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Abkürzungsverzeichnis

A. carotis   Arteria carotis

A. hepatica   Arteria hepatica

ADP    Adenosindiphosphat

Aqua dest.   destilliertes Wasser

ATP    Adenosintriphosphat

DEPC    Diethylpyrocarbonat

DIG    Digoxigenin

DNA    Desoxyribonukleinsäure

EDRF    Endothelium derived relaxing factor

EGB761   Gingko Biloba Extrakt

EGR -1   Early Growth Response – 1

FITC    Fluoreszeinthiocyanat

GOT (AST) Glutamat-Oxalazetat-Transaminase

(Aspartat-Aminotransferase)

GPT (ALT) Glutamat-Pyruvat-Transaminase

(Alanin-Aminotransferase)

GLDH    Glutamat Dehydrogenase

HE    Hämatoxylin-Eosin

HO-    Hydroxyl Radikal

HOO- Peroxid Radikal

HSP    Heat Shock Protein

IGF    Insulin like growth factor

I/R    Ischämie / Reperfusion

IVM    Intravitalmikroskopie

LB    Loading Buffer = Ladepuffer

LLL    linker Leberlappen

MCH    mittleres korpuskuläres Hämoglobin

MCHC mittlere korpuskuläre Hämoglobin Konzentration

MCV    mittleres korpuskuläres Volumen

MOPS   3-Morpholinopropansulfonsäure

MRNA   messenger RNA

O2
- Superperoxide-Anion
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PAF    Plättchen Aktivierender Faktor

PCR    Polymerase Kettenreaktion

RB    Running Buffer = Laufpuffer

RLL    rechter Leberlappen

RNA    Ribonukleinsäure

ROI    Region of Interest

Rpm rounds per minute = Umdrehungen pro Minute

RT-PCR   Reverse Trankriptase PCR

SB    Sample Buffer = Probenpuffer

SD    Standardabweichung

TNF-     Tumor Nekrose Faktor- 

V. cava   Vena cava

V. jugularis   Vena jugularis

XD    Xanthindehydrogenase

XO    Xanthinoxidase

ZVK    Zentraler Venenkatheter
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1. Einleitung

1.1 Einführung in die Thematik

Die zeitlich begrenzte Organischämie bei Lebertransplantationen oder bei

komplizierten Leberresektionen, die eine passagere Unterbrechung des Blut-

flusses erfordern, bewirkt organspezifische pathophysiologische Reaktionen,

die wesentlich die postoperative Organfunktion beeinflussen. Mikrozirkulato-

rische und metabolische Veränderungen während Ischämie und Reperfusion

(I/R) verursachen lokale Gewebeschäden, die mit einer Leberdysfunktion bis

hin zum Leberversagen assoziiert sein können.

Normothermische (warme) Ischämie wird von der Leber schlecht toleriert und

führt relativ rasch zu einem Absterben von Hepatozyten (1).  Während der

sauerstoffreichen Reperfusionsphase wird die letale Zellschädigung durch

Aktivierung von Kupffer-Zellen, Freisetzung reaktiver Sauerstoffradikale, ly-

sosomaler Enzyme und einer Reihe verschiedener Zytokine weiter verstärkt
(2,3). Potenziert werden diese I/R-bedingten Reaktionen durch Expression von

Adhäsionsmolekülen und konsekutiver Adhäsion von Leukozyten und

Thrombozyten (4,5).

Im Mittelpunkt des initialen pathophysiologischen Geschehens steht die Bil-

dung reaktiver Sauerstoffradikale während der sauerstoffreichen Reperfusion
(6).

Eine anhaltende Hypoxie führt während der warmen Ischämie in Parenchym-

zellen der Leber (Hepatozyten) zu einer gesteigerten Umwandlung von Xan-

thindehydrogenase (XD) zu Xanthinoxidase (XO) sowie zu einer Akkumulati-

on von Hypoxanthin durch den Verbrauch von ATP (ATPàADP). Während

der sauerstoffreichen Reperfusion katalysiert XO unter Bildung freier reakti-

ver Sauerstoffradikale (O2
-, HO-, HOO-) den Abbau von Hypoxanthin zu

Harnsäure (Abb. 1) (7,8,9).
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   ATP        ADP

         Hypoxanthin

   Xanthin

       Harnsäure

Abb. 1: Entstehung freier Sauerstoffradikale durch Reduktion von Hypo-

xanthin zu Harnsäure

Freie Sauerstoffradikale sind instabile, sehr reagible Moleküle, die durch die

Oxidation von Lipiden, Proteinen und Nukleotiden zytotoxisch wirken (10).

Thioloxidation und Lipidperoxidation können eine erhöhte Permeabilität der

Zellmembran bis hin zur kompletten Lyse der Zelle bewirken (11). Hepatozy-

ten besitzen jedoch ausreichende Abwehrmechanismen um einer erhöhten

oxidativen Belastung intrazellulär entgegenzuwirken, so dass quantitativ nicht

genügend freie Radikale intrazellulär gebildet werden, um die letale Hepato-

zytenschädigung während der Reperfusionsphase ausreichend zu erklären
(12,13). Von größerer Bedeutung für die Induktion des Reperfusionsschadens

erscheint daher das Ausmaß der extrazellulären oxidativen Belastung.

Hauptquelle freier Radikale mit zytotoxischem Potential sind in der frühen

Reperfusionsphase der Leber ortständige Kupfferzellen (14). Extrazelluläre

Xanthinoxidase, freigesetzt durch Hepatozyten, ist nach längerer Ischämie

möglicherweise eine zusätzliche Quelle (15).

Aktivierte Kupfferzellen sezernieren neben großen Mengen an freien Radika-

len (16) auch verschiedene Zytokine (17), Tumor-Nekrose-Faktor alpha (TNF- )
(18) und Plättchen aktivierenden Faktor (PAF) (19). In vitro fördert PAF die Ag-
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gregation, Chemotaxis, Degranulation und Bildung reaktiver Sauerstoffradi-

kale neutrophiler Leukozyten (20). Des weiteren dient PAF als Signal für die

Endothel-Leukozytenadhäsion (21). Neben Kupffer-Zellen wird PAF auch von

neutrophilen Leukozyten selbst, sowie von Thrombozyten und Endothelzellen

gebildet (22,23).

Die initiale Reperfusionsphase (1-2 Std.) ist charakterisiert durch oxidative

Zellschädigungen, hervorgerufen durch aktivierte Kupffer-Zellen und die si-

nusoidale Akkumulation neutrophiler Leukozyten (24). Adhäsion und Infiltrati-

on neutrophiler Leukozyten bestimmen die späte Reperfusionsphase (6-24

Std.), die im Sinne einer postischämischen Entzündungsreaktion schwere

parenchymatöse Zellschäden bewirken kann, die wesentlich die postischä-

mische Organfunktion bestimmen (25).

Die Steatosis hepatis (Leberverfettung), hervorgerufen durch Alkoholabhän-

gigkeit, Fettleibigkeit, Medikamentenabusus, Diabetes mellitus und andere

metabolische Krankheiten, ist in unserer Bevölkerung weit verbreitet
(26,27,28,29). Hierbei führen extrazelluläre Fettablagerungen zu Veränderungen

der sinusoidalen Architektur mit Blutstauung, disseminierten fokalen He-

morrhagien, hepatozellulären Nekrosen, Fibrinablagerungen und zu einer

Infiltration neutrophiler Leukozyten (30). Obwohl dieser pathologische Status

der Leber häufig ohne klinisch sichtbare Symptomatik besteht, so birgt die

Leberverfettung in Bezug auf Leberoperationen ein nicht zu unterschätzen-

des Risiko für das postoperative Auftreten hepatischer Dysfunktion (31,32).

In der Transplantationschirugie weisen etwa 35% aller potentieller Spender-

lebern pathologische Veränderungen im Sinne einer Steatosis hepatis auf

und können daher häufig nicht zur Transplantation genutzt werden (33), da

diese Spenderlebern mit einer erhöhten Inzidenz eines postoperativen

Transplantatversagens verbunden sind (34).

Experimentelle Studien konnten zeigen, dass in Fettlebern während der Re-

perfusion vermehrt freie Radikale erzeugt werden (35) und die Toleranz ge-

genüber oxidativem Stress vermindert ist (36). Dies ist verbunden mit einer

Verstärkung des Ischämie-/Reperfusionsschaden, sowie signifikant niedrige-

ren Überlebensraten nach Transplantation (37,38).
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Auf molekularbiologischer Ebene führt die Ischämie und Reperfusion der Le-

ber unter anderem zur Induktion von Heat Shock Proteinen (HSP) (39). HSP

zählen zur Gruppe der intrazellulären Stressproteine bzw. zur Gruppe der

Chaperone (Begleitproteine) die eine korrekte Faltung und Stabilisierung de-

naturierter oder ungefalteter Proteine fördern und Zellen vor der Akkumulati-

on missgefalteter und aggregierter Proteine  (sog. „Proteotoxizität“)   schüt-

zen (40,41). Das wohl bekannteste und am besten charakterisierte Heat Shock

Protein ist HSP70. Die Induktion einer erhöhten intrazellulären HSP70-

Expression schützt die Zellen bzw. das Organ sowohl zum Zeitpunkt des

zellschädigenden Ereignisses, als auch im Rahmen eines bestimmten Zeitin-

tervalls nach Expressionserhöhung durch Toleranzsteigerung gegenüber

zellulärem Stress (42,43). Die erhöhte intrazelluläre HSP70 Expression wird

unter anderem hervorgerufen durch Hypoxie, Hyperthermie und durch reakti-

ve Sauerstoffradikale in der postischämischen Reperfusionsphase und dient

dem Funktionserhalt der Zelle (44,45,46). Das Ausmaß der gesteigerten HSP70

Expression nach Ischämie und Reperfusion reflektiert letztlich die Stärke der

zellulären Schädigung (47).

Ein anderes Molekül welches in den letzten Jahren mit der Pathogenese

ischämisch bedingter Gewebsschäden in Zusammenhang gebracht wurde ist

Early Growth Response-1 (Egr-1) (48). EGR-1 gehört zur immediate-early

Genfamilie und wird aufgrund seiner schnellen Induktionskinetik – innerhalb

von Minuten nach einem Stimulus – und seines schnellen Verfalls innerhalb

weniger Stunden auch „immediate-early response Protein“ genannt.

Es handelt sich hierbei um einen zinc-finger Transkriptionsfaktor, der als

Antwort auf "shear"-Streß, Hypoxie und Gefäßschäden hochreguliert

wird (49,50). EGR-1 wurde nach seiner Entdeckung zunächst in Verbindung mit

Regenerationsprozessen gebracht, da die EGR-1 Expression mit der Exposi-

tion von Zellen gegenüber Wachstums- und Differenzierungsmediatoren kor-

reliert (51). Zudem ist EGR-1 in die Aktivierung der IGF-II-Transkription bei

Hypoxie involviert, ein potentes Mitogen (52) und Inhibitor der Apoptose (53).
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Ziel dieser experimentellen Studie ist die Untersuchung von Ginkgo Biloba

Extrakt (EGB761) und dessen Einfluss auf den Ischämie- / Reperfusions-

schaden nach normothermer Ischämie der gesunden und verfetteten Leber.

EGB761 (Extract of Ginkgo Biloba) ist ein standardisiertes Planzenextrakt

aus den getrockneten Blättern des Ginkgo-Baumes, welches schon seit mehr

als tausend Jahren erfolgreich in der traditionellen chinesischen Medizin ein-

gesetzt wird. Ginkgo Biloba Extrakt ist eine Mischung aus aktiven Inhaltsstof-

fen, die als polyvalentes Therapeutikum in die Medizin eingeführt wurde (54).

Es setzt sich zusammen aus 24 % Flavonoiden (Quercetin, Kaempferol und

Isorhamnetin) und 6 % Terpenoiden, die wiederum aus 2,8 –3,4 % Ginkgoli-

den und 2,6 – 3,2 % Bilobaliden bestehen (55). Ein geringer Gehalt an organi-

schen Säuren ist von Bedeutung für die Wasserlöslichkeit des Extrakts (56).

Ginkgo Biloba Extrakt ist in verschiedenen Formen als Arzneimittel frei ver-

käuflich (z.B. Tebonin® , Ginkgo STADA, Ginkobil® ratiopharm, etc.) und wird

von den Herstellern bei Hirnleistungsstörungen infolge altersbedingter Ver-

engung der Blutgefäße (Arteriosklerose) mit den Symptomen Gedächtnis-

schwäche (57), Konzentrationsstörungen, Kopfschmerzen, Schwindel (Verti-

go) (58) und Ohrensausen (Tinnitus) (59) und bei der peripheren arteriellen

Verschlußkrankheit (60) empfohlen. Die Substanz wurde bereits erfolgreich

zur Behandlung des Morbus Alzheimer, der senilen Demenz (61), kardio-

vaskulärer Erkrankungen (62), der periheren arteriellen Verschlusskrankheit
(63)  sowie bei Netzthautschäden (64) verwendet. Bis auf wenige Berichte über

das Auftreten von gastrointestinalen Beschwerden, Kopfschmerzen, Tinnitus

und leichten allergischen Reaktionen nach der Einnahme von Ginkgo Biloba

Extrakt, sind keine besonderen Nebenwirkungen und keine Mutagenitäten

bekannt (55).

