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1. Einleitung

Seit den 80er-Jahren hat sich die Lebertransplantation zu einem Routine-
Therapieverfahren fiir Patienten mit Lebererkrankungen entwickelt'?. Mit
zunehmender Erfahrung im chirurgischen und perioperativen Management sowie der
Entwicklung neuer Medikamente zur Immunsuppression und antiviralen Therapie
haben sich die Ergebnisse der Transplantation so weit verbessert, dass bei geeigneten
Patienten in erfahrenen Zentren 1-Jahres-Uberlebensraten von 90% und 1-Jahres-
Transplantatiiberlebensraten von 80% oder sogar dariiber erzielt werden konnen™.
Dabei hédngt das Ergebnis im Einzelfall vom klinischen Zustand des Patienten vor der
Transplantation, von der Grunderkrankung des Patienten und dessen Management, von

Komorbidititen und vor allem von der Qualitit des Spenderorgans ab’.

Das zentrale Problem bei der Lebertransplantation ist heutzutage nach wie vor der
ausgepriagte Mangel an verfligbaren Spenderorganen. Verschiedene Berichte weltweit
geben eine Mortalitdt zwischen 5% und 10% fiir Patienten auf Organwartelisten an
und beziffern diejenigen Patienten, die aufgrund des Organmangels und einer
zwischenzeitlichen Verschlechterung ihrer Grunderkrankung von den Wartelisten
genommen werden miissen mit circa 8%°. Basierend auf vielversprechenden Daten
von verschiedenen Transplantationszentren weltweit werden zunehmend sogenannte
,marginal grafts — grenzwertige Transplantatorgane — im Rahmen von erweiterten
Einschlusskriterien (,.extended criteria) verwendet™®. Fiir den Begriff ,marginal
graft existiert keine feste Definition, man kann diese Transplantate als Organe mit
einem erhohten Risiko der Organdysfunktion oder erhohtem Organversagen
umschreiben, so dass der Organempfanger einem hoheren Risiko von Morbiditdt und
Mortalitdt ausgesetzt ist. Auch gibt es keinen Konsens, welche spezifischen Faktoren
ein Transplantatorgan als grenzwertig definieren oder welche Faktoren oder
Kombination dergleichen zu einer Ablehnung eines grenzwertigen Organs fithren’.
Grundlegend kann man zwei Gruppen von ,,marginal grafts* unterscheiden: die eine
Gruppe beinhaltet Organe, die das Risiko besitzen Infektionen oder maligne
Erkrankungen an den Empfinger zu iibertragen; die andere Gruppe umfasst Organe
mit einem hohen Risiko technischer Komplikationen und beeintrachtigter
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Organfunktion, zum Beispiel steatotische Lebern, Organe von sogenannten ,,non-heart
beating Donors (NHBD)®, dltere Organspender, Split-Lebern oder Organe mit langer
Ischamiezeit®. Wihrend in der ersten Gruppe heutzutage routinemaBig Hepatitis C
virus-positive (HCV+) oder Hepatitis B core Antikorper-positive Spender fiir
gleichsam positiv getestete Empfanger zugelassen sind, sollten Organe bei bekannter
maligner Grunderkrankung nicht zur Transplantation genutzt werden'’. Beispielhaft
fiir die zweite Gruppe seien die steatotisch vorgeschiddigten Lebern aufgefiihrt. Es
konnte gezeigt werden, dass diese durch Fetteinlagerung beeintrichtigten Organe
aufgrund einer geringeren Hypoxietoleranz anfdlliger fiir eine Organschiddigung
wihrend der Reoxygenierung im Rahmen der Reperfusion sind, so dass das Risiko
einer initial poor function (IPF) oder primary non-function (PNF) deutlich erhoht
IREY
Die Evaluation des transplantierten Organs in Bezug auf seine Funktion ist ein
entscheidender Aspekt des perioperativen Managements. Sie beginnt bereits
intraoperativ nach der in-vivo Reperfusion der Spenderleber wo ein besonderes
Augenmerk auf Organtexturierung und Farbe, Galleproduktion und Wiederherstellung
der  hdmodynamischen  Stabilitdit  gerichtet = wird.  Die  postoperative
Leberfunktionspriifung umfasst klinische Zeichen und Erhebung leberspezifischer
Laborparameter wie die Normalisierung der plasmatischen Gerinnungswerte,
Ausgleich einer Hypoglykdmie und Reduktion einer Hyperbilirubindmie. Die
Leberenzyme ALT und AST steigen in den ersten 48 bis 72 Stunden nach
Transplantation deutlich an und sind in den nachfolgenden 24 bis 48 Stunden einem
Regress unterworfen. Persistieren erhohte Leberenzyme und ist die Prothrombinzeit
erhoht, so spricht man von einer initial poor function (IPF) oder primiren Dysfunktion

des Transplantats'*"

. Eine noch schwerwiegendere Komplikation ist die so genannte
primary non-function (PNF), das Transplantatversagen. Die PNF ist gekennzeichnet
durch persistierende Hypoglykdmie, Koagulopathie, fehlende oder geringe
Galleproduktion, hohe wund weiter steigende Leberenzymparameter, Koma,
Nierenversagen und kardiogenen Schock. Die PNF fiihrt ohne Retransplantation zum

Tod des Patienten’”.



Risikofaktoren fiir eine IPF oder PNF des Spenderorgans sind eine
Spenderhospitalisierung langer als 3 Tage, ein Spenderalter groBer als 49 Jahre, eine
pathologisch gesicherte Leberzellverfettung (Steatose) und Transplantationen
grofBenreduzierter Transplantatorgane sowie das Auftreten einer Niereninsuffizienz'®.
PLOEG et al. fanden 1993 heraus, dass bei Auftreten einer IPF des Lebertransplantates

das Organversagen signifikant haufiger auftritt'’.

Alle Spenderorgane, die transplantiert werden, erfahren nach Entnahme eine
Schiadigung, die durch die Organkonservierung und die Reperfusion im
Empféngerorganismus hervorgerufen wird. Dieser Ischdmie- und Reperfusionsschaden
ist ein multifaktorieller Prozess, der je nach Ausprigung wesentlich die postoperative

Funktion des Spenderorgans beeinflusst' "'

. Die hepatische Ischimie und Reperfusion
(I/R) ist haufig mit der Zerstdorung von verschiedenen Leberzellen assoziiert und tragt
in bis zu 30% der Félle zur IPF nach Lebertransplantation bei und kann - im
schlimmsten Fall - in bis zu 5% der Fille zu einer PNF des Spenderorgans fiihren'’. In
histopathologischen = Untersuchungen zur Evaluation des AusmalBles der
Gewebeschiddigung nach I/R der Leber zeigen sich unter anderem zelluldre
Schwellung, Vakuolisierung, Aufschluss der Endothelzellintegritit und Leukozyten-
infiltration. Dabei sind nicht-parenchymatdse Zellen der Leber (Kupffer-Zellen,

sinusoidale Endothelzellen, Ito-Zellen) anfélliger fiir Schiden durch kalte Ischdmie

und Reperfusion als Hepatozyten™.

Die kalte Ischdmie (Organkonservierung) der Leber verursacht im Wesentlichen eine
Schéadigung des sinusoidalen Endothels und korreliert direkt mit dem Ausmal des
Reperfusionsschadens nach Wiederherstellung des Blutflusses. Die Organschiadigung
wihrend der Reperfusion hingegen hingt auf zellulirer Ebene im Wesentlichen von
drei Faktoren ab: (1) dem Ausmal} der Kupffer-Zellaktivierung, (2) dem Grad der
Plattchen- und Leukozytenaktivierung und (3) dem Ausmall der freigesetzten

Entziindungsmediatoren®'.

Die sinusoidalen Endothelzellen (SEC) sind der anfilligste Zelltyp, die wiahrend der

Phase der kalten Ischimie im Rahmen der Lebertransplantation geschidigt werden® ™.

Wihrend der kalten Ischémie tritt in diesen Zellen eine Inhibierung der Ca*-ATPase



auf, wodurch es zu einem Anstieg der intrazelluldren Kalziumkonzentration kommt™*,
Dieser Calcium-Einstrom fiihrt zur Aktivierung calcium-abhédngiger Enzyme wie
Calpain, Endonukleasen, ATPasen und Phospholipasen. Die erhohte Calpain-Aktivitdt
bewirkt einen Abbau von Aktin-Stressfasern in den sinusoidalen Endothelzellen und
bewirkt eine Zellschwellung und Zellabrundung®. AuBerdem kommt es durch den
Actin-Abbau zu einer Freisetzung von zink-abhéngigen Endopeptidasen, den Matrix-
Metalloproteinasen (MMP-2, MMP-9) an der Oberfliche der sinusoidalen
Endothelzellen®. Diese Matrix-Metalloproteinasen liegen in einem priformierten
inaktivierten Zustand an der Zelloberfliche von Endothelzellen vor und kdnnen durch
verschiedene Stimuli aktiviert werden’”>’. Matrix-Metalloproteinasen vermdgen pro-
TNFo an der Zelloberfliche zu TNFa zu modulieren, der aktivierte
Entziindungsmediator fithrt wiederum zu einer Thrombozytenadhision®. Eine
derartige Aktivierung der Zelloberflache der sinusoidalen Endothelzellen durch Kailte
findet sich gleichsam durch vermehrte Expression von von-Willebrand Faktor (vVWF).
vWF ist ein Rezeptormolekiil fiir Thrombozyten. Die vermehrte Expression von vWF
an der Oberfliche der sinusoidalen Endothelzellen fiihrt zu einer gesteigerten
Plittchenadhésion®'. Inaktive Plittchen lagern sich an vWF von Endothelzellen an und
werden dadurch aktiviert. Thrombozyten beinhalten unter anderem reichlich Calpain®
und reaktive Sauerstoffspezies wie Stickstoffmonoxid (NO) *°, Substanzen die

wiederum zur Zellschiddigung beitragen™.

Mit Beginn der Reperfusionsphase verschlechtern Leukozyten und Thrombozyten
synergistisch die sinusoidale Endothelzellschddigung durch Induktion von Apoptose
iiber einen Kupffer-Zell abhingigen Mechanismus®. Kupffer-Zellen werden durch
Toll-like Receptor-4 vermittelte Signalwege und Komplement aktiviert’*™*’. Dabei
setzen Kupffer-Zellen TNFo und Interleukin-1 frei’®. Diese beiden Mediatoren
bewirken unter anderem eine Steigerung der CD11b Expression auf Leukozyten®, was
wiederum eine rasche Adhdsion und Aktivierung dieser Zellen auf sinusoidale
Endothelzellen bewirkt. Die kélteinduzierte Expression von interzelluldren
Adhisionsmolekiilen (ICAM-1*°, PECAM-1*', Selectin®) an der Oberfliche
sinusoidaler Endothelzellen wahrend der kalten Ischdmieperiode begiinstigt zudem

diese Zell-Zelladhdsionen. AuBerdem wird auf der Zellmembran der Leukozyten ein
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NADPH-abhingiges Oxidasesystem exprimiert, welches reaktive Sauerstoffspezies

freisetzt'’.

Hauptquelle der reaktiven Sauerstoffspezies im Rahmen der Reperfusion sind
aktivierte Kupffer-Zellen”. Reaktive Sauerstoffspezies stimulieren in ihrer Aufgabe
als Mediator die Bildung von TNFa und Interleukin-10 in Endothelzellen**.
Hauptséchlich jedoch rufen reaktive Sauerstoffspezies durch Lipidperoxydation der
Zellmembranen eine Zerstorung derselben hervor®’; es kommt zum Verlust der

zelluldren Integritat.

