
----------------------------~~--
~c,

Die isolierte normotherm hamoperfundierte
Schweineextremitat als Modell fur
pharmakologische und toxikologische
Untersuchungen
Ana Cristina Nogueira', Susanne Wagner', Ines Riebeling' und Stephan Klug?
'Mediport Bioteehnik GmbH, D-Berlin, 2Universitatsklinikum Benjamin Franklin, D-Berlin

Zusammenfassung
In dieser Kurzrnitteilung wird das Modell der isolierten
normothermen, autolog hdmoperfundierten Schweineextremi-
tat als mogliche Alternative fur pharmakologische und
toxikologische Untersuchungen vorgestellt. Sowohl die
Extremitaten als auch das Blut wurden in einem Schlachthof
gewonnen und anschliej3end an die Perfusionsapparatur der
Firma Mediport Biotechnik angeschlossen. Diese ermoglicht
eine Perfusionsdauer von sieben Stunden unter annahernd
physiologischen Bedingungen. Die Parameter Perfusionsfluj3
und Perfusionsdruck, die Antwort auf noradrenerge Stimuli,
der Glukoseverbrauch und die transdermale Resorption von
Ostradiol wurden untersucht. Wahrend des gesamten Ver-
suchszeitraums blieb der Perfusionsdruck im physiologischen
Bereich. Die Gefaj3e reagierten aufnoradrenerge Stimuli,
indem der Perfusionsdruck zunachst anstieg und sich binnen
weniger Minuten wieder normalisierte. Ein Glukoseverbrauch
konnte bei den mit Insulin behandelten Extremiuiten festge-
stellt werden. Weiterhin konnte drei Stunden nach Applikation
von Ostradiol (Transdermales Transport System, ITS) im
Plasma eine IOO-fach hohere Ostradiolkonzentration als in
der Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Die ersten Ergeb-
nisse deuten darauf hin, daj3 die isolierte normotherm
hamoperfundierte Schweineextremitiit eine vielversprechende
alternative Methode fur die Durchfuhrung von pharmakologi-
schen und toxikologischen Untersuchungen beruglicli der
Gefafireaktiviuu und der transdermalen Resorption darstellt.
Weiterfuhrende Untersuchungen zur Klarung der Stoffwech-
sellage sowie zur Uberpriifung der Moglichkeit, dieses System
fur andere toxikologische und pharmakologische Fragestel-
lung en einrusetzen, werden zur Zeit in unserem Labor
durchgefuhrt.

Summary: The isolated normothermic hemoperfused porcine
leg as model for pharmacological and toxicological investiga-
tions
In this short communication we present the isolated normo-
thermic hemoperfused porcine leg as an alternative model for
pharmacological and toxicological investigations. Both legs
and blood were obtained at a slaughter house. Legs were
connected to the perfusion apparatus Mediport Biotechnik and
provided with room air and nutrients via a dialysis module
over a seven hour period. The perfusion pressure, the perfusi-
on flow, the response to noradrenergic stimuli, the glucose
consumption influenced by insulin dosage and the absorption
of estradiol were investigated. Once noradrenalin was given
perfusion pressure increased as expected and dropped back to
normal only a few minutes after administration. Moreover, in
the legs treated with insulin, a glucose consumption was
detected. Only the legs treated with estradiol showed an
increasing concentration of estradiol in plasma throughout the
experiment. From the results obtained, it can be concluded
that the isolated normothermic hemoperfused porcine leg
seems to be a suitable alternative model for the testing of
transdermal absorption as well as for the investigation of
acute vasoactive substances. Further studies will be perfor-
med in our laboratory in order to determine the metabolic
condition of this system as well as to ascertain other possibili-
ties of this model in pharmacological and toxicological
investigations.
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In § 7 Abs. 2 Satz 2 des Tierschutzgeset-
zes fordert der Gesetzgeber, vor dem Ein-
satz yon Tierversuchen "den jeweiligen
Stand der wissenschaftlichen Erkenntnis-
se zugrunde zu legen und zu prufen, ob
der verfolgte Zweck nicht durch andere