Die positive Wirkung von EGB761 auf Mikrozirkulationsstörungen erklärt sich

vor allem durch die antioxidativen Eigenschaften der Flavonoide (56) sowie

durch den PAF-Antagonismus der enthaltenen Ginkgolide (65). In vivo bewirkt

die Kombination der EGB761-Inhaltsstoffe eine Reduktion freier Radikale

sowie eine Verminderung der dadurch hervorgerufenen Lipidperoxidation (66),

eine Gefäßrelaxation durch erhöhte Synthese und Freisetzung von NO und

eine verminderte Leukozyten- und Thrombozytenadhäsion (67).
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Die positiven Effekte antioxidativer Substanzen sowie von PAF-Antagonisten

auf den I/R-Schaden sind bereits hinreichend bekannt (68,69,70). Aufgrund po-

tentieller Nebenwirkungen und hoher Kosten haben solche Substanzen zur

Reduktion des Ischämie und Reperfusionsschadens der Leber jedoch noch

keinen Einzug in den klinischen Alltag gefunden. Bislang gibt es keine Studie

die den Effekt von EGB761 auf Ischämie und Reperfusion der Leber unter-

sucht hat.

Die nachfolgend dargestellte experimentelle Studie basiert auf der Hypothe-

se, dass durch die intravenöse Anwendung von Ginkgo Biloba Extrakt, auf-

grund der oben dargestellten Eigenschaften, der Reperfusionsschaden nach

normothermer Ischämie der Leber reduziert werden kann.

Zudem erscheint in diesem Zusammenhang eine Untersuchung von HSP70

und EGR-1 sinnvoll, da beide Proteine eng mit der Pathophysiologie des he-

patischen I/R-Schadens assoziiert sind und eine bessere Beurteilung des

Effektes von EGB761 zulassen.
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1.2 Fragestellungen

Mit Hilfe eines Ischämiemodells bei der Ratte soll der Einfluß von Ginkgo

Biloba Extrakt (EGB761) auf Ischämie und Reperfusion bei der gesunden

und verfetteten Rattenleber unter Berücksichtigung folgender Fragestellun-

gen untersucht werden:

1. Lässt sich durch intravenöse Gabe von EGB761 vor Reperfusion

die postischämische Mikrozirkulation in der Leber verbessern?

2. Lässt sich die postischämische Leukozyten-Endotheladhäsion

während der Reperfusion durch EGB761 reduzieren?

3. Ermöglicht die intravenöse Gabe von EGB761 vor Reperfusion ei-

ne Verminderung des hepatischen Ischämie- und Reperfusionss-

chadens?

4. Gibt es im Hinblick auf die oben genannten Fragestellungen 1.-3.

Unterschiede zwischen gesunden und verfetteten Rattenlebern?

5. Wird die postischämische mRNA-Expression von EGR-1 und

HSP70 während der Reperfusion durch die Gabe von EGB761 be-

einflusst?
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2. Material und Methoden

2.1 Tierversuchsgenehmigung

Die Versuche fanden unter Aufsicht der Versuchsleitung im Chirurgischen

Forschungslabor des Universitätsklinikums Hamburg-Eppendorf gemäß des

Tierschutzgesetzes in der Fassung vom 25. Mai 1998 (BGBI.I S.1106, 1818)

statt. Das Amt für Gesundheit erteilte am 26.06.2000 die Genehmigung zur

Durchführung dieser Versuche (Aktenzeichen G8151/591-00.33).

2.2 Versuchstiere und Versuchstierhaltung

Als Versuchstiere dienten männliche Lewis-Inzuchtratten aus der Zucht der

Charles River Wiga GmbH (Deutschland) mit einem mittleren Körpergewicht

von 262 g. Tiere mit Fettleber hatten zum Zeitpunkt des Eingriffs im Mittel ein

Gewicht von 350 g. Die Tiere befanden sich mit bis zu 5 anderen Tieren in

Käfigen im Tierstall der Tierhaltung des Universitätsklinikums Hamburg-

Eppendorf. Sie waren dort einem Tag/Nachtrhythmus von 12 Stunden, einer

Raumtemperatur von 20° C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 60%

ausgesetzt. Zur Ernährung diente das Standardtrockenfutter ssniff R/M-H,

extrudiert (ssniff Spezialdiäten GmbH, D-59494 Soest) und Wasser. Zur In-

duktion einer Fettleber erhielten 50 Lewis-Ratten eine Methionin und Cholin

defiziente Spezialdiät (C1063) (71) der Fa. Altromin über einen Zeitraum von

40 - 60 Tagen.

2.3 Versuchsdurchführung

2.3.1 Narkose

Zur Narkoseeinleitung erhielten die Tiere eine Inhalationsnarkose in einem

Glasäthertopf (Äther zur Narkose, Riedel-de Haen GmbH), um zu jedem

Zeitpunkt ihre Vitalfunktionen in Form von Atmung und Verhalten beurteilen
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zu können. Im Anschluss daran wurden die Fellhaare im Bauch- und Halsbe-

reich mit einem Rasierer entfernt und diese Bereiche sorgfältig desinfiziert

(Cutasept F, Bode Chemie, Hamburg). Danach erfolgte die intraperitoneale

Injektion von 2 ml Chloralhydrat 4% zur Narkoseerhaltung. Im weiteren Ver-

lauf wurde bei Bedarf während des operativen Eingriffes mit bis zu 2 ml Chlo-

ralhydrat 4% nachdosiert.

2.3.2 Operation und intraoperatives Monitoring

Der operative Eingriff erfolgte unter sauberen, aber nicht aseptischen Bedin-

gungen. Hierfür wurden die Versuchstiere auf einer Heizplatte gelagert um

eine konstante Körpertemperatur von 37°C zu erhalten. Die Kontrolle der

Körpertemperatur erfolgte alle 10 Minuten über eine rektale Messsonde.

Zum Monitoring von arteriellem und zentralvenösem Druck sowie zur

EGB761-Applikation und kontinuierlichen Infusion klarer Lösungen (Ringer-

oder Isotone Natrium-Chlorid-Lösung) wurden Katheter (Venenkatheter, B.

Braun Melsungen AG, 0,5 x 0,9 mm) in die A. carotis und V. jugularis gelegt.

Hierzu erfolgte über einen Hautschnitt im lateralen Halsbereich die Darstel-

lung der A. carotis und V. jugularis. Nach vollständiger Präparation beider

Gefäße wurden nacheinander die Arterie und Vene getrennt umfahren und

nach Vorlage von jeweils zwei Seidenligaturen (Seide 3-0) durch eine Vaso-

tomie mittels Mikroschere eröffnet. Anschließend wurden die Katheter in das

jeweilige Gefäß vorsichtig vorgeschoben und in korrekter Lage fixiert.

Die Eröffnung des Abdomens zur Darstellung der Leber erfolgte durch eine

mediane Laparotomie und beidseitiger subcostaler Schnitterweiterung. Die

Bauchdecke wurde anschließend mittels Haltefäden beidseits fixiert. Nach

Verdrängung des Intestinums erfolgte die hilusnahe Darstellung der zu- und

abführenden Lebergefäße. Der Gallengang wurde anschließend, zur Doku-

mentation der Galleproduktion mit einem Venenkatheter (Venenkatheter,

B.Braun Melsungen AG, 0,5 x 0,9 mm) kanüliert. Um einer Austrocknung des

ausgelagerten Intestinums vorzubeugen wurde der Darm in eine mit Koch-

salzlösung (NaCl) getränkte Kompresse gewickelt.
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Die Induktion einer 60 minütigen Ischämie des linken und mittleren Leberlap-

pens erfolgte durch Abklemmen des entsprechenden A. hepatica- und Pfor-

taderastes durch eine Mikroklemme.

Entsprechend den Versuchsgruppen (siehe Kap. 2.4) erfolgte 20 Minuten vor

Reperfusion die intravenöse Applikation von EGB761 über einen Zeitraum

von 10 Minuten. Die Versuchtiere der Kontrollgruppe erhielten alternativ das

gleiche Volumen NaCl.

Nach 60 Minuten warmer Ischämie erfolgte die Reperfusion durch Eröffnung

der Mikroklemmen. Entsprechend den Versuchsgruppen wurden die Tiere

anschließend entweder intravitalmikroskopischen Untersuchungen zugeführt

oder das Abdomen wurde partiell wieder verschlossen. Bei allen Versuchtie-

ren erfolgte im Anschluss an 120 Minuten Reperfusion die Durchführung ei-

ner Hepatektomie zur weiteren molekularbiologischen bzw. histomorphologi-

schen Untersuchung.

Alle Versuchstiere verstarben abschließend in Vollnarkose im Rahmen der

Organentnahme.

2.3.3 Gabe von EGB 761

Ginkgo Biloba Extrakt EGB761 (Charge DM 1986, Dr. Willmar Schwabe

GmbH & Co, Karlsruhe) wurde entsprechend den Versuchsgruppen 20 Minu-

ten vor Reperfusion intravenös über den liegenden ZVK appliziert. Die ge-

sunden Tiere erhielten 0,2 mg/kg Körpergewicht und die Tiere mit Fettlebern

erhielten 0,8 mg/kg Körpergewicht. Hierzu wurde das Extrakt abgewogen

und in NaCl-Lösung gelöst, die zuvor mit Natronlauge auf einen pH Wert zwi-

schen 7,2 – 7,4 eingestellt wurde. Die intravenöse Applikation erfolgte lang-

sam über 10 Minuten, um bekannte präparatbedingte Blutdruckabfälle mög-

lichst zu vermeiden
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2.4 Versuchsgruppen

Gruppe A (Tab.1):

Intravitalmikroskopischer, histologischer und laborchemischer Vergleich von

Kontrolltieren mit und ohne Fettleber zur Verifizierung des Fettlebermodells

nach 40-60 Tagen Fütterung der Tiere mit der Methionin- und Cholindefizien-

ten Spezialdiät „C1063“. Die Hepatektomie erfolgte nach Blutentnahme, ohne

Ischämie und Reperfusion.

Tab.1: Gruppe A

Gruppe N Leberstatus Ischämie Therapie

A1 5 Gesund Nein Nein / -EGB761

A2 5 Verfettet Nein Nein / -EGB761

Gruppe B und C (Tab. 2 und 3):

Intravitalmikroskopische Untersuchungen der Leber nach 60 Minuten warmer

Ischämie und Reperfusion, mit (C1,C2) und ohne intravenöse Applikation

(B1,B2) von EGB761, bei Versuchstieren mit und ohne Fettleber.

Tab.2: Gruppe B / Ischämie und Reperfusion ohne EGB761- Applikation

Gruppe N Leberstatus Ischämie Therapie

B1 10 Gesund 60 min Nein / -EGB761

B2 10 Verfettet 60 min Nein / -EGB761

Tab.3: Gruppe C / Ischämie und Reperfusion mit EGB761- Applikation

Gruppe N Leberstatus Ischämie Therapie

C1 10 Gesund 60 min EGB761

C2 10 Verfettet 60 min EGB761
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Gruppe D (Tab. 4):

Kontrollgruppe zur molekularbiologischen Bestimmung der HSP70 und EGR-

1 Basisexpression bei Versuchstieren mit und ohne Fettleber ohne Ischämie

und Reperfusion. Keine Intravitalmikroskopie.

Tab.4: Gruppe D / Kontrollgruppe der molekularbiologischen Versuche

Gruppe N Leberstatus Ischämie Therapie

D1 5 Gesund Nein Nein / -EGB761

D2 5 Verfettet Nein Nein / -EGB761

Gruppe E und F (Tab. 5 und 6):

Zur Durchführung molekularbiologischer Untersuchungen erfolgte in diesen

Gruppen die Hepatektomie nach 60 Minuten Ischämie und 120 Minuten Re-

perfusion bei Versuchstieren mit und ohne Fettleber. Intravitalmikroskopische

Untersuchungen wurden in diesen Gruppen nicht durchgeführt.

Tab.5: Gruppe E / Ischämie und Reperfusion ohne EGB761-Applikation

Gruppe N Leberstatus Ischämie Therapie

E1 5 Gesund 60 min Nein / -EGB761

E2 5 Verfettet 60 min Nein / -EGB761

Tab.6: Gruppe F / Ischämie und Reperfusion mit EGB761-Applikation

Gruppe n Leberstatus Ischämie Therapie

F1 5 Gesund 60 min EGB761

F2 5 Verfettet 60 min EGB761
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2.5 Intravitalmikroskopische Untersuchungen

2.5.1 Technischer Aufbau und Durchführung

Nach Ischämie und Reperfusion wurde das Versuchstier rücklings auf einer

Wärmeplatte platziert und fixiert. Der durch seine Mobilität und plane Unter-

fläche am besten geeignete linke Leberlappen wurde auf einem mit Coloplast

(Coloplast Modelierstreifen A/S, DK-3050 Humleboek, Dänemark) beschich-

teten Metallöffel ausgelagert, ohne die Leberperfusion mechanisch einzu-

schränken. Mit Hilfe der Modelierstreifen ließ sich jeder Leberlappen indivi-

duell positionieren (Abb.2).

