum Zeitpunkt 

0min (n=4) ein pCO2 von 29.13 ±2.40 mmHg. Nach 5min (n=4) ein Wert von 31.00 

±9.09 mmHg, nach 15min (n=4) 32.78 ±10.05 mmHg, nach 30min (n=4) 34.60 ±10.74 

mmHg, nach 60min (n=4) 38.45 ±6.53 mmHg, nach 90min (n=4) 36.50 ±6.86 mmHg, 

nach 120min (n=4) 33.05 ±13.00 mmHg, nach 150min (n=4) 34.00 ±10.88 mmHg und 

nach 180min (n=4) 34.85 ±8.60 mmHg. 



pO2 

 

Abb. 16 Verlauf des pO2[mmHg] 

In der Gruppe der unpräkonditionierten Tiere zeigt sich zum Zeitpunkt 0min (n=8) ein 

pO2 von 264.33 ±143.30 mmHg. Nach 5min (n=8) ein Wert von 325.89 ±112.64 

mmHg, nach 15min (n=8) 342.40 ±77.07 mmHg, nach 30min (n=8) 364.65 ±78.67 

mmHg, nach 60min (n=8) 363.91 ±122.36 mmHg, nach 90min (n=8) 354.31 ±354.31 

mmHg, nach 120min (n=8) 362.88 ±362.88 mmHg, nach 150min (n=7) 376.03 ±102.49 

mmHg und nach 180min (n=6) 406.12 ±132.73 mmHg. 

In der Gruppe der mit Etanercept präkonditionierten Tiere zeigt sich zum Zeitpunkt 

0min (n=4) ein pO2 von 268.00 ±62.26 mmHg. Nach 5min (n=4) ein Wert von 258.00 

±39.40 mmHg, nach 15min (n=4) 254.50 ±36.52 mmHg, nach 30min (n=4) 259.50 

±33.01 mmHg, nach 60min (n=4) 260.25 ±46.34 mmHg, nach 90min (n=4) 270.25 

±65.71 mmHg, nach 120min (n=4) 289.75 ±76.58 mmHg, nach 150min (n=4) 289.25 

±51.87 mmHg und nach 180min (n=4) 290.50 ±74.59mmHg. 



5.2.3 Leberwerte 

Laktatdehydrogenase 

 

Abb. 17 Verlauf der Laktatdehydrogenase[U/l] 

In der Gruppe der nicht präkonditionierten Tiere zeigt sich zu Beginn der Reperfusion 

zum Zeitpunkt 0min (n=9) eine LDH-Konzentration von 157.78 ±93.26 U/l. Nach 

30min (n=9) 485.22 ±159.36 U/l, nach 60min (n=9) 789.78 ±330.80 U/l, nach 90min 

(n=9) 983.44 ±491.73 U/l, nach 120min (n=9) 1881.89 ±1330.65 U/l, nach 150min 

(n=9) 3983.67 ±4904.77 und nach 180min (n=9) eine LDH-Konzentration von 4273.11 

±3911.28 U/l. 

In der Gruppe der mit Etanercept präkonditionierten Tiere zeigte sich zu Beginn der 

Reperfusion zum Zeitpunkt 0min (n=9) eine LDH-Konzentration von 196.29 ±58.64U/l. 

Nach 30min (n=9) 695.75 ±344.31U/l, nach 60min (n=9) 570.25±330.80 U/l, nach 

90min (n=9) 1532.75 ±688.05U/l, nach 120min (n=9) 1710.13 ±746.67U/l, nach 

150min (n=9) 2084.50 ±1124.61und nach 180min (n=9) eine LDH-Konzentration von 

3132.25 ±2801.49U/l. 



Aspartat-Aminotransferase 

 

Abb. 18 Verlauf der Aspartat-Aminotransferase[U/l] 

In der Gruppe der nicht präkonditionierten Tiere zeigte sich zu Beginn der Reperfusion 

zum Zeitpunkt 0min (n=9) eine AST-Konzentration von 21.78 ±16.07U/l. Nach 30min 

(n=9) 78.67 ±34.95U/l, nach 60min (n=9) 125.11 ±44.47U/l, nach 90min (n=9) 153.11 

±52.07U/l, nach 120min (n=9) 376.11 ±367.97U/l, nach 150min (n=9) 560.22 

±475.49und nach 180min (n=9) eine AST-Konzentration von 629.22 ±359.01 U/l. 

In der Gruppe der mit Etanercept präkonditionierten Tiere zeigte sich zu Beginn der 

Reperfusion zum Zeitpunkt 0min (n=8) eine AST-Konzentration von 25.50 ±9.97 U/l. 

Nach 30min (n=8) 105.63 ±45.75 U/l, nach 60min (n=8) 177.88 ±98.10 U/l, nach 

90min (n=8) 236.13 ±137.60 U/l, nach 120min (n=8) 231.63 ±119.82U/l, nach 150min 

(n=8) 349.63 ±320.26U/l und nach 180min (n=8) eine AST-Konzentration von 442.13 

±415.63U/l. 



Alanin-Aminotransferase 

 

Abb. 19 Verlauf der Alanin-Aminotransferase[U/l] 

In der Gruppe der nicht präkonditionierten Tiere zeigte sich zu Beginn der Reperfusion 

zum Zeitpunkt 0min (n=9) eine ALT-Konzentration von 13.00 ±4.39 U/l. Nach 30min 

(n=9) 78.89 ±24.39 U/l, nach 60min (n=9) 65.56 ±32.11 U/l, nach 90min (n=9) 89.00 

±41.26 U/l, nach 120min (n=9) 236.00 ±240.92 U/l, nach 150min (n=9) 376.56 ±321.15 

U/l und nach 180min (n=9) eine ALT-Konzentration von 473.22 ±363.83 U/l. 