Die Leukozyten-Plittchen-Endothelzellen-Interaktion bei Organreperfusion, sowie die
Akkumulation von chemotaktischen Substanzen fithren zusammen mit der Freisetzung
von reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies sowie hydrolytischen Enzymen zu

4648 Bg kommt zu

Mikrozirkulationsstérungen, bis hin zum ,,no reflow* Phinomen
einem Fliissigkeitsverlust in den interstitiellen Raum mit konsekutiver intravaskuldrer
Hamokonzentration. Eine mechanische Einengung des kapilldren Lumens in der Leber
fiihrt zu einem Anstieg des hydraulischen Widerstands, so dass die Reperfusion auf
Mikrozirkulationsebene gestort ist¥. Dieses Phinomen des ,,no-reflow* im Rahmen
der Organreperfusion wird auch als ,reflow Paradox* bezeichnet, da trotz Perfusion
der Spenderleber an genau derjenigen Stelle der Blutfluss durch mechanische
Einengung unterbrochen ist, wo Sauerstoff benétigt wird™’. Durch die eingeschrinkte

Mikrozirkulation mit konsekutivem Sauerstoffmangel an den Zielzellen kommt es im

Rahmen der Organreperfusion zu einer sekundéren Organschiadigung.
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Héamoglobin-basierte Sauerstofftrager (haemoglobin based oxygen carriers, HBOC)
sind Losungen zellfreien Himoglobins, die entwickelt wurden, um Bluttransfusionen
zu unterstiitzen oder sogar zu ersetzen’'. In den 1990er Jahren wurden Himoglobin-
Glutamer-Priaparate als HBOC entwickelt. Diese sind aus Hémoglobin durch
chemische Vernetzung mittels Glutaraldehyd hergestellte = Makromolekiile.
Glutaraldehyd vernetzt die freien Hamoglobinmolekiile durch Stabilisierung der
Tetramerstruktur durch unspezifische Modifikation an den a- und B-Globinketten und

wirkt auBerdem als Polymerisationsstoff des HBOC™>*

. Als sauerstofftragende
Losung kann das Medikament zur Behandlung der Anédmie und der Ischdmie genutzt

werden. Je nach Polymerisationsgrad unterscheidet man folgende Varianten:

* bovines Hidmoglobin-Glutamer 250 mit einer mittleren Molekiilmasse von
250.000 Dalton (Hemopure® zur Anwendung in der Humanmedizin, Biopure
Corp. Boston, MA, USA)

* bovines Hidmoglobin-Glutamer 200 mit einer mittleren Molekiilmasse von
200.000 Dalton (Oxyglobin® zur Anwendung in der Tiermedizin, Biopure
Corp. Boston, MA, USA)

Als erste Substanz seiner Produktklasse (first-in-class product) ist Hemopure seit 2001
in Siidafrika zur Behandlung der akuten Andmie bei erwachsenen Menschen
zugelassen, beispielsweise perioperativ als voriibergehender Spenderblutersatz wenn
eine Bluttransfusion nicht mdglich ist™, respektive zur Gewebeoxygenierung bei

plastischen Operationen.

Himoglobin-Glutamer 200 (HbG200, Oxyglobin®, Biopure Corp., Boston, MA, USA)
ist ein auf Himoglobin basierter HBOC und gleicht dem Préparat Hemopure® bis auf
die Molekiilmasse. HbG200 war das erste Medikament, welches durch die United
States Federal Drug Administration (FDA) zur Behandlung der Andmie bei Hunden
zugelassen wurde®*. HbG200 besteht aus 13g/d] polymerisiertem Himoglobin boviner
Herkunft gelost in einer modifizierten Ringer-Lactat-Losung. HbG200 zirkuliert im
Plasma und transportiert Sauerstoff unmittelbar nach Gabe an das Gewebe. Dabei ist
die Sauerstoffaffinitit von bovinem Hamoglobin (p50 = 36mmHg) geringer als die

von humanem zellfreiem Himoglobin (p50 = 13mmHg). Die Osmolalitidt der Losung
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betragt 300mosm/kg. Die terminale Eliminationshalbwertszeit des Medikaments wird

mit 18-43 Stunden fiir eine Dosierung von 10-13ml/kg Kérpergewicht angegeben®.

Durch die geringe Sauerstoffaffinitit von bovinem Hémoglobin im Vergleich zu
humanem Hé&moglobin und der verbesserten Mikrozirkulation im Schockgeschehen
konnten weiterfiihrende Studien zeigen, dass durch Gabe von HbG200 eine
verbesserte  Oxygenierung verschiedener Gewebe erreicht werden konnte,

56,5
1°*°7 an der Darmserosa und

beispielsweise in der Leber und am Skelettmuske
Darmmucosa™ und am Herzmuskel™®. Durch Gabe von HbG200 erhoht sich die
Sauerstoffextraktionsrate  (ERp;) am  Muskelgewebe im  Vergleich  zur
Erythrozytengabe, gleichsam ist die Sauerstoffspannung (tPo;) nach HbG200-
Applikation signifikant erhoht. Durch die azelluldre und damit geringer viskdse
Eigenschaft von HBOC kann diese Substanzklasse Sauerstoff in der Mikrozirkulation
von schlecht oxygenierten Geweben besser abgeben und damit die Sauerstoffspannung

im Zielgewebe deutlich verbessern®’.

In diesem Zusammenhang zeigten BURMEISTER et al. 2005 an Ratten, dass die
prophylaktische Gabe von HbG200 vor akutem Koronarverschluss und anschlieender
Reperfusion  signifikant die InfarktgroBe und das Auftreten schwerer
Herzrhythmusstorungen reduzieren konnte®. In einer Anschlussstudie konnte die
therapeutische Gabe von HbG200 30 Minuten nach erfolgtem Koronarverschluss

ebenfalls erfolgreich die Infarktgrofie am Myokard reduzieren®.

Es wird angenommen, dass durch die geringere Sauerstoffaffinitit von HBOCs und
somit einem erhohten Sauerstofftransfer im Bereich der Mikrozirkulation das

Zielgewebe besser oxygeniert wird>.
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1.1 Ziele der Studie

Mikrozirkulationsstorungen nach kalter Ischdmie und Reperfusion der Leber, fiihren
im Verlauf der Organreperfusion zu einer verminderten Gewebsoxygenierung und
konsekutiv zu einer sekundiren Gewebsschiddigung. I/R-Studien am Herzen von
BURMEISTER et al. und REMPF et al. konnten zeigen, dass die Gabe von HBOCs vor

bzw. nach kardialer Ischdmie zu einer Verminderung der InfarktgroBe fiihrt™.

In dieser Arbeit soll nunmehr mit Hilfe des Modells der isoliert-perfundierten
Rattenleber (IPRL) iiberpriift werden, ob die Reperfusion mit HbG200 nach kalter

Ischdmie der Leber zu einer Verminderung des I/R-Schadens fiihrt.

Weiterhin ist davon auszugehen, dass das gesteigerte Angebot von azelluldrem
Hamglobin in Form von HbG200 zu einer gesteigerten Aktivierung des
Hamoxygenase(HO)-Systems fiihrt. HO-1 katalysiert den initialen Schritt im
enzymatischen Ham-Abbau und vermittelt zytoprotektive Eigenschaften. Expression
und Bedeutung der HO-1 im Rahmen unseres Modells zur Verminderung des Ischimie
und Reperfusionsschadens nach kalter Ischdmie der Leber sollen daher ebenfalls

untersucht werden.

Durch das gesteigerte Angebot von Hdmoglobin wird zudem erwartet, dass es zu einer
erhohten oxidativen Belastung im Rahmen der Reperfusion kommt. Die
Auswirkungen einer eventuell  gesteigerten  Lipidperoxydation auf die

Organschiddigung und —funktion sind ebenfalls Bestandteil dieser Untersuchung.
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1.2 Fragestellungen

Unter Verwendung des Modells der Isoliert perfundierten Rattenleber (IPRL) sollen

insbesondere folgende Fragen im Rahmen der Studie beantwortet werden:

1.

Lasst sich durch Organreperfusion mit HbG200 der postischdmische

Reperfusionsschaden nach kalter Ischamie der Leber vermindern?

Lasst sich durch HbG200 die hepatoportale Perfusion verbessern?

Verbessert HbG200 die Organoxidation bzw. steigert eine vermehrte oxidative

Belastung die Lipidperoxydation?

Welche Rolle spielt in diesem Zusammenhang eine mogliche HbG200

vermittelte Induktion der zytoprotektiven Himoxygenase-1?

Welchen Einfluss nimmt die Gabe von HbG200 bei Reperfusion auf die
Apoptose?

16



2. Material und Methoden

2.1 Tierversuchsgenehmigung

Die Versuche fanden unter Aufsicht der Versuchsleitung in der Tierversuchsanlage
des Universitétsklinikum Diisseldorf, Heinrich Heine Universitit Diisseldorf geméf
des Tierschutzgesetzes in der Fassung vom 25. Mai 1998 (BGBI.I S. 1106, 1818) statt.
Das Landesamt fiir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz NRW (Fachbereich
Tierschutz, LeibnitzstraBe 10, 45659 Recklinghausen) erteilte am 29.11.2006 die
Genehmigung zur Durchfiihrung dieser Versuche (Tiergenehmigungsnummer: 50.05-

240-48/03).

2.2. Versuchstiere

Es wurden ménnliche Wistar-Ratten mit einem Gewicht von 200-240g sowie 400-
450g (Fa. Taconic Hudson, NY, USA) verwendet. Die Versuchstiere hatten freien
Zugang zu Futter und Wasser. Die Haltung der Tiere erfolgte in der
Tierversuchsanlage des Universititsklinikum Diisseldorf, Heinrich Heine Universitdt
gemif des Tierschutzgesetzes in der Fassung vom 25. Mai 1998 (BGBILI S. 1106,
1818).

2.3 Hepatektomie

Die Hepatektomie an der Wistar-Ratte wurde unter Allgemeinandsthesie mit Isofluran
durchgefiihrt. Die Einleitung der Narkose erfolgte in einem geeigneten Gefal3, mit 4%
Isofluran. Die Aufrechterhaltung der Narkose erfolgte mittels einer Nasenmaske unter

Reduktion des Isofluran auf 1-1,5%, bei konstanter Sauerstoffzufuhr von 11/min. Die
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Steuerung der Narkose erfolgte durch kontinuierliche Beobachtung der

Atmungsaktivitt.

Die Ratten wurden in Riickenlage fixiert und das Abdomen desinfiziert. Nach
medianer Laparotomie und Exposition des Situs wurde die Leber von den Ligamenten
und Adhidsionen am Zwerchfell befreit. Dabei wurde die Vena phrenica sinistra
unterfahren und mit 7-0 Prolene Durchstichligatur ligiert. Im Ligamentum
hepatoduodenale wurde dann der Ductus hepatocholedochus dargestellt und distal mit
6-0 Seide ligiert, danach inzidiert und schlieBlich mit einem 8cm langen
Polyethylenschlauch kaniiliert (Intramedic Clay Adams Brand, Innendurchmesser 0.58
mm/ AuBBendurchmesser 0.965 mm, Fa. Becton, Dickinson and Co., NJ, USA). Nun
wurde der portalvendse Zufluss aus der Vena gastrica dextra unterfahren und mit 6-0
Seide ligiert. Danach erfolgte die Praparation der Arteria und Vena renalis dextra und
Ligierung der Selben mit 6-0 Seide. Analog wurde mit den rechtsseitigen suprarenalen

GefaBen verfahren:

Nach Ligatur der A. hepatica mit 6-0 Seide, wurde die Vena portae mit einer
GefaBklemme abgeklemmt und mit einem 14G Teflonschlauch kaniiliert (Fa. Becton,
Dickinson and Co., NJ, USA). Initiierung der kalten Ischimie durch Perfusion der
Leber mit 15ml eiskalter heparinisierter Kochsalzlosung (10 IE Heparin/ml NaCl 0.9
%) unter konstantem Druck von 15c¢cm Wassersdule und Inzision der supra- und
infrahepatischen Vena cava. Der in die V. portae einliegende Teflonschlauch wurde
mit 6-0 Seide zweifach gesichert. Nach Perfusion der Leber mit 4°C kalter Euro-
Collins-Losung wurde der in der Vena portae einliegende Schlauch abgeklemmt und
die Hepatektomie komplettiert. Die supra- und infrahepatisch V. cava inferior wurden
anschlieBend mit 12G Polyurethankaniilen (Fa. B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland) kaniiliert und dieselben mit jeweils einer 6-0 Seide-Ligatur fixiert. Zur
Erzeugung eines signifikanten Konservierungsschadens wurde die Leber fiir 24h bei

4°C in 100ml eiskalter (4°C) Euro-Collins-Lésung autbewahrt.
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2.4 Reperfusion am Modell der isoliert perfundierten Rattenleber

Das Modell der isoliert perfundierten Rattenleber (IPRL) ist ein weltweit etabliertes
Modell zur Untersuchung von Ischimie und Reperfusion der Leber. Gréfle und
Anatomie der Rattenleber ermdglichen mit Hilfe des genannten Modells eine

. - L - 20,25,35,62
physiologische in vitro Perfusion des Organs™ """~

Das Apparatdesign ist dem nach MILLER et al. angelehnt®. Die Reperfusion der Leber
erfolgt hierbei in einem mit Krebs-Henseleit befiillten Reservoir bei 37°C,
druckgesteuert mit 15cm/H,0. Die Oxygenierung erfolgt mit Carbogen (95% O, und
5% CO,) durch eine konstante Begasung des Perfusates in einem Erlenmeyerkolben
(Abbildung 2). Der pO, im Perfusat wird hierbei konstant bei >400mmHg gehalten.
Der pH-Wert von 7,4 wurde wihrend der Reperfusion durch wiederholte Titration von
Natriumbicarbonat 8,4% aufrecht gehalten. Das in diesem geschlossenen System

zirkulierende Perfusatvolumen wurde bei 100mL konstant gehalten.