Abb.2: Nahansicht des Versuchtieres auf der Wärmeplatte mit eröffnetem

Abdomen und ausgelagertem linken Leberlappen

Die Wärmeplatte ließ sich auf dem Mikroskopiertisch fixieren und in 2 Ebe-

nen verstellen, so dass die zu mikroskopierende Leberoberfläche, im Zu-

sammenspiel mit dem in alle Richtungen beweglichen Löffel, horizontal gela-

gert werden konnte.
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Zur Kontrastverstärkung wurde den Versuchstieren Bisbezamide (Hoechst

33342), Rhodamin und Fluoreszeinthiocyanat-Dextran (FITC-Dextran) kurz

vor Beginn der Intravitalmikroskopie intravenös appliziert. Zur IVM wurde ein

Fluoreszenz-Mikroskop der Fa. Olympus (BHMJ Olympus/BH2-RFCA) und

eine 100 W Quecksilber (HBO) Lampe verwendet. Zur Mikroskopie wurde die

Leber mit einem Deckglas (Deckgläser 18x18mm, Marienfeld) bedeckt.

15 Minuten nach Ischämie und Reperfusion wurde die ausgelagerte Leber-

oberfläche des linken Leberlappens mäanderförmig abgefahren. Zur Beurtei-

lung der postischämischen sinusoidalen Perfusion sowie der Leukozytenad-

häsion erfolgten Videoaufzeichnungen (Panasonic Videorekorder, Modell

AG-7350) von 8 zufällig ausgewählten Gesichtsfeldern für 20 Sekunden in 10

und 20facher Vergrößerung. Zur Beurteilung der Perfusionsverhältnisse wur-

de ein grünes Filtersystem (450-490/>520nm), zur Beurteilung der Leukozy-

tenadhäsion ein rotes Filtersystem (530–560/>580 nm) und für die Bisben-

zamide-Färbung ein blauer Farbfilter (330-390/>430) angewendet. Zusätzlich

wurden die ale Momentaufnahmen in 50, 100 und 200facher Vergrößerung

mit allen 3 Farbfiltern mit Hilfe der Bildanalyse-Software Optimas 6.5 erstellt

(Fa. Weiss-Imaging, München).

2.5.2 Angewandte Fluoreszensfarbstoffe zur IVM

Zur Kontrastierung der Leber nach Ischämie und Reperfusion wurden drei

verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe appliziert:

Zur Vitalitätsbeurteilung reperfundierter Areale durch Markierung der Nuklei

wurde Bisbenazimide H33342 (72) (1,5 ml/kg Körpergewicht) angewendet.

Rhodamin 6G (73) (0,2 ml/kg Körpergewicht) diente zur Markierung von Leu-

kozyten.

Die Applikation von Fluoreszeinthiocyanat-Dextran (FITC-Dextran) (72) (0,08

ml/kg Körpergewicht) erfolgte zur Darstellung der sinusoidalen Perfusion.
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2.5.3 Auswerung der IVM

Alle intravitalmikroskopischen Untersuchungen wurden auf Video aufge-

zeichnet und retrospektiv qualitativ und quantitativ ausgewertet. Die Quantifi-

zierung der hepatischen Mikrozirkulation erfolgte durch Auszählung perfun-

dierter Sinusoide innerhalb eines definierten Azinus. Die sinusoidale Perfusi-

onsrate wurde definiert als prozentualer Anteil perfundierter Sinusoide von

der Gesamtzahl aller Sinusoide innerhalb des Azinus (Abb.3) (74). Die Quanti-

fizierung der sinusoidalen Perfusion erfolgte getrennt innerhalb der peri-

zentralen, midzonalen und periportalen Zone eines Azinus.

Abb.3: Darstellung eines Leberazinus mit seinen drei Zonen anhand eines

intravitalmikroskopischen Bildes; P.S.: Portalfeld, C.V.: Zentralvene, 1: peri-

portale Zone, 2: midzonale Zone, 3: perizentrale Zone.

Die Quantifizierung adhärenter Leukozyten erfolgte durch Auszählung statio-

närer, rhodaminmarkierter Zellen pro Gesichtsfeld über einen Zeitraum von

20 Sekunden. Rollende oder fließende Leukozyten wurden bei der Quantifi-

zierung adhärenter Leukozyten nicht berücksichtigt.
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2.6 Reflexspektrophotometrie

Die Darstellung der hepatischen Sauerstoffsättigung während Ischämie und

Reperfusion erfolgte durch Anwendung der diffusen Reflexspektrophoto-

metrie. Hierzu wurde die Sonde eines von Knoefel et al. modifizierten Re-

flexspektrophotometers (75) direkt auf den linken Leberlappen gehalten und 3

mal die Absorbtion (zwischen 400 und 820 nm) gemessen. Die Bestimmung

der Organoxygenierung erlaubt indirekt Rückschlüsse auf die Organperfusi-

on. Die Oxygenierung des linken Leberlappens errechnete sich aus dem Mit-

telwert der drei Messungen. Die hepatische Sauerstoffsättigung wurde je-

weils vor Ischämie (Ausgangswert), direkt nach Ischämiebeginn ('0), kurz vor

Reperfusion nach 60 Min. Ischämie ('60), direkt nach Beginn der Reperfusion

('0) und nach 120 Minuten Reperfusion ('120). Bei allen Tieren nahm die

Sauerstoffsättigung gleichermaßen nach Ischämiebeginn ab und kehrte nach

2 Stunden Reperfusion wieder auf Ausgangswerte zurück.

Zwischen den einzelnen Versuchstieren fand sich reflexspektrophotometrisch

kein signifikanter Unterschied, so dass an dieser Stelle exemplarisch die he-

patische Sauerstoffsättigungskurve während Ischämie und Reperfusion an-

hand der Versuchsgruppen B1 und C1 dargestellt ist (Abb.4).

Abb.4: Hepatische Sauerstoffsättigung des linken Leberlappens während

Ischämie und Reperfusion
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2.7 Laborchemische Analysen

Zur Bestimmung der AST, ALT und GLDH wurden am Ende des Versuches

nach 120Min. Reperfusion Blutproben aus dem liegenden ZVK oder direkt

aus der V. cava abgenommen. Die Blutbestimmungen wurden im Labor der

Klinischen Chemie des Universitätsklinikums Hamburg-Eppendorf durchge-

führt. Um manipulationsbedingte Enzymerhöhungen auszuschließen, erfolg-

ten die laborchemischen Analysen nur bei Versuchstieren der Gruppen D-F.

2.8 Histologie

Anhand der Histologie sollte der Nekrose- und Verfettungsgrad der Leber

beurteilt werden. Zur Erstellung der histologischen Präparate wurden nach

Versuchende Teile der Leber in 3,5%iger Formalinlösung asserviert. Die

Weiterverarbeitung der Proben erfolgte in einem Autotechnikon (The Techni-

kon Company, NY, USA) und in einer Ausgussstation (PSI, Basel, Schweiz)

zur Paraffinendeinbettung. An einem Schlittenmikrotom (Jung AG, Heidel-

berg) wurden die Proben 3µm-dick geschnitten. Es folgte eine HE-Färbung

für Paraffin-Schnitte nach folgendem Protokoll:

Zuerst wurden die Schnitte zweimal 5 Minuten mit Rotihistol (Rotihistol, Carl

Roth GmbH & Co, Karlsruhe) entparaffiniert. Dem folgte eine absteigende

Alkoholreihe bestehend aus 2 mal 2 Minuten 100%igem Ethanol, 2 mal 2

Minuten 96%igem Ethanol und 2 mal 2 Minuten 80%igem Ethanol. Anschlie-

ßend wurden die Schnitte kurz in Aqua dest. getränkt. Dem folgte die Zell-

kernfärbung in Hämalaun (Mayer`s Hematoxylin Solution, SIGMA) für 2 Mi-

nuten. Zum Bläuen der Kerne wurden die Paraffinschnitte für 10 Minuten un-

ter fließendem Leitungswasser gewässert. Dann fand die Plasmafärbung in

0,1%igem Eosin (Eosin G gelblich, Merck KGaA, Darmstadt) für 3 Minuten

statt. Nach einer absteigenden Alkoholreihe mit 2 Minuten 80%igem Ethanol,

2 mal 2 Minuten 96%igem Ethanol und 2 mal 2 Minuten 80%igem Ethanol,

folgte eine 2 mal 2minütige Behandlung mit Rotihistol. Abschließend wurden

die Präparate mit Entellan (Entellan, Merck KGaA, Darmstadt) eingedeckelt.
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Fettfärbung nach Sudan III

Bei der Fettfärbung nach Sudan III handelt es sich um eine flotierende Fär-

bung zur Darstellung des Fettgehalts der Leber. Mit Hilfe des Kryotoms (Mic-

rom HM 505E) wurden 8-10µm dicke Gefrierschnitte der jeweiligen Gewebe-

proben hergestellt, die man in –21°C kaltem Aqua dest. schwimmen ließ.

Dann wurden die Schnitte für 3 Minuten in 50%iges Ethanol gegeben und

anschließend in Sudanlösung (0,2-0,5g Sudan III (SIGMA) mit 100 ml

70%igem Ethanol übergossen und für 4-6 Stunden bei 60°C für 15-30 Minu-

ten auf einem Schüttler (Heidolph Rotamax 120) inkubiert. Dem folgte eine

Kernfärbung mit Hämalaun für 3-5 Minuten, kurzes Waschen in Aqua dest.

und 10 Minuten wässern in H2O. Abschließend wurden die Präparate mit

Histogel (Aquatex, Merck KGaA, Darmstadt) eingedeckelt.
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2.9 Molekularbiologische Untersuchungen zur Bestimmung der HSP-70

und EGR-1 mRNA-Expression

2.9.1 RNA-Isolation

Zur RNA-Isolation wurde der Rneasy Midi Kit (Quiagen GmbH, Hilden) ver-

wendet. Für jede Isolation wurden 20–250mg gefrorenes Lebergewebe ein-

gesetzt, welches zuvor bei –80°C gelagert wurde. Alle Zentrifugationsschritte

fanden bei 4000 Umdrehungen/Minute und Raumtemperatur statt. Pro Le-

berprobe und Isolation wurden 4ml RLT-Puffer benötigt, dem vor Isolations-

beginn 40µl β-Mercaptoethanol zugefügt wurde.

0,5 ml des Puffers wurden zusammen mit dem Gewebestück homogenisiert

und dann mit dem restlichen Puffer in ein 15ml Röhrchen (Disposable Coni-

cal Tubes, NUNC Brand Products) gegeben und 10 Minuten zentrifugiert

(Rotanta / RP Zentrifuge, Firma Hettich, Tuttlingen). Der Überstand wurde

mit einer Pipette vorsichtig in ein neues Röhrchen überführt, 4ml 70%iges

Ethanol hinzugefügt und kräftig geschüttelt bzw. kurz gevortext (Minishaker,

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe). Dann wurde ca. die Hälfte der Probe in

ein im Kit beinhaltetes Filterröhrchen (Rneasy Midi Spin Column) pipettiert

und 5 min zentrifugert. Die filtrierte Flüssigkeit konnte verworfen werden und

anschließend die zweite Hälfte der Probe auf den Filter pipettiert und unter

gleichen Bedingungen zentrifugiert werden. Wieder wurde das Filtrat verwor-

fen, 4ml RW1-Puffer auf den Filter gegeben und 5 Minuten zentrifugiert. Das

Filtrat wurde entsorgt und das Filterröhrchen mit 2,5ml RPE-Puffer gewa-

schen, um das Röhrchen dann für 2 Minuten zu zentrifugieren. Nach Entfer-

nung der filtrierten Flüssigkeit, wurden nochmals mit 2,5ml RPE-Puffer ge-

waschen und diesmal 5 Minuten zentrifugiert, um die Membran des Filter-

röhrchens zu trocknen. Im Anschluß wurde der Filter aus dem Röhrchen ent-

fernt und in ein neues Röhrchen (collection tube) überführt. Jetzt wurden

200µl RNAse freies Wasser direkt auf die Filtermembran pipettiert, das

Röhrchen wurde verschlossen und für 3 Minuten stehen gelassen. Dann er-

folgte eine Zentrifugation für 3 Minuten. Ohne Verwerfen des Zentrifugats,

wurde nochmals 200µl RNAse freies Wasser auf die Filtermembran pipet-
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tiert, 3 Minuten abgewartet und dann zentrifugiert. Das Zentrifugat mit der

eluierten RNA wurde in auf Eis stehende Reaktionsgefäße (Safe-Lock Tu-

bes, Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Köln) übertragen und anschließend

der RNA-Gehalt photometrisch gemessen. Hierzu wurde zuerst ein 0-Wert

mit sterilem Aqua ad iniectabilia (Baxter Deutschland GmbH, Unterschleiß-

heim) bestimmt und anschließend die Extinktion der Proben in 60facher Ver-

dünnung gemessen. Aus den Extinktionswerten ließ sich dann die Konzent-

ration der RNA berrechnen.