In der Gruppe der mit Etanercept präkonditionierten Tiere zeigte sich zu Beginn der

Reperfusion zum Zeitpunkt 0min (n=8) eine ALT-Konzentration von 16.00 ±9.13 U/l. 

Nach 30min (n=8) 65.38 ±54.18 U/l, nach 60min (n=8) 115.38 ±85.52 U/l, nach 90min 

(n=7) 161.29 ±149.35 U/l, nach 120min (n=8) 173.13 ±121.15 U/l, nach 150min (n=8) 

294.25 ±335.08 U/l und nach 180min (n=8) eine ALT-Konzentration von 368.75 

±437.17 U/l.



Alkalische Phosphatase 

 

Abb. 20 Verlauf der Alkalische Phosphatase[U/l] 

In der Gruppe der nicht präkonditionierten Tiere zeigte sich zu Beginn der Reperfusion 

zum Zeitpunkt 0min (n=9) eine AP-Konzentration von 18.89 ±6.88 U/l. Nach 30min 

(n=9) 20.11 ±4.20 U/l, nach 60min (n=9) 20.22 ±4.84 U/l, nach 90min (n=9) 19.00 

±4.36 U/l, nach 120min (n=9) 18.33 ±4.09 U/l, nach 150min (n=9) 17.78 ±3.87 U/l und 

nach 180min (n=9) eine AP-Konzentration von 17.33 ±3.71 U/l. 

In der Gruppe der mit Etanercept präkonditionierten Tiere zeigte sich zu Beginn der 

Reperfusion zum Zeitpunkt 0min (n=8) eine AP-Konzentration von 22.75 ±6.82 U/l. 

Nach 30min (n=8) 21.88 ±4.39 U/l, nach 60min (n=8) 19.50 ±5.40 U/l, nach 90min 

(n=8) 18.25 ±6.23 U/l, nach 120min (n=8) 14.63 ±7.71 U/l, nach 150min (n=8) 16.25 

±4.71 U/l und nach 180min (n=8) eine AP-Konzentration von 16.13 ±5.22 U/l. 



5.3 Physikalische Messparameter 

5.3.1 Portale Flussrate 

 

Abb. 21 Verlauf der portalen Flussrate[ml/min] 

In der Gruppe der nicht präkonditionierten Tiere zeigte sich zum Zeitpunkt 5min (n=8) 

eine portale Flussrate von 15.02 ±4.37 ml/min. Nach 15 min (n=8) 11.46±5.36 ml/min, 

nach 30min (n=7) 11.01 ±5.84 ml/min, nach 60min (n=7) 9.89 ±5.42 ml/min, nach 

90min (n=7) 10.58 ±5.76 ml/min, nach 120min (n=7) 11.29 ±6.48 ml/min, nach 150min 

(n=7) 8.52 ±6.28 ml/min  und nach 180min (n=7) eine portale Flussrate von 10.31 

±5.94ml/min. 

In der Gruppe der präkonditionierten Tiere zeigte sich zum Zeitpunkt 5min (n=8) eine 

portale Flussrate von 23.26 ±4.88 ml/min. Nach 15 min (n=8) 21.86 ±10.52 ml/min, 

nach 30min (n=8) 18.47 ±7.93 ml/min, nach 60min (n=8) 16.55±8.37 ml/min, nach 

90min (n=8) 16.77 ±8.07 ml/min, nach 120min (n=8) 16.17 ±7.27 ml/min, nach 150min 

(n=7) 20.36 ±7.01 ml/min  und nach 180min (n=7) eine portale Flussrate von 23.85 

±6.16 ml/min. 



5.3.2 Galle-Produktion  

 

Abb. 22 Galleproduktion nach Ischämie- und Reperfusion(IR) sowie nach Präkondition mit Etanercept und 
Ischämie-und Reperfusion (Etanercept + IR):  

In der Gruppe der nicht präkonditionierten Tiere zeigte sich eine Galleproduktion Re-

perfusion von 176,13±189,8 μl/180min.  

In der Gruppe der präkonditionierten Tiere zeigte sich eine Galleproduktion Reperfusi-

on von 313,75±275,1μl/180min. 

 

 



6 Diskussion 

6.1 Diskussion der Methode 

6.1.1 Das Modell der isoliert perfundierten Rattenleber  

Das Modell der isoliert perfundierten Rattenleber nach Miller ist ein etabliertes ex vivo 

Modell zur Untersuchung der Leberphysiologie und -pathophysiologie bei Ratten 

(Gores, Kost und Larusso 1986). Es ermöglicht die Induktion eines zellulären Schadens 

in einem isolierten Setting (Bessems et al. 2006a). Das Modell der IPRL hat sich bei der 

Entwicklung von Präventions- und Behandlungsstrategien zur Reduktion des hepati-

schen IRS bewährt. 

Im Gegensatz zu in vitro Modellen (isolierte Hepatozyten, Lebergewebsschnitte) blei-

ben beim IPRL-Modell die Leberarchitektur (zonale Heterogenität, Polarität und vasku-

läre Integrität) und damit die Zellintegrität und der Gallefluss erhalten. Es ermöglicht 

damit auch Aussagen zu nicht parenchymatösen Zellen (Ferrigno, Richelmi und Vairetti 

2013). Gegenüber in vitro Modellen hat das IPRL den Vorteil, dass es unabhängig ist 

von extrahepatischen Faktoren wie Herz-Kreislauf, Blutbestandteilen oder hormonregu-

latorischen Faktoren. Dadurch erlaubt es die präzise Kontrolle der experimentellen 

Konditionen und macht die Versuche daher reproduzierbarer. 