Methoden oder Verfahren erreicht werden
kann" (Eikmeier et al., 1990). Eine Er-
weiterung der bereits bestehenden Alter-
nativmethoden urn zusatzliche Verfahren
zur Reduzierung der Versuche am leben-
den Tier scheint aus diesem Grund im
hochsten MaBe erstrebenswert. Dennoch
werden Ersatzmethoden nur anerkannt,

wenn deren Aussagekraft gegeniiber ver-
gleichbaren Tierversuchen naehgewiesen
ist (Gruber und Spielmann, 1996).
Die Perfusion yon isolierten Organen

in der biomedizinisehen Forsehung ist
keine Neuheit, dennoch werden diese nur
selten als Altemati vmethoden fur Tierver-
suche eingesetzt, weil die angewendeten

1 Einleitung
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Madelle erhebliche Defizite aufweisen.
Hierbei spielten sowohl das Perfusions-
medium als auch die Herkunft der Orga-
ne eine Rolle. Der Einsatz von kristallo-
iden Li:isungen (Maack. 1986) fUhrt zu un-
physiologischen Verhaltnissen in den per-
fundierten Organen und ist somit von ge-
ringer Aussagekraft fur toxikolcgische
und pharmakologische Untersuchungen.
Autologes Blut als Perfusionsmedium ist
aus physiologischer Sicht erheblich bes-
ser geeignet, aber auch hier bestehen spe-
zielle Schwierigkeiten. So ist die durch
verschiedene Komponenten des Systems
verursachte Hamolyse ein Problem, das
noch weitere Untersuchungen ndtig
macht. Sowohl das Sauerstoffniveau als
auch der Gehalt an Elektrolyten sollte
optimal eingestellt werden, um annahernd
physiologische Verhaltnisse zu erreichen.
Der Gasaustausch des Blutes kann mit-
tels Oxygenatoren erreicht werden (Ber-
kowitz et al., 1967), damit wird jedoch
das Problem mit der Zugabe von Nahr-
stoffen oder Elektrolyten nicht gelost, Das
Modell von v. Baeyer et al. (1997) loste
dieses Problem mit der Einftihrung eines
Dialysesystems. In dies em Verfahren er-
folgen sowohl der Gasaustausch als auch
die Dialyse (Austausch der Metaboliten)
simultan in einem "low flux" Dialysemo-
dul.

Weiterhin werden haufig isolierte Or-
gane von Nagetieren perfundiert (Abend
et al., 1996). Erkenntnisse aus dies en Un-
tersuchungen auf den Menschen zu uber-
tragen fallt oft schwer, da sowohl aus phy-
siologischer als auch anatomischer Sicht
groBe Unterschiede zu der Situation im
Menschen bestehen. Sowohl die Schwei-
nehaut als auch andere Schweineorgane
(z.B. Herz, Lunge, etc) sind hinsichtlich
ihrer Struktur, Dichte, Physiologie und
auch ihrer Grobe dem Menschen sehr viel
ahnlicher als die von Nagetieren (Meyer,
1996). Unsere Arbeitsgruppe beschaftigt
sich unter anderem mit der Etablierung
und Standardisierung der isolierten, nor-
mothermen und mit autologem Blut per-
fundierten Schweineextremitat als mog-
liche Alternative fur pharmakologische
und toxikologische Priifungen. Zu diesem
Zweck werden lediglich Organe von
Schlachthoftieren, die zum Verzehr ge-
dacht sind, verwendet. In dieser Kurzmit-
teilung werden die ersten Ergebnisse be-
ztiglich des Reaktionsverrnogen der Ge-
faBe, der Hamodynarnik, des Glukosever-
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brauchs und der transdermalen Resorpti-
on von Ostradiol als Beispiele fur phar-
makologische Untersuchungen dieses
modifizierten Modells prasentiert.