2.9.2 Gelelektrophorese der isolierten RNA

Für die Gelelektrophorese wurden im Vorfeld 3 Puffer angesetzt. Zur Herstel-

lung des Elektrophoresepuffers (running buffer=RB) 10 x konzentriert, wur-

den 40g MOPS (SIGMA-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen), 4,05g Sodium

Acetat (SIGMA-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen) und 20ml 0,5m EDTA

(SIGMA-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen) in 1 Liter RNAse freiem Wasser

gelöst und mit 2m NAOH (Merck Eurolab GmbH, Hamburg) auf den pH-Wert

7,0 eingestellt. Die Flasche wurde lichtgeschützt bei +4°C gelagert. Für den

RB 1 x konzentriert wurden 100ml 10 x RB mit 900ml RNAse freiem Wasser

verdünnt. Der Probenpuffer (Samplebuffer=SB) wurde wie folgt angesetzt:

500µl deionisiertes Formamid (SIGMA-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen),

169µl Formaldehyd (SIGMA-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen) und 100µl

10 x RB wurden zusammenpipettiert und bei –20°C lichtgeschützt aufbe-

wahrt. Für den Ladepuffer (Loading Buffer=LB) wurden 5ml 10 x RB, 3ml

RNAse freies Wasser, 1,5g Ficoll 400 (SIGMA-Aldrich Chemie GmbH, Tauf-

kirchen) und 10mg Bromphenolblau (SIGMA-Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-

chen) 1 Stunde zusammen bei 37°C gelöst und anschließend lichtgeschützt

bei –20°C gelagert. Die Gelelektrophoresekammer, das Tray und die Kämme

(Sub-Cell GT, BIO RAD Laboratories GmbH, München) wurden zur RNAsen-

Inaktivierung für 20 Minuten mit 0,1%igem DEPC (amersham pharmacia,

Freiburg) behandelt. Die Herstellung eines 1%igen Agarose-Gels fand fol-

gendermaßen statt: zuerst wurden 2g Agarose (NuSieve 3:1 Agarose, Bio-

zym Diagnostik GmbH, Hess.Oldendorf) in einem sterilen 500ml Erlenmeyer-



28

kolben abgewogen. In 176ml RNAse freiem Wasser gelöst wurde die Flüs-

sigkeit mehrmals in der Mikrowelle aufgekocht, bis sich alles gut gelöst hatte.

Während man die Flüssigkeit auf ca. 70°C abkühlen ließ, wurden 20ml For-

maldehyd, 24ml 10 x RB und 5µl 1%iges Ethidiumbromid (Merck, Eurolab

GmbH, Hamburg) unter dem Abzug zu der abgekühlten Flüssigkeit gegeben.

Die gesamte Flüssigkeit wurde durch mehrmaliges Schwenken durchmischt

und luftblasenfrei in das Tray gegossen, um dann unter dem Abzug für ½ bis

1 Stunde zu polymerisieren. Pro Probe wurde 10µg RNA zusammen mit

7,5µl SB in ein Reaktionsgefäß pipettiert, durchmischt und für 10 Minuten bei

65°C im Thermoblock (Eppendorf Thermomixer comfort, Eppendorf-Netheler-

Hinz GmbH, Köln) erhitzt. Anschließend wurden die Proben für 2-3 Minuten

auf Eis gekühlt und bei 10000 rpm und +4°C zentrifugiert (Eppendorf Centri-

fuge 5417R, Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Köln). Jede Probe wurde dann

mit  3µl LB gemischt, bei gleichen Zentrifugeneinstellungen kurz anzentrifu-

giert und auf Eis gelagert. Nun wurde das erkaltete Gel in der mit 1 x RB ge-

füllten Gelkammer platziert und die Proben in die Geltaschen pipettiert. Die

Kammer wurde an das Power Pack P25 (Biometra, biometrische Analytik

GmbH, Göttingen) angeschlossen und eine Spannung von 80V für 1½ -1¾

Stunden angelegt. Im Anschluß daran wurde das Gel unter UV-Licht im Gel-

Printer (MWG-Biotech GmbH, Ebersberg) betrachtet und zur Dokumentation

abfotografiert. Das Gel wurde auf die entsprechende Größe zurechtgeschnit-

ten, für 15 Minuten in Aqua ad iniectabilia und für 2 mal 15 Minuten in 20 x

SSC-Puffer (GIBCO BRL, Eggenstein) gewaschen.

2.9.3 Northern Blot

Als Vorbereitung für den Northern Blot wurde eine Glasplatte quer über eine

flache Plastikwanne gelegt. 2 Streifen Whatmanpapier (Whatman Chroma-

tography Paper, Merck Eurolab GmbH, Hamburg) wurden so zurechtge-

schnitten, das sie eine doppelte Filterpapierbrücke über der Glasplatte bilde-

ten und an beiden Enden den Wannenboden berührten. Dann wurde die

Plastikwanne mit 20 x SSC Puffer aufgefüllt und sichergestellt, dass das
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Whatmanpapier an beiden Seiten in den Puffer eintauchte. Luftblasen wur-

den beseitigt. Das Gel wurde mit den Taschenöffnungen nach unten mittig

auf die Glasplatte gelegt und mit Parafilm (American National Can TM, Chi-

cago) abgeklebt. Das Filterpapier (Filter Hybond-N+, amersham pharmacia,

Freiburg) wurde auf die Größe des Gels zurechtgeschnitten und luftblasenfrei

auf dem Gel platziert. 2 Whatmanpapiere derselben Größe wurden in 2fach

SSC Puffer getränkt, auf den Filter gelegt und mit einem Stapel Zellstoff und

einer weiteren Glasplatte bedeckt. Zum Schluß wurde ein 750 g schweres

Gewicht auf die obere Glasplatte gestellt (Abb.5).

Abbildung 5: Versuchsaufbau des Northern Blots
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Nach 24 Stunden wurde der Filter entnommen und die RNA im UV-

Crosslinker (Hoefer) fixiert. Im Anschluß wurden die 18S und 28S Unterein-

heiten der RNA unter UV-Licht im Gelprinter auf dem Filter markiert und ab-

fotografiert. Bis zum weiteren Gebrauch wurde der Filter in 20 x SSC Puffer

getränkt in Saranfolie (Dow) eingewickelt und im Kühlschrank aufbewahrt.

2.9.4 Primer

Die Sequenz der für die Hybridisierung benötigten Primer (MWG-Biotech AG,

Ebersberg) für Early Growth Response Gene-1 (EGR-1) lautete 5`-AAC ACT

TTG TGG CCT GAA CC- 3` für den Vorwärts-Primer und 5`-AGG TCT CCC

TGT TGT TGT GG- 3` für den Rückwärts-Primer. Für Heat Shock Protein-70

(HSP70) verwendeten wir Primer (MWG-Biotech AG, Ebersberg) mit der Se-

quenz 5`-CAC AAG AAG GAC ATC AGC CA- 3` (Vorwärts) und einen

Rückwärts-Primer mit der Sequenz 5`-TGA TGC TCT TGT TCA GGT CG- 3`.

2.9.5 Herstellung der Hybridisierungssonden

Die Herstellung der Sonden erfolgte in 4 Schritten. Als Erstes wurde eine RT-

PCR zur Synthese von cDNA durchgeführt. Verwendet wurde der 1st Strand

cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV, Roche Diagnostics GmbH, Mann-

heim). Folgende Komponenten wurden in einem sterilem 0,5ml Safe-Lock

Reaktionsgefäß (Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Köln) gemischt: 2,0µl 10 x

Reaction Buffer, 4,0µl 25mM MgCl2 , 2,0µl Deoxynucleotide Mix, 2,0µl Oligo-

p(dT)15 Primer, 1,0µl RNase Inhibitor, 0,8µl AMV Reverse Transcriptase und

8,2µl RNA. Nach kurzer Durchmischung mit dem Minishaker wurde das Re-

aktionsgefäß im T3 Thermocycler (Biometra, biomedizinische Analytik

GmbH, Göttingen) platziert. Das Programm sah folgendermaßen aus: 10 Mi-

nuten bei 25°C, 1 Stunde bei 42°C und 5 Minuten bei 99°C. Dem folgte eine

PCR mit dem entsprechenden Primer (s.o.) zu Herstellung einer Hybridisie-

rungssonde. Hierzu wurde 40,75µl Aqua dest., 5µl 10 x Puffer, 1µl NTP (PCR

Nucleotide Mix, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim), 1µl cDNA, 1µl Rück-
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wärts-Primer, 1µl Vorwärts-Primer und 0,25µl Taq DNA Polymerase zusam-

men in ein steriles 0,5ml Reaktionsgefäß pipettiert und kurz gevortext. An-

schließend  erfolgte im Thermocycler ein initialer Schritt von 3 Minuten bei

95°C, dann vierzig Zyklen bestehend aus jeweils 1 Minute bei 95°C, 1 Minute

20 Sekunden bei 60°C und 2 Minuten bei 72°C, und abschließend 10 Minu-

ten bei 72°C. Zur Kontrolle wurde zuerst ein DNA-Gel hergestellt: 2,97g Aga-

rose (NuSieve 3:1 Agarose, Biozym Diagnostik GmbH, Hess.Oldendorf) und

150ml TBE-Puffer wurden zusammen erhitzt. Nach dem Zusatz von 8µl Ethi-

diumbromid ließ man die Flüssigkeit auf 50-60°C abkühlen, um dann das Gel

zu gießen. Zur Kontrolle wurden 10µl des PCR-Produkts, 10µl der Kontolle

und 3µl DNA Marker (DNA Molecular Weight Marker VIII, 19-1114 bp, Roche

Diagnostics GmbH, Mannheim) in die Geltaschen pipettiert und für 30 Minu-

ten 200V Spannung angelegt. Die dritte PCR fand statt, um die Sonde mit

dem Farbstoff Digoxigenin zu markieren. Verwendet wurde der PCR DIG

Probe Synthesis Kit (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim). 32,25µl Aqua

dest., 5µl PCR Puffer mit MgCl2 10 x konzentriert, 5µl PCR DIG Probe Syn-

thesis Mix 10 x konzentriert, 2µl Primer antisense, 5µl spez. cDNA (Sonde)

und 0,75µl Enzym-Mix, Expand High Fidelity wurden zusammenpipettiert und

kurz durchmischt, um dann folgendes PCR-Programm zu durchlaufen: 3 Mi-

nuten bei 95°C, 40 Zyklen mit je 1 Minute bei 95°C, 1 Minute 20 Sekunden

bei 59°C und 2 Minuten bei 72°C, und schließlich 10 Minuten bei 72°C. Zur

Kontrolle wurde ein Gel mit 5µl des DIG-PCR-Produkts, 5µl der Kontrolle und

2µl des DNA-Markers hergestellt. Als letzter Schritt erfolgte die Aufreinigung

des DIG-PCR-Produkts unter Anwendung des QIAquick PCR Purification

Kits (Qiagen GmbH, Hilden). 45µl des DIG-PCR-Produkts wurde in einem

Safe-Lock Tube 1,5ml mit 225µl Puffer PB vermischt. Ein „spin column“ (Fil-

terröhrechen) wurde in einem 2ml collection tube platziert und die Probe hin-

zugegeben. Anschließend wurde es 30-60 Sekunden bei 8000 rpm zentrifu-

giert. Das Filtrat wurde verworfen und 0,75ml Puffer PE in das Filterröhrchen

pipettiert. Nach erneuter Zenrifugation unter gleichen Bedingungen, wurde

die filtrierte Flüssigkeit entsorgt und 1 Minute bei 14000 rpm zentrifugiert.

Dann wurde das Filterröhrchen in eine neues 1,5ml „microfuge tube“ plat-

ziert, 50µl Wasser hinzugegeben und 1 Minute bei 14000 r/m zentrifugiert. Im
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Kontollgel wurde aufgereinigte und nicht aufgereinigte DNA miteinander ver-

glichen. Die aufgereinigte Sonde wurde schließlich in 10ml DIG Easy Hyb

verdünnt und bei –20°C eingefroren.

2.9.6 Hybridisierung

Der Filter wurde mit der RNA-Seite nach innen in einem Hybridisierungsröhr-

chen mit 10ml Hybridisierungspuffer (DIG Easy Hyb, Roche Diagnostics

GmbH, Mannheim) für 1 Stunde bei 50°C im Hybridisierungsofen (Hybridiza-

tion Ofen / Shaker, amersham pharmacia, Freiburg) praehybridisiert. In der

Zwischenzeit wurde die bei –20°C gelagerte Hybridisierungssonde bei 68°C

für 10 Minuten im Wasserbad erhitzt. Nach 1 Stunde Praehybridisierung

wurde der Praehybridisierungspuffer verworfen, die aufgetaute Sonde zu

dem Filter gegeben und der Filter bei 50°C über Nacht hybridisiert. Nach der

Hybridisierung wurde die Sonde erneut bei -20°C eingefroren.

