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Zusammenfassung

Bei der Entwicklung innovativer chirurgischer Therapiever-
fahren werden die Untersuchungen klassischerweise im Tier-
versuch durchgefiihrt, weil entscheidende Eigenschaften wie
Gewebeabtrag und Blutungsneigung nicht an Zellkulturen o.d.
untersucht werden kinnen. Extrakorporale Organmodelle
hingegen haben dieses Potenzial und konnten Tierversuche
zukiinftig entscheidend reduzieren. Ziel dieser Arbeit war es
daher;, das Modell der isolierten perfundierten Schweineniere
beziiglich seiner Einsetzbarkeit fiir chirurgische Fragestellung-
en anhand histologischer und radiologischer Untersuchungen
zu tberpriifen. Die Ergebnisse zeigen, dass weder durch
Lagerung, noch durch kiinstliche Perfusion strukturelle oder
Junktionelle Schéiden auftraten, die die Qualitit des Organs
beeintriichtigen wiirden. Das Nierenmodell ist sehr gut geeig-
net, die Nierenphysiologie in weiten Bereichen nachzubilden
und erméglicht eine konstante Einstellung von Perfusionsdruck
und Gewebetemperatur. Daher stellt das Nierenmodell, mit
moderatem Arbeitsaufwand, eine kostengiinstige und stets ver-
fiighare Alternative zum konventionellen Tierversuch dar, die
standardisierbare Versuchsbedingungen und valide Ergebnisse
gewdhrleistet.
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Summary: The isolated perfused porcine kidney model for in-
vestigations concerning surgical therapy procedures
Experiments to develop innovative surgical therapy procedures
are conventionally conducted on animals, as crucial aspects
like tissue removal and bleeding disposition cannot be investi-
gated in vitro. Extracorporeal organ models however reflect
these aspects and could thus reduce the use of animals for
this purpose fundamentally in the future. The aim of this
work was to validate the isolated perfused porcine kidney
model with regard to its use for surgical purposes on the basis
of histological and radiological procedures. The results
show that neither storage nor artificial perfusion led to any
structural or functional damage which would affect the quality
of the organ. The kidney model is highly suitable for simulating
the main aspects of renal physiology and allows a constant
calibration of perfusion pressure and tissue temperatire.

Thus, with only a moderate amount of work involved, the kidney
model provides a cheap and readily available alternative
to conventional animal experiments; it allows standardised
experimental settings and provides valid results.

1 Einleitung und Fragestellung

Zahlreiche Faktoren sprechen fiir die
Verwendung von Organmodellen anstel-
le von Tierversuchen bei grundlegenden
Untersuchungen innovativer Therapie-
formen in der Medizin. Insbesondere die
Vermeidung von Tierversuchen aus ethi-
scher, aber auch aus finanzieller Sicht ist
hierbei zu nennen. Das Modell der iso-
lierten perfundierten Schweineniere wur-

de an der Urologischen Klinik des Uni-
versitidtsklinikums Mannheim bereits
1994 fiir Versuche zur Extrakorporalen
StoBwellentherapie eingefiihrt (Kohr-
mann et al., 1994). Ziel der vorliegenden
Arbeit war es, histologisch und mittels
radiologischer Bildgebung zu iiberprii-
fen, ob das Nierenmodell den hohen An-
forderungen an ein Organmodell gerecht
wird und eine Standardisierbarkeit der
Versuche gewihrleistet werden kann, um
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zukiinftig zunchmend Untersuchungen
beziiglich innovativer Verfahren der
Chirurgie an Versuchstieren ersetzen zu
kénnen.