Grundsätzlich handelt es sich bei dem Modell der isoliert perfundierten Rattenleber um 

einen Kompromiss zwischen klinischer Realität und einer experimentellen Vereinfa-

chung. Die Übertragung der gewonnenen Erkenntnisse aus tierexperimentellen Studien 

auf die klinische Praxis gestaltete sich auf Grund anatomischer sowie physiologischer 

Differenzen als äußerst schwierig. Dies erklärt die große Diskrepanz zwischen tierexpe-

rimentellen Studien und der Anzahl an Interventionen zur Präkondition des IRS in der 

klinischen Praxis.  

Ob ein neues Therapieregime, wie eine Präkonditionierung mittels Etanercept zur 

Hemmung von TNFα, zu einer Reduktion des IRS führt, kann letztlich nur eine Trans-

plantation zeigen. Die Beurteilung der tatsächlichen Leberfunktion sowie deren Schädi-

gung kann in einem isolierten Modell nur bedingt beurteilt werden.  



6.1.2 Operation 

Um genaue und reproduzierbare Resultate zu erzielen, sind mikrochirurgische Fähigkei-

ten und ein akkurates Setting im Perfusionssystem notwendig. Um diese Voraussetzun-

gen zu schaffen, bedurfte es einer Einarbeitungszeit von ca. acht Monaten. Zur Etablie-

rung des Modells wurde von Februar 2012 bis Oktober 2012 zunächst die Operations-

technik erlernt. Dabei wurden 82 Wistarraten mit einem Gewicht von 250g operiert. 

Diese Tiere sind nicht in die endgültige Statistik aufgenommen worden. Herr Leon Phi-

lip erlernte die Technik der Reperfusion im Zeitraum von Februar 2012 bis Oktober 

2012. Dabei erlernte er das Blutabnehmen aus der Aorta abdominalis an 132 Wistarra-

ten mit einem Gewicht von 400-450g.  

Anästhesie 

Die Operation wurde wie unter 4.2.3 beschrieben unter Allgemeinanästhesie mit Isoflu-

ran durchgeführt. Bei einem niedrigen Blut- Gas- Verteilungskoeffizienten von 1,40 ist 

die Narkose dabei sehr gut steuerbar. Daneben wirkt Isofluran bronchodilatatorisch und 

hat eine geringere Hepatotoxizität als andere Anästhetika (Walter 2016, 39). Isofluran 

hat jedoch eine ausgeprägt atemdepressive Wirkung (Althaus 2010, 126), so dass eine 

engmaschige kontinuierliche Beurteilung der thorakalen Atemexkursionen notwendig 

ist. 

Hepatektomie 

Im Zuge der Operation kann es durch die Luxation des Darmgekröses nach extraabdo-

minel zu einer Darmischämie kommen. Dies galt es durch regelmäßige Kontrolle der 

Darmperfusion an Hand der Farbe und der Peristaltik zu beurteilen und gegebenenfalls 

zu korrigieren. Außerdem können minimale Kompressionstraumata der Leber zu 

Thrombosierungen einzelner Leberabschnitte führen, die einen maßgeblichen Effekt auf 

die Höhe der Transaminasen sowie auf die portale Flussrate ausüben. Daher war es von 

entscheidender Bedeutung, auf Kompressionen mit sofortiger Dekompression zu reagie-

ren. 

Ein relevanter Parameter zur Sicherstellung der Reproduzierbarkeit der Methodik war 

die Dauer der Hepatektomie. Mit zunehmender Explantationsdauer nimmt die Zeit der 

warmen Ischämie und somit des hepatozellulären Schadens zu. Daher sind die Ver-

suchstiere von der statistischen Auswertung ausgeschlossen worden, bei denen die He-

patektomie eine Dauer von 40 Minuten überschritten hat.  



Gallengangsligatur 

Um im Rahmen der Reperfusion Galle zu asservieren, war eine Kanülierung des Ductus 

hepaticus notwendig. Die Kanülierung mit einem Polyethylenröhrchen 

(I.D.0.58mm/O.D. 0.0965mm) konnte durch eine distale Ligatur vereinfacht werden. 

Hierdurch füllte sich der Gallengang und dessen Diameter nahm zu. Durch Anspannen 

des prall gefüllten Gallengangs war die Kanülierung nach der Inzision mit einer mikro-

chirurgischen geschwungenen Federschere erleichtert. Dabei galt es die Gallengangska-

nüle so zu platzieren, dass sie nicht zu weit vorgeschoben wurde und den Gallefluss des 

rechten Leberlappens okkludierte. Bei Versuchstier #27 war von einer solchen Situation 

auszugehen, da im Rahmen der Reperfusion keine Galle gefördert wurde, obwohl sich 

die Leber vollständig perfundiert zeigte.  

Portalvenenkanülierung 

Die Portalvenenkanülierung wurde jeweils vor Beginn der Reperfusion durchgeführt. 

Um die kalte Ischämie nicht zu unterbrechen, wurde das Gefäß, in dem die Leber kon-

serviert wurde, auf Eis gebettet. Hierbei war es jedoch unvermeidbar, dass es während  

der Kanülierung zu Temperaturschwankungen im Konservierungsmedium kam. 

Mit Hilfe des Mikroskops wurden die suprahepatische V.cava und anschließend die 

infrahepatische V.cava kanüliert. Dabei war darauf zu achten, dass die Gefäße vom um-

liegenden Fettgewebe befreit und die Kanülierung ohne Einschluss von Luftblasen 

durchgeführt wurde. Luftblasen können während der Reperfusion zur Ausbildung von  

Thromben im perfundierten Lebergewebe führen. 