2.9.7 Nachweis der markierten RNA

Für die Posthybridisierung wurde das DIG Wash and Block Buffer Set (Ro-

che Diagnostics GmbH, Mannheim) verwendet. Vor Beginn wurden die benö-

tigten Lösungen folgendermaßen angesetzt: Wash Solution 2 x konzentriert

wurde hergestellt, indem 0,25g SDS (Lauryl Sulfate, Sigma-Aldrich Chemie

GmbH, Taufkirchen) und 25ml 20 x SSC Puffer mit Wasser auf 250ml aufge-

füllt wurde. Bei der Wash Solution 0,5 x konzentriert wurden 0,25g SDS und

6,25ml  20 x SSC Puffer mit Wasser auf 400ml aufgefüllt. 40ml Washing Buf-

fer des DIG Wash and Block Buffer Sets und 360ml Wasser ergaben den

benötigten Washing Buffer, während die Blocking Solution sich aus 15ml

Blocking Solution des Sets, 13,5ml Maleic Acid Buffer des Sets und 121,5ml

Wasser zusammensetzte. Zur Herstellung des Detection Buffers wurden 5ml

Detection Buffer des Sets mit 45ml Wasser vermischt. Zur Posthybridisierung

wurde der Filter in ein kleines Plastikschälchen gelegt. Während des gesam-

ten Wasch-und Detektionsvorgangs befand sich das Schälchen auf einem
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Wippschüttler (neoLab Migge Laborbedarfbetriebs GmbH). Zu Beginn wurde

der Filter 2 mal 15 Minuten in Wash Solution 2 x konzentriert gewaschen,

dann 2 mal 15 Minuten in Wash Solution 0,5 x konzentriert, die zuvor auf

68°C erwärmt worden war. Dann folgte 1 Minute Washing Buffer, in dessen

Anschluss das Schälchen gewechselt und der Filter 60 Minuten mit 100ml

der Blocking Solution behandelt wurde. In dieser Zeit wurde 2,5µl des Anti-

körpers (Anti-Digoxigenin-AP Fab Fragments, Roche Diagnostics GmbH,

Mannheim) mit 50ml Blocking Solution vermischt. Anschließend wurde der

Filter 30 Minuten in der Blocking Solution mit Antikörper, dann 2 x 15 Minuten

in Washing Buffer und 2 Minuten in Detection Buffer gewaschen. Der Filter

wurde auf eine Glasplatte gelegt und mit CDP-Star (CDP-Star, ready-to-use,

Roche) beträufelt. Nach 5 Minuten wurde er mit Saranfolie abgedeckt und im

Imager belichtet. Zu Versuchsende konnte der Filter entweder in 20 x SSC

getränkt im Kühlschrank aufbewahrt werden oder er wurde 2 mal 15 Minuten

mit TE-Puffer 1 x konzentriert (10ml Tris-EDTA-Puffer,Sigma + 990ml Was-

ser) ausgekocht und für eine neue Hybridisierung verwendet.
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2.10 Statistische Auswertung

Die Darstellung der erhobenen Werte erfolgte als Mittelwert +/- Standardab-

weichung (SD).

Die statistische Analyse erfolgte mit Hilfe des Student’s t-Test für unabhängi-

ge Stichproben. Bei p<0,05 wurden die Unterschiede als statistisch signifi-

kant erachtet.

Die graphische Darstellung der quantitativen Northern Blot Analyse für HSP-

70 und EGR-1 erfolgte als relativer Anstieg (fold increase) gegenüber der

Kontrollgruppe die als 1 definiert wurde.



35

3. Ergebnisse

3.1 Histomorphologie verfetteter Rattenlebern

Zur histologischen Verifizierung des Fettlebermodells wurden HE- und  Su-

dan III-gefärbte Gewebsschnitte angefertigt.

Abb. 6 und 7 zeigen exemplarisch die makrovesikuläre Verfettung der Leber

nach Verfütterung der Methionin- und Cholinfreien Spezialdiät (C1063). Der

Verfettungsgrad der untersuchten Rattenlebern betrug mindestens 30%.

Abb.6: HE-Färbung einer makrovesikulär vefetteten Leber. 10 fache Vergrö-

ßerung
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Abb.7: Sudan-III Färbung einer Fettleber. Die bräunlich gefärbten Areale ent-

sprechen den Fettdepots. 10fache Vergrößerung
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3.2 Intravitalmikroskopische Untersuchungen nach I/R bei Versuchstie-

ren mit gesunder Leber

Die qualitative und quantitative Beurteilung der postischämischen Mikrozirku-

lation erfolgte durch Auswertung des mit FITC-Dextran- und Bisbenzamide-

Kontrastverstärkten Bildmaterials.

Abb. 8 zeigt exemplarisch die qualitative Darstellung eines azinären Perfusi-

onsdefektes, im Sinne eines „no-reflow“-Phänomens in der frühen Reperfusi-

onsphase (15-45 Min.).

In Abb. 8a erkennt  man den Perfusionsdefekt anhand der verminderten bzw.

Nichtkontrastierung der hepatischen Sinusoide durch FITC-Dextran. Weiter-

hin lässt sich an anderer Stelle durch den Austritt von FITC-Dextran in das

Interstitium eine I/R-bedingte Schädigung des sinusoidalen Endothels vermu-

ten.

In der Bisbenzamide-gefärbten Darstellung des korrespondierenden Azinus

zeigt sich der Perfusionsausfall durch eine Nichtanfärbung der Hepatozyten-

Nuclei (Abb 8b).

Die Quantifizierung der Mikrozirkulation sowie der Leukozytenadhärenz er-

folgte durch „Offline“-Analyse der Videoaufzeichnungen. Beurteilt wurden je

10 Gesichtsfelder mit 1-3 Leberazini pro Beobachtungszeitpunkt.

In der frühen Reperfusionphase nach 60 Minuten Ischämie zeigte sich bei

allen Versuchsgruppen (Ischämie und Reperfusion mit und ohne EGB761-

Applikation) zunächst eine deutliche Verminderung der sinusoidalen Perfusi-

onsrate gegenüber den Versuchtieren der Kontrollgruppen A1 (Tiere ohne

Fettleber), die ohne Ischämie und Reperfusion und ohne die Applikation von

EGB761 eine nahezu 100%ige Perfusionsrate der betrachteten Azini aufwie-

sen. Hinsichtlich der azinären Zonen zeigten sich in den Kontrollgruppen kei-

ne Perfusionsunterschiede.



Abb. 8: Perfusionsdefekt in der frühen Reperfusionsphase nach 60 Min. warmer Ischämie. (A) Hepatischer Azinus nach Kontrast-

verstärkung durch FITC-Dextran. (B) Korrespondierender Azinus mit durch Bisbenzamide-angefärbten Hepatozyten. Sinu-

soidales Perfusionsversagen wird charakterisiert durch Austritt des fluoreszierenden Farbstoffes (£) oder durch weniger

kontrastierte Sinusoide (Û) und Nichtanfärben der Hepatozyten mit Bisbenzamide (Û) entlang der nicht perfundierten Si-

nusoide. (a) terminaler Pfortaderast, (b) postsinusoidale Vene.

a

b

a

b

A) FITC B) Bisbenzamide



3.2.1 EGB 761 verbessert die postischämische sinusoidale Perfusion

gesunder Lebern

Die quantitative Analyse der postischämischen sinusoidalen Perfusion nach

60 Minuten Ischämie des linken Leberlappens ergab eine signifikante Ver-

besserung der sinusoidalen Perfusionsrate nach EGB761-Applikation vor

Reperfusion.

In der frühen Reperfusionsphase (15 min nach Reperfusion) zeigt sich eine

signifikant bessere sinusoidale Perfusionsrate (periportal/ midzonal/ peri-

zentral) von 84%/ 89,8%/ 91,9% in Gruppe C1 (Ischämie und Reperfusion

mit EGB 761-Applikation bei gesundem Leberstatus) gegenüber Gruppe B1

(Ischämie und Reperfusion ohne EGB 761-Applikation bei gesundem Leber-

status) mit 70,9%/ 74,9%/ 77,3%  (Abb. 9a).

Im weiteren Verlauf nach 90 min Reperfusion findet sich in beiden Gruppen

eine gleichmäßige Perfusionssteigerung in allen drei azinären Zonen, mit

einer sinusoidalen Perfusionsrate (periportal/ midzonal/ perizentral) von 88%/

92,2%/ 94,6% in Gruppe C1 gegenüber Gruppe B1 mit 82,1%/ 87,6%/ 89,3%

(Abb. 9b). Auch nach 90 Minuten Reperfusion zeigt sich gegenüber Gruppe

B1 eine signifikant bessere sinusoidale Perfusionsrate in der perizentralen

Zone nach EGB761-Gabe.
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Abb.9: mittlere sinusoidale Perfusionsrate nach 60 min. Ischämie und 15 Mi-

nuten (Abb. 9a) bzw. 90 Minuten (Abb. 9b) Reperfusion. Durch intravenöse

EGB761-Applikation vor Reperfusion lässt sich die sinusoidale Perfusionsra-

te nach Ischämie und Reperfusion signifikant verbessern. #p<0.05, *p<0.01,

Gruppe B1 vs C1;  t-Test
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3.2.2 EGB 761 vermindert die postischämische Leukozytenadhäsion in

gesunden Lebern

Die Quantifizierung Rhodaminmarkierter, adhärenter Leukozyten erfolgte

über einen Zeitraum von 20 Sekunden pro Gesichtsfeld.

Abb. 10 zeigt exemplarisch die intravitalmikroskopische Darstellung der

postischämischen Leukozytenadhäsion nach 90 Minuten Reperfusion. Deut-

lich sichtbar ist die verminderte Anzahl adhärenter Leukozyten nach

EGB761-Applikation (Abb 10).



Abb.10: Sinusoidale Leukozytenadhäsion nach 60 Min. Ischämie und 90 Min. Reperfusion. A) ohne EGB761-Applikation, B) mit

EGB761-Applikation vor Reperfusion, bei 20facher Vergrößerung. EGB761 führt zu einer signifikanten Reduktion adhärenter Leu-

kozyten nach Ischämie und Reperfusion.

A B



Die Quantifizierung permanent adhärenter Leukozyten nach I/R ergab eine

signifikante Reduktion (p<0,01) der postischämischen Leukozytenadhärenz

nach EGB761-Applikation (Abb. 11).

So fanden sich in Gruppe B1 (Ischämie und Reperfusion ohne EGB761-

Applikation bei gesundem Leberstatus) nach 15 min Reperfusion durch-

schnittlich 13,79 +/- 4,84 adhärente Leukozyten pro Gesichtfeld, gegenüber

6,48 +/-4,13 Leukozyten in Gruppe C1 (Ischämie und Reperfusion mit

EGB761-Applikation bei gesundem Leberstatus).

Innerhalb des Beobachtungszeitraumes zeigte sich in beiden Versuchsgrup-

pen eine Zunahme adhärenter Leukozyten, wobei die Zunahme der Leukozy-

tenadhäsion in Gruppe C1 (9,5 +/-5,25) gegenüber der Versuchsgruppe B1

(20,68 +/-3,56) nach 90 Minuten deutlich geringer ist

Abb.11: mittlere Anzahl permanent adhärenter Leukozyten/Gesichtsfeld nach

15 und 90 Minuten Reperfusion bei Versuchstieren ohne Fettleber. Zu beiden

Beobachtungszeitpunkten zeigt sich nach EGB761-Gabe eine signifikant

niederigere Leukozytenadhäsion. *p<0,01, Gruppe B1 vs C1; t-Test
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3.3 Intravitalmikroskopische Untersuchungen nach I/R bei Versuchstie-
ren mit Fettleber

Die quantitative Beurteilung der sinusoidalen Perfusion bei Fettlebern ohne

Ischämie und Reperfusion (Gruppe A2) zeigte gegenüber den Versuchstie-

ren ohne Fettleber (Gruppe A1) per se schlechtere Perfusionsverhältnisse,

mit einer sinusoidalen Perfusionsrate (periportal/ midzonal/ perizentral) von

91,4%/ 90,7%/ 92,4%. In Bezug auf die azinären Zonen zeigten sich keine

Perfusionsunterschiede.

3.3.1 EGB 761 verbessert die postischämische sinusoidale Perfusion

bei Versuchtieren mit Fettleber

Postischämisch zeigte sich bei den Versuchtieren mit einer Fettleber in der

frühen Reperfusionsphase (15 min nach Reperfusion) zunächst eine deutlich

eingeschränkte sinusoidale Perfusion.

Der Vergleich der beiden Versuchsgruppen mit (C2) und ohne (B2) EGB761-

Applikation ergab eine verbesserte sinusoidale Perfusionsrate (periportal/

midzonal/ perizentral) von 86,2%/ 86,8%/ 84,51% in Gruppe C2 gegenüber

Gruppe B2 mit 79,5%/ 84,6%/ 85,3%  (Abb. 12a). Ein signifikanter Unter-

schied ließ sich allerdings nur für die periportale Zone darstellen.