2 Material und Methoden

2.1 Perfusionsapparatur
Die Perfusionsapparatur (Mediport Bio-
technik GmbH) besteht aus zwei Kreis-
laufen (Abb. 1). Der Dialysatkreislauf
(Hellgrau) ist iiber ein Dialysemodul (low
flux Fresenius Medical Care®) rnit dem
Blutkreislauf (Schwarz) verbunden. An
der Membran finden Stoff- (Kalzium, Bi-
carbonat, Glukose, Insulin) und Gasaus-
tausch (Sauerstoff, Kohlendioxid) statt.
Der Fluf wurde auf ca. 100 mll min. ein-
gestellt. Verschiedene in das System ein-
gebrachte MeBftihler errnoglichen die
Messung einzelner Parameter online. So
werden zur Uberprufung der Stabilitat des
Organs im System arterieller Perfusions-
druck, Perfusionst1uB, Blut- und Dialy-
sattemperatur, Organ- und Blutgewicht
und der pH-Wert im Dialysat online ge-
messen. Das Blutgewicht dient zur Kon-
troIle der Hamodilution, indem tiber eine
Steuereinheit die Rollenpumpenge-
schwindigkeit zur Aufrechterhaltung ei-
ner optimalen Hamoglobinkonzentration

von 8 g/dl geregelt wird. Somit kann eine
Verdtinnung oder ein Eindicken des Blu-
tes je nach Bedarf automatisch erzielt
werden. Die Bluttemperatur wird tiber das
Dialysat mittels Thermostat bei 37±loC
aufrechterhalten.

2.2 Organ- und Blutgewinnung
Fur diese Untersuchungen wurden insge-
samt 22 VordergliedmaBen (abgesetzt am
Humeroscapular-Gelenk) weiblicher
Sehlachtschweine mit einem Lebendge-
wicht von 70-90 kg in einem Schlachthof
unter tierarztlicher Aufsicht gewonnen.
Die Schlachtungen wurden nach EU-
Richtlinien durchgefuhrt. Entgegen dem
Routineschlachtvorgang wurden die Tie-
re, deren Organe verwendet wurden, nicht
gebruht. Das autologe Blut wurde aus der
vena cava cranialis entnommen und mit
3,2 %iger Na-Citratlosung und zusatzli-
cher Gabe von 10.000 IE Heparin (Lique-
nin" N 25.000, Fa. Roche)/l Blut behan-
delt, urn Gerinnung zu verhindern. Die
Vorderextremitaten wurden mit einer sau-
erstoffreichen kalten Perfusionsli::isung
(Thomajonintlo) mit Zugabe von 10 lEI
ml Heparin (Liquemin®, Fa. Hoechst)
uber die arteria brachialis perfundiert,
Blut und Extremitaten wurden gektihlt
(4°C) zum Labor transportiert, eine ma-

Roll1!npumpe 2

Abb. 1: Schematische Darstellung der Perfusionsapparatur der Firma Mediport Bio-
technik. Dialysatkreislauf (Hellgrau) und Blutkreislauf (Schwarz) dargestellt. Der Dialy-
satkreislauf ist uber ein Dialysemodul (schwarzgrauer gestreifter Block), mit dem Blut-
kreislauf verbunden. Mittels einer Rollenpumpe (Rollenpumpe 1) wird das sauerstottar-
me Blut (imReservoir) in das Dialysemodul gefordert. An der Membran findet der Gas-
austausch statt. Mittels der zweiten Rollenpumpe wird das sauerstoffreiche Blut liber
eine Luftfalle in die Schweineextremitiit gefordert.
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ximale Ischamiezeit von drei Stunden
wurde eingehalten. Wahrend der Perfu-
sion wurde das autologe Blut mittels ei-
ner Elektrolytlosung auf einen Hamoglo-
bingehalt von 8 g/dl eingestellt.