  

Abb. 23 explantierte Leber, die Pfortader, der Gallengang und die V. cava sind entsprechend kanüliert 



 



6.1.3 Ischämie 

Die zu Beginn dieser Versuchsreihe angestrebte kalte Ischämie von 44 Stunden 

(Redaelli et al. 2002), welche auf Vorarbeiten mit UW-Lösung beruhten, führte mit 

HTK-Lösung zu derart ausgeprägten Leberschäden, dass von einem vollständigen Le-

berschaden ausgegangen werden musste. Daher wurde die kalte Ischämie auf 24 Stun-

den verkürzt. Hierbei zeigte sich ein reproduzierbarer cholestatischer Leberschaden, 

ohne eine vollständige Leberdestruktion zu riskieren. Die Arbeiten von Huet et al zeig-

ten, dass eine kalte Ischämie von 42 Stunden mit einer 100 prozentigen Mortalität ein-

hergeht wohingegen eine kalte Ischämie von 24 Stunden mit einem 100 prozentigen 

Überleben einhergeht (Huet et al. 2004). 

6.1.4 Konservierung 

Das Konservierungsmedium dient neben der kalten Aufbewahrungsmöglichkeit der 

Aufrechterhaltung der hepatischen Homöostase, der Unterstützung des Lebermetabo-

lismus sowie der Verzögerung des Zellschadens.  

Zu Beginn dieser experimentellen Arbeiten erfolgte die Konservierung der explantierten 

Leber in UW-Lösung. Hierbei handelt es sich um eine hochvisköse kolloidale Lösung 

(HES) mit hoher Kalium- und niedriger Natrium-Konzentration. Die Viskosität führt zu 

einer Mikrozirkulationsstörung; das Kalium zu einer Kardioplegie (Belzer und Southard 

1988). 

Aufgrund von Lieferengpässen musste auf ein anderes Medium zurückgegriffen wer-

den, sodass HTK-Brettschneider’sche Lösung zur Konservierung verwendet wurde. 

Diese hat eine geringerer Viskosität und Kaliumkonzentration mit dem geringeren Risi-

ko einer Kardioplegie bei Reperfusion (Adam, Cailliez und Karam 2017). Insgesamt 

war das Outcome nach Lebertransplantation bei beiden Konservierungsmeiden ver-

gleichbar (Lema Zuluaga, Serna Agudelo und Zuleta Tobón 2013). 

Diese Untersuchungen zeigten, dass die Konservierung in HTK-Brettschneider’sche-

Lösung zu einem ausgeprägterem Ischämieschaden führte, sodass von die initiale Is-

chämiezeit von 44 auf 24 Stunden reduziert werden konnte. Studien zeigten jedoch, 

dass es keinen signifikanten Unterschied des IRS nach Konservierung in UW-Lösung 

oder HTK-Brettschneider’sche-Lösung gab. Dabei lagen die Kosten der Konservierung 

mit HTK deutlich unter denen mit UW-Lösung (Martínez et al. 2014). 



Bestandteil g/L Mmol/l 

Pentafraktion 50 NA 

Laktobionsäure 35,83 105 

Kaliumphosphat 3,4 25 

Magnesiumsulfat-Heptahydrat 1,23 5 

Raffinose-Pentahydrat 17,83 30 

Adenosin 1,34 5 

Allopurinol 0,136 1 

Gesamt-Gluthation 0,922 3 

Kaliumhydroxid 5,61 100 

Kaliumhydroxid/Salzsäure Auf pH 7,4 ein-
stellen 

NA 

Wasser zur Injektion q.s. NA 
Tab. 1 Zusammensetzung Belzer UW Lösung 

 

Bestandteile in 1,000ml Custodiol® entsprechend 

0,8766g   Natrium-Chlorid 15 mmol/l 

0,710g     Kalium-Chlorid 9 mmol/l 

0,1842g   Kaliumhydrogen-2-ketoglutarat 1 mmol/l 

0,8132g   Magnesium-Chlorid 6 H2O 4 mmol/l 

3,7733g   Histidin HCL H2O 18 mmol/l 

27,9289g Histidin 180 mmol/l 

0,4085g   Tryptophan 2 mmol/l 

5,4615g   Mannitol 30 mmol/l 

0,0022g   Kalziumchlorid 2 H2O 0,015 mmol/l 
Tab. 1 Zusammensetzung HTK-Brettschneider-Lösung(“Prescribing Info | Custodiol HTK” n.d.) 

6.1.5 Reperfusion 

In dieser Arbeit wurde die monovaskuläre anterograde Perfusion nach Bessems et al, 

die wohl gebräuchlichste Form der Perfusion (Bessems et al. 2006) angewandt. Hierbei 

sollte ein Perfusionsdruck von 12mmHg nicht überschritten werden. Eine Elevation des 

Perfusionsdrucks führt letztlich zu einem Barotrauma in den Lebersinusoiden und somit 

zu einer Destruktion von Sinusendothelzellen. 



6.1.6 Präkondition 

In der Vergangenheit wurden verschiedene Methoden zur Präkondition auf ihre Wirk-

samkeit untersucht. Dabei sind Methoden zur chirurgischen, pharmakologischen sowie 

gentechnischen Präkondition herausgearbeitet worden.  

Ischämische Präkondition 

Murray et al beschrieben erstmalig einen kardioprotektiven Effekt einer ischämischen 

Präkondition (Murry, Jennings and Reimer 1986). Im Anschluss daran folgten einige 

Studien zur Untersuchung des hepatoprotektiven Effektes einer ischämischen Präkondi-

tion. Azzoulay et al. zeigten, dass eine ischämische Präkondition von 10 Minuten mit 

anschließender 30 minütiger Reperfusion den Anstieg von Serumtransaminasen nach 

Transplantation signifikant senkt (Azoulay et al. 2005). Eine neue Metaanalyse zeigte 

jedoch, dass eine ischämische Präkondition keinen signifikanten Effekt auf den 

Transaminasenanstieg nach Lebertransplantation hat (Gurusamy et al. 2008). Hier zeigt 

sich eine deutliche Diskrepanz zwischen tierexperimentellen und klinischen Studien.  