Anders als bei gesunden Lebern zeigte sich nach 90 min Reperfusion eine

Steigerung der sinusoidalen Perfusionsrate nur in Gruppe C2 nach EGB761-

Gabe, während in Versuchsgruppe B2 nach 90 min Reperfusion die Perfusi-

onsrate im Verlauf sich tendenziell weiter verschlechterte.

So fand sich zu diesem Zeitpunkt in Gruppe B2 eine sinusoidale Perfusions-

rate (periportal/ midzonal/ perizentral) von 75,8%/ 80,6%/ 82,5% und in Grup-

pe C2 91,3%/ 80,6%/ 82,5%  (Abb. 12b) mit signifikantem Unterschied so-

wohl periportal als auch midzonal.
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Frühe Reperfusionsphase

Späte Reperfusionsphase

Abb.12: mittlere sinusoidale Perfusionsrate nach 60 min. Ischämie und 15

Minuten (Abb. 12a) bzw. 90 Minuten (Abb. 12b) Reperfusion. Durch intrave-

nöse EGB761-Applikation vor Reperfusion lässt sich die sinusoidale Perfusi-

onsrate nach Ischämie und Reperfusion in einzelnen Zonen signifikant

verbessern. #p<0.05, *p<0.01, Gruppe B2 vs C2;  t-Test
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3.3.2 EGB761 vermindert die postischämische Leukozytenadhäsion bei
Versuchstieren mit einer Fettleber

Die Quantifizierung permanent adhärenter Leukozyten nach I/R bei Fettle-

bern zeigte ebenfalls eine Reduktion der postischämischen Leukozytenadhä-

sion nach EGB761-Applikation (Abb. 13). Allerdings ließ sich ein signifikanter

Unterschied erst nach 90 Minuten Reperfusion darstellen (p<0,01).

So fanden sich in Gruppe B2 (Ischämie und Reperfusion ohne EGB761-

Applikation bei verfettetem Leberstatus) nach 15 min Reperfusion durch-

schnittlich 10,9 +/-5,63 adhärente Leukozyten pro Gesichtfeld, gegenüber 7,5

+/-4,6 Leukozyten in Gruppe C2 (Ischämie und Reperfusion mit EGB761-

Applikation bei verfettetem Leberstatus).

Innerhalb des Beobachtungszeitraumes zeigte sich in beiden Versuchsgrup-

pen eine Zunahme adhärenter Leukozyten, wobei die Zunahme der Leukozy-

tenadhäsion in Gruppe C2 (12,5 +/-5,12) gegenüber der Versuchsgruppe B2

(22,2 +/-5,62) nach 90 Minuten ebenfalls wie bei gesunden Lebern deutlich

geringer war.

Abb.13: mittlere Anzahl permanent adhärenter Leukozyten/Gesichtsfeld (ROI

= region of interest) nach 15 und 90 Minuten Reperfusion bei Versuchstieren

mit Fettleber. Nach EGB761-Gabe zeigt sich 90 Minuten nach Reperfusion

eine signifikant niederigere Leukozytenadhäsion. +p<0,01, Gruppe B2 vs C2;

t-Test
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3.4 Leberenzyme (GOT, GPT, GLDH)

3.4.1 EGB761 bewirkt keine Reduktion der Leberenzyme nach Ischämie

und Reperfusion der gesunden oder verfetteten Rattenleber

Wie in Abb. 14 zu erkennen führen Ischämie und Reperfusion der Leber er-

wartungsgemäß zu einer Erhöhung der Leberenzyme im Serum. Bei gesun-

den Tieren ohne Fettleber zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen

den Versuchsgruppen mit (C1) und ohne (B1) EGB761-Applikation vor Re-

perfusion (Abb. 14a). Allerdings lässt sich eine deutliche Tendenz zu höhe-

ren Leberenzymwerten nach EGB 761-Gabe erkennen.

Bei Versuchstieren mit Fettleber hingegen zeigten sich in der Versuchsgrup-

pe C2 mit EGB761-Gabe signifikant höhere GOT- und GPT-Werte (Abb 14b).

Die erhöhten GLDH-Werte ergaben keinen statistisch signifikanten Unter-

schied zwischen den beiden Versuchsgruppen bei gesunden und verfetteten

Lebern.

In diesem Zusammenhang muss erwähnt werden, dass die intravenöse Ga-

be von EGB761, innerhalb von 2Std. nach Applikation, per se nicht zu einem

Anstieg der Leberenzyme führt (nicht dargestellt).
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Gesunde Lebern

Fettlebern

Abb.14: Leberenzyme (GOT, GPT, GLDH) nach Ischämie und Reperfusion

bei gesunden (Abb.14a) und verfetteten Lebern (Abb14b). #p<0,05, Gruppe

E2 vs F2; t-Test
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3.4.2 Galleproduktion

Die Galleproduktion wurde nur bei intravitalmikroskopischen Versuchen ge-

messen.
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Abb.15: Galleproduktion bei gesunden (a) und verfetteten (b) Lebern inner-

halb von 2 Std;
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Nach Ischämie und Reperfusion zeigte sich in den Versuchsgruppen B1, C1,

B2 und C2 gegenüber den Kontrollgruppen A1 und A2 eine signifikante Re-

duktion der Galleproduktion nach 2 Std. Reperfusion (Abb. 15).

Bei gesunden Lebern fand sich zudem nach EGB761-Gabe (Gruppe C1) ei-

ne signifikant niedrigere Galleproduktion von 0,3 +/-0,18ml gegenüber 0,68

+/-0,27ml ohne EGB761 (Gruppe B1).

Im Vergleich zu Versuchstieren mit gesunder Leber (Gruppe A1) zeigte sich

nach 2 Std., ohne Ischämie und Reperfusion  eine signifikant (p<0,01) niedri-

gere Galleproduktion bei Versuchtieren mit verfetteter Leber ( Gruppe A2).

Der Vergleich der beiden Versuchsgruppen B2 (Ischämie und Reperfusion

ohne EGB761-Applikation bei verfettetem Leberstatus)und C2 (Ischämie und

Reperfusion mit EGB761-Applikation bei verfettetem Leberstatus) ergab

nach EGB761-Gabe mit 0,81 +/-0,3ml hingegen eine signifikant höhere Gal-

leproduktion gegenüber 0,39 +/-0,16ml ohne EGB761-Gabe (Gruppe B2).
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3.5 HSP-70 und EGR-1 mRNA-Expression

Leberstatus LLL RLL LLL RLL LLL RLL
gesund 1,92 2,76 8,09 6,82 17,16 18,26

+/- 0,61 +/- 1,79 +/- 2,89 +/- 3,79 +/- 4,27 +/- 4,63

verfettet 2,99 2,58 10,18 4,53 20,88 10,52
+/- 1,03 +/- 1,22 +/- 5,62 +/- 2,09 +/- 2,54 +/- 5,39

Gruppe D Gruppe E Gruppe F

HSP70 mRNA Expression (fold increase)

Abb.16: Qualitative und quantitative Ergebnisse der HSP 70 mRNA Expres-

sion der Tiere mit gesunden Lebern (A) und mit Fettlebern (B). Gruppe D:

Kontrolle, Gruppe E: Ischämie des LLL= linker Leberlappen, Gruppe F: I-

schämie des LLL + EGB761; RLL= rechter Leberlappen. Auch die quantitati-

ven Messungen zeigen die vermehrte Expression von HSP 70 mRNA nach

I/R in der Leber und die durch EGB 761-Gabe noch verstärkte HSP 70

mRNA Expression sowohl des linken als auch des rechten Leberlappens.

 Qualitative HSP70 mRNA Expression

 LLL RLL LLL RLL LLL RLL

 Gruppe D1  Gruppe E1 Gruppe F1

Gruppe D2  Gruppe E2  Gruppe F2

A

B
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Bei der qualitativen und quantitativen Analyse der HSP70 mRNA-Expression

wurde eine vermehrte HSP70 Expression in der Ischämie-Gruppe (Gruppe

E) deutlich. Die Expression bei den Tieren, die EGB761 erhielten (Gruppe F)

ist gegenüber den Tieren ohne Therapie ebenfalls deutlich erhöht (Abb.16).

Zusätzlich zeigt sich bei allen Tieren nach Ischämie und Reperfusion mit und

ohne EGB761 eine stark erhöhte HSP 70 mRNA Expression im nichtischä-

mischen, rechten Leberlappen (Abb.16).
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Leberstatus LLL RLL LLL RLL LLL RLL
gesund 3,49 3,05 9,26 7,07 18,74 15,88

+/-2,21 +/-0,84 +/-3,13 +/-2,38 +/-3,36 +/-2,44

verfettet 2,71 1,79 9,24 5,91 19,60 14,84
+/-0,74 +/-0,56 +/-5,35 +/-3,47 +/-3,45 +/-6,43

Gruppe D Gruppe E Gruppe F

EGR-1 mRNA Expression (fold increase)

Abb.17: Qualitative und quantitative Ergebnisse der EGR-1 mRNA Expressi-

on der Tiere mit gesunden Lebern (A) und mit Fettlebern (B). Gruppe D: Kon-

trolle, Gruppe E: Ischämie des LLL= linker Leberlappen, Gruppe F: Ischämie

des LLL + EGB761; RLL= rechter Leberlappen. Man erkennt die deutlich ge-

steigerte Expression der EGR-1 mRNA nach I/R der Leber sowohl im rechten

als auch im linken Leberlappen. Besonders hervorzuheben ist die starke

EGR-1 mRNA Expression der Tiere, die EGB761 erhielten.

Qualitative EGR-1 mRNA Expression

 LLL RLL LLL RLL LLL RLL

A

 Gruppe D1  Gruppe E1 Gruppe F1

Gruppe D2  Gruppe E2  Gruppe F2

B
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Auch bei den Hybridisierungen mit der EGR-1 Sonde, wurde eine vermehrte

EGR-1 Expression in der Ischämie-Gruppe (Gruppe E) deutlich. Die Expres-

sion bei den Tieren, die EGB 761 erhielten (Gruppe F) ist gegenüber den

Tieren ohne Therapie deutlich erhöht (Abb.17). Auch bei dieser Analyse fällt

eine ebenfalls stark erhöhte EGR-1 mRNA Expression im nichtischämischen,

rechten Leberlappen auf (Abb.17).

.
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4. Diskussion

Ischämie und Reperfusion (I/R) der Leber ist von zentraler Bedeutung in vie-

len klinischen Situationen, in denen temporär der hepatische Blutfluß redu-

ziert oder der Sauerstofftransport unzureichend ist. Regelmäßig betroffen

sind Patienten im Rahmen von Lebertransplantationen und ausgedehnten

Leberresektionen mit zeitlich begrenzter Unterbrechung der hepatischen

Blutzirkulation, sowie in verschiedenen Situationen des Kreislaufschockes
(76,77,78). Das Risiko einer postoperativen oder posttraumatischen Leberdys-

funktion oder eines Ausfalles der Leberfunktion wird häufig potenziert durch

präexistente Organschädigungen im Sinne einer Steatosis hepatis (31,79,80).

Die Pathophysiologie von Ischämie und Reperfusion der Leber und daraus

resultierender Organschäden besitzt daher große klinische Bedeutung.

Das Ausmaß des hepatischen Reperfusionsschadens nach warmer Ischämie

korreliert in vielen experimentellen Studien mit einer gesteigerten Produktion

reaktiver Sauerstoffradikale, einer vermehrten Leukozyten- und Thrombozy-

tenadhäsion, der Aktivierung von Kupfferzellen sowie einer verstärkten Lipid-

peroxidation (LPO) (81,82,83,84,85).

Daraus ergaben sich pharmakologische Therapieansätze, die durch Beein-

flussung spezifischer pathophysiologischer Ereignisse während der Reperfu-

sionsphase die postischämische Leberschädigung vermindern. Zahlreiche

Studien konnten bereits zeigen, dass z.B. durch Anwendung so genannter

Radikalfänger oder durch pharmakologische Beeinflussung der postischämi-

schen Leukozytenadhäsion sich der hepatische Ischä-

mie/Reperfusionsschaden vermindern lässt (86,87,88). Viele der experimentell

angewendeten Substanzen lassen sich jedoch aufgrund fehlender klinischer

Erfahrung, hoher Kosten oder ausgeprägter Nebenwirkungen im klinischen

Alltag nicht einsetzten.

Ginkgo Biloba Extrakt (EGB761) ist ein standardisiertes pflanzliches Präparat

dessen Wirkungsweise auf der Kombination seiner wesentlichen Bestandtei-

le von Flavonoiden und Terpenlaktonen (Ginkgolide, Bilobalide) beruht (89).

Dieses Präparat wird erfolgreich und nahezu ohne Nebenwirkungen zur Be-

handlung zerebraler und peripherer Durchblutungsstörungen eingesetzt, bei
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denen pathophysiologisch freie Sauerstoffradikale sowie eine vermehrte

Thrombozytenaggregation eine Rolle spielen (90,91).

Diese experimentelle Studie untersuchte den Einfluss von Ginkgo Biloba Ex-

trakt (EGB761) auf den hepatischen Reperfusionsschaden nach warmer

Ischämie bei der gesunden und verfetteten Rattenleber.