2 Organgewinnung, Material
und Methoden

Organgewinnung und -aufbereitung: Die
Nieren wurden wihrend des Schlachtbe-
triebs des Fleischversorgungszentrums
Mannheim GmbH gewonnen. Maximal
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10-15 Minuten nach Tétung der Schwei-
ne konnte mit der Aufbereitung der Nie-
ren begonnen werden. Nach der Pripara-
tion von Nierenarterie, Nierenvene und
Ureter wurden die Nieren per Hand mit
physiologischer Kochsalzlgsung perfun-
diert, bis die Spiilfliissigkeit klar aus der
Vene hervertrat (ca. 500 ml). Direkt im
Anschluss wurden die Nieren in 4°C kal-
ter physiologischer Kochsalzlosung bis
zum Versuchsbeginn gelagert. Das Vor-
gehen entsprach in etwa der Vorgehens-
weise bei der Organkonservierung huma-
ner Transplantatnieren. Um mdoglichst
physiologische Verhiltnisse zu schaffen,
wurden die Nieren wihrend der Versuche
in 37°C warmer physiologischer Koch-
salzlosung gelagert. Die Perfusion mit
physiologischer Kochsalzlosung bzw.
gerinnungsgehemmtem,  verdiinntem
Schweineblut (je nach Fragestellung)
wurde iiber einen Perfusor und einen
Windkessel zum Ausgleich der sinusfor-
migen Druckschwankungen umgesetzt.
Die Perfusionsrate betrug 100 = 10
ml/min und der Perfusionsdruck 100-120
cm Wassersiule (Abb. 1).

Histologie: Zur Uberpriifung der mi-
krostrukturellen Unversehrtheit und der
Lebensfihigkeit der Nierenzellen wur-
den histologische Priparate angefertigt.
7Zum Einsatz kamen die HE (Hdmatoxy-
lin-Eosin) und die NADH (Nikotinamid-
Adenin-Dinukleotid) Firbung.

Abb. 2: Histologische Aufnahme; Nierenk&rperchen 40-fache Vergrésserung

Mikroangiographie: Zur Uberpriifung
der Unversehrtheit des BlutgefiBsystems
wurden mikroangiographische Aufnah-
men angefertigt. Hierzu wurden Nieren
mit Rontgenkontrastmittel (25%ige Bari-
umsulfatlosung) angereichert, in 5 mm
starke, planparallele Longitudinalschei-
ben geschnitten und mit einer Einstel-
lung von 24 kV und 80 mAs mit einem
Mammographiegerit aufgenommen.
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Abb. 1: Schematische Darstellung des Modells der isolierten, perfundierten
Schweineniere; A. = Nierenarterie, V. = Nierenvene, U. = Harnleiter
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Doppler Ultraschall: Zur Uberpriifung
der RegelmiBigkeit der Perfusion des
Nierengewebes und der groflen Nieren-
gefiile wurden Doppler Ultraschall Un-
tersuchungen mit einem 7,5 MHz Schall-
kopf durchgefiihrt.

Magnetresonanztomographie (MRT):
Zur Uberpriifung eines mdglichen mor-
phologischen Schadens durch Lagerung
und/oder Perfusion wurden T1- und T2-
gewichtete MRT Aufnahmen akquiriert,
sowie Kontrastmittel gestiitzte Perfusi-
onsmessungen durchgefithrt. Zur An-
wendung kamen Korper- und Riicken-
spulen fiir den Signalempfang in einem
1.5 Tesla MR Tomographen.

3 Ergebnisse

Grundsiitzliches: Die Funktion der Nie-
ren beziiglich der Produktion von Pseu-
dourin war erhalten, auf eine Quantifizie-
rung wurde verzichtet. Eine Nutzung war
fiir ca. 6 Stunden nach der Gewinnung
mdglich. Erst nach Ablauf dieser Zeil tra-
ten UnregelmiBigkeiten im Perfusions-
bild auf.

Histologie: In den HE-Priparaten war
die mikrostrukturelle Morphologie un-
verdndert (Abb. 2). Es fanden sich keine
Hinweise auf mechanische Schidigun-
gen und nur sehr geringfiigige Hinweise
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auf Schidden durch Sauerstoffmangel. In
den NADH-Priparaten konnte stets eine
deutliche Enzymaktivitit nachgewiesen
werden. Es fanden sich keine Hinweise
auf hypoxische oder mechanische Schii-
digungen.