Pharmakologische Präkondition 

Der IRS ist ein multifaktorieller Prozess. Daher machten es sich einige Arbeitsgruppen 

zur Aufgabe, die einzelnen Signalwege pharmakologisch zu beeinflussen. Kotsch et al. 

untersuchten den Effekt einer Methylprednisolontherapie des Spenders umgehend nach 

Hirntoddiagnose. Hierbei zeigte sich die Konzentration proinflammatorischer Zytokine 

(IL-2, IL-6, TNFα) sowie serumaktiver Transaminasen signifikant reduziert (Kotsch et 

al. 2008). Kristo et al. untersuchten die Wirkung einer Infusion von Tacrolimus, einem 

immunmodulatorischen Calcineurininhibitor, über die Portalvene. Die Untersuchungen 

zeigten keinen signifikanten Effekt auf die Konzentration der Transaminasen nach 

LTX, aber eine reduzierte Genexpression inflammatorischer Moleküle (Kristo et al. 

2011).  

Wie bereits unter 1.2.2 beschrieben, kommt es während der Reperfusion zu einer Mik-

rozirkulationsstörung. Diese beruht zum einen auf einer Schädigung der Sinusendothel-

zellen und zum anderen auf der reduzierten Konzentration von Stickstoffmonoxid (NO), 

einem endogenen Vasodilatator. Lang et al. untersuchten den Einfluss der Inhalation 

von Stickstoffmonoxid während der operativen Phase vor Einleitung der Reperfusion. 

Hierbei zeigte sich eine raschere Reduktion des nach LTX aufgetretenen Transamina-



senanstiegs. Die NO-Inhalation zeigte jedoch keinen Einfluss auf die Expression proin-

flammatorischer Zytokine (Lang et al. 2014). 

Minou et al. untersuchten den Effekt des volatilen Anästhetikums Sevofluran auf den 

IRS. Hierbei konnte die Inzidenz eines PNF Spenderorganes mit einer Steatosis hepatis 

reduziert werden (Minou et al. 2012). Beck-Schimmer et al. konnten jedoch in einer 

multizentrischen randomisiert kontrollierten Studie keinen hepatoprotektiven Effekt 

nachweisen (Beck-Schimmer et al. 2015).  

N-Acetyl-Cystein ist eine synthetische Verbindung, welche einem ausgeprägten first-

pass Effekt unterliegt. In Hepatozyten wird es in Cystein umgewandelt und dient somit 

als Baustein des endogenen Radikalpuffers Gluthation (GSH). Tierexperimentelle Stu-

dien zeigten eine signifikante Reduktion der Transaminasen nach LTX durch Präkondi-

tion mit N-Acetyl-Cystein (Alexandropoulos et al. 2017), wohingegen dieser Effekt in 

humanen Studien nicht nachweisbar war (Steib et al. 1998; Hilmi et al. 2010). 

Rüdiger et al. zeigten in ihrer Arbeit, dass die TNFα Blockade mittels Pentoxifyllin zu 

einer Reduktion der Serum Aspartat Aminotransferase sowie zu einem verlängerten 

Überleben im Mausmodell führt. Dabei schrieb die Arbeitsgruppe dem TNFα eine 

Apoptose induzierende Rolle in der Leber zu (Rüdiger und Clavien 2002).  

 



6.2 Diskussion der Ergebnisse 

Sauerstoffpartialdruck 

Diese Versuche zeigten einen niedrigeren Sauerstoffpartialdruck in der Gruppe der mit 

Etanercept präkonditionierten Tiere. Ein niedriger Sauerstoffpartialdruck bei gleichblei-

bendem Kohlendioxidpartialdruck spricht für einen gesteigerten Sauerstoffverbrauch. 

Es ist davon auszugehen, dass der höhere Sauerstoffverbrauch auf einen erhöhten 

Sauerstoffumsatz zurückzuführen ist, der wiederum durch eine größere Anzahl an funk-

tionsfähigen Hepatozyten zu erklären ist.  

Parenchymatöse Schädigung durch Ischämie und Reperfusion 

Zur Evaluation des hepatischen Schadens nach kalter Ischämie und Reperfusion wurde 

die hepatischen Transaminasen (AST ,ALT) sowie die Lagtatdehydrogenase (LDH) 

bestimmt. AST und ALT sind Enzyme der hepatischen Gluconeogenese. Die ALT fin-

det sich ausschließlich in der Leber, wohingegen die AST auch in Herz, Nieren, Gehirn, 

Pankreas und Erythrozyten zu finden sind.  Daher gilt die ALT als ein spezifischer 

Marker für einen hepatischen Parenchymschaden. Die ALT befindet sich ausschließlich 

im Zytosol. Die Aspartat-Aminotransferase (AST) findet sich sowohl im Zytosol als 

auch im Mitochondrium.  

Ein Serumkonzentrationsanstieg der Transaminasen spricht für einen Schaden der he-

patozellulären Membran mit erhöhter Permeabilität (Dietel, Suttorp und Zeitz 2008, 

2376). Dabei ermöglicht die absolute Erhöhung der Serumkonzetration der Transamina-

sen bei mangelnder Korrelation keine prognostische Aussage. Serumkonzentrationser-

höhungen von mehr als 1000 U/l sprechen jedoch für einen ischämischen oder toxi-

schen Leberschaden (Dietel, Suttorp und Zeitz 2008, 2376). 

Vorausgegangene Arbeiten zeigten, dass die Induktion eines Ischämie-

Reperfusionsschadens zu einem Anstieg der TNFα Konzentration führt (Karatzas et al. 