Die Reperfusion der kéltekonservierte Rattenleber erfolgte fiir 180 Minuten. Die
Perfusatzusammensetzung wird unter 2.5 detailliert beschrieben. Der Hamatokrit
betrug circa 14%. Natrium-Tauchlorat (10umol/h) und Heparin (1000 IE/h) wurden
dem System iiber eine zweite Rollerpumpe (Reglo Digital, Fa. Ismatec SA,
Labortechnik, Glattbrugg, Schweiz) kontinuierlich zugefiigt.
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Abbildung 2 schematische Darstellung der in-vitro Reperfusion der isoliert perfundierten
Rattenleber modifiziert nach Miller et al. ©
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Abbildung 3 in-vitro Reperfusion der isolierten Rattenleber, modifiziert nach Miller et
al. © (A: Glaskolben als Perfusatreservoir; B: Rollerpumpe I (MCP Standard, Fa. Ismatec); C:
Lunge; D: Roéhrchen mit Perfusat II; E: Rollerpumpe II (Reglo Digital, Fa. Ismatec); F:
Uberlaufkolben I; G: Uberlaufkolben II; H: 14G Teflonschlauch zur Kaniilierung der V.
portae; I: Schale mit Euro Collins Lésung und Rattenleber in Reperfusion; J: Silikonschlauche
der V. cava inferior und superior; K: Fon mit Temperaturmesser)
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Abbildung 4 Detaildarstellung der in-vitro reperfundierten Rattenleber (A: Rattenleber
in Euro-Collins Losung; B: 14G Teflonschlauch zur Kaniilierung der Vena portae, hieriiber
Reperfusion mit dem blutigen Perfusat; C: Galleableitung iiber einen PE-Schlauch (ID
0,58mm / AD 0,965 mm); D: Drainage des blutigen Perfusats iiber die supra- und
infrahepatische Vena cava)
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2.5 Experimentelle Gruppen und Versuchsablauf

Um den Effekt von Himoglobin Glutamer 200 (Oxyglobin®, (Fa. Biopure, Cambridge,

MA, USA) in Bezug auf den Ischdmie-Reperfusionsschaden zu evaluieren wurden drei

verschiedene Perfusate mit einem jeweiligen Gesamtperfusionsvolumen von 100ml

verwendet.

Gruppe A (Krebs-Henseleit-Losung, n=6): Das Perfusat bestand aus 40 ml
Rattenblut von Wistar-Ratten und 60 ml Krebs-Henseleit-Losung sowie 2,1g
0,2% bovinem Serumalbumin und 0,1g Dextrose (jeweils Fa. Sigma-Aldrich
Corp., Saint Louis, Missouri, USA). Die Zusammensetzung wurde berechnet
um einen einheitlichen Hamatokrit von 15% bei den Perfusaten zu erreichen.
Gruppe B (Krebs-Henseleit-Losung + HAES 6%, n=6): In der Gruppe
wurde HAES 6% als Kontrolle verwendet, da die Partikelgroe und Osmolalitit
von HAES 6% denen des Oxyglobin® entspricht. Fiir die Gruppe B ergab sich
folgende Perfusatzusammensetzung: 40ml Rattenblut, 30ml HAES 6%, 30ml
Krebs-Henseleit-Losung sowie 2,1g 0,2% bovinem Serumalbumin und 0,1g
Dextrose.

Gruppe C (Krebs-Henseleit-Losung + Oxyglobin, n=9) und Gruppe D
(Krebs-Henseleit-Losung + Oxyglobin, SnPP blockiert, n=4): Fiir die
Oxyglobin-Versuchsgruppen wurden die Perfusate so zusammengesetzt, dass
die verwendete Oxyglobinkonzentration den Herstellerempfehlungen fiir die
Anwendung von intravends appliziertem Oxyglobin® bei Tieren entsprach. Um
die empfohlene Konzentration von 3,9¢/dl an polymerisiertem bovinem
Héamoglobin bei einem Perfusionsvolumen von 100ml zu erreichen wurde fiir
die Perfusate der Gruppen C und D ein Volumen von jeweils 30ml Oxyglobin®
kalkuliert. Es ergab sich demnach fiir die Versuchsgruppen C und D eine
Perfusatzusammensetzung von 40ml Rattenblut, 30ml Oxyglobin und 30ml
Krebs-Henseleit-Losung sowie 2,1g 0,2% bovinem Serumalbumin und 0,1g

Dextrose.
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In der Versuchsgruppe D wurde die HO-Aktivitdt durch intraperitoneale Applikation
von SnPP eine Stunde vor Organentnahme inhibiert. Die benutzte Dosierung (10
umol/kg Korpergewicht) wies eine zuvor gezeigte Inhibierung der HO-Aktivitdt ohne
Toxizitit auf. Gemdl den Zubereitungsempfehlungen wurden 0,1M NaOH und SnPP
unter Lichtschutz mit gleicher Menge Kochsalzlosung vermischt. AnschlieBend

erfolgte die Titration bis ein pH-Wert von 7,4 erreicht wurde®.

Abbildung S schematische Darstellung des Versuchsablaufs
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2.6 Laborchemische Analysen

Wihrend der Reperfusion wurden in dreiffig miniitigen Intervallen Blutproben mit
einem jeweiligen Volumen von Iml gewonnen. Wéhrend der Reperfusion wurden
diese Blutproben bei 4°C gelagert. Blutgasanalysen wurden an einem kalibrierten
Blutgasanalysegerdt (Blood Gas Analyzer ABL-505, Fa. Radiometer, Kopenhagen)
bei 0 /5/15/30/ 60 /90 /120 / 150 und 180 Minuten nach Reperfusion
durchgefiihrt. Nach Beendigung der 180 miniitigen Reperfusion erfolgte die
Bestimmung der Erythrozyten-, Leukozyten- und Thrombozytenzahl sowie des
Hamatokrit-Wertes in den jeweiligen Blutproben an einem Blutanalysegerit (ABX
Micros ABC Vet, Fa. HORIBA ABX Inc., Irvine, CA, USA). AnschlieBend wurden
die Proben fiir fiinf Minuten bei 1500rpm zentrifugiert und 780ul des Plasmas
abpipettiert. Diese bei 4°C gelagerten Plasmaproben wurden durch das Zentralinstitut
fir Klinische Chemie und Laboratoriumsdiagnostik (Direktor: Univ.-Prof. Dr.
med. Fritz Boege) des Universitdtsklinikums Diisseldorf, Heinrich-Heine-Universitit
Diisseldorf fiir die Bestimmung von Aspartat-Aminotransferase (AST), Alanin-
Aminotransferase (ALT) und Bilirubin bearbeitet. Als Analysegerdt wurde ein Cobas
Mira Analyser (Fa. Roche, Schweiz) verwendet. AuBlerdem wurde die Galleexkretion

nach 180 miniitiger Reperfusion bestimmit.
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2.7 Messung der portalvenosen Flussrate

Bei dem Modell der IPRL handelt es sich um ein druckgesteuertes System mit einem
konstanten Perfusionsdruck von 15mmH,0 an der V. portae. Die Perfusion der Leber
wurde durch eine Flussmessung iiber die 14G Teflonkaniile in der V. portae evaluiert.
Die Messungen erfolgten bei 0 /5/15/30/60/90/ 120/ 150 und 180 Minuten nach
Reperfusion. Es wurden pro Messung zwei Werte bestimmt und der Mittelwert der
beiden Werte verwendet. Durch Stoppen des Blutflusses vor dem Uberlaufkolben 11
ergab sich am Uberlaufkolben ein Flussvolumen pro Zeiteinheit. Anhand einer am
Uberlaufkolben II aufgetragenen Skalierung von 575pul/Einheit konnte durch Messen
der Zeit das Perfusionsvolumen pro Zeiteinheit iiber folgende Formel berechnet

werden:

575ul
Zeit [s]

X60s = x pul/min
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2.8 Histologische Beurteilung des Ischimie-Reperfusionsschadens

Die Lebergewebeproben wurden zur Beurteilung der zelluldren Integritdt histologisch
aufgearbeitet. Représentative Leberproben wurden nach 180 miniitiger Reperfusion in
4%igem Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet. AnschlieBend wurden
Hamatoxylin und Eosin-, Elastica van Gieson und Gomeri-gefdrbte Schnitte von den
Priparaten angefertigt. Diese wurden unter dem Mikroskop anhand einer Punkteskala
fir den Schweregrad von Leberschiden nach CAMARGO et al. bewertet”. Dazu
wurden der Grad der zytoplasmatischen Vakuolisierung, der Hdmorrhagie und der
Nekrose mit Untergang von Leberzellstringen sowie der Grad der Apoptose jeweils
mit 0-3 Punkten bewertet und die einzelnen Werte zu einer Summe addiert. Die

Punktesumme représentierte den Schweregrad der Organschidigung.

Grad 1: 1-4 Punkte,
Grad 2: 5-8 Punkte und
Grad 3: 9-12 Punkte.

Die histologische Untersuchung aller Gewebeproben erfolgte verblindet durch Prof.
Baldus am Institut fiir Pathologie, Universititsklinikum Diisseldorf, Heinrich-Heine-

Universitat Diisseldorf.
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2.9 Spektrofluorimetrische Quantifizierung von | D |
Malondialdehyd (MDA) im Perfusat

Malondialdehyd (MDA) ist eine organische Verbindung mit der chemischen Formel
CH,(CHO),. MDA ist eine natiirlich vorkommendes hoch reaktives Molekiil. Im
biochemischen Kontext bauen reaktive Sauerstoffmolekiile mehrfach ungesittigte
Fettséuren ab, dabei kommt es zur Bildung von Malondialdehyd. Dieses Molekiil ist
ein reaktives Aldehyd und ist eines der vielen reaktiven elektrophilen Molekiile, die
toxischen Stress in Zellen verursachen. MDA bildet kovalente Proteinbindungen aus,
es kommt zur Bildung von sogenannten advanced lipoxidation end products (ALE).
Die Bildung dieses Aldehyds wird als Biomarker verwendet um oxidativen Stress zu

quanitifizieren.