Mikroangiographie: Das Gefdsystem
war intakt und<eine vollstindige Darstel-
lung von Nierenarterie und Nierenvene
sowie des Gefidlbaumes moglich. Die
Verteilung des Kontrastmittels erfolgte
gleichméBig tiber das Nierengewebe
(Abb. 3).

Doppler Ultraschall: In der Regel war
die Perfusion im gesamten Nierenparen-
chym gleichmiBig verteilt und deutlich
darstellbar. In einem Fall wurden gering-
fligige UnregelmiBigkeiten gefunden.
Die Blutgefale und die Stromungsbewe-
gungen des Perfusats waren deutlich er-
kennbar. Es waren keine morphologi-
schen Veriinderungen erfassbar.,

Magnetresonanztomographie (MRT):
Analog zu den Ergebnissen der Ultra-

Abb. 3: Mikroangiographische Aufnahme der Nierenrinde
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schalluntersuchungen konnte nachge-
wiesen werden, dass das Nierengewebe
keinen Schaden genommen hatte und
die Perfusion regelmifig verteilt war
(Abb. 4).

4 Diskussion

Trotz grofler Fortschritte in Fritherken-
nung und Behandlung liegt die Zahl von
Patienten, die an Krebs neu erkrankt
sind, allein in Deutschland jdhrlich bei
tiber 400.000 Menschen (GEKID, 2006).
Daraus ergibt sich die Notwendigkeit der
Weiterentwicklung und Verfeinerung be-
stehender Therapieformen sowie der
Aufnahme innovativer chirurgischer Ver-
fahren in die Onkologie. Bis dato werden
diese in der Regel im Tierversuch ge-
testet (Wohlgemuth et al., 2001; Edd et
al., 2006; Haghighi et al., 2006; Yu et al.,
2006). Fiir die Erforschung neuer chirur-
gischer Verfahren koénnen Simulationen

und theoretische Modelle erste Anhalts-
punkte bieten (Chauhan, 2001; Curiel et
al., 2004; Dong et al., 2004), doch miis-
sen gerade die FEigenschaften beziiglich
Gewebeabtrag und Blutungsneigung ex-
perimentell erfasst werden. Dies ist an
Zellkulturen nicht moglich, doch besitz-
en Untersuchungen an extrakorporalen
Organmodellen groBe Aussagekraft, und
Tierversuche konnen entscheidend ver-
mindert und im Idealfall sogar vollstin-
dig vermieden werden (Michel et al.,
1996; Arefiev et al., 1998; Knoll et al.,
2002; Dittrich et al., 2004; Wendt-Nor-
dahl et al., 2004; Strohmaier and Giese,
20053). Ziel dieser Arbeit war es daher, zu
evaluieren, ob das Modell der isolierten
perfundierten Schweineniere die hohen
Anforderungen an ein solches Organmo-
dell erfiillt. Die Nieren stellen ein Ne-
benprodukt der Schlachtung dar und ste-
hen jederzeit in nahezu unbegrenzter
Stiickzahl kostengiinstig zur Verfiigung.
Daher sind breit angelegte Studien mog-

Abb. 4: MRT Kontrastmittel-Aufnahmen der Nierenperfusion
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lich, deren Aussagekraft hoher ist als die
konventioneller Tierversuchsstudien, die
aus Kostengriinden meist in weit kleine-
rem Rahmen durchgefiihrt werden.
Durch die Technisierung von Zucht-,
Mast- und Haltungsbedingungen stellen
die Schlachtschweine zudem eine quasi
standardisierfe Grundgesamtheit dar und
gewihrleisten die Vergleichbarkeit der
gewonnenen Ergebnisse. Es zeigte sich
dariiber hinaus, dass die Aufbereitung
der Nieren sowie der Versuchsaufbau mit
iberschaubarem Arbeits- und Zeitauf-
wand zu realisieren waren. Ein weiterer
entscheidender Vorteil ist die Standardi-
sierbarkeit der Versuchsbedingungen
durch die Isolierung des Organs. So kén-
nen durch Eliminierung von Unsicher-
heitsfaktoren wie zum Beispiel der
Atembewegung ausschlieBlich die Ein-
fliisse streng definierter Versuchsparame-
ter untersucht werden.