2014). Dabei führt das proinflammatorische Zytokin TNFα neben IL-1 sowie Interfe-

ron-γ zu vermehrter Sauerstoffradikalproduktion. Wie bereits unter 1.2.2 beschrieben, 

führen Sauerstoffradikale über Lipidperoxidation zur Desintegration von Membranbe-

standteilen und somit zu einer erhöhten Membranpermeabilität. Hierbei kommt es unter 

anderem zum Ausschwemmen von AST und ALT. 



Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten nach kalter Ischämie einen stetigen Anstieg der 

Serumtransaminasen während der Reperfusion. Dabei lagen die Werte der Serum-

transaminasen (AST, ALT) der Gruppe 2 (nicht präkonditioniert) zu Beginn unter denen 

der Gruppe 3 (präkonditioniert). Nach 90 minütiger Reperfusion zeigten sich jedoch im 

Vergleich höhere Konzentrationen der Serumtransaminasen in Gruppe 2. Hierbei lag 

jedoch kein signifikanter Unterschied vor.  

Mahmoud El Shazly et al. zeigten in ihrer Studie 2012, dass TNFα den Ischämie- und 

Reperfusionsschaden fördert und eine TNFα-Inhibition unter anderem mit Infliximab 

und Pentoxifyllin  zur Reduktion des IRS führt. Diese Reduktion wurde unter anderem 

auf eine Reduktion des oxidativen Stresses sowie eine reduzierte Expression von TNFα, 

TNF1R und NF-κB zurückgeführt. Darüber hinaus konnte in Studien gezeigt werden, 

dass eine TNFα-Inhibition den intestinalen IRS minimiert. Das Ausmaß der Wirkung 

der TNFα Hemmung war dabei abhängig von der Etanercept-Konzentration. Dabei 

schienen niedrige Konzentrationen von 1 mg/kg TNFα zu blockieren und die Transa-

minasen AST und ALT sowie die hepatozelluläre Apoptose zu reduzieren. Hohe Kon-

zentrationen an Etanercept von 8mg/kg führten zu einem Anstieg der Transaminasen 

und der hepatozellulären Apoptose. Das heißt, dass ein protektiver Effekt bei niedrigen 

Konzentrationen zu erwarten ist (Y. Dong et al. 2016). 

Einen Zusammenhang zwischen Apoptosereduktion und damit verbundenem reduzier-

ten Leberparenchymschaden zeigte eine Studie, die eine intestinale ischämische 

Präkondition und deren Einfluss auf den hepatischen IRS untersucht hat. Hierbei zeigte 

sich in der Gruppe der intestinalen ischämischen Präkondition eine gesteigerte Expres-

sion antiapoptotischer Proteine wie Bcl-2 sowie eine reduzierte Expression apoptoti-

scher Proteine wie Bax und NF-κBp65. Dabei legt die Studie nahe, dass eine intestinale 

ischämische Präkondition die hepatozelluläre Apoptose mildert und die Freisetzung 

proinflammatorischer Zytokine reduziert und dadurch den hepatozellulären Parenchym-

schaden minimiert (XUE et al. 2016). 

Die Laktat-Dehydrogenase ist ein unspezifisches Enzym, welches jedoch sehr früh bei 

Hypoxie oder oxidativem Stress im Blut nachzuweisen ist (Dave, Maru und Jain 2016). 

Sie ist neben der Leber auch in Gehirn, Niere sowie Muskelzellen zu finden. Da das 

IPRL Modell ein ex vivo Modell ist, kann die LDH hier jedoch als leberspezifischer 

Marker zur Detektion eines oxidativen Stresses oder einer Hypoxie herangezogen wer-



den. Diese Arbeit zeigt zu Beginn der Reperfusion minimal höhere Serumkonzentratio-

nen für LDH in Gruppe 3. Nach 120 minütiger Reperfusion stieg jedoch die Serumkon-

zentration der Gruppe 2 deutlich an und lag damit über dem Mittelwert der Serumkon-

zentrationen der Gruppe 3. Es handelte sich um einen nicht signifikanten Unterschied 

(siehe Abb. 15).  

Die Arbeiten von Jiao et al 2014 zeigten, dass Etanercept sowie eine Präkondition mit 

geringen Dosen von TNFα Serumtransaminasen senken und den Leberparenchymscha-

den reduzieren (Jiao et al. 2014). Anders als erwartet zeigte diese Arbeit keinen signifi-

kanten Effekt einer pharmakologischen Präkondition mit Etanercept auf die Serumkon-

zentration der AST und ALT.   

Hepatische Funktionsparameter 

Zur Beurteilung der globalen hepatischen Funktion wurde die während der Reperfusion 

produzierte Galle über den Ductus choledochus asserviert. Darüber hinaus diente die 

Galleproduktion als Parameter für einen hepatischen Schaden und als Indikator für den 

Ischämie und Reperfusionsschaden (Nieuwenhuijs et al. 2006).  

Die Galleproduktion ist das Ergebnis einer osmotischen Filtration, bei der aktive Trans-

portprozesse sowie osmotische Diffusion eine Rolle spielen (Reshetnyak 2013). Dabei 

entspricht die hepatische Gallensäuresekretion einer passiven transhepatischen Filtrati-

on von Wasser und Elektrolyten aus dem Blut in das Lumen der Gallengangskanälchen. 

Diese Filtration erfolgt entlang eines osmotischen Gradienten, der wiederum durch ei-

nen aktiven ATP-abhängigen Transport organischer und anorganischer Ionen aufgebaut 

wird (Meier 1989). Dabei wird die Transportrichtung osmotisch aktiver Gallensäuren 

durch die Polarität der Hepatozyten von basal nach apikal vorgegeben (Treyer und 

Müsch 2013). Durch Ischämie kommt es zur Depletion energiereicher Phosphate und so 

zum Verfall des osmotischen Gradienten und zum Stillstand der Gallensäuresekretion. 