Um den Grad der Lipidperoxydation zu bestimmen wurde Malondialdehyd (MDA) in
den Proben des Perfusatplasmas nach 180 miniitiger Leberreperfusion analog der von
Ledergerber und Hartmann  beschriebenen Prozedur quantifiziert. Zur
Deproteinisierung erfolgte das Ansduern von 400ul Perfusatplasma aus jeder Probe
mit 240ul Trichloressigsdure (20% TCA in 0.6M HCI, 20g/100ml, Fa. Merck,
Darmstadt, Deutschland). Die Mischung wurde anschlieBend fiir 5 Minuten bei 4°C
mit 14000G zentrifugiert. 200ul des Perfusat-Uberstands wurden in eine Gemisch aus
Thiobarbitursdure-Losung (0.53 TBA, Alfa Aesar, Karlsruhe, Deutschland) und
Kalium-Natrium-Phosphatpuffer (0.01M KH,PO,, 0.05 M Na,HPO,, pH 7.4, Fa.
Merck, Darmstadt, Deutschland) pipettiert.

Die Inkubation des Gemisches erfolgte durch dreiligminiitiges Erhitzen bei 70°C und
Abkiihlung fiir weitere 30 Minuten bei Raumtemperatur. Danach wurde die
spektralfluorimetrische Messung der Proben mit einem Fluoroskan Ascent
Fluorometer (Aexcitation: 3330M, Aemission: 335nm, Fa. MTX Lab Systems Inc., Vienna,
VA, USA) vorgenommen.

Um die Kalibrierungskurve zu bestimmen wurden 400 pL einer 100 uM-10 nM
1,1,3,3-Tetracthoxypropan mit 240 pL Trichloracetat (20% TCA in 0.6 M HCI,
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Merck, Aurora, OH) vermischt. 100 pL des Uberstands wurden in 100 pL
Thiobarbitursdure-Losung in 0.01 M KH,PO,, 0,05 M Na,HPO, mit einem pH-Wert
von 7,4 pipettiert um das Reaktionsprodukt von MDA und Thiobarbiturat zu erhalten.
Messungen erfogten, wie zuvor beschrieben, nach dreiBigmintitigem Erhitzen bei 70°C

und 30 min Abkiihlen bei Raumtemperatur.
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2.10 Detektion der Apoptose mit Terminal Desoxynucleotidyl
Tranferase-Mediated dUTP Nick-End Labeling (TUNEL) Assay

Um die Anzahl der durch Apoptose untergegangenen Zellen zu bestimmen, erfolgte
die Markierung und Detektion von DNA-Strangbriichen mithilfe der direkten
TUNEL-Detektionsmethode (In situ cell death detection kit Fluorescein; Fa. Roche

Diagnostics, Penzberg, Deutschland).

Die TUNEL-Methode (TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling) dient der
Darstellung von Zellkernen apoptotischer Zellen. , TdT* steht fiir ,terminal
desoxynucleotidyl transferase®, ein Enzym, das in einem Zwischenschritt der Technik
verwendet wird. Wahrend der Apoptose wird der DNA-Strang des Zellkerns durch die
Aktivitdt von Endonukleasen fragmentiert. Die an den Bruchenden freiwerdenden
Hydroxylgruppen (3'-OH-Gruppen) werden durch das Enzym TdT mit markierten
Nukleotiden versehen, welche z. B aufgrund von Fluoreszenz mit entsprechenden
Mikroskopen sichtbar gemacht werden konnen. Die Methode wurde 1992 erstmals

. 66
beschrieben™.

Kryokonserviertes Gewebe aus Leberproben wurde in 5 pm grof3e Schnitte geteilt und
fiir 20min bei Raumtemperatur mit Paraformaldehyd fixiert und dann einmal fiir eine
Dauer von 30 Minuten mit phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) gewaschen. Dann
erfolgte die Permeabilisierung der Zellen in 0,1% Triton X-100 und 0,1%
Natriumcitrat fiir 2 Minuten auf Eis. Nach einem erneuten Waschschritt wurde die
Durchfithrung der TUNEL-Reaktion entsprechend den Herstellerangaben fiir 60
Minuten bei 37°C vorgenommen. Die TUNEL-Reaktionslosung besteht aus TdT und
Fluorescein-dUTP. Wihrend des Inkubationsschritts katalysiert TdT die Anlagerung
von Fluorescein-dUTP an die freien 3’-OH Enden der DNA. Nach einem weiteren
Waschschritt wurden die Nuclei nach der TUNEL-Prozedur 5 Minuten lang
andersfarbig  mit  einer  4’,6-Diamidino-2-Phenylindol ~ (DAPI)-Farblosung
gekennzeichnet. Als Negativkontrolle wurde Lebergewebe lediglich mit der labeling
solution behandelt; eine Positivkontrolle erfolgte, indem Strangbriiche durch

zehnminiitige Inkubation von Lebergewebsstiicken aus unbehandelten Ratten mit
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rekombinater DNase I induziert wurden. Bis zu 100 DAPI-markierte Nuclei konnten
in der Blindstudie innerhalb von fiinf zufillig ausgewihlten Feldern pro Praparation
mit einem Axioplan Fluorenszenzmikroskop (Zeiss, Jena, Deutschland) gezihlt
werden. Der Prozentsatz an apoptotischen Zellen konnte dann anhand des
Verhéltnisses von hellgriin fluoreszierenden und DAPI-positiven apoptotischen Nuclei

und der Gesamtzahl an DAPI-positiven Nuclei errechnet werden.
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2.11 Western Blot-Analyse fiir HO-1

Der Western Blot dient der schnellen sensitiven Detektion von Proteinen, die auf
Nitrozellulosemembranen fixiert sind. Die Antigene (Proteine) werden nach der
Elektrophorese auf die Filter transferiert. Die Methode basiert auf ELISA, unter
Benutzung von Anti-IgG als zweiten Antikorper, an den entweder alkalische
Phosphatase oder Peroxidase gebunden ist. Fiir die Detektion stehen menschliche,
Maus- und Kaninchen-Antikorper zur Verfligung. Der erste Antikorper (AK) bindet
spezifisch an ein Protein (Antigen, AG), der zweite AntikOrper bindet an den
konstanten Teil des ersten Antikorpers. Die Phosphatase respektive die Peroxidase
rufen unter Zugabe eines Substrates eine Farbreaktion der spezifischen Proteine

hervor.

Die Auftrennung von Proteinen erfolgt mit Hilfe von Acrylamidgelen. Die Gele
werden in eine speziell dafiir vorgesehene Apparatur gegossen. Das Gel setzt sich auf
zweil Komponenten zusammen: 1. Trenngel und 2. Sammelgel. Den unteren Teil des
Gels bildete ein 12%iges Tris-Glycin-SDS-Polyacrylamid-Trenngel und dient der
Auftrennung der Proteine. Den oberen Teil bildete das Tris-Glycin-SDS-
Polyacrylamid-Sammelgel, es ist 5%ig und dient der Sammlung der Proteine, damit
diese gleichzeitig in das Trenngel laufen. Die Substanzen fiir die Reaktionslosungen

zur Gelelektrophorese sind im Anhang aufgelistet.

Die GelgieBapparatur wurde jeweils zusammengebaut, die daflir bendtigten
Glasplatten wurden zuvor mit Aqua dest., und anschlieend mit Ethanol gereinigt.
Zunichst wurde das Trenngel gegossen, pro Gel waren 6ml Losung notwendig. Fiir
6ml Gel wurden 10ml Losung angesetzt, der Uberschluss wurde als
Polymerisierungskontrolle verwendet. Die Substanzen wurde zusammenpipettiert,
wobei das 10%ige Ammonium-Persulfat als vorletzter und TEMED
(Tetramethylethylendiamin) als letzter Bestandteil hinzugegeben wurde, da beide
Substanzen zusammen die Polymerisation des Gels bewirken. AnschlieBend wurde das
Gel in die Gelkammer gegossen, indem mit Hilfe einer Pipette ca. 6ml Gellosung in

die Gelkammer iibertragen wurde, dies entspricht circa 2/3 der Hohe der Gelkammer.
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AnschlieBend wurde das Gel vorsichtig mit Isopropanol iiberschichtet, damit das Gel
an der Oberfliche nicht eintrocknete. Nach circa 30 Minuten war das Gel
polymerisiert, der Isopropanol-Uberzug wurde abgegossen, der Rest konnte

abdampfen.

Danach wurde die Herstellung des Sammelgels durchgefiihrt. Pro Gel wurden 3ml
Losung benotigt. Analog dem Trenngel wurden die Substanzen zusammenpipetttiert,
wobei Ammonium-Persulfat und TEMED erneut als letzte Substanzen hinzugegeben
wurden. Das Sammelgel polymerisiert schneller als das Trenngel, so dass das GieRen
rascher erfolgen musste. Mit Hilfe einer Glaspasteurpipette wurde das Sammelgel
luftblasenfrei in die Gelkammer pipettiert. Zwischen die beiden Gelplatten wurde
vorsichtig ein Kamm zur Aussparung der Probentaschen platziert, danach
polymerisierte das Sammelgel. Die Probentaschen wurden mit einem
Permanentmarker gekennzeichnet, da nach Entfernung des Kamms diese optisch nicht

mehr erkennbar waren.

Sowohl die Anode als auch die Kathode wurden vor der Benutzung mit Aqua dest.
gesittigt. Hierzu wurden mit Aqua dest. getrinkte Zellstofftiicher auf die jeweiligen
Flachen gelegt und vor dem Blotaufbau wieder entfernt. Korrespondierend der
Gelgrofle wurde 3MM-Whatmanpapier (3MM CHR, 100 sheets, Cat. No.: 3030 6132,
Whatman International Ltd, Kent, UK) zugeschnitten. Zum Aufbau der Anode wurden
auf die Anodenplatte 6 Bldtter 3SMM-Whatmanpapier einzeln in der Anode Losung R
getrankt und auf die Apparatur gelegt, danach wurden 3 Blatter 3MM-Whatmanpapier
einzeln in der Anode Losung S getridnkt und anschlieBend auf die Apparatur platziert.
Darauthin wurde Nitrozellulose ebenfalls in der Anode Losung S getrankt und auf die
Apparatur gelegt. Jetzt wurde das zuvor angefertigte Proteingel luftblasenfrei
aufgelegt und mit etwas Anode Losung S iibergossen. AnschlieBend wurden insgesamt
9 Blatter 3MM-Whatmanpapier in der Kathode Losung T getridnkt und schlussendlich
auf das Proteingel gelegt wurden. Bei jedem der Arbeitsschritte wurden mit einer
Pipette Luftblasen zwischen den einzelnen Schichten herausgedriickt. Nach Auflage
der Kathodenplatte wurden Anode und Kathode das Gerét angeschlossen und bei ca.

36 mA der Blot fiir circa 60 Minuten durchgefiihrt (0.8mA/cm?).
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In die ausgesparten Probentaschen wurden die Proben pipettiert. Eine Tasche wurde
mit einer Referenz, einem Proteinstandard, der mehrere Proteine bekannter Grofie
beinhaltet, befiillt. Es wurde zudem ein sichtbarer, negativ geladener Farbstoff

(Bromphenolblau) zugesetzt.

Es erfolgte die Homogenisierung von Lebergewebe in sechs Einheiten eines eiskalten
Proteinextraktionspuffers (50mM tris-HCL, 10mM Ethylendiamintetraacetat, 1%
(vol/vol) Triton X-100, 1 mM Phenymethylsulfonylfluorid, 0.05 mM Pepstatin A, 0.2
mM Leupeptin in destilliertem Wasser).