2.3 Substanzen und Probeentnahme
Als Dialysat wurde ein kommerzielles
elektrolythaltiges Konzentrat (Acetatkon-
zentrat fur Hamodialyse, Fa. Fresenius
Medical Care®) eingesetzt. Dieses wur-
de 1:34 mit aqua dest. verdtinnt und durch
Zugabe von 10 IElml Heparin (Lique-
min®, Fa. Hoechst), 2 Ampullen Kalzi-
urn (lO%ige Injekt ion s losung B-
Braun®), 4ml Natriumhydrogencarbonat
(8,4%ige Injektionslosung B-Braun®)
komplettiert. FUr jede eingesetzte Extre-
mitat wurden 3 Liter dieser Losung be-
notigt. Weiterhin wurde uber die gesam-
te Versuchsdauer diese Losung mit Raum-
luft begast, urn eine arterielle Sauerstoff-
sattigung von 100% zu erzielen.

Die Entnahme von Blut- und Dialysat-
proben erfolgte stundlich tiber ein Zeit-
raum von 7 Stunden. Mittels OSM 3
(Hemoximeter®, Fa. Radiometer) und ei-
nes Blutgasanalysegerates (BGA®, Fa.
Radiometer) wurden Sauerstoffsattigung,
Hamoglobingehalt, Saure-Basen-Status,
Elektrolyte und Blutgase bestimmt.

Die Gefafireaktivitat wurde durch in-
traarterielle Gabe von 0,02 ug Noradre-

nalin (Arterenol® Hoechst) und nachfol-
gende Blutdruckmessung an 4 Extremi-
taten bestimmt.

Der Glukoseverbrauch wurde in 15 Ex-
trernitaten untersucht. Diese Untersu-
chungen wurden je nach Behandlung nu-
meriert. Versuche 1-4: Zu Beginn des Ver-
suches wurden einmalig 60 ml (danach
sttindlich 20 ml) einer 5%-igen Glukose-
losung (Delta Pharma) in das Dialysat von
Test- und Kontrollextremitaten gegeben.
Nur die Testextremitaten (n=4) wurden 30
Minuten vor Versuchsbeginn und dann
sttindlich uber das Dialysat mit 0,8 I.E.
Insulin (H-Insulin®, Fa. Hoechst) behan-
delt. Versuch 5-8: Auf dem Schlachthof
wurden die mit 02-begasten Perfusions-
losungen beider Gruppen mit 40 ml Glu-
kose versetzt. DreiBig Minuten vor der
Probenentnahme (Stunde 0,3,6) wurden
60 ml Glukose in das Dialysat gegeben.
Den Testextrernitaten wurden auf dem
Schlachthof uber die Perfusionslosung
und zum Zeitpunkt der Probenentnahme
intraarteriell 0,8 I.E. Insulin zugegeben.
Der Glukosegehalt des Blutes wurde in
einem klinischen Labor bestimmt. Der
Glukoseverbrauch wurde nach De Lange
et al. (1992) errechnet.

Das Ostradiol wurde uber das Trans-
dermale Transport System (TTS® 100 ug,
Fa. Geigy) auf die Haut der medialen Sei-
te der Extremitat appliziert. Die Substanz-
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Abb. 2: PerfusionsfluB (--) und Perfusionsdruck (-) einer Schweineextremitat. Wieder-
holte intraarterielle Gabe von 0,02 119Noradrenalin wiihrend 5 Stunden Perfusion (E).
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konzentration wurde stiindlich iiber einen
Zeitraum von sieben Stunden in Plasma
und Dialysat durch Chemolumineszenz
bestimmt. Diese Versuche wurden an 7
Extremitaten durchgefiihrt.

2.4 Statististische Analyse
Die Daten wurden mit Hilfe der Minitab®
Software analysiert. Der Mittelwert
(MW) ± Standardabweichung (STAW),
Minimum (Min), Median und Maximum
(Max) stellt einen Teil der deskriptiven
Ergebnisse dar. Die Analytik wurde mit-
teis Mann- Whitney- Test durchgeftihrt.
Die Ergebnisse galten als signifikant,
wenn p£0,05 erfullt wurde.