Dies führt letztlich zum Rückstau der Gallensäure und somit zur intrahepatischen Cho-

lestase. Durch die Wiederaufnahme der Leberperfusion im Rahmen der Reperfusion 

werden radikale Sauerstoffspezies gebildet. Diese wiederum schädigen insbesondere 

Cholangiozyten, was die Cholestase verstärkt. (Roma und Sanchez Pozzi 2008) 

Das Volumen der sezernierten Galle der isoliert extrakorporal reperfundierten Leber 

weicht von der intrakorporal reperfundierten Leber deutlich ab. Dies liegt unter ande-



rem am Fehlen hormoneller Einflussfaktoren sowie an dem nicht vorhandenem ente-

rohepatischen Kreislauf.   

Diese Arbeit zeigte ein größeres Volumen (313,75μl/180min) an produzierter Galle 

nach Präkondition mittels Etanercept. Dabei handelt es sich jedoch nicht um eine signi-

fikante Änderung der Galleproduktion nach Inhibition von TNFα mittels Etanercept.  

Studien zeigen, dass TNFα, welches durch Kupfferzellen produziert wird, zu einem 

progredientem hepatozellulären Schaden führt (Tilg 2001;Hoebe et al. 2001). Durch 

Präkondition mittels Etanercept wurde durch Reduktion des IRS eine reduzierte intra-

hepatische Cholestase sowie eine raschere Erhöhung von der durch Ischämie induzier-

ten ATP-Depletion erwartet. Ein Einfluss der Galleproduktion durch Präkondition mit-

tels Etanercept konnte in dieser Arbeit nicht festgestellt werden.  

Portale Flussrate 

Die portale Flussrate gibt Aufschluss darüber, mit welcher Geschwindigkeit die Reper-

fusion voranschreitet.  

Diese Arbeit zeigte eine leicht gesteigerte portale Flussrate nach Präkonditionierung 

mittels Etanercept, wobei sie zu Beginn der Reperfusion (5 Minuten) sowie am Ende 

der Reperfusion (180 Minuten) ein Signifikanznieveau erreichte. 

Durch die Schädigung der Endothelzellen im Rahmen der Reperfusion kommt es zum 

Verlust der Barrierefunktion der Endothelzellen und somit zur Leukozytenmigration ins 

umliegende Parenchym (Vollmar et al. 1994; Hartmut Jaeschke 2003; Konishi und 

Lentsch 2017). Dies führt zur Inflammation mit interstitiellem Ödem und somit zur 

Kompression der Lebersinusoide, was dann zu einem erhöhten intravasalen Widerstand 

und zur reduzierten Perfusion führt. Gallengänge sowie Lebervenen sind die vorherr-

schende Quelle für TNFα(Loffreda et al. 1997). Durch Präkondition mittels Etanercept 

wird dort ausgeschütteter TNFα blockiert. Damit kann der gesteigerten Gefäßpermeabi-

lität (Wisse et al. 2008) und dem daraus folgenden Parenchymödem entgegen gewirkt 

werden. 

Wie bereits unter 1.2.2 beschrieben, stimuliert TNFα die Expression von Adhäsionsmo-

lekülen in Endothelzellen. Diese führen letztlich zur intravasalen Leukozytenadhärenz 

mit einhergehender Stase sowie einer Inflammationsreaktion durch Neutrophilenmigra-



tion ins umliegende Gewebe. Dabei korreliert die gestörte Mikrozirkulation mit dem 

Anstieg an hepatischen Transaminasen (ALT, AST) (Xie et al. 2018). 

Zusätzlich kommt es zu einer Dysbalance zwischen vasokonstriktiven (ET-1) und va-

sodilatativen (NO) Substanzen, welche sich schließlich in einer sinusoidalen Stase äu-

ßert und den portalvenösen Fluss reduziert. Studien haben gezeigt, dass der Regulation 

einer NO/ET-1-Dysregulation eine wichtige Rolle zur Reduktion des IRS zu kommt 

(Rubbo, Darley-Usmar und Freeman 1996; Abu-Amara et al. 2012). Stickstoffmonoxid 

(NO) wird durch die Stickstoffmonoxidsynthase (NOS) katalysiert und aus L-Arginin 

gebildet. Diese Reaktion benötigt NADPH sowie O2 (Deutzmann et al. 2008, 633). Es 

gibt verschiedene Isoformen der Stickstoffsynthase (NOS). Unter physiologischen Be-

dingungen stellt die endotheliale Stickstoffsynthase (e-NOS) den Hauptlieferanten von 

NO endothelialer Zellen dar (Domenico 2004). Stimuliert wird sie durch intravasale 

Scherkräfte (Kolluru et al. 2010) und metabolischen Stress (Bouma et al. 2010), wie er 

im Rahmen der Ischämie auftritt. Das durch die e-NOS produzierte NO unterdrückt die 

Endothelinproduktion der Endothelzellen. Darüber hinaus ist NO ein endogener TNFα-

Inhibitor und somit in der Lage, den IRS zu minimieren (Katsumi et al. 2009). Wie un-

ter 1.4  beschrieben, stimuliert TNFα unter anderem die iNOS, welche zu einer massi-

ven NO-Produktion führt und eine zytotoxische Wirkung aufweist.  Ob NO eine zyto-

protektive oder eine zytotoxische Wirkung hat, ist abhängig von der Konzentration. 

Dabei führt eine NO-Überproduktion zur Apoptose(Choi et al. 2002). Die in diesen Ar-

beiten verbesserte portalvenöse Flussrate kann somit unter anderem mit einer gehemm-

ten i-NOS Aktivierung und einer NO induzierten Vasodilatation im Endothelbett erklärt 

werden. 