Eine gleichmiBige Durchblutung der
Niere ist Grundvoraussetzung fiir die
Funktionen der Ausscheidung und Regu-
lation des Wasser- und Elektrolythaus-
haltes. Daher lag bei den Untersuchung-
en dieser Arbeit besonderes Augenmerk
auf der strukturellen und funktionellen
Unversehrtheit des Nierengewebes und
speziell der Blutgefifie sowie der Beur-
teilung der Perfusion. Mittels Mikroan-
giographie, Doppler Ultraschall und Ma-
gnetresonanztomographie Kkonnte eine
regelmiBige Verteilung des Perfusats im
gesamten Nierengewebe nachgewiesen
werden. Dariiber hinaus fanden sich kei-
ne Anhaltspunkte auf Gewebeschiden
durch Lagerung oder kiinstliche Perfusi-
on. Dies wurde aufl mikroskopischer
Ebene durch histologische Untersuchun-
gen bestitigt und zudem eine rege Enzy-
maktivitit der Nierenzellen gezeigt.
Dennoch diirfen gewisse Einschrinkun-
gen nicht unerwihnt bleiben. Eine Beur-
teilung der Reaktion des Gesamtorganis-
mus auf die untersuchte Therapieform
sowie der Langzeiteffekte am behandel-
ten Organ ist bei einem isolierten Organ-
modell nicht moglich. Auch bestehen
trotz aller anatomischer und funktionel-
ler Ahnlichkeit der Nieren Speziesunter-
schiede zwischen Mensch und Schwein.
Daher lassen sich die Ergebnisse nicht
mit volliger Sicherheit direkt und ohne
entsprechende Anpassungen auf den
Menschen {ibertragen. Nichts desto trotz
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ist die Niere des Schweins bis heute das
beste Modell fiir urologische Fragestel-
lungen und Therapien am Menschen
(Pereira-Sampaio et al., 2004). Auf eine
Bestimmung funktioneller Parameter,
wie die Kreatininclearance, GFR und die
quantitative Bestimmung des Pseu-
dourins wurde in den vorliegenden Un-
tersuchungen verzichtet. Diese Parame-
ter miissten selbstverstindlich erhoben
werden, wenn das Modell fiir pharmako-
logische oder physiologische Fragestel-
lungen dienen soll. Sowohl die Perfusi-
onsbilder, also auch die Produktion von
Pseudourin und vor allem auch die Er-

&

gebnisse der NADH Firbung zeigen,
dass die Nieren funktionell und struktu-
rell weitgehend unversehrt und vital wa-
ren. Daher zeigen die Ergebnisse dieser
Arbeit sowie die Untersuchungen von
Florian beziiglich funktioneller Aspekte
des Nierenmodells (Florian, 1996), dass
es sich sehr gut dazu eignet, die Physio-
logie der intakten Schweineniere in
weiten Bereichen nachzubilden. Es er-
moglicht weiterhin eine konstante Ein-
stellung von Perfusionsdruck und Gewe-
betemperatur und damit eine Simulation
der physiologischen Nierendurchblu-
tung, ohne das Nierengewebe strukturell

Abb. 5: Einsatz des Nierenmodells zur Untersuchung von gewebeablativen
Eigenschaften des Fokussierten Ultraschalls (oben) und des Green Light Lasers
(unten)
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und funktionell zu schidigen. Basierend
auf diesen Erkenntnissen wurde das
Nierenmodell am Universititsklinikum
Mannheim inzwischen erfolgreich fiir
die Untersuchung von Radiofrequenzab-
lation, Laser induzierte Thermotherapie,
Kryoablation und Fokussierte Ultra-
schallchirurgi€, als minimal invasive
Verfahren zur Tumortherapie (Hicker et
al., 2005 u. 2006) und als Ubungsmodell
fiir laparoskopische Operationstechni-
ken eingesetzt (s. Abb. 5).
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