Intravitalmikroskopisch konnte gezeigt werden, dass die intravenöse Gabe

von EGB761 vor Reperfusion, signifikant sowohl die postischämische Mikro-

zirkulation verbessert, als auch die sinusoidale Leukozytenadhäsion während

der zweistündigen Reperfusionsphase vermindert.

Das Versagen der sinusoidalen Mikrozirkulation während der Organreperfu-

sion ist wesentlicher Bestandteil des hepatischen Reperfusionsschadens. Die

Verschlechterung der intrahepatischen Mikrozirkulation ist verbunden mit

einer verminderten Organoxygenierung, dem Absterben von Hepatozyten

und der Freisetzung leberspezifischer Enzyme (92,93,94). Das Ausmaß der

postischämischen Mikrozirkulationsstörung bestimmt letztlich den Grad des

parenchymatösen Reperfusionsschadens und der daraus resultierenden Or-

gandysfunktion (94).

Die sinusoidale Perfusion der Leber wird geregelt durch Freisetzung vaso-

konstriktiver und vasodilatativer Substanzen sinusoidaler Endothelzellen (95).

Die postischämische Reperfusion der Leber führt zu einem intrahepatischen

Konzentrationsanstieg von Endothelin-1 (ET-1), einem langzeit-aktiven, sehr

potenten Vasokonstriktor (96). In der Leber agiert ET-1 als vasokonstriktiver

Mediator,  der unter pathologischen Bedingungen wie Ischämie und Reperfu-

sion signifikant zur Verschlechterung der hepatischen Mikrozirkulation bei-

trägt und für das Auftreten des so genannten „No Reflow“-Phänomens ver-

antwortlich  gemacht wird (97).

Die ET-1 induzierte Vasokonstriktion wird inhibiert durch die vasodilatativen

Eigenschaften von Stickstoffmonoxid (NO) (98). Nach neuesten Erkenntnissen

erscheint die Regulation der hepatischen Mikrozirkulation durch eine dyna-

mische Balance dieser beiden Mediatoren wahrscheinlich (95). Der Über-

schuss an vasokonstriktorischen Mediatoren wie ET-1 während der sauer-

stoffreichen hepatischen Reperfusionsphase wird neben einer gesteigerten

Sekretion zusätzlich durch die Neutralisierung von NO, durch Produktion und
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Freisetzung reaktiver Sauerstoffradikale wie z.B. Superperoxid-Anionen (O2
-)

gesteigert (99,100). Zudem konnte bereits gezeigt werden, dass die Induktion

einer gesteigerten endogenen NO-Produktion durch cNOS, die postischämi-

sche Mikrozirkulation während der Reperfusionsphase verbessert und den

hepatischen Reperfusionsschaden reduziert (101).

Die antioxidativen Eigenschaften von EGB761 führen bei Ischämie und Re-

perfusion zu einer Reduktion reaktiver Sauerstoffradikale wie Superperoxide-

Anionen (O2
-), freien Hydroxyl (HO-)- und Peroxid (HOO-)-Radikalen

(102,103,104).  O2
- ist einer der aktivsten Inhibitoren von NO (105). Es wird ange-

nommen, dass durch die antioxidativen Eigenschaften von EGB761 die Halb-

wertszeit von NO verlängert wird. Zudem ist eine gesteigerte NO-Produktion

durch eine EGB761-induzierte cNOS-Aktivierung in kultivierten Endothelzel-

len demonstriert worden (106). Die vielfach beschriebene Verbesserung des

Blutflusses durch lokale Vasodilatation nach EGB761-Gabe erklärt sich somit

durch eine Konzentrationserhöhung von NO (107,108).

Die ebenfalls beschriebene Bindung von NO durch EGB761 steht dazu nicht

im Widerspruch, da davon ausgegangen wird, dass durch die Neutralisierung

von O2
- durch EGB761 weniger Peroxynitrit (ONOO-) aus NO gebildet wird

und somit genügend NO zur Vasodilation zur Verfügung steht . Zudem sind

nur nanomolare Konzentrationen an NO zur Signalwirkung notwendig.

Dieser Wirkungsmechanismus steht im Einklang mit den Ergebnissen dieser

Studie. Über den Einfluss von EGB761 auf die hepatische Mikrozirkulation

nach warmer Ischämie und Reperfusion lagen bislang keine Untersuchungen

vor. So führte in dieser Studie die intravenöse Administration von EGB761

vor Reperfusion bei gesunden Versuchstieren zu einer signifikanten Verbes-

serung der hepatischen Mikrozirkulation nach Ischämie und Reperfusion.

Die Verbesserung der postischämischen Mikrozirkulation durch EGB761

zeigte sich noch deutlicher bei Versuchstieren mit einer Steatosis hepatis.

Während sich die intrahepatischen Perfusionsverhältnisse während 120 Mi-

nuten Reperfusion nach EGB761-Gabe stetig verbesserten, zeigte sich bei

Versuchtieren ohne EGB761-Gabe während der Reperfusionsphase eine

Zunahme nicht-perfundierter Areale und somit eine Verschlechterung der

hepatischen Mikrozirkulation im postischämischem Verlauf.
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Die Verfettung der Leber führt im Rattenmodell unter pathologischen Bedin-

gungen wie Ischämie und Reperfusion gegenüber gesunden Versuchstieren

zu einer deutlich gesteigerten Produktion an reaktiven Sauerstoffradikalen

und einer konsekutiv gesteigerten Lipidperoxidation in der postischämischem

Reperfusionsphase (109,37). Des weiteren wurde bereits gezeigt, dass die in

dieser Studie verwendete Cholin und Methionin defiziente Diät zur Induktion

einer Fettleber die Reduktion intrahepatischer Antioxidantien bewirkt (71). Zu-

dem konnte in anderen Studien eine gestörte Mikrozirkulation in verfetteten

Lebern nachgewiesen werden (110). Letztlich führen jedoch die Auswirkungen

einer gesteigerten Produktion reaktiver Sauerstoffradikale unter pathologi-

schen Bedingungen zu einer verringerten Toleranz der verfetteten Leber ge-

genüber schädigenden Einflüssen. In dieser Studie zeigt sich dieser Um-

stand durch eine Verschlechterung der postischämischen Mikrozirkulation bei

verfetteten Lebern. Der Erhalt bzw. die Verbesserung der postischämischen

Mikrozirkulation in der Versuchsgruppe (+EGB761) verfetteter Lebern unter-

streicht die Effektivität von EGB761 in Bezug auf den oben beschriebenen

Wirkungsmechanismus.

Die postischämische Leukozytenadhäsion zeigte sich nach EGB761-

Administration in beiden Versuchsgruppen mit und ohne Fettleber nach 90

Minuten Reperfusion gleichermaßen gegenüber den Kontrollgruppen signifi-

kant reduziert.

Ischämie und Reperfusion der Leber führen zu einer Aktivierung von Kupffer-

Zellen, ortständige Makrophagen, die während der initialen Reperfusi-

onsphase hauptverantwortlich für die Produktion und Freisetzung reaktiver

Sauerstoffradikale sind (111). Die daraus resultierende, intravaskuläre oxidati-

ve Belastung führt zu einer membranschädigenden Lipidperoxidation (LPO)
(112). Durch die membranschädigende LPO entstehen chemotaktische Fakto-

ren, die zusammen mit freien Radikalen während der frühen Reperfusi-

onsphase (1-2h) zu einer Aktivierung und Akkumulation neutrophiler Leuko-

zyten führt (113).

Neben großen Mengen an freien Radikalen sezernieren aktivierte Kupfferzel-

len auch verschiedene Cytokine, Tumor-Nekrose-Faktor alpha (TNF- ) und

Plättchen aktivierenden Faktor (PAF) (114,115,116). In vitro fördert PAF die Ag

gregation, Chemotaxis, Degranulation und Bildung reaktiver Sauerstoffradi-
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kale neutrophiler Leukozyten (117,118,119). Des weiteren dient PAF als Signal

für die Endothel-Leukozytenadhäsion (120,121). Neben Kupffer-Zellen wird PAF

auch von neutrophilen Leukozyten selbst, sowie von Thrombozyten und En-

dothelzellen gebildet (23,22). Die sinusoidale Akkumulation und endotheliale

Transmigration adhäreneter Leukozyten führt letztlich nach 6-24 Std. Reper-

fusion zur Initiierung einer sekundären Entzündungsreaktion die wesentlich

für den Parenchymschaden nach Ischämie und Reperfusion verantwortlich

gemacht wird (122).

Diesbezüglich konnten experimentelle Studien bereits zeigen, dass die Ad-

ministration von Antioxidantien die Formation chemotaktischer Produkte der

Lipidperoxidation, hervorgerufen durch reaktive Sauerstoffradikale verhindern

und die Akkumulation von Leukozyten in der postischämischen Leber ver-

mindern (123,124).

Die Reduktion der Leukozytenadhäsion durch EGB761 nach Ischämie und

Reperfusion korreliert in dieser Studie mit den oben dargestellten pathophy-

siologischen Mechanismen. EGB761 enthält neben den antioxidativen Fla-

vonoiden als wesentlichen Bestandteil Ginkgolide, die eine Antagonisierung

von PAF-Rezeptoren bewirken (125). Der EGB761 vermittelte PAF-

Antagonismus sowie die Reduktion der LPO durch Verminderung der oxida-

tiven Belastung nach Ischämie und Reperfusion führen in Kombination zu

einer Reduktion der postischämischen Leukozytenadhäsion. In diesem Zu-

sammenhang zeigten Gozin et al. bereits, dass bei HUVEC-Zellen in vitro

nach oxidativer Belastung die Leukozytenaktivierung, -adhäsion und konse-

kutive Infiltration durch EGB761 reduziert werden kann.

Anders als erwartet korrelierten in dieser Studie die Verbesserung der Mikro-

zirkulation sowie die verminderte Leukozytenadhäsion durch EGB761 nicht

mit einer Reduktion der Leberenzyme AST, ALT und GLDH im Serum. So

zeigte sich bei gesunden Tieren nach 120 Minuten Reperfusion eine deutli-

che Erhöhung der Transaminasen nach EGB761-Applikation, die bei Ver-

suchstieren mit Fettlebern gegenüber der Kontrollgruppe sogar statistische

Signifikanz erreichte.

Hepatische Mikrozirkulationsstörungen nach Ischämie und Reperfusion sind

sekundär mit einer verminderten Organoxygenierung verbunden und korrelie-

ren mit einer gesteigerten Parenchymschädigung und Freisetzung leberspe-
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zifischer Enzyme (94). Wie oben bereits erwähnt wird die postischämische

Mikrozirkulation der Leber wesentlich durch eine dynamische Balance von

ET-1 und NO bestimmt, wobei nach Reperfusion zunächst die vasokonstrik-

torische Komponente durch ET-1 überwiegt, da nach Reoxygenierung unter

anderem die Produktion von NO durch eNOS verzögert einsetzt (126). In die-

sem Zusammenhang konnten mehrere Studien bereits zeigen, dass durch

Induktion von eNOS und Steigerung der endogenen NO-Produktion eine

Verbesserung der postischämischen Perfusion und Verringerung des Paren-

chymschadens, verbunden mit einer verringerten Freisetzung von AST und

ALT möglich ist (127,128).

Die Antagonisierung von ET-1 in der initialen Reperfusionphase führt in der

Leber ebenfalls zu einer deutlichen Verbesserung der postischämischen Mik-

rozirkulation und verhindert praktisch das Auftreten des „No Reflow“-

Phänomen durch Reduktion einer relevanten Vasokonstriktion (129). Allerdings

zeigten diese Versuche, dass die Verhinderung der initialen Vasokonstriktion

nach Ischämie und Reperfusion der Leber nicht zu einer Erniedrigung der

Serum-Transaminasen führt (130). Es wurde zunächst spekuliert, dass die

Rekrutierung nicht-perfundierter Areale durch Antagonisierung von ET-1, ei-

ne Art „Auswascheffekt“ bewirkt und somit zu einer Erhöhung der Serum-

Transaminasen führt (130). Weitere Untersuchungen zeigten allerdings, dass

die Erhöhung leberspezifischer Enzyme im Serum nach ET-1-

Antagonisierung mit einer gesteigerten Parenchymschädigung einhergeht
(131). Einige Autoren gehen daher davon aus, dass die gesteigerte Organoxy-

genierung durch den perfusionssteigernden Effekt der ET-1-Antagonisierung

während der initialen Reperfusionsphase, simultan mit einer gesteigerten

Produktion reaktiver Sauerstoffradikale verbunden ist, so dass zumindest

partiell der positive Effekt einer verbesserten Organperfusion und -

oxygenierung nach Ischämie und Reperfusion negativ beeinflusst wird (130).

Des weiteren wurde spekuliert, dass die initiale Vasokonstriktion durch ET-1

nach Ischämie und Reperfusion der Leber physiologisch eine Art Schutzme-

chanismus darstellt, der durch initiale Limitierung der sauerstoffreichen Or-

ganreperfusion einer massiven Bildung reaktiver Sauerstoffradikale vorbeugt.