3 Ergebnisse

Uber den gesamten Versuchsverlauf lag
der Perfusionsdruck aller 22 untersuch-
ten Extrernitaten im Bereich von 60±10
mmHg.

Die Zugabe von Noradrenalin bewirk-
te einen abrupten Druckanstieg (Abb. 2)
mit anschlieBendem Druckabfall (nach ca.
2 Minuten). Wiederholte Gaben dieser
Substanz erzielten die gleiche Wirkung,
auch mit einem Zeitintervall von circa 1
Stunde zur letzten Gabe konnte die vaso-
konstriktorische Wirkung dieser Substanz
erneut beobachtet werden.

Die Untersuchungen zum Glukosever-
brauch sind in Tabelle 1 als Median, Mi-
ninum und Maximum dargestellt. Die Er-
gebnisse der Kontrollextremitaten beider
Verabreichungsmethoden von Glukose
wurden zusammengefaBt, da kein signi-
fikanter Unterschied zwischen den beiden
Verfahren festgestellt werden konnte.
Zum Zeitpunkt 180 und 360 Minuten
zeigte die Kontrollgruppe sogar einen
negativen Glukoseverbrauch. Beide Test-
gruppen wiesen im Verg1eich dazu nach
3 und 6 Stunden einen signifikant hohe-
ren und uber die gesamte Testdauer kon-
stant bleibenden Glukoseverbrauch auf
(Tab. 1).Verabreichtman das Insulin nicht
in das Dialysat sondern intraarteriell, so
steigt der Glukoseverbrauch signifikant
urn das dreifache an.

In Tabelle 2 ist die Resorption von
Ostradiol nach Applikation mittels TTS
als Mittelwert, Minimum und Maximum
dargestellt. Drei Stunden nach Applikati-
on konnte eine deutliche Erhohung der
Ostradiolkonzentration im venosen Blut
der behandelten Extremitaten im Ver-
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Tabella 1: Ergebnisse des Glukoseverbrauchs mlt und ohne Insulin-Behandlung fiber 7
Stunden Perfusion. Werte als Median [Minimum/Maximum] dargestellt.

Behandlung Kontrolle Insulin Dialysat Insulin i.a.
Zeit in min. n-7 n=4 n=4

o 2.2 [0.04/3.11] 0.4 [0.04/0.63] 0.5 [0.22/ 0.85]
60 0.4 [-1.09/1.93] 0.4 [0.26/0.70] 1.1 [-0.15/1.93]
120 0.7 [-0.71/3.32] 0.5 [0.30/0.94] 0.5 [0.22/079]
180 -1.1 [-3.99/-0.15] 0.3 [0.00/ OA5]* 0.7 [0.3511.01]"
240 1.4 [0.4113.55] 0.4 [0.32/1.87] 0.7 [0.31/0.75]
300 -0.04[-2.02/2.69] 0.4 [0.26/ 0.58] 0.6 [0.46/ 0.71]
360 -1.9[-4.18/-1.2] 0.3 [0.211 0.41]** 1.0 [0.70/1.68]**
420 -0.2[-2.01/0,56] 0.3 [0.08/0.66] 0.5 [0.44/1.55]

Tabelle 2: Ergebnisse der transdermalen Resorption von Ostradiol uber 5 Stunden Per-
fusion. Werte als Mittelwert (Minimum und Maximum) gegeben, n=Nummer der Schwei-
neextremitiiten

bstradiol in Blut und Dialysat (pg/ml)
Kontrolle Ostradiol

n=3 n=4
Zeit in Stunden Venos Dialysat Venbs Dialysat

Oh 3.5(1-9) <1 9.2 (1-22) <1
1h <1 <1 <1 <1
2h <1 <1 7.9 (1-15) <1
3h <1 <1 95.6 (23-130) <1
4h <1 <1 174.4 (147-224) <1
5h <1 <1 279 (149-355) <1

gleich zu den Kontrollgruppen festgestellt
werden. Sowohl im Dialysat als auch im
venosen Blut der Kontrolle wurde weni-
ger als 1 pg/ml Ostradiol gemessen. Im
Versuchsverlauf nahm die Blutkonzentra-
tion dieser Substanz deutJich zu und er-
reichte am Ende der Untersuchung eine
ca. 300-fach erhohte Konzentration im
Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb 3).
Allerdings wurden bei einer Kontrolle
und einer behandelten Extremitat Ostra-
diol schon direkt nach der Applikation im
venosen Blut nachgewiesen