Nach Zentrifugieren bei 10000G tiiber 10 Minuten wurde der resultierende
Niederschlag ~ erneut in  Extraktionspuffer = gelést und  dann  die
Gesamtproteinkonzentration mit der Bradford-Reaktion (Protein Assay Kit II, Bio-
Rad, Hercules, CA) bestimmt und mittels Platereader analysiert. Dabei wird eine
Bindung zwischen einem Farbstoff und einem Protein genutzt, die in Abhédngigkeit der
vorliegenden Proteinkonzentration eine Farbdnderung hervorruft. Der maximale
Absorptionsgrad fiir das im Assay Kit verwendeten Coomassie® Brilliant Blau G-250
in einer sauren Losung verschiebt sich bei Vorliegen einer Proteinbindung von 465nm
zu 595nm. Coomassie” Brilliant Blau G-250 bindet primdr an basische und
aromatische Aminoséiurereste, im Besonderen an Arginin. Es erfolgte anschlieend die
Losung des Homogenats in einem 1:1-Verhiltnis in einem sample Puffer und das
Kochen des Gemischs iiber 10 Minuten bei 95 °C (sample buffer: 50 mM Tris-HCL
pH 6.8, 10% wt/vol Natriumdodecylsulfat, 10% vol/vol Glycerol, 10% vol/vol 2-
Mercaptoethanol, 0.02% wt/vol Bromphenolblau). Die Proteinproben wurden bei -80
°C bis zur Trennung durch Gelelektrophorese gelagert. 40ug der Proteinproben
wurden auf ein 10%iges Natriumdodecylsulfatpolyacrylamid-Gel mit Proteinstandard
HO-1 gegeben (rekombinante Ratte; StressGen Biotechnologies, Yorkshire, UK) und
der Elektrophorese zugefiihrt. Nach Elektrotransfer auf eine Nitrocellulosemembran
wurden die Blots iiber Nacht bei 4 °C in einer Blocking Solution (5% wt/vol
Halbfettmilchpulver und 0.1% vol/vol Tween-20 in PBS) inkubiert. Die Entfernung
unspezifischer Proteinbindungen erfolgte durch Waschen (3x5 min) mit einem
Waschpuffer (Tween 20, 0.1% vol/vol in PBS). Die Blots wurden eine Stunde lang mit
dem priméren polyklonalen Rattenantikdrper gegen HO-1 (1:2000; Fa. StressGen
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Biotechnologies, Yorkshire, UK) behandelt. Ein monoklonaler Mausantikorper gegen
Beta-Actin (1:4000), ein Standard-housekeeping-Protein, wurde verwendet, um eine

gleichwertige Beladung sicherzustellen.

Abhidngig von der Spezies des Tieres, aus dem die Antikérper gewonnen wurden,
wurden entsprechende sekunddre Antikdrper gegen horseradish peroxidase

angewendet.

Die Detektion der Antigen-Antikdrper-Komplexe wurde auf Hyperfil ECL-Film (Fa.
Amsterdam Pharmacia Biotech, Bucks, UK) wunter Verwendung eines
,chemiluminescence luminol reagent kit (Fa. Santa Cruz Biotechnology) entwickelt.
Die Banden wurden densitometrisch durch Anwendung der Software Scion Image (Fa.

Scion Corporation, NIH, Frederick, MD, USA).
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2.12 Statistische Analyse

Die Ergebnisse werden als Mittelwert +/- Standardabweichung (SD) angegeben. Die
Statistsche Differenz zwischen den Gruppen wurde mittels unifaktorieller
Varianzanalyse (ANOVA) fiir unbalancierte Studien bestimmt, gefolgt von einem
Bonferroni post hoc Test oder - wenn angemessen - Student’s t-Test. Differenzen
wurden als signifikant erachtet bei p < 0.05. Fiir die statistischen Analysen wurde

SPSS 12.01 verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1 Effekt von HbG200 auf Himoglobin, Himatokrit und

Blutgase wihrend der Reperfusion

Die Addition von HbG200 zum Perfusat der isoliert perfundierten Rattenleber erhohte
die Himoglobinkonzentration des Perfusats um 3.3 g/dL (Abbildung 6). Der initiale
Héamatokrit von 14 % reduzierte sich zirkulationsbedingt im Verlauf der Reperfusion
in allen Versuchsgruppen im wesentlichen durch Hamolyse auf 11.6 % (Abbildung
7). Der pO, der Perfusate wurde in allen Versuchsgruppen stets iiber 400 mmHg
gehalten (Abbildung 8). Der initiale Abfall der pO,-Werte von 550 mmHg auf iiber
400 mmHg in allen vier Versuchsgruppen spiegelt den Sauerstoffverbrauch des

reperfundierten Organs wider.

Der pCO,-Wert war wihrend der Reperfusion in den Versuchsgruppen A (Krebs
Henseleit Losung), C (Krebs Henseleit Losung + Oxyglobin) und D (Krebs Henseleit
Losung + Oxyglobin, SnPP blockiert) dhnlich. Eine signifikant reduzierte CO,
Produktion konnte nach 90 miniitiger Reperfusion lediglich in Versuchsgruppe B
(Krebs Henseleit Losung + HAES6%) verzeichnet werden. *p<0.05, Gruppe B (Krebs
Henseleit Losung + HAES 6%) vs. Gruppe C (Krebs Henseleit Losung + Oxyglobin),
ANOVA, t-Test (Abbildung 9).
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Abbildung 6 Himoglobin-Konzentration im Perfusat wihrend der 180 miniitigen
Reperfusion der IPRL. Im Vergleich zu den Kontrollgruppen zeigen die Oxyglobin®-
Gruppen wie berechnet eine erhohte Hidmoglobin-Konzentration um durchschnittlich 3.3
g/dL. p<0.01, Gruppen A (Krebs Henseleit Losung) und B (Krebs Henseleit Losung + HAES
6%) vs. Gruppen C (Krebs Henseleit Losung + Oxyglobin®) und D (Krebs Henseleit Losung
+ Oxyglobin®, SnPP blockiert), ANOVA, t-Test
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Abbildung 7 Himatokrit im Perfusat wihrend der 180 miniitigen Reperfusion der
IPRL. Der Himatokrit-Wert war in allen 4 Versuchsgruppen nicht signifikant verschieden
und reduzierte sich im Verlauf der Reperfusion von 14 % auf 11.6 %.
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Abbildung 8 Sauerstoffpartialdruck (pO;) im Perfusat wihrend der 180 miniitigen
Reperfusion der IPRL. Der pO,-Wert wurde in allen 4 Versuchsgruppen iiber die gesamte
Reperfusionszeit iiber 400 mmHg gehalten.
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Abbildung 9 Kohlenstoffdioxidpartialdruck (pCO;) im Perfusat wihrend der 180
miniitigen Reperfusion der IPRL. Der pCO,-Wert war wihrend der Reperfusion in den
Versuchsgruppen A (Krebs Henseleit Losung), C (Krebs Henseleit Losung + Oxyglobin®)
und D (Krebs Henseleit Losung + Oxyglobin®, SnPP blockiert) dhnlich. Ein reduzierte CO,
Produktion konnte in Versuchsgruppe B (Krebs Henseleit Losung + HAES 6%) verzeichnet
werden, was zu einer statistischen Signifikanz bei 90 miniitiger Reperfusion fiihrte *p<0.05,

Gruppe B (Krebs Henseleit Losung + HAES 6%) vs. Gruppe C (Krebs Henseleit Losung +
Oxyglobin®), ANOVA, t-Test
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3.2 Effekt von HbG200 auf die portalvenose Flussrate

Die portalvenose Flussrate fiel in den ersten 30 Minuten der Reperfusion in allen vier
Versuchsgruppen zunéchst ab und verbesserte sich anschlieend wieder. Dabei war die
portalvendse Flussrate der Gruppe A (Krebs Henseleit Losung) mit Werten zwischen
14 und 18 ml/min hoher als die Flussraten der Gruppen C und D, die Werte zwischen

9 und 16 ml/min erreichten.

Bei den Versuchstieren der Gruppe A (Krebs Henseleit Losung) war die portalvendse
Flussrate mit 18-19 ml/min nach circa 90 Minuten wieder auf dem Niveau wie zu
Beginn der Reperfusion. In der Versuchsgruppe C (Krebs Henseleit Losung +
Oxyglobin) fiel die Flussrate zunidchst auf Werte von 9 ml/min ab, verbesserte sich
wihrend des Versuchs dann langsamer aber kontinuierlich linear. Dabei wurden zum
Ende des Versuches dquivalente Werte von 18 ml/min erreicht wie in der Gruppe A

(Krebs Henseleit Losung).

In der Gruppe B (Krebs Henseleit Losung + HAES 6%) verbesserte sich die
portalvendse Flussrate nach dem initialen Abfall von 17 ml/min auf Werte bis 12
ml/min bis zum Ende des Versuches nur wenig bis 15 ml/min. Nach 120 miniitiger
Reperfusion war die maximale portalvendse Flussrate in der Gruppe B (Krebs
Henseleit Losung + HAES 6%) signifikant geringer im Vergleich zur Versuchsgruppe
A (Krebs Henseleit Losung, p < 0.05).

Die geringste portalvendse Flussrate zeigte sich nach 120 miniitiger Reperfusion bei
SnPP-geblockten Rattenlebern der Versuchsgruppe D Krebs Henseleit Losung +
Oxyglobin, SnPP blockiert). Hier fiel die Flussrate von initial 12 ml/min auf Werte bis
9 ml/min ab, nach 60 Minuten wurden Flussraten von 11 — 14 ml/min erreicht

(Abbildung 10).
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Abbildung 10 portalvenise Flussrate wihrend der 180 miniitigen Reperfusion der
IPRL. Die Quantifizierung der portal-vendsen Flussrate ergab in allen experimentellen
Gruppen eine Reduktion der Selben wiéhrend der ersten dreiffig Minuten der jeweiligen
Reperfusion. Im Vergleich zur Gruppe A (Krebs Henseleit Losung) zeigten die beiden
Gruppen C (Krebs Henseleit Losung + Oxyglobin) und D (Krebs Henseleit Losung +
Oxyglobin, SnPP blockiert), in denen das Perfusat der isoliert reperfundierten Rattenleber mit
HbG200 versetzt worden war, eine signifikant geringere portalvendse Flussrate (*p < 0.05,
Gruppe A (Krebs Henseleit Losung) vs. Gruppe C (Krebs Henseleit Losung + Oxyglobin, p
< 0.05, Gruppe A (Krebs Henseleit Losung) vs. Gruppe D (Krebs Henseleit Losung +
Oxyglobin, SnPP blockiert), ANOVA, Bonferroni).
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3.3 Der Effekt von HbG200 auf den Reperfusionsschaden

Um das Ausmal} des Reperfusionsschadens zu evaluieren wurden die Transaminasen
ALT und AST im Perfusat in 30 miniitigen Intervallen wihrend der Reperfusion
bestimmt. Nach 180min Reperfusion waren die Transaminasen in allen Perfusaten der
Versuchsgruppen A bis D erhoht. In der Versuchsgruppe C (Krebs Henseleit Losung +
Oxyglobin) waren die AST- und ALT-Werte nach 180 miniitiger Reperfusion im
Vergleich zu den Versuchsgruppen A (Krebs Henseleit Losung) und B (Krebs
Henseleit Losung + HAES 6%) jedoch signifikant am niedrigsten (p < 0.05). Der
positive Effekt eines verminderten Reperfusionsschadens wurde durch die

intraperitoneale Gabe von SnPP in Gruppe D aufgehoben.
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AST [U/] ALT [UN]
Omin 180min Omin 180min
Gruppe A
16 £2 170 £ 37 9+£5 140 + 28
Krebs Henseleit-Losung
Gruppe B
22+7 225+47 | 15+11 203 £ 62
Krebs Henseleit Losung + HAES 6%
G C
ruppe 3412 | 129+24% | 1246 | 72427 %
Krebs Henseleit Losung + Oxyglobin®
Gruppe D
Krebs Henseleit Losung + Oxyglobin®, 32+£4 | 184 £21 ** | 16+4 133 £32 **
SnPP blockiert

Abbildung 11 tabellarische Darstellung der AST und ALT-Werte zu Beginn (0min) und
180min nach Reperfusion der IPRL. Die Transaminasen waren in allen Perfusaten der
Versuchsgruppen A bis D erhoht. In der Versuchsgruppe C (Krebs Henseleit Losung +
Oxyglobin) waren die AST- und ALT-Werte nach 180 miniitiger Reperfusion im Vergleich
zu den Versuchsgruppen A (Krebs Henseleit Losung) und B (Krebs Henseleit Losung +
HAES 6%) jedoch signifikant am niedrigsten (*p < 0.05, Gruppe A (Krebs Henseleit Losung)
bzw. Gruppe B (Krebs Henseleit Losung + HAES 6%) vs. Gruppe C (Krebs Henseleit
Losung + Oxyglobin), **p < 0.05, Gruppe C (Krebs Henseleit Losung + Oxyglobin) vs.