Dieser kurzfristige Effekt ermöglicht dann sekundär durch Stimulation der

eNOS über den EndothelinB-Rezeptor eine langsame Wiederherstellung der

Mikrozirkulation. Induktion der endogenen NO-Produktion sowie die Limitie-
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rung der O2
--Produktion durch initiale Verminderung der Organperfusion sind

vermutlich wesentliche Schutzmechanismen nach Ischämie und Reperfusion

der Leber um einer Parenchymschädigung vorzubeugen.

Basierend auf den oben genannten Aussagen muss man davon ausgehen,

dass in dieser Studie die initiale Antagonisierung der Wirkung von ET-1

durch Verlängerung der Halbwertszeit und Konzentrationserhöhung von NO

durch EGB761 mit einem erhöhten Parenchymschaden einhergeht und somit

zu einer Erhöhung der Serum-Transaminasen führt. Bei Fettlebern wirkt sich

der perfusionssteigernde Effekt von EGB761 auf den Parenchymschaden

noch gravierender aus und führt zu einer signifikanten Transaminasenerhö-

hung gegenüber der  Kontrollgruppe.

Eine Erhöhung der Transaminasen AST und ALT nach EGB761-Applikation

ohne Ischämie und Reperfusion fand sich nicht, so dass ausgeschlossen

werden kann, dass EGB761 per se hepatotoxisch ist.

Zur Verifizierung unserer intravitalmikroskopischen und laborchemischen

Ergebnisse wurden weiterhin molekularbiologische Untersuchungen zur

HSP70-mRNA und EGR-1-mRNA Bestimmung durchgeführt.

HSP70 gehört zu einer Gruppe intrazellulärer Stressproteine die als Antwort

auf eine Vielzahl zellulärer Noxen (z.B. Ischämie, Hypoxie, Hyperthermie,

Infektion) gebildet werden (45,132,133,134). Die Induktion einer erhöhten intrazel-

lulären HSP70-Expression schützt Zellen bzw. das Organ sowohl zum Zeit-

punkt des zellschädigenden Ereignisses, als auch im Rahmen eines be-

stimmten Zeitintervalls nach Expressionserhöhung durch Toleranzsteigerung

gegenüber zellulärem Stress (135,136).

Die gesteigerte intrazelluläre HSP70-Expression nach hepatischer Ischämie

und Reperfusion ist bereits vielfach beschrieben und reflektiert den posti-

schämischen Reperfusionsschaden (47). Die intrahepatische Expressionsstei-

gerung von HSP70 erfolgt auf Transkriptionsebene und erfordert eine mole-

kulare Zellschädigung die vermutlich bereits während Ischämie/Hypoxie ver-

ursacht, zu einer HSP70-Genaktivierung führt (137).

Während der sauerstoffreichen Reperfusion wird die HSP70-mRNA-

Expression in Abhängigkeit von der oxidativen Belastung durch reaktive

Sauerstoffradikale amplifiziert (138,139).
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In dieser Studie zeigt sich nach EGB761-Applikation gegenüber der Kontroll-

gruppe eine signifikant stärkere HSP70-mRNA-Expression nach 120 Minuten

Reperfusion. Die intravenöse EGB761-Applikation in dieser Versuchreihe

erfolgte vor Organreperfusion während der Ischämiephase. Davon ausge-

hend, dass in beiden Versuchsgruppen mit und ohne EGB761, die ischämi-

sche Leberschädigung gleichermaßen ausgeprägt ist, muss man schlussfol-

gern, dass die HSP70-mRNA-Expressionssteigerung in direktem Zusam-

menhang mit der gesteigerten Organreperfusion  durch EGB761 steht. Es ist

davon auszugehen, dass sowohl ein erhöhter Perfusionsdruck durch Ver-

besserung der Mikrozirkulation, als auch eine gesteigerte oxidative Belastung

durch reaktive Sauerstoffradikale ursächlich die  HSP70-mRNA-Synthese

erhöhen. Ergebnisse über eine EGB761-vermittelte HSP70 Induktion liegen

bislang nicht vor. Kim et al. konnten jedoch in vitro bei Hepatozyten eine NO

vermittelte HSP70-Induktion nachweisen (140). Wie bereits dargestellt führt

EGB761 zu einer Erhöhung der NO-Konzentration, so dass die in dieser Stu-

die nachgewiesene Erhöhung der HSP70-mRNA-Expression durch EGB761

auch direkt durch NO vermittelt sein könnte.

Im Zusammenhang mit der gesteigerten Transaminasenerhöhung nach

EGB761-Applikation, muss man davon ausgehen, dass auch in dieser Studie

die HSP70-mRNA-Expression eine verstärkte Parenchymschädigung nach

EGB761-Gabe reflektiert.

Dies wird unterstrichen durch eine gesteigerte EGR-1-mRNA-Expression.

Egr-1 gehört zur "immediate-early"-Genfamilie und codiert einen "zinc-finger"

enthaltenden Transkriptionsfaktor, der als Antwort auf zelluläre Schäden in-

duziert wird und die transkriptionelle Aktivität verschiedener Zielgene in der

Kaskade der Gewebs- und Organregeneration aktiviert oder supprimiert
(141,142,143). Vorausgegangene Studien zeigten eine gesteigerte EGR-1-

Expression im Zusammenhang mit hämodynamischen Veränderungen, bei

denen vermehrt Scherkräfte auftraten sowie bei Ischämie/Hypoxie und ließen

eine besondere Bedeutung bei der Ausbildung des Ischämie- und Reperfusi-

onsschaden in der Lunge vermuten (144,145). Müller et al. zeigte in diesem Zu-

sammenhang eine gesteigerte intrahepatische EGR-1-Expression infolge

einer portalvenösen Flußsteigerung (146). Zudem zeigten Wung et al. einen

direkten Zusammenhang zwischen reaktiven Sauerstoffradikalen und der
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EGR-1-Expression (147). Untersuchungen bezüglich EGB761 und der EGR-1-

Expression liegen bislang nicht vor.

Entsprechend der aktuellen Literatur ist die gesteigerte Expression von EGR-

1 in dieser Studie nach Ischämie und Reperfusion in der Versuchsgruppe

(+EGB761) am ehesten durch den gesteigerten Blutfluss nach EGB761-

Applikation und vermutlich durch eine größere oxidative Belastung zu erklä-

ren. Ob die EGB761-induzierte Steigerung der EGR-1-Expression ursächlich

den Reperfusionsschaden mit verursacht, wie von Yan et al. bei Studien an

der Lunge postuliert, bleibt Spekulation (148).

Zusammenfassend demonstriert diese Studie eindrucksvoll, dass sich durch

Ginkgo Biloba Extrakt 761 effektiv die hepatische Mikrozirkulation verbessern

und die endotheliale Leukozytenadhäsion nach Ischämie und Reperfusion

der Leber reduzieren lässt. Überraschenderweise ließ sich dadurch keine

Reduktion des hepatischen Ischämie und Reperfusionsschadens erreichen.

Letztlich müssen Folgeversuche mittels eines Langzeitmodells klären, ob es

sich bei der EGB761-induzierten Transaminasenerhöhung um einen tempo-

räreren Effekt handelt und ob sich letztlich durch die reduzierte Leukozyten-

adhäsion doch eine Reduktion des Reperfusionschadens im postischämi-

schen Verlauf (>6 Stunden) erzielen lässt.

Des weiteren sollte geklärt werden ob die gesteigerte HSP70-Expression

nach Ischämie und Reperfusion in der Versuchsgruppe lediglich Ausdruck

eines verstärkten Reperfusionsschadens ist oder spezifisch durch EGB761

induziert wurde. Möglicherweise lässt sich die Leber durch eine EGB761-

induzierte HSP70-Expression vor Ischämie und Reperfusion präkonditionie-

ren und dadurch der hepatische Reperfusionsschaden vermindern.
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5. Zusammenfassung

Diese experimentelle Studie untersuchte den Einfluss von Ginkgo Biloba Ex-

trakt (EGB761) auf den hepatischen Reperfusionsschaden nach warmer I-

schämie bei der gesunden und verfetteten Rattenleber. Ginkgo Biloba Ex-

trakt (EGB761) ist ein standardisiertes pflanzliches Präparat dessen Wir-

kungsweise auf der Kombination seiner wesentlichen Bestandteile von Fla-

vonoiden und Terpenlaktonen beruht und neben der Neutralisierung von re-

aktiven Sauerstoffradikalen die Wirkung des PAF antagonisiert.

Unter Verwendung eines etablierten Ischämie- und Reperfusionsmodells mit

60Minuten warmer Ischämie und Reperfusion des linken Leberlappens konn-

te intravitalmikroskopisch gezeigt werden, dass die intravenöse Gabe von

EGB761 vor Reperfusion, bei gesunden und verfetteten Rattenlebern, signifi-

kant sowohl die postischämische Mikrozirkulation verbessert, als auch die

sinusoidale Leukozytenadhäsion während der zweistündigen Reperfusi-

onsphase vermindert.

Diese Ergebnisse waren laborchemisch verbunden mit einer deutlichen Er-

höhung der Serum-Transaminasen nach intravenöser EGB761-Applikation,

die bei Tieren mit einer Fettleber sogar statistische Signifikanz gegenüber

der Kontrollgruppe erreichte.

Die molekularbiologischen Untersuchungen zur Darstellung der HSP70 und

EGR-1-Expression zeigten gegenüber der Kontrollgruppe eine deutlich ge-

steigerte Expression beider Proteine nach EGB761-Gabe und wiesen in die-

sem Zusammenhang letztlich auf eine Zunahme des Ischämie- und Reperfu-

sionsschadens nach EGB761-Applikation hin.

Schlussfolgernd zeigen die Ergebnisse dieser Studie eindrucksvoll, dass sich

durch Ginkgo Biloba Extrakt 761 effektiv die hepatische Mikrozirkulation

verbessern und die endotheliale Leukozytenadhäsion nach Ischämie und

Reperfusion der Leber reduzieren lässt. Überraschenderweise ließ sich da-

durch keine Reduktion des hepatischen Ischämie und Reperfusionsschadens

erreichen.

Folgeversuche müssen zeigen ob die Transaminasenerhöhung durch

EGB761 nur passager Folge einer verbesserten Mikrozirkulation und Rekru-

tierung nicht-perfundierter Areale ist und ob die gesteigerte HSP70-

Expression spezifisch durch EGB761 induziert wird.
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Einfluß von Ginkgo Biloba Extrakt (EGB 761) auf den Reperfusionsschaden

nach warmer Ischämie der gesunden und verfetteten Rattenleber

A. Schutte

Einleitung: Zeitlich begrenzte Organischämie und Reperfusion (I/R) bewirkt

über mikrozirkulatorische und metabolische Veränderungen eine Schädigung

des Organs, die unter anderem durch Bildung freier Radikale hervorgerufen

wird. Ginkgo Biloba Extrakt (EGB761) ist ein standardisiertes pflanzliches

Präparat, dass reaktive Sauerstoffradikale neutralisiert. Diese Studie unter-

sucht die Wirkungen von EGB761 auf den Reperfusionschadens nach war-

mer Ischämie der gesunden und verfetteten Rattenleber.

Material und Methoden: Bei 10 Lewis-Ratten wurde für 60 Min. eine warme

Ischämie des linken Leberlappens induziert. 10 Minuten vor der 2-stündigen

Reperfusion erfolgte bei der Hälfte der Tiere die Applikation von EGB761.

Tiere ohne Ischämie dienten als Kontrolle. Die Mikrozirkulation und Leukozy-

tenadhäsion wurden durch intravitale Fluoreszenzmikroskopie beurteilt.

Transaminasen und die Expression von Heat Shock Protein 70 (HSP70) und

Early Growth Response Faktor-1 (EGR-1) mRNA dienten als Parameter der

hepatozellulären Integrität.

Ergebnisse: Die Gabe von EGB761 verbesserte bei allen Rattenlebern signi-

fikant die postischämische Mikrozirkulation und verminderte die sinusoidale

Leukozytenadhäsion während der Reperfusion. Die Verbesserung der Mikro-

zirkulation korrelierte nicht mit einer Verminderung der Serum-

Transaminasen. Die HSP70 und EGR-1 mRNA Expression nach EGB761-

Gabe war gegenüber der Kontrollgruppe signifikant erhöht.

Diskussion: Die Ergebnisse dieser Studie zeigen eindrucksvoll, dass sich

durch EGB761 effektiv die hepatische Mikrozirkulation verbessern und die

endotheliale Leukozytenadhäsion nach Ischämie und Reperfusion der Leber

reduzieren lässt. Überraschenderweise konnte keine Reduktion des hepati-

schen Ischämie und Reperfusionsschadens erreichet werden. Folgeversuche

müssen zeigen ob die Transaminasenerhöhung durch EGB761 nur passager

Folge einer verbesserten Mikrozirkulation und Rekrutierung nicht-

perfundierter Areale ist und ob die gesteigerte HSP70-Expression spezifisch

durch EGB761 induziert wird.
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