4 Diskussion

Die Antwort auf noradrenerge Stimuli be-
wies das physiologische Reaktionsvermo-
gen der Gefalse und diente somit als Funk-
tionsparameter.
Die Insulingabe bewirkte bei den Test-

extrernitaten einen Glukoseverbrauch,
wobei bei intraarterieller Applikation im
Vergleich zur Gabe i.iberdas Dialysat eine
dreifache Erhohung des Verbrauches fest-
zustellen war. Zum Zeitpunkt 180und 360
Minuten war dieser Parameter in der Kon-
trollgruppe sogar negativ. Die arteriell-
venose Differenz von Glukose in diesen
Extremitaten war negativ. Hierfi.ir konn-
te eine mogliche endogene G1ukoneoge-
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nese die Ursache sein. Zusatzlich konnte
eine anaerobe Stoffwechsellage zum Gly-
kogenabbau fi.ihren (Bonen et al., 1994).
Histologische Untersuchungen zur Dar-
stellung der Glykogenspeicher in der Ske-
lettmusku1atur werden derzeit durchge-
fi.ihrt.In Zukunft wird mittels des Laktatl
Pyruvat-Quotienten die Stoffwechsellage
charakterisiert werden.
Ostradiol wird klinisch an Frauen, die

unter menopausa1en Komp1ikationen lei-
den, eingesetzt (Setnikar, 1996). Dies ver-
einfacht einen direkten Vergleich mit un-
seren Ergebnissen. Die transdermale Re-
sorption von Ostradiol war drei Stunden
nach Beginn der Behandlung eindeutig
nachweisbar. Dennoch wurden in einer
Kontrolle und einer behande1ten Extremi-
tat schon zu Beginn geringe Konzentra-
tionen von Ostradiol festgestellt. Da
Ostradiol ein endogenes Hormon ist und
aile Extremitaten von weiblichen Tieren
stammen, kann angenommen werden, daB
die Ausgangskonzentration von Ostradi-
01im Blut vom Hormonzyklus des Spen-
dertieres abhangig war. AuBerdem wur-
den groBe Schwankungen der Ostradiol-
konzentrationen im venosen Blut der Ex-
trernitaten festgestellt. Da die Geschwin-
digkeit der Resorption von vie1enAspek-
ten wie z. B. Behaarung und dem Unter-
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Abb. 3; Ostradiolkonzentration im Plasma der Kontroll- (*) und der behandelten Extre-
rnitaten (•. ) wahrend der Perfusion uber 7 Stunden. Dargestellt als Mittelwerte ± Stan-
dardabweichung.

hautfettgewebe abhangig ist, und Schwei-
ne wie auch Menschen individuell unter-
schiedliche Auspragung dieser Parameter
zeigen, sind diese Schwankungen erklar-
bar. Die erreichten Konzentrationen im
Plasma der Schweineextrernitaten ent-
sprechen denen im menschlichen Plasma,
die in der Literatur veroffentlicht wurden
(Setnikar, 1996). So wurde bei Frauen in
der Menopause mit der halben Dosierung
von 50 ug eine Plasmakonzentration von
94-181 pg/ml ermittelt, was unseren er-
mittelten Werten in den Schweineextre-
mitaten entspricht.

Diese Ergebnisse lassen den SchluB zu,
daB das Modell der isolierten normotherm
hamoperfundierten Schweineextremitat
ein groBes Potential hat, fi.ir pharmakolo-
gische und toxikologische Untersuchun-
gen eingesetzt zu werden.
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