Gruppe D (Krebs Henseleit Losung + Oxyglobin, SnPP blockiert), ANOVA t-Test).
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Abbildung 12 Effekt von HbG200 auf die ALT Konzentration wihrend der 180
miniitigen Reperfusion der IPRL. Die Zugabe von HbG200 zu dem Perfusat reduzierte
signifikant die ALT-Konzentration im Perfusat gegeniiber der Gruppe A (Krebs Henseleit
Losung). Dieses Ergebnis spiegelt eine Reduktion des Reperfusionsschadens wider. (*p <
0.05 vs. Gruppe C [Krebs Henseleit Losung + Oxyglobin], #p < 0.05 vs. Gruppe D [Krebs
Henseleit Losung + Oxyglobin, SnPP blockiert], ANOVA, t-Test).
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Abbildung 13 Effekt von HbG200 auf die AST Konzentration wihrend der 180
miniitigen Reperfusion der IPRL. Die Zugabe von HbG200 zu dem Perfusat reduzierte
signifikant die AST-Konzentration im Perfusat gegeniiber der Gruppe A. Dieses Ergebnis
spiegelt analog den Ergebnissen der ALT-Konzentration eine Reduktion des
Reperfusionsschadens wider. (*p < 0.05 vs. Gruppe C [Krebs Henseleit Losung +
Oxyglobin], #p < 0.05 vs. Gruppe D [Krebs Henseleit Losung + Oxyglobin, SnPP blockiert],
ANOVA, t-Test).
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3.4 Histologische Analyse des Reperfusionsschadens

Um einen histologischen Eindruck des Parenchymschadens nach 180 miniitiger
Reperfusion zu erhalten wurden die Gewebeproben durch die Mitarbeiter des hiesigen
Instituts fiir Pathologie gemdf3 der Punkteskala fiir den Schweregrad von Leberschidden

nach CAMARGO et al.%> aufgearbeitet.

Die morphometrische Analyse der Lebergewebeproben ergab einen deutlich
reduzierten Parenchymschaden in der Gruppe C (Krebs-Henseleit Losung +
Oxyglobin) im Vergleich zu den Gruppen A (Krebs-Henseleit Losung) und B (Krebs-
Henseleit Losung + HAES 6%)).

Im Detail ergab die Quantifizierung des Parenchymschadens in den Versuchsgruppen
A und B einen Grad-2 Zellschaden von bis zu 80%. In der Versuchsgruppe C (Krebs-
Henseleit Losung + Oxyglobin) hingegen zeigte sich ein deutlich reduzierter
Zellschaden (68 % Grad-1, 32 % Grad-2 Zellschaden). Die Blockierung mit SnPP
filhrte in der Gruppe D (Krebs-Henseleit Losung + Oxyglobin, SnPP blockiert) zu
einem vermehrten Gewebeschaden mit mehr als 70% Grad-2 Zellschaden,
vergleichbar mit den Werten der Versuchsgruppen A und B. Ein drittgradiger
Leberparenchymschaden fand sich in allen 4 Versuchsgruppen nicht. Die histologische
Beurteilung ergab aufBlerdem, dass in allen 4 Versuchsgruppen keine

morphometrischen Unterschiede der Zellapoptose vorlagen.
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Abbildung 14 Quantifizierung des Parenchymschadens der Rattenlebern unter Anwendung
des durch CAMARGO et al. erarbeiteten Punktescore®.
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Abbildung 15 Reprisentative Darstellung des hepatischen I/R-Schadens an
Himatoxylin und Eosin-gefiarbten Lebersektionen nach 180 miniitiger Reperfusion der
IPRL. (a) reprdsentative Darstellung einer Lebersektion nach Reperfusion mit Krebs-
Henseleit Losung und Oxyglobin (Versuchsgruppe C, VergroBerung 10x); (b) reprisentative
Darstellung einer Lebersektion nach Reperfusion fiir die Versuchsgruppen A, B und D
(Vergroflerung 10x). Im Hinblick auf die zytoplasmatische Vakuolenbildung, den Grad der
Hamorrhagie und Nekrose mit Aufldsung der hepatischen Stringe konnte Oxyglobin® die
histologischen Zeichen des I/R-Schadens signifikant reduzieren.
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3.5 Analyse der Leberfunktion und der HO-AKktivitit

Zur Evaluation der Leberfunktion wurde die Galleproduktion nach 180 miniitiger
Reperfusion gemessen. Das Gesamtvolumen der Galleproduktion zeigte keinen
signifikanten Unterschied zwischen den Versuchsgruppen. So wurden in allen
Versuchsgruppen zwischen 0,63 und 0,77 ml Galle wiahrend 180 min Reperfusion

produziert.

In der Versuchsgruppe C (Krebs Henseleit Losung + Oxyglobin®) verinderte sich die
Farbe des Gallesekrets nach 5 bis 10 miniitiger Reperfusion ins Dunkelbraune
aufgrund einer signifikant erhohten Bilirubinkonzentration (*p < 0,01 vs. Gruppe A
[Krebs Henseleit Losung], B [Krebs Henseleit Losung + HAES 6%], D [Krebs
Henseleit Losung + Oxyglobin, SnPP blockiert], ANOVA, t-Test).
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Galleproduktion Bilirubinkonzentration
nach 180 min. nach 180min.
Reperfusion [ml] Reperfusion [mg/dl]
Krebs Henseleit-Losung 0,77 £ 0,35 1,84 +£ 0,47
Krebs Henseleit Losung +
0,63 +£0,31 2,22 +0,18
HAES 6%
Krebs Henseleit Losung +
® 0,65 £0,21 9,28+2,77 *
Oxyglobin
Krebs Henseleit Losung +
Oxyglobin®, 0,68 +0,11 2,46 + 1,14
SnPP blockiert

Abbildung 16 Tabellarische Darstellung der Galleproduktion und Bilirubin-
konzentration 180min nach Reperfusion der IPRL. Die Galleproduktion in den vier
Versuchsgruppen zeigt keine statistisch signifikanten Unterschiede. Die Zugabe von HbG200
zum Perfusat erhohte die Bilirubinkonzentration in der Galleausscheidung signifikant. NB:
eine Applikation von SnPP vor Organentnahme reduzierte die Bilirubinkonzentration auf das
Niveau der Kontrollgruppen (*p < 0,01 vs. Gruppe A [Krebs Henseleit Losung], B [Krebs
Henseleit Losung + HAES 6%], D [Krebs Henseleit Losung + Oxyglobin, SnPP blockiert],
ANOVA, t-Test).
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3.6 Erhohte Lipidperoxydation nach Leberreperfusion mit

HbG200
Malondialdehyd (MDA), ein Surrogatmarker fiir die Lipidperoxydation, korreliert mit

einem erhohten Anteil an reaktiven Sauerstoffspezies und dem Grad an oxidativem
Stress. Um den oxidativen Stress wihrend der Organreperfusion zu analysieren wurde
MDA im Perfusat nach 180 miniitiger Leberreperfusion bestimmt. In den
Versuchsgruppen C (Krebs Henseleit Losung + Oxyglobin) und D (Krebs Henseleit
Losung + Oxyglobin, SnPP blockiert) wurde ein MDA Wert von 247.7 = 200nM
respektive 389.8 + 133 nM erreicht. Diese beiden Werte waren signifikant hoher als in
den Kontrollgruppen A (Krebs Henseleit Losung) und B (Krebs Henseleit Losung +
HAES 6%) mit 8.8 = 1.9 nM respektive 20.0 + 14.3 nM (p < 0.01).
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Abbildung 17 Effekt von HbG200 auf die Lipidperoxydation nach 180 miniitiger
Reperfusion der IPRL. Die Zugabe von HbG200 zum Perfusat erhohte die Malondialdehyd-
Konzentration signifikant in den Gruppen C und D (*p < 0,01 vs. Gruppe A (Krebs Henseleit
Losung) und B (Krebs Henseleit Losung + HAES 6%), ANOVA, t-Test).
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3.6 Ausmal} der hepatischen Apoptose nach kalter

Organkonservierung und Reperfusion

Um das Ausmal} der Zellapoptose histologisch festzustellen wurde ein TUNEL Assay
verwendet. Zwischen den Versuchsgruppen A und C konnten keine Unterschiede
beziiglich der Zellapoptose festgestellt werden. Weniger als 5% der Zellen wurde nach
180 miniitiger Reperfusion mit oder ohne HbG200 versetztem Perfusat (Gruppe A
respektive Gruppe C) mit der TUNEL Methode positiv detektiert.

In der Versuchsgruppe B hingegen zeigten sich mit 11% signifikant mehr apoptotische
Zellen nach Reperfusion mit HAES 6%-haltigem Perfusat (*p < 0,01 vs. Gruppe A
(Krebs Henseleit Losung), C (Krebs Henseleit Losung + Oxyglobin) und D (Krebs
Henseleit Losung + Oxyglobin, SnPP blockiert), ANOVA, t-Test).

In der Gruppe D fanden sich 7% apoptotische Zellen. Dieser Wert ist statistisch nicht

signifikant gegeniiber den Ergebnissen der anderen drei Versuchsgruppen.
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Abbildung 18 Effekt von HbG200 auf die Zellapoptose nach 180 miniitiger Reperfusion
der IPRL. Die Zugabe von HbG200 zum Perfusat verbesserte die Zellapoptoserate nicht
signifikant. In der Versuchsgruppe B war die Rate der Zellapoptose mit 11% =+ 0.5 %
signifikant erhoht (*p < 0,01 vs. Gruppe A (Krebs Henseleit Losung), C (Krebs Henseleit
Losung + Oxyglobin) und D (Krebs Henseleit Losung + Oxyglobin, SnPP blockiert),
ANOVA, t-Test). In der Gruppe D fanden sich 7% apoptotische Zellen. Dieser Wert ist

statistisch nicht signifikant gengeniiber Gruppe C erhoht.
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3.7 Der Effekt des HbG200 auf die HO-1 Expression und die HO-
Aktivitat

Die HO-1 Expression wurde per Western Blot Analyse bewertet. Nach 24 stiindiger
kalter Organkonservierung und 180 miniitiger Reperfusion der IPRL war die HO-1
Expression in allen Gruppen erhoht. In den Rattenlebern, die mit HbG200
reperfundiert wurden (Versuchsgruppen C [Krebs Henseleit Losung + Oxyglobin] und
D [Krebs Henseleit Losung + Oxyglobin, SnPP blockiert]) war die HO-1 Expression
zwei bis dreifach hoher verglichen mit den Kontrollgruppen A (Krebs Henseleit
Losung) und B (Krebs Henseleit Losung + HAES 6%). Eine vorherige Behandlung der
Versuchstiere mit SnPP verhinderte nicht die Induktion von HO-1 bei Lebern, die mit
HbG200 versetzten Perfusaten behandelt wurden. Die signifikant erhohte HO-1
Expression in der Versuchsgruppe C (Krebs Henseleit Losung + Oxyglobin, p < 0.05)
korreliert stark mit einer erhohten Bilirubin-Produktion, was eine erhohte HO-1
Aktivitat widerspiegelt. Nach 180 miniitiger Reperfusion enthielt das ausgeschiedene
Gallesekret der mit HbG200 reperfundierten Lebern (Versuchsgruppe C, Krebs
Henseleit Losung + Oxyglobin) mehr als die 4-fache Bilirubinkonzentration gegeniiber
den Kontrollgruppen A und B (Gruppe C: 9.28 + 2.8 mg/dL, Gruppe A: 1.84 + 0.5
mg/dL, Gruppe B: 2.22 £ 0.2 mg/dL).