Pulitano et al. zeigten in ihrer Studie einen signifikanten Zusammenhang zwischen der 

Endothelinkonzentration im Serum und Parametern der Mikrozirkulation. Dieser Zu-

sammenhang wird wiederum zur Detektion eines frühen Organversagens nach Trans-

plantation herangezogen.  

 

 

 

 



7 Fazit 

Mit den Versuchen der hier vorliegenden Arbeit wurde erstmals der Einfluss des TNFα-

Inhibitors Etanercept auf den hepatischen IRS bei einer Konservierung in HTK-Lösung 

sowie nach einer kalten Ischämie von 24 Stunden untersucht. Ziel dieser Arbeit war die 

Untersuchung des Einflusses von Etanercept auf ausgewählte hepatische Schädigungs- 

sowie Funktionsparameter. 

Im Gegensatz zu anderen Studien, die den Einfluss eines TNFα-Inhibitors auf den IRS 

während einer in vivo Cholestase durch Okklusion des Ductus choledochus untersu-

chen, verfolgte diese Arbeit das Ziel, Aussagen zur Wirkung einer TNFα-Inhibition auf 

den IRS, machen zu können, wie sie im Rahmen einer Lebertransplantation erfolgen 

würde. 

Die Konservierung in HTK-Lösung ging, anders als in UW-Lösung, mit einem ausge-

prägterem Leberschaden nach kalter Ischämie von 44 Stunden einher. Daher wurde die 

kalte Ischämiezeit auf 24 Stunden reduziert. 

Die Untersuchung serologischer Parameter, des kleinen Blutbildes (Hb, Htk, Leukozy-

ten, Thrombozyten) sowie der serumaktiven Enzyme (LDH, AST, ALT, AP) zeigten 

keinen protektiven Effekt von Etanercept auf den IRS.  

Unter Etanercept konnte der Anstieg serumaktiver Enzyme, der für einen hepatischen 

IRS spricht, nicht signifikant reduziert werden.  

Unter Etanercept zeigte sich eine signifikant verbesserte portale Flussrate zu Beginn der 

Reperfusion sowie am Ende der Reperfusion. 

Zur weiteren Untersuchung des Effektes einer TNFα-Inhibition mittels Etanercept kann 

die Durchführung von Apoptose-Nachweis mittels TUNEL-Essay sowie eine histologi-

sche Aufarbeitung der Leber nützlich sein.  

Inwiefern eine Präkondition mittels Etanercept eine klinische Anwendung findet, muss 

durch weitere experimentelle und insbesondere klinische Studien geklärt werden.  
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10 Anhang  

Versuchs-# 

Pra-
kondi-
tion? Hepadektomiedatum 

Hepatekto-
mie-Uhrzeit Operationsdauer 

Datum der Reperfu-
sion 

Uhrzeit der 
Reperfurion 

1 nein 24. Oktober 2012 3:30 PM 50min 26. Oktober 2012 11:45 AM 

2 nein 29. Oktober 2012 2:04 PM 42min 

3 nein 31. Oktober 2012 

4 nein 6. November 2012 1:33 PM 40min 14. November 2012 1:40 PM 

5 nein 

6 nein 13. November 2012 1:33 PM 36min 14. November 2012 1:40 PM 

7 nein 

8 nein 

9 nein 27. November 2012 1:18 PM 36min 28. Nov.. 12 1:33 PM 

10 nein 

11 nein 

12 nein 28. November 2012 6:00 PM 32min 30. Nov.. 12 1:50 PM 

13 nein 

14 nein 10. Dezember 2012 12:43 PM 40min 12. Dez.. 12 9:00 AM 

15 nein 

16 nein 18. Dezember 2012 1:56 PM 30min 19. Dez.. 12 2:20 PM 

17 nein 

18 nein 

19 nein 

20 nein 14. Februar 2013 28min 

21 nein 14. Februar 2013 25min 

22 nein 14. Februar 2013 15min 

23 nein 14. Februar 2013 16min 

24 nein 4. März 2013 10:40 AM 28min 5. März. 13 11:08 AM 

25 nein 5. März 2013 11:40 AM 28min 6. März. 13 

26 nein 18. April 2013 10:51 AM 19. Apr.. 13 11:50 AM 

27 nein 23. Mai. 2013 3:08 PM 24. Mai. 13 3:15 PM 

28 nein 22. August 2013 12:48 PM 23. Aug.. 13 12:55 PM 

29 nein 16. September 2013 2:10 PM 35min 17. Sep.. 13 2:20 PM 

30 nein 17. September 2013 1:14 PM 30min 18. Sep.. 13 1:44 PM 

31 nein 18. September 2013 2:17 PM 28min 

32 Ja  19. September 2013 12:38 PM 40min 20. Sep.. 13 12:52 PM 

33 Ja 23. September 2013 1:30 PM 24. Sep.. 13 1:50 PM 

34 Ja 

35 Ja 24. September 2013 4:15 PM 25. Sep.. 13 4:25 PM 

36 Ja 

37 Ja 

38 Ja 26. September 2013 11:00 AM 27. Sep.. 13 11:10 AM 

39 Ja 30. September 2013 11:53 AM 1. Okt.. 13 11:55 AM 

40 Ja 1. Oktober 2013 5:00 PM 2. Okt.. 13 5:20 PM 

41 Ja 1. Oktober 2013 12:28 PM 2. Okt.. 13 12:45 PM 

42 Ja 2. Oktober 2013 4:30 PM 3. Okt.. 13 4:55 PM 

43 Ja 8. Oktober 2013 11:05 AM 9. Okt.. 13 11:30 AM 



44 Ja 9. Oktober 2013 12:15 PM 9. Okt.. 13 

45 Ja 9. Oktober 2013 3:30 PM 10. Okt.. 13 3:50 PM 

46 Ja 10. Oktober 2013 12:06 PM 11. Okt.. 13 12:30 PM 
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