Weiterhin fiihrte die funktionelle Blockade der HO-1 durch die Applikation von SnPP
zu einer geringeren Bilirubinkonzentration in der produzierten Galle mit gleichen

Werten wie in den Versuchsgruppen A und B gemessen (2.46 £ 1.1mg/dL, vergleiche
Abbildung 15).
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Abbildung 19 Hepatische Expression der HO-1 bemessen durch Western Blot Analyse
nach 180 miniitiger Reperfusion der IPRL. Die Expression der HO-1 war in den mit
HbG200 versetzten Perfusaten (Gruppe C und D) signifikant héher (*p < 0,01 vs. Gruppen A
und B, ANOVA, t-Test).

58



4. Diskussion

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass Himoglobin-Glutamer 200 (HbG200), ein
gereinigter hdmoglobin-basierter Sauerstoff-Trager boviner Herkunft, ein effektives
Agens darstellt um den Reperfusionsschaden nach kalter Leberischédmie zu reduzieren.
So konnte gezeigt werden, dass die Leberreperfusion mit HbG200 die
Organschidigung nach kalter Leberkonservierung signifikant vermindert. Es ist davon
auszugehen, dass die Minimierung des kalten Ischdmie-Reperfusionsschadens durch
eine verbesserte Organoxygenierung und eine Himoglobin-vermittelte Induktion der
Héamoxygenase-1 (HO-1) hervorgerufen wird, welches die Biliverdin und Bilirubin-
Produktion steigert. Diese beiden Molekiile sind wichtige Antioxidantien und wirken

als intrazellulire Radikalfanger®”".

In allen Versuchsgruppen zeigte sich nach Reperfusion eine Verminderung des
portalvendsen BlutfluBBes, wobei die FliiBe in Gruppe C und D gegeniiber den beiden

Kontrollgruppen A und B in den ersten 60 Minuten signifikant niedriger waren.

Vasokonstriktion ist ein bekannter Nebeneffekt zellfreier Hidmoglobinlosungen, da
Hamoglobin eine hohe Affinitdt zu Stickstoffmonoxid (NO) besitzt. NO und
Endothelin-1 (ET-1) sind vasoaktive Molekiile und halten als Gegenspieler den
sinusoidalen Fluss der Leber innerhalb eines dynamischen FlieBgleichgewichtes® |
wobei NO vasodilatatorisch wirkt. Ein weiteres wichtiges Vasorelaxanz innerhalb der
hepatischen Mikrozirkolation ist Kohlenstoffmonoxid (CO). CO ensteht im Rahmen
des Hémoglobinstoffwechsels durch den hidmoxigenase-vermittelten Abbau zu
Biliverdin, wobei zweiwertiges Eisen und CO freigesetzt werden. Die
vasorelaxierende Wirkung des CO konnte in vitro und in vivo fiir verschiedene
Gewebe und Zelltypen nachgewiesen werden®**®. CO wirkt an den Kupffer-Zellen der
Leber als ein endogener Faktor um den Tonus der Sinusoide zu reduzieren’. PANNEN
et al. konnten die wichtige Funktion von CO als endogener Faktor herausarbeiten, der
als Modulator der vaskuldren portal-venosen Perfusion dient’'. Wihrend
Stickstoffmonoxid (NO) ein potenter Vasodilatator im Bereich der arteriellen

hepatischen Zirkulation darstellt, aber nur einen geringen vasodilatatorischen Effekt
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im portalvendsen Gefédlbett hat, so reguliert CO nicht den arteriellen GefdBitonus der
Leber, sondern hat relaxierende Wirkung auf den portalvendsen GefdaBtonus. Eine
erhohte Konzentration an CO fiihrt zu einem vergroBerten GefaBBlumen und einem
erleichterten Blutfluss im betroffenen Stromgebiet. In der Situation des I/R-Schadens,
in der es tber die in der Einleitung genannten Mechanismen zu einer
Mikrozirkulationsstorung — unter anderem mit Konstriktion der Arteriolen — kommt,
konnte eine erhdhte Konzentration an CO diese Vorginge abschwéchen und somit
einen pathophysiologisch bedeutsamen Teilaspekt des Ischdmie-Reperfusions-
Schadens begrenzen. Intravitalmikroskopische Studien an der Leber zeigten, dass CO
fiir die Aufrechterhaltung eines niedrigen sinusoidalen Tonus und einer suffizienten
Perfusion unter Normalbedingungen” und nach himorrhagischem Schock’
notwendig ist. Die Untersuchung der Mikrozirkulation an einem Hautlappen-Modell
zeigte vergleichbare vasoregulatorische Effekte der Hidmoxygenase, die von den

Autoren auf CO zuriickgefiihrt wurden’>".

Die Reperfusion der kalt konservierten Rattenleber mit einer HbG200
supplementierten Losung fiihrte in diesen Experimenten initial zu einer Verminderung
des portalvendsen FluBles, gefolgt von einer kontinuierlichen Steigerung der
portalvenodsen Flufrate, die nach 120 Minuten Reperfusion wieder dhnliche Werte wie
Kontrollgruppe A erreicht. Wéhrend sich die initial verminderte portalvendse FluBrate
durch eine gesteigerte Endothelin-1 Wirkung, aufgrund magelnder NO-Aktivitdt
erklart, so 14Bt sich die kontinuierliche Verbesserung der FluBrate in Gruppe C im
Wesentlichen durch eine zunehmende CO-Freisetzung erklaren. Die Substratinduktion
der Hamoxygenase durch HbG200 fiihrt zu gesteigerter Aktivitit des Enzyms und
somit zu einer vermehrten Bildung von CO. Unterstiitzt wird diese These vor allem
dadurch, dass in Gruppe D nach SnPP-Blockade der Himoxigenase die Verbesserung

des portalvendsen Blutflues im Wesentlichen ausbleibt.

Der Reperfusionsschaden und die Organfunktion nach kalter Ischdmie/Reperfusion der
Leber korrelieren normalerweise mit dem portalvendsen Blutflu. Das mikrovaskulére
Perfusionsversagen der Leber im Rahmen der Organreperfusion ist durch eine
Heterogenitdt der sinusoidalen Perfusion charakterisiert und fiihrt normalerweise zu

einem Ungleichgewicht zwischen Sauerstoffzufuhr und Sauerstoffbedarf innerhalb der

60



Sinusoide. Dieser Mechanismus tragt letztlich zur Organdysfunktion und einem

70,74
Organversagen bei’"".

In diesem Zusammenhang demonstrierten CABRALES et al., dass HbG200 temporér
abnorm niedrige Gewebeperfusionswerte in Bezug auf arterioldren und venuldren
Blutfluss und funktioneller kapilldrer Dichte herbeifiihrt”. Paradoxerweise kommt es
unter HbG200-Gabe zwar zu einem reduziertem Sauerstofftransport im
Mikrozirkulationsgebiet, trotzdem ergeben sich wahrscheinlich erhohte pO, Werte im
Gewebe. Mehrere Studien zeigen sowohl am theoretischen Modell als auch an
tierexperimentellen Modellen der Austauschtransfusion sowie der
Ischdmie/Reperfusion, dass im Mikrozirkulationsgebiet der Leber in Gegenwart von
freiem Hadmoglobin die Sauerstoffabgabe und Sauerstoffdiffusion in das Gewebe

d”>7®. Basierend auf diesen Ergebnissen postulierten CABRALES et

markant erhoht sin
al., dass der Sauerstoffbedarf im Mikrozirkulationsgebiet und im Gewebe in
Gegenwart von molekularem Hadmoglobin reduziert ist und dass die Infusion von
freien Hdmoglobin-Losungen das Gewebe vor den Effekten der Hypoxie schiitzen
kann”. Diese Erkenntnisse stiitzen die Ergebnisse dieser Arbeit und erkliren, warum
der Reperfusionsschaden nach kalter I/R der Leber mit einem HbG200
supplementierten Perfusat (Gruppe C) nicht negativ durch den deutlich reduzierten
portalvendsen Blutfluss beeintriachtigt wurde. Sie erldutern zudem, warum eine
Reperfusion mit HAES 6% supplementiertem Perfusat einen beeintrachtigten
portalvendsen Blutfluss ergab und mit den hochsten Transaminasen-Werten, einer
erhohten Prozentzahl an apoptotischen Zellen und histologisch nachgewiesener
Gewebeschidigung vergesellschaftet war. Es ist daher davon auszugehen, dass die
Reduktion des Reperfusionsschadens trotz eines initial schlechteren hepatischen

Blutflusses durch eine signifikante Verbesserung der Organoxygenierung erreicht

wird.

Eine offensichtliche Steigerung der Organoxygenierung durch HbG200 wird
untermauert durch den Nachweis erhohter Malondialdehyd-Werte. Dies spiegelt sich
in den hohen MDA-Werten der HbG200-supplementierten Perfusaten der Gruppen C

und D wider.
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Von den vielen biologischen Zielen des oxidativen Stresses sind Lipide die am
meisten beteiligte Molekiilklasse. Lipidoxidation fiihrt zur Bildung von weiteren
Produkten, insbesondere Aldehyde. Aldehyde besitzen die Fahigkeit den oxidativen
Schaden weiter zu exazerbieren”. Langlebigkeit und hohe Reaktivitit zeichnen diese
Molekiile aus und befdhigen sie innerhalb und auBerhalb von Zellen mit anderen
Biomolekiilen wie Nukleinsiuren und Proteinen zu interagieren®’. Dabei tritt hiufig
ein irreversibler Schaden an den Funktionsmechanismen der Zellen auf.
Malondialdehyd (MDA) ist der Hauptvertreter dieser Molekiilklasse und ein vielfach
untersuchtes Molekiil. MDA entsteht hauptsdchlich durch die Peroxidation von
mehrfach ungesittigten Fettsiuren®'. Es ist ein reaktives Aldehyd und eines von vielen
sogenannten ,reaktiven elektrophilen Spezies®. Diese Verbindungen verursachen
toxischen Stress an und in Zellen und konnen kovalente Proteinbindungen ausbilden,
die zu sogenannte ,,advanced lipoxidation end-products® (ALE) fithren*’. MDA wird
als Surrogatmarker fiir Lipidperoxydation verwendet™ und korreliert mit der Héhe des

_— 23,84
oxidativen Stress™™"".

Auf den ersten Blick erscheinen die Ergebnisse dieser Arbeit widerspriichlich in
Bezug auf eine Verminderung des Reperfusionsschadens der mit HbG200
supplementiert reperfundierten Lebern, da eine erhohte Produktion reaktiver
Sauerstoffradikale zusammen mit einer erhohten Lipidperoxygenierung normalerweise

eine erhhte Organschidigung zur Folge hat*.

Die Organreperfusion mit HbG200-supplementiertem Perfusat nach kalter Ischimie
filhrte in diesen Experimenten zu einer Induktion der zytoprotektiven Himoxygenase-
1. Hidmoglobin-Glutamer 200 besteht aus Hdm, welches als Substrat und
hochstpotenter  Induktor von HO-1 gilt¥. HO-1 spielt eine Schliisselrolle in der
Aufrechterhaltung der oxidativen und antioxidativen Homdostase wenn ein
Zellschaden auftritt®®. HO-1 katalysiert die initiale und geschwindigkeitslimitierende
Reaktion im Hamkatabolismus. Dabei handelt es sich um die oxidative Aufspaltung
des Him Molekiils in dquimolare Anteile von Biliverdin-IXa, Kohlenstoffmonoxid
und Eisen®’. Biliverdin-IXa wird durch das Enzym Biliverdinreduktase weiter
reduziert zu Bilirubin, welches als potentes Antioxidans agiert und Zellen gegen

oxidativen Stress schiitzt®.
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Die Hochregulation der HO-1 Expression ist einer der kritischen zytoprotektiven
Mechanismen und wird durch zelluldren Stress wie Entziindung, Ischimie, Hypoxie,
Hyperoxie, Hyperthermie oder Strahlung induziert”’. MAINES et al. konnte zeigen,
dass die Induktion von HO-1 einer der sensitivsten Indikatoren fiir durch oxidativen
Stress hervorgerufenen zelluldren Schaden darstellt®’. Dadurch, dass die Induktion von

HO-1 durch Applikation von verschiedenen Antioxidantien wie @ -Tocopherol oder

Allopurinol unterbunden wird, nimmt man an, dass die Induktion der HO-1 im
Rahmen des I/R-Schadens unter anderem durch reaktive Sauerstoffspezies erfolgt™.
Der genaue Mechanismus der HO-1 vermittelten Zytoprotektion gegen den I/R-
Schaden sowie die Immunmodulation sind immer noch nicht genau erfasst, die
Verringerung des hepatischen I/R-Schadens scheint allerdings auf einer direkten HO-1

Uberexpression und nicht einem enzymatischen Signalweg zu basieren’’.

In dieser Arbeit verursachte die Organreperfusion mit HbG200 supplementiertem
Perfusat nach kalter I/R der Leber einen signifikanten Anstieg der hepatischen HO-1-
Expression, die in der Western Blot Analyse gezeigt werden konnte (S. 54f.). Die
Analyse der Galleexkretion erbrachte in allen 4 Versuchsgruppen dhnliche Mengen,
die mit HbG200-supplementiertem Perfusat reperfundierten Leber schieden jedoch
Galle mit einer hohen Bilirubin-Konzentration aus. Dieses Ergebnis untermauert eine

gesteigerten HO-Aktivitit wihrend der Organreperfusion.

Die antioxidativen Effekte durch HO-1 Induktion zusammen mit einer erhdhten
Bilirubinproduktion wurden ausfiihrlich in einer Reihe von Transplantationsmodellen

65,67,92

beschrieben HO-1 hélt die Gewebearchitektur aufrecht, stabilisiert die

Organfunktion und fiihrt letztendlich zu einem verldngerten Transplantatiiberleben®”**.

Unkonjugiertes Bilirubin und Biliverdin - die Endprodukte des HO-Katabolismus bei
Sdugetieren - gelten selbst als wichtige Induktoren fiir HO-1, insbesondere wenn eine
bilidgre Dysfunktion im Rahmen eines Ischimie-Reperfusionsschadens auftritt®’.
Biliverdin und Bilirubin sind starke Antioxidantien, die als intrazellulire
Radikalfanger  dienen. Sie  binden  Hydroxylradikale, Sauerstoff- und
Lipidhydroperoxide™ und kénnen so zur Verringerung des Zellschadens im Rahmen

der Ischdmie- und Reperfusionsphasen beitragen. Neben diesen antioxidativen
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Effekten konnten die Arbeitsgruppen um NEUZIL und STOCKER sowie NAGAKAMI et
al. zeigen, dass Bilirubin Auswirkungen auf die zelluldre Immunantwort hat: Bilirubin
kann die humane Lymphozytenantwort unter anderem durch Produktion von
Interleukin-2 und antikdrper-abhidngige sowie antikOrper-unabhingige Signalwege

94,95

inhibieren” . Ferner konnte Biliverdin eine inhibitorische Wirkung auf das humane

Komplement-System in vitro nachgesagt werden”.

Die Wichtigkeit der HO-1-Induktion in unserem Modell wurde bestitigt durch
Inhibition der HO-Aktivitdt mit SnPP vor Organentnahme. Hierdurch wurde nicht nur
die Bilirubinproduktion auf Kontrollgruppenniveau reduziert, sondern hob auch den
positiven Effekt auf den Reperfusionsschaden auf. Analog zu den Studien von
CARRAWAY et al. und SCHMIDT et al. hatte SnPP keinen Effekt auf die HO-1
Proteinexpression, so dass die hier aufgestellte Hypothese weiter gestirkt wird, dass
eine erhdhte Biliverdin- und Bilirubin-Produktion in diesem Reperfusionsmodell sehr
wichtig ist fir die Reduktion des Reperfusionsschadens **°’. Die offensichtlichen
zytoprotektiven Effekte des Biliverdin und Bilirubin in diesem Ischdmie-
Reperfusionsmodell korrespondieren sehr gut mit vorherigen Studien von
FONDEVILLA et al. **, die zeigen, dass die Reperfusion kiltekonservierter Rattenlebern
mit einem Biliverdin-versetztem Perfusat sowohl in vitro als auch im Rahmen eines
Transplantationsmodells Rattenlebern vor einem Ischdmie- und Reperfusionsschaden

schiitzt”.

64



5. Zusammenfassung

Diese Arbeit zeigt, dass die Leberreperfusion mit einem Perfusat bestehend aus
polymerisierten bovinen Himoglobinmolekiilen (HbG200, Oxyglobin®) den
Reperfusionsschaden nach kalter Leberkonservierung effektiv reduziert. Die
Leberreperfusion war tempordr mit einer reduzierten portalen Flussrate und einer
langsamen  Restitution = der  Leberperfusion  assoziiert, = wihrend  die
Gewebeoxygenierung aufrecht erhalten werden konnte. In der initialen
Reperfusionsphase konnte dies von Vorteil sein, um die hochst fragilen sinusoidalen

Endothelzellen nach kalter Leberkonservierung zu schiitzen.

Nach kalter Ischdmie und Reperfusion bewirkt HbG200 eine verbesserte
Organoxygenierung und eine Induktion von HO-1 mit sukzessiver Hdmaufspaltung.
Der Héamabbau resultiert in einer erhohten Bilirubin und Kohlenstoffmonoxid-
Produktion, ein essentieller Prozess um die antioxidativen Eigenschaften von HO-1 zu
mediieren und die hepatische Mikrozirkulation zu schiitzen. Es ist davon auszugehen,
da in diesem Modell der erhohte oxidative Stress widhrend der Reperfusion in
Gegenwart von polymerisiertem Hadmoglobin durch die antioxidativen Eigenschaften
von HO-1 mehr als kompensiert wird. Die intravendse Applikation von Losungen, die
freie  Hamoglobinmolekiile beinhalten (HBOC), konnte eine  attraktive
Herangehensweise zur Reduktion des I/R-Schadens bei Lebertransplantaten sein. Die
deutlich erhohten MDA-Werte nach Leberreperfusion mit HbG200 versetztem
Perfusat, belegen einen hohen Grad an oxidativem Stress, durch die verbesserte
Organoxygenierung. Es ist daher davon auszugehen, dass in Situationen, in denen eine
insuffiziente HO-1 Aktivitét besteht, die Organreperfusion mit Himoglobin-Glutamer

200 mehr Schaden als Nutzen an Kilte-konservierten Lebern anrichten kann.

In diesem Zusammenhang werden weiterfiihrende Studien zeigen, ob die HbG200-
Prikonditionierung potentieller Transplantatlebern, zur HO-1 Induktion vor
Explantation, eine alternative Mdglichkeit darstellt, um den negativen Effekt der
Lipidperoxydation = bei  Reperfusion zu umgehen wund den Ischdmie-

/Reperfusionsschaden zu vermindern.
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7.2 Abkiirzungsverzeichnis

AG

AK
ALE
ALT
ANOVA
AST
ATP
Cat
CAT

CD

cGMP

CO

CO,

COX
DAPI
DNA/DNS
dUTP
ELISA
ERo;

ET-1

F e2+

Antigen

Antikorper

advanced lipoxidation end products
Alanin-Aminotransferase
Varianzanalyse (analysis of variance)
Aspartat-Aminotransferase
Adenosintriphosphat

Calcium

Catalase

cluster of differentiation

zyklisches Guanosin-Monophosphat (cyclic guanosine-

monophosphate)

Kohlenstoffmonoxid
Kohlenstoffdixoid

Cyclooxygenase

4’ 6-Diamidino-2-Phenylindol
Desoxyribonukleinsdure
Desoxyuridintriphosphat
Enzyme-linked Immunosorbent Assay
Extraktionsrate von Sauerstoff
Endothelin-1

Eisen
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GTP
H,O
H,0,
HAES
HbG200
HBOC
HCl
HCV
HO-1
HO-2
HSP
HSP32
I/R
ICAM-1
IgG

IL

IPF
IPRL
KH,PO,
MDA
MMP
NADPH
NHBD

NO

Guanosin-Triphosphat

Wasser

Wasserstoffperoxid
Hydroxyéthylstirke

Hiamoglobin Glutamer 200
hemoglobin-based oxygen carrier
Salzsdure

Hepatitis C Virus
Héamoxygenase-1
Hémoxygenase-2

heat-shock protein
Hitzeschockprotein 32
Ischdmie/Reperfusion
intracellular adhesion molecule-1
Immunglobulin G

Interleukin

initial poor function

isoliert perfundierte Rattenleber
Kalium-Natrium-Phosphat
Malondialdehyd
Matrix-Metalloproteinasen
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
non-heart-beating donors

Stickstoffmonoxid
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O,
PBS

PECAM-1

PNF

SD

SDS
SEC
sGC
SnPP
SOD
TBA
TCA
TdT
TEMED
TNFa
tPos

Tris
TUNEL
UW-Losung

vWF

Sauerstoff
phosphat-gepufferte Salzlosung (phosphate buffered saline)

Platelet endothelial cell adhesion molecule, syn.:cluster of
differentiation 31 (CD31)

primary non-function

Standardabweichung (standard derivative)
Natriumdodecylsulfat (sodiumdodecylsulfate)
sinusoidale Endothelzellen

16sliche Guanylat-Cyclase (soluble guanylate-cyclase)
Zinn-Protoporphyrin-I1X

Superoxiddismutase

Thiobabitursdure (thiobabituracid)
Trichloressigsédure

terminale Desoxynukleotidyltransferase
Tetramethylethylendiamin
Tumornekrosefaktor o

Oberflachenspannung von Sauerstoff
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling
University-Of-Wisconsin-Ldsung

von Willebrand Faktor
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7.3 Reaktionslosungen zur Gelelektrophorese

Gelelektrophorese

Trenngel

Tris-Glycin-SDS-Polyacrylamid-Gel 12% ig, 10ml
H,O 3,3ml
Acrylamid-Mix 30 %ig 4.0ml
1.5M Tris Puffer (pH 8.8) 2.5ml
SDS 10%ig 0.1ml
Ammoniumpersulfat 10%ig 0.1ml
TEMED 0.004ml

Sammelgel

Tris-Glycin-SDS-Polyacrylamid-Gel 5% ig, 3ml
H,O 2,1ml
Acrylamid-Mix 30%ig 0.5ml
1.0M Tris Puffer (pH 6.8) 0.38ml
SDS 10%ig 0.03ml
Ammoniumpersulfat 10%ig 0.03ml
TEMED 0.003ml
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Lammli-Puffer

1.0M Tris Puffer (pH 6.8)
Bromphenolblau

SDS 10%ig

Glycerin

Mercaptoethanol

PAGE Laufpuffer 10x konzentriert
ad Aqua dest.

SDS (Natriumdodecylsulfat)

Tris
Glycin
Losungsansiitze
Anode Losung R
pH 10.4
Tris 36.3¢g
Methanol 200ml
Ad 1000ml
Anode Losung S
pH 10.4
Tris 3.03¢g
Methanol 200ml
ad 1000ml
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3.2ml
Smg
1.5¢
3.5ml

2.5ml

1000ml
10g
30g

144¢g

18.15¢g
100ml

ad 500ml

1,515¢
100ml

ad 500ml



Kathode Losung T
pH 7.6

6-Amino-n-Hexansdure  5.20g

Methanol 200ml

ad 1000ml
Blocking Reagenz
PBS-Losung

Polysorbat-20

Milchpulver

Waschpuffer
PBS-Losung

Polysorbat-20

Destain-Losung

Methanol
Essigsdure

Aqua dest.

Ponceau-Rot Proteinfirbung

Ponceau S Pulver

Eisessig

ad 100 ml Aqua dest, anschlieBende Filtration.
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2.6g
100ml

ad 500ml

200ml
0.5ml

15-20g

400ml

Iml

100ml
100ml
800ml

Iml
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